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Resumo

MESSIAS, T. S. Investigacdo soroldgica, molecular e filogenética do Zika virus. 2019.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2019.

O Zika virus (ZIKV) é um flavivirus transmitido por mosquito que causa Febre Zika e esta
associado as Malformacdes Congénitas e Sindrome de Guillain-Barré integrando a lista de
agentes etioldgicos que sdo um problema de salde publica internacional. Apresentamos uma
investigacdo soroldgica e molecular do ZIKV em amostras humanas na regido de Bauru do
estado de Sao Paulo, Brasil a fim de contribuir na determinacéo dos primeiros casos de infeccédo
de ZIKV nos locais do estudo. Foi realizada a investigacdo sorolégica por técnica de
imunocromatografia em 2000 amostras Dengue virus negativas referentes aos anos de 2014-
2016, sendo 159 (7,9%) positivas para ZIKV, evidenciando que a circulariza¢do do ZIKV na
regido de estudo teve inicio em 2014. Foi investigado pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa por transcricdo reversa a presenca de acido ribonucleico (RNA) do
ZIKV nas 159 amostras positivas a nivel soroldgico. Porém o RNA viral ndo foi detectavel.
Esse resultado negativo quanto a molecular a partir de soro reforca a possibilidade de aderéncia
do ZIKV em eritrécitos. Esses achados levantam o questionamento se outros membros do
género Flavivirus possuem o mesmo potencial. Para complementar os dados realizamos uma
analise filogenética da espécie ZIKV. Com o propdsito de geracao de hipoteses referentes a sua
dindmica de distribuicdo no Brasil. Para tal utilizamos os bancos de dados, algoritmos e
parametros presentes nos softwares Virus Pathogen Resource e MEGATY. Nossas evidéncias
inferem que atualmente o ZIKV apresenta uma adaptacdo na Regido Nordeste do Brasil.
Considerando todas as possibilidades levantadas nessas analises, concluimos que o ZIKV
possui um alto potencial de adaptagdo/evolucdo, o que por sua vez poderia gerar caracteristicas

patogénicas desafiadores a satde publica.

Palavras-chave: Zika Virus, Diagnostico Molecular, Filogenia, Sorologia.



Abstract

MESSIAS, T. S. Serological, molecular and phylogenetic investigation of Zika virus. 2019.
Thesis (Master) — Faculty of Medicine of Botucatu, Univesidade Estadual Paulista, Botucatu,
2019.

Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne flavivirus that causes Zika Fever and is associated with
Congenital Malformations and Guillain-Barré Syndrome, which has been declared an
international public health problem by the World Health Organization. We conduct a
serological and molecular investigation of ZIKV in human samples in the Bauru region of the
state of S&o Paulo, Brazil, in order to contribute to the determination of the first cases of ZIKV
infection in the study sites. Serological investigation was made by immunochromatography
technique performed in 2000 Dengue virus negative samples referring to the years 2014-2016,
159 (7.9%) was positive for ZIKV, evidencing that the circularization of ZIKV in the region of
study began in 2014. The presence of ZIKV ribonucleic acid (RNA) in the 159 serologically
positive samples was investigated by the Quantitative Reverse Polymerase Chain Reaction
technique. All did not show detectable RNA. This molecular negative result from serum
enhances the possibility of ZIKV adhesion in erythrocytes. These findings raise the question of
whether other flaviviruses have the same potential. We also performed a phylogenetic analysis
of the ZIKV species. With the purpose of generating hypotheses referring to its distribution
dynamics. For this we use the databases, algorithms and parameters present in the software
Virus Pathogen Resource and MEGAY. Our evidence allows us to infer that the ZIKV presents
a possible adaptation in the Northeast Region of Brazil. Considering all the possibilities raised
in these analyzes, we can conclude that ZIKV has a high adaptive/evolution potential, which

could generate pathogenic characteristics that can be a challenging to public health.

Key word: Zika Virus, Molecular Diagnoses, Phylogeny, Serology.
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“Todos sabem que as pestes tendem a se repetir no mundo; mas de certa
forma ¢ dificil acreditar naquelas que nos caem sobre a cabeca vindas

ndo se sabe de onde.”

- A peste, Albert Camus, 1948.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Virus

Virus séo parasitas acelulares compostos de acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido
ribonucleico (RNA), possuem um arranjo proteico que favorece economia energética de acordo
com formas geométricas chamados de capsideo. Também podem apresentar envelope
glicofosfolipidico derivado de membranas da célula hospedeira (Dimmock et al., 2007; Norval,
2012; Ferreira et al., 2013). Teoricamente todos 0s seres vivos podem ser infectados por virus,
desde células procaridticas a eucarioticas, geralmente seguindo o padréo de infeccdo de espécie
especifica. InfeccBes virais ocorrem naturalmente, porém o desenvolvimento de sinais clinicos,
ou seja, a doenca varia de acordo com as caracteristicas do hospedeiro e do virion. Com baixa
frequéncia ocorre infeccdo entre espécies (“salto” entre espécies), o que pode causar a
emergéncia de novas doencas (Dimmock et al., 2007; Santos, 2013; Enquist e Racaniello,
2013).

Breve historico da virologia

Por mais que haja evidéncias visuais de doencas causadas por virus em artefatos datados
de 4000 a.C e o fundamental desenvolvimento da vacina contra a Variola Humana utilizando
lesbes da Variola Bovina por Edward Jenner (1796), a existéncia desses seres comecou a ser
descoberta pelos experimentos de Adolf Mayer em 1882. Mayer investigou uma doenga com
lesGes escurecidas na folha da planta do Tabaco (Doenca do Mosaico do Tabaco — DMT)
(Figura 1). Mayer ndo conseguiu isolar o patdgeno utilizando um filtro de retencéo de bactérias,
ou seja, indo contra os postulados de Koch e entdo sugeriu que o agente poderia ser algum ser
similar a uma enzima contagiosa. Com um experimento similar, Dmitri lwanowski em 1892
evidenciou que o agente etiolégico da DMT néo era cultivavel, ndo podia ser visualizado e era
filtradvel em técnicas de retencdo bacteriana, porém lwanowski negligenciou sua descoberta
considerando ter errado no isolamento do agente que segundo ele possivelmente era bacteriano.
Beijerinck repetiu esses experimentos em 1898 e concluiu a existéncia de um novo tipo de

agente infeccioso nomeando-o como contagium vivum fluidum (fluido vivo contagioso) que



viria a ser conhecido como virus do latim veneno (Dimmock et al., 2007; Enquist e Racaniello,
2013).

Figura 1 — Lesdes escurecidas caracteristicas da Doenca do Mosaico do Tabaco.

Fonte: Enquist e Racaniello, 2013.

Twort em 1915 tentou cultivar em placas de agar o agente etiolégico da Variola
Humana. Incapaz de cultivar o agente, foi observado que algo lisava as bactérias contaminantes
da placa e desta forma, foi sugerido duas teorias para esse processo. | — A existéncia de virus
que infectavam bactérias; Il — As bactérias mortas na placa secretavam alguma enzima que
impedia o crescimento das demais (Dimmock et al., 2007). Também em 1915 Felix d"Herelle
bacteriologista do Instituto Pasteur realizou uma investigacdo com plagueamento de um surto
de disenteria que afetou uma cavalaria francesa. Ao longo de sua investigacao reparou que na
placa forrada com coldnias do bacilo Shigella sp. apareciam pontos circulares limpos (pontos
de lise bacteriana) que chamou de plaque. D Herelle fez a associagdo acompanhando o tempo
de inicio de recuperacdo de um paciente e o surgimento dos plaques nas placas de cultivo
bacteriano. Felix descobriu o agente viral chamando-o de bacteriéfago. Esse experimento
contribuiu de forma significativa para provar que os virus eram particulas solidas e ndo liquidas
como a comunidade de virologistas vinham discutindo desde os experimentos realizados por
Beijerinck (Enquist e Racaniello, 2013; Ferreira et al., 2013).



O fato de os virus serem particulas solidas foi provado também pela realizacdo da
primeira micrografia eletronica do Tobacco mosaic virus (TMV) realizada por VVon Borries et
al. (1938) (Figura 2). Nesse mesmo periodo, Max Delbriick e Emory Ellis iniciaram estudos
genéticos pioneiros utilizando bacteriéfagos do grupo T, elucidando questdes basicas de
replicacdo dos virus e genética celular procaridtica. Essa pesquisa culminou em diversos
estudos utilizando bacteriéfagos (Enquist e Racaniello, 2013).

Figura 2 — Micrografia eletronica do Tobacco mosaic virus.

Fonte: Enquist e Racaniello, 2013.

A partir desse ponto o campo da virologia se tornou vasto e com inimeras possibilidades
(Quadro 1), da identificag&o etiologica viral de doencas a elucidagdo de questdes moleculares

na evolucdo e manutencao de todo o nosso ecossistema (Enquist e Racaniello, 2013).

Quadro 1. Descobertas Historicas da Virologia baseado em Enquist e Racaniello, 2013

4000 a.C Descricdo de Raiva e Poliomielite em artefatos.

1796 (Jenner) Desenvolvimento da vacina contra a Variola Humana.

1882 (Mayer) Evidéncia de transmissibilidade da Doenca do Mosaico do Tabaco.
1898 (Beijerinck) Conceituacdo dos virus como elementos contagiosos.

1898 (Loeffler e Frosch) Descoberta do primeiro virus animal.
Descoberta do primeiro virus que infecta 0 Homo sapiens
1901 (Reed et al.) )
(Yellow fever virus - YFV)




1907 (Ashburn e Craig)

Descoberta do Dengue virus - DENV.

1913 (Steinbault et al.)
1917 (d’Herelle)

Primeiro cultivo viral em tecido.

Descoberta dos bacteriéfagos e da natureza solida dos virus.

1931 (Woodruff e
Goodpasture)

Primeira propagacdo de virus em ovos de galinha embrionados.

1932 (Little e Bittner)

Primeiro virus relacionado a tumores em mamiferos.

1934 (Schlesinger)

Evidéncia de bacteriéfagos possuirem proteina e &cidos nucleicos.

1935 (Stanley)

Cristalizacdo do Tobacco mosaic virus - TMV.

1936 (Bawden e Pirie)

Descoberta de 0 TMV ser composto por nucleoproteina e RNA.

1938 (Theiler)

Descoberta da vacina contra a Febre Amarela.

1938 (Von Borries et al.)

Primeira micrografia eletronica viral do TMV.

1940 (Smithburn et al)

Descoberta do West Nile virus — WNV.

1943 (Luria e Delbrick)

Estudo de origens genéticas e mutagcdes em bacteriofagos.

1946 (Delbriick)

Recombinacédo genética de bacteriofagos.

1947 (Luria)

Mutacéo e reparo de DNA de bacteri6fagos.

1948 (Enders et al.)

Replicacdo de Enterovirus (Enterovirus C - Virus da Poliomielite)

em culturas celulares.

1948 (Sanford)

Desenvolvimento de culturas de células animais.

1952 (Hershey e Chase)

Genoma viral é constituido de acido nucleico.

1952 (Zinder, Lederberg)

Descobrimento do processo de transducao.

1955 (Gey)

Desenvolvimento de cultura de células humanas (HeLa).

1956 (Volkin et al.)

Descobrimento do RNAmM em bacteriéfagos.

1956 (Watson e Crick)

Virions sdo compostos por subunidades estruturais idénticas.

1956 (Schramm et al.)

RNA carrega informag&o genética.

1962 (Klug e Caspar)

Estudo de estruturas virais.

1964 (Brenner)

Estudo de colinearidade do gene com cadeia polipeptidica

utilizando bacteriéfagos.

1964 (Epstein et al.)

Descobrimento do primeiro oncovirus humano (Human

gammaherpesvirus 4 — Virus Epstein-Barr).

1967 (McAuslan e Kates)

Polimerase associada aos virions.

1970 (Temin e Baltimore)

Descobrimento da Transcriptase Reversa retroviral.

1971 (Darnell e Edmonds)

Poliadenilagdo de RNA.




1972 (Berg)

Primeira recombinacdo experimental de moléculas de DNA

utilizando bacteriofagos.

1974 (Blattner et al.)

Uso de vetores bacteridéfagos 4 como tecnologia para recombinacéo
de DNA.

1975 (Shatkin e Moss)

Descobrimento do capeamento do RNAmM.

1976 (Fiers)

Primeiro genoma viral de RNA sequenciado (bacteriéfago MS2).

1977 (Sanger et al.)

Primeiros genomas virais de DNA sequenciados (bacteriéfago
®X174 e Simian virus 40 — SV40).

1977 (Roberts e Sharp)

Descobrimento de splicing de RNA utilizando Adenovirus.

1977 (Levine e Crawford)

Descobrimento do supressor tumoral p53 utilizando o SV40.

1979 (Organiza¢do Mundial
da Salde)

Variola Humana erradicada.

1979 (Kelly et al.)

Primeira replicacdo de DNA viral in vitro (Adenovirus, SV40).

1979 (Roeder)

Primeiro sistema in vitro de transcricdo de RNAm (Adenovirus).

1979 (Hunter et al.)

Descobrimento das Tirosinas Quinases.

1981 (Chambon e Khoury)

Descobrimento de potenciadores transcricionais.

1981 (Yamamoto e Tjian)

Identificacdo de fatores transcricionais em mamiferos utilizando o
SV40.

1981 (Shenk)

Identificacdo de sinais de poliadenilacéo.

1981 (Wiley et al.)

Estrutura do primeiro envelope viral.

1982 (Elion e Hitchings)

Desenvolvimento de antivirais.

1983 (Montagnier et al.)

Identificacdo do Human immunodeficiency virus (HIV) como
agente etiol6gico da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
Adquirida (AIDS).

1984 (Smith e Butel)

Descobrimento de sinalizagdes de localizagdo nuclear.

1984 (Barrell et al.)

Primeiro grande genoma viral a ser sequenciado

(Virus Epstein-Barr).




1986 (Bruening e Symons) Descobrimento de “ribozimas em cabeca de martelo™.

Primeira ribozima especifica desenvolvida.

1988 (Haseloff e Gerlach)
Descobrimento de estruturas internas do ribossomo utilizando
1988 (Wimmer e Sonenberg) Enterovirus.
Primeira terapia de gene humano com a utilizagéo de vetor
1990 (Anderson e Blaese) retroviral.
1991 (Miller) Descobrimento de proteinas virais antiapoptoticas.

1998 (Fire e Mello) Silenciamento de genes utilizando RNA de cadeia dupla (RNAfd).

1998 (Young) Virion vegetal utilizado para a sintese de nanoparticulas.

1998 (Vance e Baulcombe) Virus vegetais possuem supressores de RNA interferente (RNAI).

2008-2015 (Organizagéo Planejamento de erradicacéo global da poliomielite.
Mundial da Saude)

2010 (Skalka et al.) Genomas de vertebrados carregam genomas de virus antigos.

Erradicacdo da Peste Bovina causada pelo Rinderpest morbillivirus
(RPV).

2011 (Organizagdo Mundial
da Saude Animal)

Epidemia de Febre Hemorragica do Ebola de importancia em satde

2014-2016 (Organizagéo publica internacional causada pelo Zaire ebolavirus (EBOV) no
Mundial da Satde) Oeste Africano.
Declaracdo de emergéncia em salde publica internacional em
2016 (Organizacao Mundial relago a associacdo da infeccdo por Zika virus (ZIKV) com a
da Salde) microcefalia e Sindrome de Guillain-Barré (SGB).

Legenda: a.C — Antes de Cristo; RNA — Acido ribonucleico; DNA — Acido desoxirribonucleico; HeLa — Células

de Henrietta Lacks; RNAm — Acido ribonucleico mensageiro; A — Letra grega Lambda; ® — Letra grega Phi.

Classificacao viral

Os virus aparentam ser simples, porém sua capacidade de infectar todos os organismos
da natureza refletem uma complexidade desafiadora para os estudiosos da area. Levando em

consideracdo sua forma de replicagdo (parasita intracelular obrigatorio), muitos taxonomistas


https://pt.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks

ndo consideram necessario que os virus sejam integrados junto aos dominios Bacteria, Archaea
e Eukarya dos seres vivos, utilizando o argumento de que sdo entidades ndo vivas e que 0s virus
sdo mais similares aos seus hospedeiros do que entre eles. Em contrapartida, na visdo de
virologistas, 0s virus mesmo com suas caracteristicas peculiares séo tdo vivos quanto qualquer
outro organismo e por motivos praticos € essencial uma classificagdo taxondmica a parte dos
dominios da vida, em vista da complexidade e diversidade dos virus e seus hospedeiros (Condit,
2013).

Para executar essa tarefa complexa de organizacgéo e classificacdo viral, foi criada uma
taxonomia hierarquica, ndo sistematica e politética que é conduzida e supervisionada pelo
International Committe on Taxonomy of Viruses (ICTV) com os taxons e sufixos: Dominio —
viria; Subdominio — vira; Reino — virae; Subreino — virites; Filo — virocota; Subfilo — viricotina;
Classe — viricetes; Ordem — virales; Subordem — virienae; Familia — viridae; Subfamilia —
virinae; Género e Subgénero — virus e Espécie. A taxonomia politética do ICTV considera as
seguintes caracteristicas para o agrupamento dos virus em seus respectivos taxons: morfologia;
propriedades fisico-quimicas; constituicdo proteica; constituicdo de lipidios e carboidratos;
estratégia de replicagdo e organizacdo génica; propriedades antigénicas; propriedades
bioldgicas (hospedeiro natural, filogenética, epidemiologia e patologia) (Ferreira et al., 2013;
Condit, 2013; ICTV, 2018).

Existem duas formas de escrever os tdxons dentro da virologia, a formal utilizando o
itdlico com a primeira letra maiuscula, como por exemplo: Espécie - Zika virus; género —
Flavivirus; familia — Flaviviridae. E a informal: O Zika virus é um flavivirus (Ferreira et al.,
2013; ICTV, 2018). Quando o virus ja é oficialmente catalogado na lista mestra do ICTV néo

é permitido a traducdo de taxons ou a alteracdo de sua abreviacdo (ICTV, 2018).

Biossintese viral

Diferente dos demais organismos que se reproduzem de forma sexuada e assexuada,
para ocorrer a progénie viral é necessario que uma célula suscetivel e permissiva seja infectada.
Quando isso € possivel é permitido que além de que o genoma viral seja replicado ocorra a
montagem da particula de forma completa. Para isso o sistema de defesa intracelular e as formas

de comunicagdo celular que desencadeiam o sistema imunologico inato e adaptativo devem ser



10

inativadas (Dimmock et al., 2007; Ferreira et al., 2013). A biossintese viral ocorre nas seguintes
etapas:

| — Adsorcdo: Etapa em que as proteinas de superficie viral (espiculas virais) interagem
de forma reversivel ou irreversivel com as proteinas no glicocalice celular (receptores celulares)
geralmente de forma especifica 0 que determina se a célula é suscetivel ou ndo a infecgéo,

definindo inicialmente o tropismo viral (Ferreira et al., 2013).

Il — Internalizacdo: Mudangas proteicas conformacionais promovem a internalizagéo do
genoma viral de formas variaveis: Pode ocorrer exposi¢do de aminoacidos (aa) hidrofébicos
em virus envelopados facilitando a fuséo do envelope viral com a membrana plasmatica celular
liberando o genoma viral diretamente no citoplasma; Algumas espécies sao endocitadas durante
a fase de adsorcdo, no endolisossomo a fusdo do envelope com a membrana da vesicula
endocitica ocorre geralmente de forma dependente de pH (Potencial de Hidrogénio) acido

liberando o genoma no citoplasma (Ferreira et al., 2013).

Il — Replicacdo: Existe uma classificacdo criada por Baltimore que divide 0s virus em
sete classes de acordo com sua constituicdo genética e estratégia basica de replicacdo: 1 — Virus
constituido de DNAfd (Acido desoxirribonucleico de fita dupla); 2 — DNAfs (Acido
desoxirribonucleico de fita simples); 3— RNAfd (Acido ribonucleico de fita dupla); 4 — RNAfs+
(Acido ribonucleico de fita simples com polaridade positiva) de contexto importante nesse
trabalho, essa classe de virus possui seu genoma com alta similaridade a0 RNAm (Acido
ribonucleico mensageiro) celular o que facilita sua replicacdo. E necessario antes que a traduc&o
do genoma viral ocorra que a RpRd (RNA polimerase RNA dependente) viral sintetize uma fita
complementar ao genoma para a manutencao da replicacdo gendmica e de proteinas estruturais
e nio estruturais; 5 — RNAfs- (Acido ribonucleico de fita simples com polaridade negativa); 6
— RNAfs com intermediario de DNA e 7 — DNAfd com intermediario de RNA. Independente
da estratégia de replicacdo o produto final deve ser um RNAmM que traduza as informacdes
contidas no genoma viral para a sintese de proteinas estruturais e nao estruturais (Figura 3)
(Dimmock et al., 2007; Ferreira et al., 2013).
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Figura 3 — Classificacao Viral de Baltimore.
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Independente da classe viral (Class) o produto final deve ser 0 RNAm (mRNA) que é traduzido em proteinas

(Protein) estruturais e ndo estruturais para que o virus prossiga com suas demais etapas de biossintese.

Fonte: Dimmock et al., 2007.

IV — Automontagem e maturacdo: Os virions comecam a ser montados e maturados em
locais especificos de cada espécie quando a sintese de proteinas estruturais e ndo estruturais

atingem o nivel adequado (Ferreira et al., 2013).

V — Brotamento: Processo de saida dos virions. Nos virus que possuem envelope eles o
adquirem na membrana citoplasmatica ou em demais estruturas com bicamada fosfolipidica. A
forma de saida dos virus envelopados pode ocorrer via brotamento da regido extracelular da
membrana citoplasmatica ou via exocitose ndo sendo necessario a lise celular na maioria dos
casos. Para virus que ndo sdo constituidos de envelope a lise celular geralmente é necessaria
(Ferreira et al., 2013).
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1.2. A familia Flaviviridae e o género Flavivirus

Pesquisas filogenéticas indicam que a possivel origem desses virus se deu ha 100.000
anos (Pettersson e Fiz-Palacios, 2014). Sua origem pode ser corroborada com o histérico
apresentado por Ferreira et al. (2013) de que a doenca Febre Amarela possivelmente pode estar
associada ao surgimento da lenda do Holandés Voador que segundo as historias é um navio
fantasma que navega contra o vento, essa possibilidade faz sentido levando em consideragédo
que o individuo com Febre Amarela por conta da febre alta pode apresentar delirios o que na
época dizimava tripulagdes. Uma das hipoteses provaveis sugere que a Febre Amarela e a Febre
Dengue chegaram nas américas no século XVII com o comércio escravista, tais doencas foram
importantes na histdria para determinar o estabelecimento de colonias na Africa e na América.
Documentos histdricos ddo grande destaque a Febre Amarela como responsavel por milhares
de mortes de soldados colonizadores o que de forma direta influenciava os dominios de
territorio (McNell, 2016).

Walter Reed em 1901 demonstrou que a Febre Amarela poderia ser transmitida
utilizando soros filtrados de pacientes doentes, seus achados também apontavam que 0s
mosquitos carreavam o virus. O Yellow fever virus — YFV (Virus da febre amarela) seria entdo
0 primeiro virus humano descoberto (Lindenbach et al.,, 2013). O YFV é o primeiro
representante da familia Flaviviridae com quatro géneros descritos: Flavivirus do latim flavus
- amarelo, Hepacivirus do grego hepar ou hepatos — figado, Pegivirus do inglés persistent GB
virus — virus GB persistente e Pestivirus do latim pestis — peste. Quanto ao nimero de espécies,
a familia totaliza 89 espécies oficiais e 12 espécies ainda ndo classificadas (Lindenbach et al.,
2013; ICTV, 2018; VIiPR, 2018).

O género Flavivirus possui 53 espécies (ICTV, 2018), a maioria séo transmitidos por
artropodes o que os definem como arbovirus (arthropod-borne virus), causando de forma
variavel desde sintomas febris e articulares a encefalites e febres hemorragicas. Dentro desse
género se encontram agentes etiologicos de grande importancia a saude publica humana
(Lindenbach et al., 2013; CDC, 2014; CDC, 2018a, 2018b; WHO, 2018a) como por exemplo:
Yellow fever virus — agente etioldgico da Febre Amarela que em 15% dos casos pode evoluir
para a forma grave da doenca com mortalidade de 50%; Dengue virus (DENV) — causa Febre

Dengue que pode variar de sintomas brandos a Sindrome de Choque da Dengue (choque



13

hipovolémico) e/ou Dengue Hemorrégica (Romanos, 2013); West Nile virus (WNV) — patégeno
causador da Febre do Oeste do Nilo onde aproximadamente 80% dos casos sdo assintomaticos,
dos 20% os sintomas sdo semelhantes as demais arboviroses podendo apresentar sintomas
neuroldgicos como meningite, encefalite e variadas manifestacdes oculares. Nos casos
neuroinvasivos pode ocorrer sequelas nos sistemas motores e cognitivos (Pierson e Diamond,
2013). E o Zika virus (ZIKV) foco do presente trabalho.

Caracteristicas

Inferéncias apontam o surgimento dos flavivirus ha aproximadamente 10.000 anos no
Velho Mundo desde a Ultima era do gelo (Gould et al., 2003). Estes estdo distribuidos de forma
global, sendo responsaveis por variadas endemias e epidemias de dificil controle, em vista que
suas caracteristicas de emergéncia, reemergéncia e manutencdo no ambiente sdo dindmicas
(Mackenzie et al., 2004). Esses virus sao divididos em trés grupos filogenéticos: FVTC -
flavivirus transmitido por carrapato, FVTM — flavivirus transmitido por mosquito e os FVTD
— flavivirus transmitidos por vetores desconhecidos (Figura 4) (Kitchen et al., 2011). Por causa
dessa caracteristica de transmissdo vetorial por insetos, os flavivirus se diferenciam dos demais
géneros que integram a familia Flaviviridae. Considerando essa caracteristica diferencial, €
sugerido que os flavivirus tenham evoluido de um ancestral que ndo era transmitido de forma
vetorial, teoria essa suportada por analises filogenéticas da proteina viral ndo estrutural 5 (Gould
etal., 2001).

Figura 4 — Arvore filogenética dos flavivirus com base na sequéncia de aminoécidos da

poliproteina.
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Arvore filogenética (Méaxima verossimilhanca) dos flavivirus com base nas sequéncias de aminoacidos
das poliproteinas. Grupos: flavivirus transmitidos por vetores desconhecidos (No Known Vector), flavivirus
transmitido por carrapato (tick-borne) e flavivirus transmitido por mosquito (mosquito-borne). Flavivirus: APOIV
— Apoi virus, MODV — Modoc virus, MMLYV — Montana myotis leukoencephalitis virus, RBV — Rio Bravo virus,
TYUV - Tyuleniy virus, MEAV — Meaban virus, SREV — Saumarez Reef virus, KADV — Kadam virus, GGYV —
Gadgets Gully virus, KSIV — Karshi virus, RFV — Royal Farm virus, DTV — Deer tick virus, POWV — Powssan
virus, AHFV — Alkhurma hemorrhagic fever virus, KFDV — Kyasanur Forest disease virus, LGTV — Langat virus,
OHFV — Omsk hemorrhagic fever virus, TBEV-FE — Tick-borne encephalitis virus — Subtipo do Extremo Oriente,
TBEV-S — Tick-borne encephalitis virus — Subtipo Siberiano, GGEV — Greek goat encephalomyelitis virus, TSEV
— Turkish sheep encephalitis virus, TBEV-E — Tick-borne encephalitis virus — Subtipo Eurpeu, LIV — Louping ill
virus, SSEV — Spanish sheep encephalomyelitis virus, ENTV — Entebbe bat virus, YOKV — Yokose virus, YFV —
Yellow fever virus, SEPV — Sepik virus, WESSV — Wesselsbron virus, EHV — Edge Hill virus, BOUV — Bouboui
virus, BANV — Banzi virus, UGSV — Uganda S virus, JUGV — Jugra virus, POTV — Potiskum virus, SABV —
Saboya virus, DENV-4 — Dengue virus sorotipo 4, DENV-2 — Dengue virus sorotipo 2, DENV-1 — Dengue virus
sorotipo 1, DENV-3 — Dengue virus sorotipo 3, KEDV — Kedougu virus, SPOV — Spondweni virus, ZIKV — Zika
virus, IGUV — Iguape virus, KOKV — Kokobera virus, AROAV — Aroa virus, BSQV — Bussuquara virus, ILHV
— Ilheus virus, ROCV — Rocio virus, BAGV — Bagaza virus, SLEV — St. Louis encephalitis virus, KUNV — Kunjin
virus, WNV — West Nile virus, JEV — Japanese encephalitis virus, MVEV — Murray Valley encephalitis virus,
USUV — Usutu virus. Hospedeiros associados até 2011: rodents (roedores), bats (morcegos), seabirds (aves
marinhas), mammals (mamiferos), birds (aves), camelids (camelideos), primates (primatas), livestock (animais de
fazenda), ruminants (ruminantes), marsupials (marsupiais), humans (humanos), macropods (marsupiais

herbivoros — ex: canguru)

Fonte: Kitchen et al., 2011.

Para exemplificagdo de um FVTC temos o Tick-borne encephalitis virus (TBEV) com
distribuicéo na China, Japao, Russia e paises norte europeus. O TBEV causa sintomas diversos
em um terco dos infectados variando de sindromes febris a meningoencefalites (30% de
mortalidade) (Kaiser, 2008; Mansfield et al., 2009; Pierson e Diamond, 2013). A infec¢édo por
TBEV foi descrita primeiramente em 1931 na Austria em um surto sazonal de
meningoencefalite e posteriormente associada a transmissdo pelo carrapato Ixodes persulcatus
(I. persulcatus) em 1939 (Schneider, 1931; Zilber, 1939). Atualmente milhares de casos sdo
registrados anualmente (CDC, 2018c). O ciclo da doenga é mantido pela transmissdo do TBEV
majoritariamente pelo carrapato 1. persulcatus que se alimenta de hospedeiros vertebrados,
sendo o Homo sapiens (H. sapiens) um hospedeiro ocasional (Figura 5). Os casos ocorrem de
forma sazonal entre margo e novembro (Kaiser, 2008). No hospedeiro vertebrado também

ocorre a replicacdo viral em tecido dérmico na auséncia de viremia o que propicia a infecgdo
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de carrapatos e permite a transmisséo pelo leite em humanos e demais animais (Pogodina, 1960;
Labuda et al.,1996).

Figura 5 — Ciclo de transmissao do Tick-borne encephalitis virus (TBEV).
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A infec¢do dos hospedeiros invertebrados e vertebrados pelo TBEV ocorre durante as seguintes etapas:
Ovos se chocam em larvas de seis patas (Eggs hatch into six-leged larvae); Larvas entram em contato e se
alimentam do primeiro hospedeiro (Larvae attch to and feed on first host); Larvas se modificam para ninfas
(Larvae olt into nymphs after leaving fisrt host); Ninfas entram em contato e se alimentam de um segundo
hospedeiro (Nymphs attach to and feed on second host); Ninfas se modificam para a forma adulta (Nymphs mol
tinto adults after leaving second host); Formas adultas entram em contato com o terceiro hospedeiro para
alimentacéo e copula (Adults attach to a third host for feeding and mating); Saida do hospedeiro para colocar ovos
(drop off host to lay eggs).

Fonte: Pierson e Diamond, 2013.

Um exemplo dos FVTMs é o conhecido Dengue virus que hoje possui distribuicdo
ampla no globo afetando de forma endémica no minimo 100 paises (CDC, 2014). Relatos de
sintomatologia Dengue-like datam do primeiro milénio na China, porém oficialmente o
primeiro relato similar a uma epidemia de Febre Dengue foi publicado por Benjamin Rush,
médico que presenciou o surto em 1780 na Filadélfia (Rush, 1789; Pierson e Diamond, 2013).
O ciclo natural de vida do DENV é mantido pelo contato mosquito Aedes e primatas (Figura
6). Ap6s 0 mosquito transmitir o DENV pelo repasto sanguineo o hospedeiro pode apresentar

desde, infeccdo assintomatica (=50% dos casos), Febre Dengue com um espectro de sinais
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clinicos caracteristicos de febre e mialgia (podendo variar com sintomas similares a outras
doencas causadas por virus como gripes, resfriados e outras arboviroses), até o desenvolvimento
de sintomas graves como a Febre Hemorragica da Dengue e a Sindrome do Choque Dengue
caracterizados por hemorragias e hipovolemia capilar (Balmaseda et al., 2006; Pierson e
Diamond, 2013). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que ocorra de 50 a 100
milhdes de infec¢Bes todos os anos, incluido meio milhdo de casos de Febre Hemorragica da
Dengue com aproximadamente 22 mil 6bitos (WHO, 2018a).

Figura 6 — Ciclo de transmisséo do Dengue virus.
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A infeccdo por Dengue virus é mantida por dois ciclos: O silvestre (Jungle cycle) onde o hospedeiro
invertebrado geralmente é o mosquito Aedes albopictus e o hospedeiro vertebrado primatas ndo humanos; O

urbano (Urban cycle) em que 0 mosquito é o Aedes aegypti e o hospedeiro vertebrado o ser humano.

Fonte: Pierson e Diamond, 2013.

Quanto aos FVTDs seu primeiro integrante foi o Rio Bravo virus (RBV) descoberto em
1954 a partir do isolamento viral em uma glandula salivar do morcego Tadarida brasiliensis
mexicana na California (Sulkin et al., 1966). Os FVTDs ndo sdo associados como agentes
etiologicos de doencas humanas, porém alguns casos isolados foram relatados envolvendo
infeccbes por acidentes laboratoriais por Apoi virus (APOIV) com sintomas classicos de
arbovirose como febre, artralgia e mialgia. E de meningite causada por Modoc virus (MODV)

em uma crianga que entrou em contato com um rato doente (Blitvich e Firth, 2017).

Os virions da familia Flaviviridae possuem morfologia esférica com aproximadamente

50nm de didmetro circundados por um envelope lipidico (Figura 7) (Zhang et al., 2003).
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Figura 7 — Micrografia eletronica do St. Louis encephalitis virus.

Micrografia eletrénica do St. Louis encephalitis virus corado negativamente com molibdato de aménio.

Fonte: Murphy, 1980.

Os genomas dos flavivirus sdo classificados na classe 4 da escala de Baltimore
constituidos de RNAfs+ de 10-11kb. Seu terminal 5° possui um nucleotideo metilado cap para
estabiliza¢do no inicio da tradugdo e inativar as defesas antivirais. O terminal 3’ pode iniciar
formacédo de estrutura gendmica em loop (estrutura em laco) (Furuichi e Shatkin, 2000; Clarke
et al., 2015). Esse genoma é traduzido em uma poliproteina posteriormente clivada por
proteases virais e celulares em trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete proteinas nao
estruturais (Non Structural — NS: 1,2a, 2b, 3, 4a, 4b e 5) (Rice et al., 1985; Clarke et al., 2015).

Os flavivirus geralmente sdo viscerotrépicos possuindo como sitio inicial de infeccéo a
derme por conta da transmissao efetuada pela alimentacdo sanguinea do artrépode. As células
inicialmente infectadas sdo os queratindcitos e células dendriticas (Marovich et al., 2001; Lim
et al.,, 2011). A quantidade de virions transmitida pelo artrépode € desconhecida, porém
utilizando o parametro de unidades formadoras de plaques o valor varia de 10° a 10° (Schneider
et al., 2006). Proteinas presentes na saliva do inseto suprimem o sistema de defesa inato do
hospedeiro aumentando a replicacdo viral no local de infec¢do e direcionando os virus ao
linfonodo mais proximo (Brown et al., 2007; Schneider e Higgs, 2008). Dos linfonodos os virus
se disseminam via sistema linfatico e intravascular, no sistema circulatorio podem infectar
celulas sanguineas e tecidos viscerais, resultando em disseminacdo e viremia (Lindenbach et

al., 2013). O tempo de presenca de flavivirus circulantes em soro é curto refletindo a agdo rapida
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do hospedeiro na remocdo desses virions pelos 6rgdos viscerais e por conta da rapida aderéncia
de virions nos eritrocitos (Jahrling et al., 1983; Rios et al., 2007). A capacidade dos flavivirus
de serem neuroinvasivos € relacionada a capacidade neurotropica, duracdo de viremia, fatores
de viruléncia e condicGes do sistema de defesa do hospedeiro, sendo todas essas caracteristicas
variaveis de determinantes genéticos virais e do hospedeiro que precisam ser melhores
investigados (Beasley et al., 2002; Lindenbach et al., 2013).

1.3. zikavirus

O ZIKYV foi descrito pela primeira vez em abril de 1947 durante um estudo sobre vetores
responsaveis pelo ciclo silvestre de YFV em um macaco Rhesus na floresta Zika em Uganda.
Originalmente utilizados como sentinelas para uma pesquisa de YFV da Fundacgédo Rockfeller,
um dos macacos, Rhesus (n° 766), apresentou febre de 39,7°C. No terceiro dia de sinais clinicos
o sangue foi coletado e inoculado de forma subcutanea em outro macaco Rhesus (n® 771) que
ndo apresentou nenhuma febre, mas quando inoculado de forma intracerebral e intraperitoneal
em cobaias ficaram doentes apds 10 dias. Os estudos foram conduzidos a partir do soro do
primata em cobaias, sendo descartados outros virus, como o YFV e DENV (Dick, Kitchen e
Haddow, 1952). Além disso, o virus foi isolado no inseto Aedes africanus (Dick e Haddow,
1952).

A descoberta do novo virus, batizado em homenagem a floresta onde foi isolado, foi
pouco acompanhada pela comunidade cientifica. Em 1954, durante um surto de ictericia na
Nigéria por exposicao ocupacional ao ZIKV, ele foi isolado de humanos e detectado anticorpos
no soro em duas pessoas (Macnamara, 1954). Ao longo das ultimas décadas do século XX,
casos esporadicos foram relatados em estudos soroldgicos conduzidos em comunidades de
diferentes areas da Africa e Asia (Macnamara, 1954; Marchette et al., 1969; Hayes, 2009),
sobretudo em pequenos surtos que ocorreram na Indonésia (Olson et al, 1981), Nigéria
(Adekolu-John e Fagbami, 1983), Uganda (Rodhain et al., 1989) e Senegal (Monlun et al.,
1993).

Em abril de 2007, na llha Yap, da Micronésia, houve um aumento de relatos de casos
de uma doenca caracterizada por apresentar eritema, conjuntivite, artralgia e febre.
Inicialmente, era sugestivo de Febre Dengue, sendo que as amostras de pacientes em estagio

agudo da doenca foram enviadas ao Center for Disease Control and Prevention (CDC) dos
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Estados Unidos (Fort Collins, CO), e ap6s analises laboratoriais, retornaram positivas para
ZIKV e sua transmisséo foi vetorizada principalmente pelo inseto Aedes hensilli (Lanciotti et
al., 2008; Duffy et al., 2009). Acredita-se que mais de 70% da populacdo da ilha tenha sido
infectada pelo virus na época do surto, porém sem nenhum caso de hospitalizacao,
manifestacdes hemorragicas ou Obito, sendo considerado o primeiro surto desde sua
identificacdo na década de 1940 (Duffy et al., 2009).

Em outubro de 2013, trés pacientes da Polinésia Francesa apresentaram febre (<38C),
artralgia, dor de cabeca e eritema. Dois deles apresentaram conjuntivite e um tornozelos
inchados e Ulceras, mas ndo foi possivel isolar o virus. Quando um quarto paciente relatou os
mesmaos sintomas foi possivel detectar o RNA do ZIKV por Reacdo em Cadeia da Polimerase
utilizando transcricéo reversa (RT-PCR) confirmando o inicio da epidemia (Cao-Lormeau et
al., 2014; Roth et al., 2014). O surto teve duragdo de 21 semanas e foram analisados 855
pacientes com sintomas e 392 casos positivos confirmados laboratorialmente, porém acredita-
se que mais de 30 mil pessoas foram infectadas (Faria et al., 2016; Maharajan et al., 2016;
WHO, 2018b). Estima-se que 11% da populacdo procurou cuidados médicos e casos de SGB

surgiram e foram correlacionados com o surto de ZIKV (Musso et al., 2018).

No final de 2013, na Nova Caledénia, foi confirmado o primeiro caso de ZIKV, sendo
este importado da Polinésia Francesa e o primeiro caso autdctone da regido no inicio de 2014.
A Nova Caleddnia possuia 3 arboviroses circulando concomitantemente: ZIKV, Dengue virus
sorotipo 1 e Dengue virus sorotipo 3. Além disso, foram descritos dois casos com coinfeccéo
de ZIKV e DENV e ambos com febre, artralgia, mialgia, astenia, dor de cabeca e somente um
com conjuntivite, dor retro orbitaria, nauseas, diarreia, eritema e prurido maculopapular difuso

(Dupont-Rouzeyrol et al., 2015).

A répida dispersdo do virus por esses locais se deve, principalmente, ao grande fluxo de
pessoas que viajam entre esses paises. Somado ao fato da presenca do inseto transmissor nesses
ambientes, e também de pessoas infectadas, isso pode facilmente resultar na disseminacédo da
doenga em novos locais, instalando-se novos surtos. O grande fluxo de turistas que o Brasil
recebeu nos ultimos anos, principalmente para recep¢do de grandes eventos, pode ter sido
responsavel pela entrada do ZIKV no pais. Primeiramente, os surtos foram ligados ao aumento
do fluxo de estrangeiros que vieram ao Brasil para a Copa do Mundo de Futebol em 2014 e o
campeonato de canoagem no Rio de Janeiro (Musso, 2015).
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Entretanto, apenas em marco de 2015 em Camagari, Bahia, foram analisados 24
pacientes do Hospital da Santa Helena que possuiam diagndstico presuntivo de doenca viral
aguda. Submetidos a0 RT-PCR por pesquisadores da Universidade Federal da Bahia, foram
confirmados 7 (29,2%) casos de ZIKV. Realizada a analise filogenética, a sequéncia obtida
pertenceu a linhagem asiatica e demonstrou 99% de similaridade com a sequéncia da cepa
isolada de ZIKV na Polinésia Francesa (Campos et al., 2015). Também em mar¢o, foram
enviadas 21 amostras do servico de salde publica da cidade de Natal, Rio Grande do Norte,
para o Instituto Oswaldo Cruz no Parané e confirmou a presenca do ZIKV em 7 amostras sendo

considerado o primeiro caso autdctone no pais (Zanluca et al., 2015).

Com a chegada do virus no Brasil no comec¢o de 2015 e depois da associacdo com
Malformacdes Congénitas e SGB foi declarado como um problema de salde publica
internacional pela OMS se difundindo em menos de um ano para toda América (Metsky et al.,
2017).

O Zika virus é uma espécie viral membro do género Flavivirus e familia Flaviviridae
(ICTV, 2018). Proximo filogeneticamente de outros membros conhecidos do género como o
DENV, JEV, WNV e YFV. O ZIKV possui duas linhagens evolutivas, a africana com virions
isolados na Africa e a Asiatica com virions isolados a partir da Africa, Asia, Oceania e América
(Figura 8) (Barzon et al., 2016).

Figura 8 — Arvore filogenética dos Flavivirus proximos do Zika virus e suas linhagens.
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Arvore filogenética de Flavivirus proximos evolutivamente do Zika virus (ZIKV) utilizando como base a
sequéncia de aminoacidos proveniente da poliproteina. E evidenciado também as duas linhagens do ZIKV em
Verde — linhagem africana e Vermelho — linhagem asidtica. Para andlise foi utilizado o algoritmo de Neighbor-

Joining.

Fonte: Barzon et al., 2016.

Como os demais flavivirus o ZIKV possui morfologia icosaédrica (Figura 9) com
envelope, nucleocapsideo e genoma de acido ribonucleico de polaridade positiva, onde no
terminal 3’ é capeado e no 5’ contém uma cauda poliadenilada com fungdo de replicagao
gendmica em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Seu genoma é traduzido em uma
poliproteina que é clivada por proteases celulares e virais em proteinas estruturais e nao
estruturais (Zhu et al., 2016).

Figura 9 — Crio-microscopia eletronica do Zika virus.

Fonte: Microscopy and Analysis, 2018.

Proteinas Estruturais:
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Proteina E — Composta por 500 aminoécidos com trés dominios proteicos. Sua fungéo
é adsorcdo e fusionamento do virion na membrana citoplasmaética e consequente desnudamento

pos fusdo na membrana no endossomo tardio mediado por pH (Kostyuchenko et al., 2016);

Proteina Precursora de Membrana — Possui trés dominios, um central e os outros dois
nos terminais N e C, sendo o Gltimo um terminal transmembrana. A clivagem dessa proteina
pela enzima furina celular esta associada a maturagédo de particulas virais (Pierson e Diamond,
2013). Diferencas evidenciadas a nivel proteico entre as duas linhagens de ZIKV hipotetizam
que essa proteina esta associada a viruléncia e consequentemente por isso a linhagem asiatica

estaria envolvida com surtos significantes a saude publica (Wang et al., 2016);

Proteina C — A proteina C € necessaria para compor o capsideo viral, possuindo para
interacdo molecular um dominio para &cidos ribonucleicos e um dominio para membrana e
envelope (Maet al., 2004).

Proteinas ndo estruturais:

Proteina NS1 — E essencial para a replicagio, evasio e maturacao viral. A NS1 do ZIKV
é similar a dos outros flavivirus, porém com diferencas eletroestaticas que podem estar

envolvidas com viruléncia e patogénese (Brown et al., 2016);

Proteina NS2A - Integrante do complexo de replicacdo, sendo uma proteina

transmembrana em associacdo com o RE (Xie et al., 2013);

Proteina NS2B — Outra proteina transmembrana que serve como sistema de ancoragem
no RE para que ocorra interacdo entre outras proteinas virais como a NS2B-NS3 (Bollati et al.,
2010);

Proteina NS3 — Possui fun¢do de protease da poliproteina traduzida a partir do genoma
viral a interagdes com o RNA viral no processo de montagem de virions. Diferente de outros
flavivirus a NS3 do ZIKV forma um homodimero forte e a estrutura proteica de helicase com
funcdo de desenrolamento de RNA que aparenta ser monomérica, enquanto no DENV se
apresenta em forma dimerica (Bollati et al., 2010; Lei et al., 2016; Tian et al., 2016);

Proteina NS4A e NS4B — Sua funcdo de rearranjo de membranas fosfolipidicas é

essencial na composicéo e manutencao do complexo de replicacdo viral (Nemesio et al., 2012);
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Proteina NS5 — A mais conservada proteina dos flavivirus responsavel pela sintese e
replicacdo de RNA viral (Klema et al., 2016).

A Dbiossintese do ZIKV de forma béasica ocorre como o0s modelos intensamente
estudados dos integrantes do género Flavivirus, j& que o mesmo integra essa classificacdo
(ICTV, 2018). Mais estudos sdo necessarios para inferir e evidenciar possiveis alteracées na

forma de biossintese.

O ZIKV pode ser transmitido de forma vetorial, j& que 0 mesmo é um FVTM e também

de forma néo vetorial:

Transmissdo de forma vetorial: O principal género de mosquitos relacionados a
transmissdo do ZIKV é o Aedes, onde ocorre o ciclo silvestre e urbano corriqueiramente
observado em FVTMs (Figura 6). No continente africano ja foram isolados ZIKV nas seguintes
espécies do género Aedes: A. africanus, A. furcifer, A. vittatus, A. taylori, A. luteocephalus, A.
albopictus e outros (Dick et al., 1952; Diallo et al., 2014). Nos demais continentes o principal
vetor associado e o mais eficiente é o A. aegypti (Marchette et al., 1969; Di Luca et al., 2016).
No surto ocorrido na ilha de Yap ndo houve a identificacdo de ZIKV em mosquitos, porém a
grande prevaléncia do Aedes (stregomya) hensilli fez com que o mesmo seja associado a
endemia (Ledermann et al., 2014). No surto da Polinésia Francesa ocorrido em 2013 o A.
aegypti e o Aedes polynesiensis provavelmente serviram de vetores para a transmissao local do
ZIKV (Cao-Lormeau et al., 2014). E nas Américas o A. aegypti e o A. albopictus sdo
responsaveis pela transmissdo vetorial (Wang et al., 2016). Porém nos Estados Unidos foi
investigado que o Aedes spp. ndo é um vetor eficiente (Chouin-Carneiro et al., 2016), sugerindo
um fator adaptativo de manutencéo via transmisséo ndo vetorial (Beaver et al., 2018). Guedes
et al. (2017) demonstraram que 0 género Aedes ndo € o Unico que pode replicar o ZIKV
identificando biossintese viral efetiva também no mosquito Culex spp, porém até o momento

no quesito epidemioldgico essa capacidade vetorial ndo foi evidenciada em nenhum surto.

Transmissao de forma ndo vetorial: Foi evidenciado que o ZIKV consegue se manter
em sémen e fluidos vaginais, tornando a via sexual uma forma de transmissdo (Deckard et al.,
2016). Transmissd@o via amamentacdo € uma possibilidade em vista que virions infectantes ja
foram isolados de leite materno (Dupont-Rouzeyrol et al., 2016). A via de transmissao vertical
é uma realidade ja que foi detectado a presenca de virions em liquido amniotico, placenta e
tecido fetal principalmente nervoso (Schuler-Faccini et al., 2016; Van Der Eijk et al., 2016).

Como a maioria dos casos de infeccdo por ZIKV sdo assintomaticos uma rota de transmissao
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recentemente identificada foi por transfusdo sanguinea e transplante de érgéos provenientes de
infectados (Musso et al., 2014). Também j& foram identificados virions em urina e saliva

(Bonaldo et al., 2016), ainda estando em discusséo o potencial de transmissibilidade.

O ZIKV causa infecgdo sintomética em 20% dos infectados com sintomas similares a
gripes e resfriados (Duffy et al., 2009). O periodo de incubagdo varia de 3 a 7 dias. O infectado
pode apresentar a Febre Zika (FZ) com sintomas comuns de arboviroses como febre, artralgia,
mialgia, conjuntivite, dor de cabeca, fadiga e eritema (Musso et al., 2018). O ZIKV também foi
associado a casos isolados graves como trombocitopenia (Karimi et al., 2016), meningites e
encefalites (Carteaux et al., 2016). O padrdo pantropico do ZIKV torna o diagndéstico clinico
dificultoso e inconclusivo, assim como o laboratorial. Foi evidenciado presenca de RNA de
ZIKV em sangue total até 100 dias p6s infeccdo, em contrapartida com o soro (Mansuy et al.,
2017). A presenca de virions em cdmaras oculares é evidenciado pela presenca de RNA
detectdvel em secrecdes oculares até 30 dias, com a sintomatologia variando de uma
conjuntivite a cegueira (Kodati et al., 2017). A persisténcia de ZIKV também no sistema
reprodutor ja foi evidenciada podendo atingir meses de deteccdo de RNA viral em sémen
(Mansuy et al., 2016), ocorrendo oligospermia e hematoespermia, 0 que levanta questdes sobre
a possibilidade de afetar a fertilidade (Joguet et al., 2017). A infecgdo por ZIKV esta associada
ao desenvolvimento da Sindrome de Guillain-Barré caracterizada por uma inflamacéo aguda
polineuropatica que resulta em parestesia, fraqueza e dor com possivel paralisia progressiva e
obito. E sugerido que essa imunopatologia seja mediada pelo sistema de defesa adaptativo em
resposta ao mimetismo molecular desencadeado por antigenos do ZIKV (Parra et al., 2016; dos
Santos et al., 2016; Pierson e Diamond, 2018).

A placenta humana é hemocorial para nutricdo, troca gasosa e excrecdo para O
desenvolvimento e crescimento fetal. O sinciciotrofoblasto é uma estrutura celular composta
por macrofagos, fibroblastos e células endoteliais que também servem de barreira fisica e
imunoldgica defendendo o feto de agentes microbianos. Trofoblastos isolados nos primeiros
estagios de gravidez apontam alto tropismo e replicacdo de ZIKV (Sheridan et al., 2017), o que
ndo é observado em trofoblastos isolados em estagios tardios de gravidez, refletindo a
maturidade celular talvez como um fator protetivo (Bayer et al., 2016). Foi evidenciado a
infeccdo de macrofagos fetais sugerindo a via de infeccdo transplacentaria (Martines et al.,
2016). Os danos neuroldgicos induzidos pelo ZIKV (DNZ) foram observados em milhares de
casos (Delaney et al., 2018). O ZIKV apresenta tropismo por células neurais progenitoras,

evidenciando por consequéncia desse tropismo proliferacdo e diferenciagdo celular reduzida,
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além de inflamacéo e lise (Tang et al., 2016). No Brasil, em uma série de casos com 182
mulheres gravidas sintomaticas, 42% dos fetos apresentavam DNZ no primeiro trimestre de
gestacdo (Brasil et al., 2016). Casos de microcefalia aumentaram na Polinésia Francesa,
apontado por um estudo retrospectivo no periodo de surto de ZIKV (Cauchemez et al., 2016).
Nos Estados Unidos 5% dos fetos infectados apresentaram alguma malformacéo independente
do trimestre gestacional (Shapiro-Mendoza et al., 2017). O cérebro de fetos com DNZ
apresentam hipoplasia de cerebelo, hipoplasia de tronco cerebral, defeitos de mielinizacéo,
calcificacbes, malformacdes corticais e ventriculomegalia, sendo a semiologia variavel de
microcefalia (crescimento anormal da cabeca — ocasionada geralmente por malformacgdes
cerebrais) a morte cerebral (Brasil et al., 2016). Ainda permanecem varias incognitas em relacdo
a capacidade patoldgica do ZIKV, como qual a distribuicdo geografica de DNZ? Qual o periodo
de maior risco para as gestantes infectadas? Existe o risco de DNZ em casos de infeccdo

assintomaticas? Entre outras questdes (Pierson e Diamond, 2018).

1.4. Métodos de Estudo

Diagnéstico laboratorial e ZIKV

O estudo da distribuicéo e de determinantes da ocorréncia de doencgas em populacdes e
sua aplicacdo em problemas de salde, aliados aos avancos tecnoldgicos e as recentes
ferramentas em biologia molecular, proporcionaram uma melhor investigacdo de surtos de
doencas infecciosas, epidemias, dindmica de transmissao, identificacdo de fatores de risco,
patogénese e vigilancia (Riley e Blanton, 2018).

A epidemia atual de ZIKV resultou em um aumento de solicitacdes aos laboratérios e
institutos para realizar o diagndstico o mais rapidamente. Devido a sua semelhanga com outros
Flavivirus, tanto clinica como epidemioldgica, o diagndstico de ZIKV ¢ desafiador, ja que o
método laboratorial precisa apresentar testes de alta especificidade, em vista que, no caso do
Brasil com a circulagdo simultanea de diversos Flavivirus, o método precisa ser preciso o
suficiente para discriminar corretamente 0 agente causador da doenca. O teste necessita ser
sensivel, visto que as amostras bioldgicas podem ser coletadas em momentos diferentes e isso
implica em variagGes da carga viral que, se for baixa, podera ocorrer um falso-negativo. O

isolamento viral é considerado uma técnica padrdo-ouro para o diagnéstico e essencial para
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determinar as caracteristicas genotipicas e fenotipicas do virus, mas tem a desvantagem de ser
demorada e apresentar uma baixa sensibilidade (Faye et al., 2013). Testes sorologicos por
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) podem ser utilizados na busca por
Imunoglubulina M (IgM) anti-ZIKV, para amostras coletadas depois de quatro dias do inicio
dos sintomas. Contudo, testes soroldgicos podem apresentar reagdo cruzada com outros
Flavivirus, o que o torna um método menos especifico (Maharajan et al., 2016) que além de
complicar o diagnostico, levanta a hipdtese sobre as implicacbes bioldgicas dessa reacao
cruzada em relacéo a protecdo, viruléncia, imunopatologia e o diagnostico (Priyamvada et al.,
2016).

A deteccdo molecular do RNA viral realizada por transcriptase reversa em reacdo em
cadeia da polimerase é um bom método para diagnostico laboratorial, em vista que mesmo
baixas quantidades do virus na amostra poderdo ser amplificadas, sendo uma técnica rapida,
com baixo risco de contaminac&o e facilidade na padronizagdo. A PCR em tempo real com uma
sonda marcada com o fluorocromo, fornece a capacidade da analise quantitativa na amostra em
tempo real (Musso e Gubler, 2016). Primers e probes especificos para ZIKV estdo sendo
desenvolvidos e cada um deles para uma determinada regido do genoma, por exemplo, para o
gene que codifica o envelope, juncdo entre membrana e envelope, envelope parcial e as
proteinas ndo estruturais NS5 e NS1 (Lanciotti et al., 2008; Faye et al., 2013; Pyke et al., 2014;
Balm et al., 2012). Por utilizar primers e probes que amplificam regiées conhecidas do virus, o
método apresenta alta especificidade e sensibilidade, podendo ser utilizado em amostras de
pacientes com até sete dias apds o inicio dos sintomas (Maharajan et al., 2016).

A regido de Bauru iniciou as investigaces para ZIKV em novembro de 2015 somente
em amostras Dengue-NS1 negativas, de pacientes que atendiam a defini¢do de caso de Febre
Zika, ou seja, que apresentassem exantema maculopapular pruriginoso acompanhado de dois
ou mais dos seguintes sinais e sintomas: febre ou hiperemia conjuntival sem secrecéo, prurido,
poliartralgia ou edema periarticular. Com excec¢do das gestantes a confirmacdo de um caso
autoctone de infeccdo por ZIKV ja e suficiente para considerar que o municipio tem a
transmissdo, e, portanto, ndo seria necessario continuar investigando laboratorialmente a

ocorréncia de outros casos, que é confirmado por clinico-epidemiologico.
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Geoprocessamento

O geoprocessamento € a utilizacdo de softwares para analise e ilustracdo espacial do
objeto de estudo passivel de ser referenciado (Magalhées, 2012). Um exemplo classico para
representar a importancia epidemiologica do geoprocessamento € a pesquisa desenvolvida pelo
médico higienista John Snow que pelo mapeamento de casos de Cdlera foi possivel associar a
sua distribui¢do com as bombas d’agua, responsaveis pela disseminagdo do Vibrio cholerae

(Figura 10) (Gilbert, 1958).

Figura 10 — Obitos por cdlera na area central de Londres, setembro de 1854.
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Fonte: Gilbert, 1958.

Um mapa pode apresentar dentro de suas variaveis: tempo, temperatura, distribuicéo e
concentracdo do objeto de estudo, podendo comparé-los quando possivel com outros fatores
em busca de possiveis padrdes (Magalhdes, 2012).Um método estatistico frequente para essas
técnicas € o de Kernel (nicleo) que estima curvas de densidade considerando a distancia a partir

do ponto georreferenciado. O geoprocessamento gera novos dados e contribui com o aspecto
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social, ambiental e epidemiolégico de doencas (Barcellos e Bastos, 1996; Andrade e
Szwarcwald, 2001).

Bioinformatica

A bioinformética € uma &rea de pesquisa que utiliza a andlise computacional dos
sistemas bioldgicos (genoma, transcriptoma, protedmica, metaboldmica) que seriam inviaveis
para as demais metodologias cientificas, considerando a quantidade de dados. As competéncias
da bioinformatica abrangem as seguintes tematicas: Alinhamento de sequéncias; Dinamica
molecular; Filogenia; Modelagem comparativa; Predicdo de funcdo génica e Atrelamento
molecular (Farias et al., 2012; Verli, 2014). Essa area de pesquisa produz resultados
significantes como as demais areas de estudo, como por exemplo: O trabalho de Sheuermann
et al. (2017) que utilizando ferramentas da area de bioinformatica desenvolveram um sistema
de andlise de efetividade molecular no contexto de testes vacinais; Zhang et al. (2016)
identificaram por analises de sequencias alteracfes genéticas em Enterovirus que podem estar
associadas ao aumento de neuroviruléncia em um surto ocorrido em 2014; Caracterizacédo de
resposta do hospedeiro frente a infeccBes virais por Aevermann et al. (2014); Messias et al.
(2018) analisou cepas de ZIKV provenientes de casos de microcefalia, aonde a anéalise de
sequéncias evidenciou mutacBes ndo sindbnimas em regides gendémicas que se referem a proteina

E de importancia na adsor¢do do virion.

Justificativa

A realizacdo da investigagdo do Zika virus em amostras humanas na regido de Bauru do
estado de S&o Paulo, Brasil, contribuiu com dados sorolégicos, moleculares e filogenéticos que
séo fundamentais na determinacdo dos primeiros casos de Zika virus nos locais do estudo, bem
como no melhor entendimento sobre o agente etiolégico e consequentemente melhores

estratégias de controle e prevencao.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar em soro humano a presenca do Zika virus por meio de técnicas de virologia

molecular e imunocromatografia na regido de Bauru do estado de S&o Paulo, Brasil.

Objetivos especificos

— Investigar de forma soroldgica e georreferencial o Zika virus em amostras humanas.

— Investigar a presenca de acido ribonucleico do Zika virus em amostras de soro

humano.

— Realizar analise de bioinformatica referente a filogenética nacional do Zika virus.
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“E, tdo grande a capacidade de adaptagio e a versatilidade dos
microorganismos, comparados aos seres Aumanos e outros organismos
tidos como ‘Superiores”, que eles sem diivida continuardo a colonizar e
alterar a superficie da Terra logo depois que nos e os resto de nossos
coabitantes deixarmos a cena para sempre. Os micrébios, e ndo os

macrébios, dominam o mundo.”

- Bernard Dixon, 1994
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Pontos Principais:

- Presenca de resultados soro positivos ZIKV na regido de estudo em 2014-2016.
- Resultados negativos de RNA viral em soro, corroborando com aderéncia em hemacias.
- Possibilidade de adaptacéo de transmissibilidade e evaséo viral.

- Inferéncia de melhor adaptacdo do Zika virus na Regido Nordeste do Brasil.

Periddico: Acta Tropica

Resumo

Foi investigado de forma soroldgica e molecular o Zika virus (ZIKV) em amostras humanas na
regido de Bauru do estado de S&o Paulo, Brasil a fim de contribuir na determinacdo dos
primeiros casos de infeccdo de ZIKV nos locais do estudo. Foi realizada a investigagéo
soroldgica por técnica de imunocromatografia em 2000 amostras Dengue virus negativas
referentes aos anos de 2014-2016, sendo 159 (7,9%) positivas para ZIKV, evidenciando que a
circularizagdo do ZIKV na regido de estudo teve inicio em 2014. Foi investigado pela técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa por transcricdo reversa (RT-gPCR) a presenca
de acido ribonucleico (RNA) do ZIKV nas 159 amostras positivas a nivel soroldgico. Todas
ndo evidenciaram RNA viral. Esse resultado negativo quanto a molecular a partir de soro
reforga a possibilidade de aderéncia do ZIKV em eritrdcitos, corroborando com sua capacidade
adaptativa transmissiva por transfuséo sanguinea e transplante de 6rgaos. Utilizando os bancos

de dados, algoritmos e parametros presentes nos softwares Virus Pathogen Resource (ViPR) e
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MEGAY foi analisado e inferido por estudo filogenético que o ZIKV apresenta uma possivel
adaptacdo na Regido Nordeste do Brasil. Considerando todas as evidéncias podemos concluir
que o Zika virus possui um alto potencial de adaptacdo/evolugdo, 0 que por sua vez poderia

gerar caracteristicas patogénicas desafiadoras a satde publica.

Palavras-chave: Zika Virus, Diagnostico Molecular, Sorologia, Filogenia, Mapa Geografico.

Introducéo

O Zika virus (ZIKV) foi descoberto em 1947 por Alexander Haddow e George Dick em
um primata ndo humano na floresta Zika localizada na Uganda (Dick e Haddow, 1952; Dick et
al., 1952). Ocorrendo o primeiro caso humano de Febre Zika (FZ) na Nigéria em 1954
(Macnamara, 1954). Apés longo periodo desde seu descobrimento iniciou um surto na ilha Yap
na Micronésia em 2007 infectando mais de 70% dos residentes (Duffy et al., 2009). Seis anos
depois se espalhou para diversas ilhas da Oceania a partir da Polinésia Francesa (Cao-Lormeau
et al., 2014; Tognarelli et al., 2016). Com a confirmagdo do primeiro caso autéctone no Brasil
no comeco de 2015 e depois da associacdo com Malformacgdes Congénitas e Sindrome de
Guillain-Barré (SGB) foi declarado como um problema de satde publica internacional pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2016; Metsky et al., 2017).

O ZIKV € uma espécie viral membro do género Flavivirus e familia Flaviviridae (ICTV,
2018). Proximo filogeneticamente de outros membros conhecidos do género como o Dengue
virus (DENV), Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV) e Yellow fever virus
(YFV). O ZIKV possui duas linhagens evolutivas, a africana com virions isolados na Africa e
a Asiatica com virions isolados a partir da Africa, Asia, Oceania e América (Barzon et al.,
2016). Como os demais flavivirus o ZIKV possui morfologia icosaédrica com envelope,
nucleocapsideo e genoma de 4cido ribonucleico de polaridade positiva, onde no terminal 3’ ¢
capeado e no 5’ contém uma cauda poliadenilada. Seu genoma ¢ traduzido em uma poliproteina
que é clivada por proteases celulares e virais em proteinas estruturais (E, prM e C) e néo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Zhu et al., 2016).

O ZIKV pode ser transmitido de forma vetorial, o principal vetor associado e 0 mais
eficiente é o Aedes aegypti (A. aegypti) (Marchette et al., 1969; Di Luca et al., 2016). E também
de forma néo vetorial: sexual (Deckard et al., 2016), amamentagdo (Dupont-Rouzeyrol et al.,
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2016), transfusdo sanguinea e transplante de 6rgdos (Musso et al., 2014) e congénita (Schuler-
Faccini et al., 2016; Van der Eijk et al., 2016).

O ZIKV causa infeccdo sintomatica em 20% dos infectados com sintomas similares a
gripes e resfriados (Duffy et al., 2009). O periodo de incubacéo varia de 3 a 7 dias. O infectado
pode apresentar a Febre Zika com sintomas comuns de arboviroses como febre, artralgia,
mialgia, conjuntivite, dor de cabeca, fadiga e eritema (Musso et al., 2018). O padrédo pantrépico
do ZIKV torna o diagndstico clinico dificultoso e inconclusivo, assim como o laboratorial
(Mansuy et al., 2017). A infeccdo por ZIKV esta associada ao desenvolvimento de quadros
agudos autoimune como a SGB e polirradiculoneuropatia. E sugerido que essa imunopatologia
seja mediada pelo sistema de defesa adaptativo em resposta ao mimetismo molecular
desencadeado por antigenos do ZIKV (Parra et al., 2016; dos Santos et al., 2016; Pierson e
Diamond, 2018). Foi evidenciado a infeccdo de macrofagos fetais sugerindo a via de infecgéo
transplacentaria (Martines et al., 2016). Os danos neuroldgicos induzidos pelo ZIKV foram
observados em milhares de casos (Delaney et al., 2018). O ZIKV apresenta tropismo por células
neurais progenitoras, evidenciando por consequéncia proliferacdo e diferenciacdo celular
reduzida, além de inflamacéo e lise (Tang et al., 2016). O cérebro de fetos com DNZ podem
apresentar hipoplasia de cerebelo, hipoplasia de tronco cerebral, defeitos de mielinizagao,
calcificacdes, malformac6es corticais e ventriculomegalia, sendo a semiologia varidvel de
microcefalia (diminuicdo do diametro ceféalico — ocasionada por malformacGes cerebrais) a
morte cerebral (Brasil et al., 2016).

Considerando a importancia apresentada, nesse trabalho foi investigado de forma
sorol6gica e molecular o Zika virus em amostras humanas na regido de Bauru do estado de S&o
Paulo, Brasil a fim de contribuir na determinacéo dos primeiros casos de infeccdo de Zika virus
nos locais do estudo. O que possibilita melhor entendimento sobre o agente etiolégico e

consequentemente melhores estratégias de controle e prevencao.

Materiais e Métodos
Investigacdo Soroldgica
Foram utilizadas 2000 amostras de soro humano (CEP n° 2.420.216) no periodo de

2014-2016 proveniente de 38 municipios da regido de Bauru do estado de Séo Paulo, Brasil

sobe suspeita semiologica de Febre Dengue, considerando o critério de inclusdo de amostras
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com resultados laboratoriais ndo reagentes para NS1 e imunoglobulina M (IgM) especificos
para DENV e posteriormente foram congeladas a -70°C. Essas amostras foram testadas a nivel
soroldgico (imunoglobulinas G e M) utilizando o Teste Rapido Zika IgG/IgM Combo
Bahiafarma que utiliza do principio metodoldgico de imunocromatografia com os seguintes
valores de desempenho: 1gG — 94% de sensibilidade e 93% de especificidade; IgM — 94% de
sensibilidade e 94% de especificidade (BAHIAFARMA, 2016). Antes do inicio dos testes
soroldgicos para ZIKV foram utilizadas cepas de DENV para verificar a possibilidade de
reacOes cruzadas, estando os resultados satisfatorios (ndo houve resultados reagentes cruzados)

deu-se inicio a investigacao soroldgica utilizando o kit conforme instrucées do fabricante.

Analise Espacial

A anélise espacial foi realizada nas amostras ZIKV soro positivas. As coordenadas das
amostras humanas foram obtidas por meio de acesso ao endereco da amostra via dados
secundarios. Foi utilizado como sistema de projecdo a Universal Transversa de Mercator e
como datum planimétrico o sistema SIRGAS2000. Apds a geocodificacao, a camada de pontos
foi exportada para processamento no software ArcGIS 10.1 — ESRI. Gerando mapas com a
distribuicdo dos ZIKV soro positivos no periodo 2014-2016 e sazonalidade. A estatistica
empregada foi 0 método de Kernel.

Investigacdo Molecular

As amostras reagentes sorolégicas para ZIKV foram testadas a nivel molecular para
deteccdo de acido ribonucleico (RNA) viral. Foi utilizado para a extracéo o kit Purelink Viral
RNA/DNA Mini kit (Invitrogen) conforme instrucbes do fabricante. Para a RT-gPCR foi
utilizado o GoTaq Probe 1-Step RT-PCR system (Promega) com a quantidade de reacdo a 10puL
(Master Mix 2x — 4pL; CXR - 1uL; Agua ultra pura— 1,3uL; Primer Forward — 0,5uL; Primer
Reverse —0,5uL; Probe — 0,5uL; Goscript—0,2uL; RNA amostral - 2uL) no perfil de ciclagem
de 50°C — 10 minutos, 95°C — 15 minutos, 40 ciclos de 95°C a 15 segundos seguidos de 60°C —
1 minuto no termociclador QuantStudio® 5 Real-Time PCR system da Thermo Fisher
Scientific. Os marcadores para ZIKV foram os de Lanciotti et al. (2008) (Forward 5° —
CCGCTGCCCAACACAAG — 3’; Reverse 5> — CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT - 3’;
Probe FAM 5> AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA —3’) e Faye et al. (2013)
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(Forward 5’ - AARTACACATACCARAACAAAGTGGT - 3°; Reverse 5°

TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG - 3’; Probe FAM 5 — CTYAGACCAGCTGAAR - 3").
Como controle enddgeno experimental foi utilizado a RNAseP CDC (2009) (Forward 5° —
AGATTTGGACCTGCGAGCG — 3’; Reverse 5> — GAGCGGCTGTCTCCACAAGT - 3’;
Probe FAM 5 - TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG —3’) que amplifica a presenca de RNA
referente a0 gene RNAseP humano e indica material genético de qualidade, significando

funcionalidade do kit de extracdo de RNA utilizado.

Investigacao Filogenética

Foi recuperado utilizando o ViPR — Genome Search e Gene/Protein Search genomas
de variantes nacionais (Brasil) da espécie Zika virus. Esses genomas foram armazenados e
manipulados com o ViPR — My Workbench. O alinhamento foi realizado com o ViPR -
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (Pickett et al., 2011), com o
parametro Uclust (Edgar, 2010). Para a analise filogenética foi utilizado o MEGAT7: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets (Kumar et al., 2016) com o
algoritimo de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) e Méaxima Verossimilhanca Composta
(Tamura et al., 2004). Foi utilizado como genoma externo o virus YFV (MF405338).

Resultados e Discussao

O total amostral foi de 342, 757 e 901 referentes aos anos de 2014, 2015 e 2016
respectivamente. Dessas 2000 amostras testadas, 8 (2,3%) das 342 amostras do ano de 2014
tiveram o resultado reagente para anticorpos especificos contra ZIKV, o que evidencia a
presenca do ZIKV ja no ano de 2014 nas cidades de Bauru, Pederneiras, Lins, Promissao e
Lencois Paulista, discordando da informacéo de emergéncia no Brasil em 2015 (WHO, 2016;
Metsky et al., 2017). As amostras que evidenciam de forma indireta (soroldgica) a circulagdo
do ZIKV em 2014 foram coletadas no inverno (21 de Junho — 22 de Setembro) (USP, 2018),
corroborando com as analises filogenéticas de Faria et al. (2016) que demonstraram a
possibilidade da chegada do ZIKV no Brasil a aproximadamente 12 meses antes do primeiro
caso registrado em Maio de 2015. Das 757 amostras de 2015, 28 (3,6%) foram positivas das
cidades de Agudos, Balbinos, Bariri, Bauru, Boraceia, Brotas, Jau, Lins, Lucianopolis,

Pederneiras, Piratininga, Promissdo, Regindpolis e Torrinha. Enquanto das 901 do ano de 2016,
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123 (13,6%) positivaram dos municipios de Agudos, Barra Bonita, Bauru, Boraceia, Brotas,
Cafelandia, Dois Cdrregos, Getulina, Guaicara, lacanga, lgaracu do Tieté, Itapui, Jad, Lengois
Paulista, Lins, Macatuba, Mineiros do Tieté, Pederneiras, Pirajui, Piratininga, Promissdo e
Regindpolis. Do total de 2000 amostras, 159 (7,9%) positivaram (Figura 1, Figura 2), destas:
40 apresentaram resultado reagente para IgG que significa status soroldgico de infeccéo
passada; 106 reagentes para IgM e 13 reagentes para ambas imunoglobulinas indicando
infeccdo recente e/ou presente (Tabela 1) (Storch e Wang, 2013).

Sistema de Coordenadas: SIRGAS 2000 UTM Zona 22 §
e  Zika_Total Projegao: Universal Tranversa de Mercator

- Datum: SIRGAS 2000

S#o Paulo Unidades: Metro

Fig. 1. Distribuicdo de Zika virus soro positivos de 2014-2016 na regido de Bauru, Sdo Paulo,

Brasil.
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Fig. 2. Distribuicdo de Zika virus soro positivos de 2014-2016 (Metodologia de Kernel) na
regido de Bauru, S&o Paulo, Brasil, com hotspots em Bauru, Lins e Jad.

Tabela 1. Caracterizacdo de Sexo, Idade e Sazonalidade de amostras humanas positivas na

sorologia para Zika virus.

1gG IgM IgG/IgM Total P-Value
n° % n° % n° %
Sexo
M 15 20,5 52 71,2 6 8,2 73
F 25 29,0 54 62,8 7 8,2 86 0,99
Idade
0-12 5 22,7 16 72,7 1 45 22
13-18 3 13,0 16 69,6 4 17,4 23
19-35 13 21,3 43 70,5 5 8,2 61 1,00
36-60 14 31,8 27 61,4 3 6,8 44
61> 5 55,6 4 44,4 0 0 9
Sazonalidade
Outono 9 36,0 16 64,0 0 0 25
Inverno 6 33,3 10 55,6 2 11,1 18 1,00
Primavera 3 18,8 12 75,0 1 6,3 16

Veréo 22 22,0 68 68,0 10 10,0 100
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IgM — Imunoglobulina M, 1gG — Imunoglobulina G, M — Masculino, F — feminino.
Os dados foram analisados por estatistica descritiva e comparados por meio do teste em amostras ndo paramétricas

Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado foi definido para um erro alfa de 5%.

Foi prevalente o grupo de idade de 19-35 ndo sendo estatisticamente significativo
(p=1,00). Sobre a sazonalidade (p=1,00) prevaleceu o periodo de Verdo (~ Dezembro - Marco)
(USP, 2018). Essa é a estacdo de maior reproducdo do mosquito A. aegypti, por causa da
temperatura e chuva aumentando seus criadouros (Nasir et al., 2017). Por meio desses
resultados progressivos dos aumentos de casos de infeccdo ao longo dos anos de 2014 a 2016
é evidenciado a circulacéo efetiva do ZIKV na regido estudada. Também é possivel estabelecer
um padrdo inicial de transmissibilidade vetorial similar aos demais flavivirus transmitidos por
mosquito, onde a principal medida de controle é impedir a manutencdo dos criadouros do vetor
A. aegypti. O fato de apenas 7,9% de 2000 amostras de pacientes sintomaticos (Dengue-like)
positivarem na sorologia para ZIKV sugere que o0s outros 92,1% estejam infectados por agentes
etiologicos desconhecidos ou se conhecidos negligenciados. Considerando a inespecificidade
de sintomas das arboviroses (Musso et al., 2018) e dos virus serem 0S organismos mais
abundantes do planeta (AAM, 2014) as chances de termos mais agentes etiologicos virais
circulantes na regido de estudo € alta. Essa possibilidade evidencia a necessidade de maiores
estudos na area.

As 159 amostras reagentes sorolégicas para ZIKV foram testadas a nivel molecular para
a deteccdo de acido ribonucleico (RNA) viral. Os marcadores para ZIKV foram os de Lanciotti
et al. (2008) e Faye et al. (2013) desenvolvidos para amplificar regies especificas da NS5, a
regido gendmica mais conservada dos flavivirus (Klema et al., 2016). O conjunto de marcadores
Lanciotti et al. (2008) apresentou eficacia na amplificacdo de RNA viral do controle positivo
(Ct = <38). O conjunto Faye et al. (2013) ndo demonstrou a mesma eficacia. Apresentando
problemas de padronizacdo durante os experimentos, provavelmente por que o conjunto de
marcadores sd@o mais proximos da linhagem africana do ZIKV, por esse motivo foi escolhido,
todavia como uma das limitacdes desse estudo o controle positivo que utilizamos é da linhagem
asiatica do ZIKV.

Né&o foi evidenciado RNA detectavel do ZIKV nas amostras positivas a nivel soroldgico,
mesmo nas que indicavam infeccdo recente e/ou presente (IgM reagentes). Essa dificuldade no
isolamento de RNA do ZIKV corrobora com a dificuldade de diagnostico laboratorial
apresentada por Mansuy et al. (2017) que apresentam a presenca de RNA detectavel em sangue

total de infectados até 100 dias, 0 que ndo acontece com amostras de soro. Essa caracteristica
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também foi observada em experimentos de Reacdo em Cadeia da Polimerase com transcrigcdo
reversa (RT-PCR) realizados por Lustig et al. (2016) com a adi¢cdo de que a carga viral cai
rapidamente ap6s o surgimento de imunoglobulinas. Nesse trabalho existe a limitacdo de que
apenas amostras soroldgicas foram coletadas a partir do segundo dia do surgimento de sinais
clinicos, esse periodo é protocolizado para o diagndstico laboratorial de DENV, sendo a
deteccdo de NS1 até 3 dias pds inicio dos sintomas e IgM a partir de 6 dias do aparecimento
dos sintomas. Como as amostras da presente investigacao possuem esse perfil e considerando
o relato de rapida queda da carga viral soroldgica € compreensivel a ndo deteccdo de RNA de
ZIKV. Fora do taxon de espécie Zika virus essa caracteristica também foi observada em
infecgBes por WNV (Lanteri et al., 2014). Essa caracteristica sugestiva de aderéncia em
eritrocitos corrobora com sua capacidade adaptativa transmissiva por transfusdo sanguinea e
transplante de Orgdos. Também deve ser considerado que essa caracteristica pode estar
associada a estratégia de evasdo viral o que consequentemente aumentaria sua disseminacao
para outros tecidos p6s viremia. Podemos concluir que o ZIKV é desafiador no estudo

molecular, levantando questdes se os outros flavivirus possuem o mesmo potencial.

Bq Brazil ZKWV2015
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Fig. 3. Arvore filogenética das cepas nacionais (Brasil) da espécie Zika virus (ZIKV) utilizando
sequéncias gendmicas. Azul — Regido Sudeste, Bordd0 — Regido Norte, Verde — Regiéo
Nordeste. Losango — Cepa de ZIKV do estado de S&o Paulo, Quadrado azul claro — Cepa de
ZIKV do Brasil associada a microcefalia, Asibi — Outgroup Controle externo Yellon fever virus,
MR 766 — Controle interno de ZIKV linhagem africana, USA — Cepa ZIKV dos Estado Unidos
para inferéncia de adaptacdo de transmissé&o.

A anélise filogenética de cepas ZIKV a nivel nacional (Fig. 3) evidéncia que as variantes
circulantes no pais sdo da linhagem asiatica corroborando com os achados de Faria et al. (2016).
As cepas nacionais estdo distribuidas em linhagens da Regido Sudeste, Norte e Nordeste, sendo

a Ultima a mais prevalente, o que sugere uma melhor adaptacdo do virus na regido.

Durante o experimento filogenético notamos um possivel agrupamento de cepas
isoladas do sexo masculino a partir de urina e sémen da Regido Sudeste. Considerando que
poderia ser 0 caso de uma adaptagéo para transmissao sexual acrescentamos uma cepa de ZIKV
dos Estados Unidos remetendo aos trabalhos de Chouin-Carneiro et al. (2016) e Beaver et al.
(2018) que sugerem um fator adaptativo de manutencao via transmissao ndo vetorial. As cepas
ZKV19Auri e ZKV19Esem permaneceram proximas compartilhando o mesmo ancestral. A
cepa FC-DQ75D1 compartilha o ancestral com uma cepa que se divergiu na variante dos
Estados Unidos isolada de urina. Esse teste realizado sugere que a variante norte americana

pode ter surgido a partir da cepa brasileira e corrobora com o potencial adaptativo do ZIKV.

Portanto considerando todas as possibilidades levantadas nessas analises filogenéticas,
podemos concluir que o Zika virus possui um alto potencial de adaptacdo/ evolucédo, o que por
sua vez poderia gerar caracteristicas patogénicas imprevisiveis a saude publica.
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“Ao observar a natureza, é de maior importdncia ter sempre em mente, e
nunca esquecet, que cada ser orgdnico estd sempre lutando com toda
forca pelo seu aumento; que cada um vive dessa [uta em algum periodo
da sua vida; que a destruigdo severa cai de maneira inevitdvel tanto
sobre os jovens quanto sobre os idosos durante cada geragdo em
intervalos recorrentes. Clareie qualquer checagem, mitigue a destruigdo,
nem que seja apends um pouco, e o niimero de espécies aumentard quase

instantaneamente.”

- A origem das espécies, Charles Darwin, 1859
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5. Conclusao

O Zika virus esta presente na regido de Bauru do estado de S&o Paulo, Brasil desde o ano
de 2014. Porém seu percentual de soro positividade das amostras analisadas nao chegou a 10%.
Significando talvez uma adaptacdo fraca em nossa regido que possui outros arbovirus
circulantes. Considerando a clinica inespecifica de arbovirus (Dengue-like) das amostras
analisadas e o status negativo para DENV e ZIKV, questionamos a possibilidade de a presenca
de outros agentes etiologicos desconhecidos e/ou negligenciados estarem circulantes na regido

de estudo.

Ndo foi possivel isolar o RNA do ZIKV. Esse resultado negativo quanto a molecular a partir
de soro reforca a possibilidade de aderéncia do ZIKV em eritrdcitos. Caso essa teoria seja valida
0 soro nao seria a amostra adequada para o diagndstico molecular. Ainda dentro da
possibilidade de aderéncia em hemécias essa estratégia favoreceria evasdo viral e facilidade em
alcancar diferentes tecidos, o que por sua vez considerando o potencial de mutacdo de virus
constituidos de RNA, abriria novas possibilidades adaptativas de transmissao e patogénese.
Também deve ser considerado algum erro no desenho experimental molecular, podendo causar
falsos negativos. Quanto a filogenética inferimos que nos dias de hoje o ZIKV apresenta uma
possivel adaptacdo na Regido Nordeste do Brasil.

Considerando todas as possibilidades levantadas com as evidéncias nessas analises,
podemos concluir que o ZIKV possui um alto potencial de adaptacdo/evolugédo, o que por sua
vez poderia gerar caracteristicas patogénicas desafiadores. Em um sistema de satde que néo é

do tipo prevencionista essa possibilidade se tornaria um risco a saude publica.



