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RESUMO

O Zika virus (ZICV) tem deixado o cendrio mundial em alerta desde que os recentes surtos associados a ele tém implicado
no aumento dos casos de microcefalia e outras complicagGes antes ndo relatadas na mesma proporgdo epidemioldgica.
As cepas ja conhecidas do virus mostram evidéncias de sua evolugdo a partir de modificacGes genéticas que, interferiram
em sua caracteristica viral e assim, em sua epidemiologia e patogenicidade. Trata-se de uma pesquisa de revisdo
bibliografica onde o levantamento de artigos foi realizado por meio dos bancos de dados online, Google Académico,
MEDLINE/Pubmed e Scielo publicados no periodo de 1990 até 2016. Este estudo tem como objetivo demonstrar os
aspectos evolutivos do ZICV e suas alteragGes genéticas que, forneceram a ele, a possibilidade de ocasionar significativas
morbidades e a capacidade de facil disseminacdo por diferentes meios de transmissdo. Conclui-se que o ZICV vem
mudando de caracteristica a medida que amplia sua abrangéncia geografica sendo a cepa encontrada no Brasil provinda
de origem asidtica, além disso, o virus vem apresentando mudancas nos pares de bases de sua estrutura muito maiores
qgue em relagdo a outros virus da mesma familia. Significativas alteragdes nos aminodacidos da proteina estrutural “E” e
da também proteina NS1 tém revelado indicios na promogao de mudancas sobre a caracteristica e tropismo do ZICV.
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ABSTRACT

The Zika virus (ZICV) has been leaving the world scenario in alert provided that the recent outbreaks associated with it,
has implicated in the increase cases microcephaly and others complications before not reported in the same
epidemiologic proportion. The strains of virus already know demonstrated evidences of its evolution since modifications
genetics that interfered in its characteristics viral and so, in its epidemiology and pathogenicity. It is a bibliographic
review research where the survey articles were realized through online databases, Google Academic, MEDLINE/Pubmed
and Scielo, published in the period from 1990 to 2016. This study has objective to demonstrate the evolution aspects of
ZICV and its genetics changes that, provided to it the possibility to cause significant morbidities and the capacity of
spreading easily by different means of transmission. It follows that the ZICV is changing feature as it extends its
geographic coverage with the strain of Asian origin found in Brazil, moreover, the virus has shown changes in pairs of a
much larger structure basis as compared to other the same viral family. Significant changes in the amino acids of the
structural protein "E" and the NS1 protein have shown evidence in promoting changes in the characteristic and tropism
the ZICV.
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INTRODUCAO

O Zika virus (ZICV) foi primeiramente isolado em macacos Rhesus e posteriormente em
mosquitos do género Aedes, entre 1947 e 1948, na floresta de Zika na Africa. O primeiro contégio
descrito em humanos ocorreu no continente africano na segunda metade do século XX de onde se
espalhou para a Asia e outras regides. Sua infec¢do era de caracteristica esporadica, de sintomas
leves e sem significativos agravos a saude. Em meados de 2014 na regido do pacifico, e em 2015 no
continente americano, principalmente no Brasil, que o ZICV adquiriu proporgdo epidémicas e foi
relacionado com complicagbes antes ndo relatadas como Sindrome de Guillain-Barré e
malformac&es congénitas (KINDHAUSER et al., 2016).

O ZICV pertence a familia Flaviviridae, género flavirvirus. A familia Flaviviridae apresenta
mais de 40 agentes patogénicos ao homem, sendo responsdvel por doencas que se tornaram
emergentes no mundo todo, como a Dengue e o virus do Nilo ocidental (BOLLATI et al., 2010). E
constituido por uma cadeia simples de RNA positiva, com duas regiées ndo codificantes, apresenta
proteinas estruturais e ndo estruturais em sua conformacdo das quais delimitam grande parte sua
caracteristica viral (LOGAN, 2016).

As cepas ja conhecidas do ZICV mostram sua provavel evolugdo genética, como mutagdes e
recombinacdes génicas das quais sofreu desde sua provavel origem, ha 300 anos, na Africa
Ocidental, até a infec¢do de humanos que, a partir de 2014, deu inicio aos surtos mais significativos
em popula¢des de diversos locais do mundo (LOGAN, 2016). Segundo a Organiza¢dao Mundial da
Saude (2016), as diferencas entre linhagens virais do Zika podem ser explicadas pois o mesmo tem
mudado de caracteristica genética a medida que amplia sua abrangéncia geografica (KINDHAUSER
et al.,, 2016).

Estudos tém mostrado que o ZICV vem sofrendo recombinagdes na natureza, o que fez com
gue sua proteina estrutural “E” Ihe propiciasse a possibilidade de penetragcdao em diferentes células
do corpo humano com mais facilidade (FAYE et al., 2014; SIROHI et al., 2016). Se acredita também,
gue o ZICV adquiriu padrdes ndo antigénicos na sua estrutura, ou seja, a baixa capacidade de o virus
estimular a resposta imunoldgica, inflamatdria e a produc¢ao de anticorpos no hospedeiro. Fato que
pode estar relacionado com a grande parte dos quadros assintomdticos da infeccdo (FAYE et al.,
2014).

Acredita-se que o virus possa ter chegado ao Brasil através da entrada de turistas
estrangeiros que vieram a eventos esportivos, que antecederam a Copa do Mundo de 2014. Estima-
se que 0 ZICV ficou em circulacdo por 12 meses antes do aparecimento do primeiro caso da infeccdo,
fato que foi relatado no més de abril do ano seguinte (FARIA et al., 2016).

Os casos de Microcefalia e sindrome de Guillain-Barré tem aumentado no Brasil
juntamente com a epidemia de ZICV, demonstram sua provavel relacdo destas complicacGes com a
infeccdo viral. O aumento da incidéncia da Sindrome de Guillain-Barré além de 9 casos de
microcefalia ja havia sido registrado, em 2014, em surtos de ZICV na Polinésia Francesa
(KINDHAUSER, 2016); (WHO,2016). Porém, foi em 2015, no Brasil que a microcefalia relacionada ao
ZICV teve maior enfoque devido ao aumento significativo desta malformacao, cerca de 20 casos por
10.000 nascidos vivos (BORCHARDT, 2016). O virus foi achado em liquido amnidtico de fetos que
apresentaram microcefalia, mostrando a sua capacidade de atravessar a barreira placentaria e
atingir o tecido cerebral (TANG et al., 2016).

O ZICV tem deixado o cendrio mundial em alerta, desde que os primeiros casos de
microcefalia foram relatados no Brasil. Estudos estdo em andamento visando identificar a ligacdo
deste virus com essa condicdo neuroldgica, assim como outras patologias. Isso tem se tornado
preocupante devido a grande proporc¢ao de disseminacao do virus, através do seu principal vetor, o
Aedes aegypti, bem como, novas provaveis fontes de transmissdao, moldadas possivelmente pelos
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seus processos evolutivos, como a congénita, transfusao de sangue, relacdo sexual, e achados do
virus em outras amostras bioldgicas como saliva e urina (CALVET et al., 2016; MUSSO et al., 2014;
MUSSO et al., 2015; GOURINAT et al., 2015).

Esta revisdo tem como objetivo, demonstrar aspectos evolutivos do ZICV, alterag¢des
genéticas encontradas que, forneceram ao virus, significativas morbidades e a capacidade de facil
disseminacao por diferentes meios de transmissao.

METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido por meio de uma revisao bibliografica, que tem por finalidade
reunir e sintetizar resultados de pesquisas sobre o Zika virus, contribuindo para o aprofundamento
do conhecimento sobre o tema investigado. O levantamento bibliografico desta revisao foi realizado
por meio de busca por artigos cientificos dos bancos de dados online, através da utilizacdo do
Google Académico, MEDLINE/Pubmed e Scielo publicados no periodo de 1990 até 2016. Foram
utilizados os seguintes descritores: Zika Virus, Flavivirus, genoma e evoluc¢dao, com os descritores em
inglés: Zika Virus, Flavivirus, genome e evolution. Foram inicialmente obtidos 442 artigos, que apds
critério de inclusdo através do refinamento com os descritores, tempo de publicacdo, relevancia,
leitura de titulo e resumo dos trabalhos, foram selecionados 44 artigos cientificos para leitura na
integra. Destes, 26 foram utilizados para a escrita do artigo.

DESENVOLVIMENTO

O amplo aumento de casos de febre Zika no continente americano a partir de 2015 e sua
relacdo com episédios de microcefalia em neonatos e paralisia motora em adultos passaram a ser
um grande motivo de preocupacgao para a salde da populagdo mundial. O ZICV tem sua histéria
descrita por casos esporadicos com patogenia branda e que posteriormente, por razes em parte
desconhecidas, se tornou um virus de alta transmissibilidade e periculosidade (SIROHI et al., 2016).

O ZICV (Figura 1) pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae da qual é constituida
por diversos virus como o Virus do Nilo Ocidental, o Virus da Dengue e Chikungunya (SIROHI et al.,
2016). Esta familia viral codifica uma Unica poliproteina que é processada e clivada por proteases
celulares e virais em trés proteinas estruturais, o Capsidio (C), Precursor de Membrana (PrM) e
Envelope (E) além de sete proteinas ndo estruturais, a NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
gue estdo envolvidas na replicacdo viral e no antagonismo a resposta inata do hospedeiro a
infeccdo. O arranjo do virus confere com que as trés proteinas estruturais se disponham mais
proximas da regido 5’ sendo as primeiras a serem transcritas (Figura 2) (FAYE et. al., 2014).
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Figura 1- Estrutura do Zika Virus. Estrutura visualizada em temperatura criogénica representando
os fenétipos de particulas infeciosas virais. As particulas do virus maduras sao lisas, representadas
por uma capsula preta ao redor (Adaptado de SIROHI et al., 2016).
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Figura 2- Representacado estrutural do Zika Virus (Adaptado de FREIRE et al., 2014).

A proteina E é uma proteina dimérica com estrutura icosaédrica que contém cerca de
53KDa e apresenta trés dominios em sua estrutura, o dominio I, Il e lll (FAYE et. al., 2014). E a
principal proteina de superficie do virus e esta relacionada com a liga¢do e a fusdo a receptores da
membrana celular do hospedeiro. Postula-se que o meio acido do endossoma produz alteragdes na
conformagao desta proteina o que leva a liberagdao do genoma viral no citoplasma da célula
hospedeira (MONDOTTE et. al., 2007; SIROHI et al., 2016).

E descrita a existéncia de duas cepas de ZICV circulando na Africa e uma no continente
Asiatico. Na Africa, o virus é caracterizado por infeccdes em primatas e mosquitos sendo esporadica
em humanos. Ja em relagdo a cepa asidtica, ela tem expandido seu potencial de infec¢des em
humanos em diferentes continentes. Ambas as cepas virais pertencem a um ancestral comum e tal
comportamento distinto de regido para regido supostamente é explicado por um processo
mutacional adaptativo. A analise filogenética da cepa de ZICV isolada pela primeira vez no Brasil
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mostrou que a cepa brasileira provém de origem asiatica. (FAYE et al., 2014; FREIRE et al., 2015;
ZANLUCA et al., 2016).

Estudos demonstram que o ZICV sofreu uma taxa de mutagdes de seu RNA viral
relativamente alta e incomuns para a natureza de um Flavivirus (cerca de 12 a 25 pares de bases
por ano) (LOGAN, 2016). Foi descrita a substituicdo de 75 aminodcidos na cepa asiatica em relacdo
a cepa africana, e 25 substituicdes na cepa asidtica pré-epidemia (Malasia em 1966) em relacdo a
cepa epidémica (surto em 2007 na Polinésia Francesa). Ja entre os anos de 2007 até 2016, onde
aconteceu as maiores patogenias relacionadas a infeccdo, houve cerca de 15 modificacGes de
aminoacidos (ZHU et al., 2016).

O ZICV apresenta uma gama significativa de vetores que podem compartilhar linhagens
virais diferentes. Este acontecimento bioldgico favorece um ambiente susceptivel aos processos de
recombinacdes (FREIRE, 2014). O autor sugere que os eventos de perda ou ganho de um sitio de N-
glicosilacdo na proteina E, pelos processos de recombinac¢des, podem estar relacionadas com o
poder de adaptacdo do virus as células de diferentes vetores, fato que potencializa a transmissao
viral por distintos meios.

Um estudo através da reconstrucgao filo geografica do Zika constatou de forma inequivoca
gue as linhagens brasileiras pertencem a cepa asiatica. Em posterior analise genética para identificar
alteragbes sofridas pelo ZICV no Brasil, constatou-se duas substituicGes na sequéncia de
aminoacidos da proteina E. Uma, na posi¢ao 279 em que a fenilanina (Phe) foi substituida pela serina
(Ser), localizada na alga de fusdo entre o dominio | e o dominio Il. Essa é uma regido hidrofébica nas
cepas selvagens que permite ao virus mudancgas no arranjo da proteina induzidas pelo pH baixo, e
facilita a sua fusdo a membrana da célula hospedeira (GIOVANETTI et al., 2016).

Outra substituicdo na posicdo 311 onde a isoleucina (lle) foi substituida pela valina (Val),
gue estd presente na superficie da proteina E, no dominio Ill. Esta muta¢do de dois aminodcidos das
cepas do Brasil foi responsavel pela aquisicao de um sitio polar, alterando a carga neste local e com
isso impedindo a neutralizacdo de imunoglobulinas IgM e alteragdo a sensibilidade do pH. Antes
destas modificagdes era este dominio que continha as principais particulas antigénicas, justamente
por possuir os mais importantes epitopos para o reconhecimento e a¢ao dos anticorpos. O dominio
Il do ZICV, também possui um sitio de N-glicosilagdo na por¢ao Asnl54. Porém, nem todos os
Flavivirus possuem a presenca da N-glicosilacdo (GIOVANETTI et al., 2016).

O dominio | é a regido central N-terminal, uma estrutura B-barril. Estudos indicam que este
dominio da proteina E estd associado a uma resposta imune de anticorpos ndao neutralizantes.
Assim, mutacGes nestes dominios da proteina, tém sido associados a viruléncia, morfogénese viral,
a infecciosidade, e ao tropismo (LEE et al., 1997; SIROHI et al., 2016).

A N-glicosilacdo da Proteina de Envelope presente em uma cepa isolada norte-americana
de linhagem genética do tipo | do virus do Nilo do Ocidente, estava associada a alta viruléncia,
elevadas taxas de complicacdes neuroldgicas, e a morte de seres humanos, aves, cavalos e outros
animais, enquanto outra cepa do tipo |l tinham uma menor patogenia, embora ainda alta viruléncia.
Nesse estudo a cepa de linhagem | estava sendo associada com neuroinvasibilidade em ratos. Foi
encontrada uma mutacdo que codifica para N-glicosilagdo na proteina de Envelope da cepa NY99
(linhagem tipo 1) em relacdo a cepa origindria ndo mutada ETH76a (linhagem tipo Il), e ainda mais
interessantemente esta mutacdo ocorreu na regidao Asn154. A cepa NY99 foi responsavel por uma
forte viremia (cerca de quatro vezes superior a ETH76a) sendo detectada no cérebro de ratos apds
o quarto dia da infecgdo. Esta mutagdo também conferiu ao virus menor sensibilidade ao pH acido,
caindo de 6.6 na cepa ndo glicosilada para 6.2 na cepa glicosilada o que concedeu a cepa maior
viruléncia em relacdo a ETH76a (BEASLEY et. al., 2005).

Para o virus da dengue a glicosilacdo em Asn67 na proteina E se torna um sitio de ligacao
para varios tipos de células demonstrado ser alvo relevante da infec¢do in vivo. Da mesma forma, a
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glicosilacdo em Asnl154 na estrutura do virus do Nilo Ocidental tem sido associada para
neurotropismo. Estas observacdes demonstram a significacao da glicosilacdo a ligacdo a diferentes
células do hospedeiro. Assim, esta regido varia ndo so entre as cepas ZICV, mas também em outros
flavivirus e sugere que as mudangas nesta regido nao so influenciam sua estrutura, bem como define
seu tropismo (SIROHI et al., 2016).

A proteina ndo estrutural NS1 também possui sitios de glicolsilacdo localizados nas por¢des
de Asn130 e Asn207. Este peptideo possui 352 aminodacidos e dependendo do processo de
glicosilagao possui um peso molecular entre 46 a 55KDa, a sua secregao na superficie da célula além
de altamente imunogénica desempenha um importante papel agindo como um co-fator na
replicacdo do virus sendo utilizado como biomarcador para o diagndstico precoce da doencga. A
glicosilacdo da NS1 possui diferentes padrdes sendo dependente para cada espécie dos flavivirus
sendo importante evento pds-traducional para a maturacdo da proteina (MULLER et al., 2013).

Recentemente foi descrito diferentes cargas eletrostdticas contidas na proteina nao
estrutural NS1 em cepas do virus Zika comparando com outros flavivirus. A proteina NS1 possui
carga positiva em virus como o da DENV que induz a producdo de anticorpos, o que caracteriza esta
proteina como um importante sitio para a resposta imune contra o virus. No ZICV ela possui carga
negativa em sua por¢do c-terminal, e esta divergéncia eletrostatica parece resultar em um nao
reconhecimento pelos anticorpos (SONG et al., 2016).

Outra possivel adaptacdo foi identificada por Freire et al (2015) nos chamados genes de
limpeza (do inglés housekeeping) o que segundo a pesquisa poderia estar facilitando a replicacdo
vira e o aumento dos titulos virais. Foram feitas analises genéticas entre cepas Africanas e cepas
Asiaticas, sendo estas Ultimas as responsaveis por recentes surtos virais, onde se conclui que as
cepas asiaticas continham proteinas NS1 mais resistente tendo maior resisténcia eficiéncia em
adaptar-se no organismo humano, resultado de modificagdes no gene do virus (FREIRE et al., 2015).

Estudos in vitro revelaram que o ZICV possui capacidade de infectar as células progenitoras
neuronais humanas em um curto periodo de tempo fazendo com que houvesse a secre¢do de
particulas infecciosas do virus, reduzindo drasticamente a quantidade de células vidveis, apds 66 a
72 horas da infec¢do. Outra observacao importante nesse estudo, foi de que a presenca do virus
Zika nas células progenitoras neuronais induz o aumento da ativacdo da caspase-3 (TANG, et al.,
2016). As caspases sdo proteases aspartato especificas constituidas por cisteina, que reconhecem
locais que possuem residuos de aspartato e os clivam. Estdo ativadas em células em processo de
apoptose. Existem 14 caspases, mas apenas 6 delas sao as relacionadas aos processos apoptoticos,
dentre estas, a caspase-3 (ANAZETTI, M.C.; MELO, P.S. 2007).

Referente a susceptibilidade de um hospedeiro vertebrado, recentemente se avaliou a
caracteristica de ratos imunocompetentes e imunocomprometidos em resposta ao ZICV. No caso
dos imunocomprometidos, se observou que os mesmos ndo desempenharam acdo antiviral por
meio do Interferon alfa-beta (IFN-a / B). Esses, foram altamente vulneraveis a infec¢do pelo virus,
ja que o IFN- o / B atua na limitacdo da propagacdo das infeccdes virais e isso resultou em perda de
peso e propagacao do virus em tecidos como o SNC (causando alteracdes neuroldgicas) e testiculos.
Niveis elevados de RNA viral foram encontrados nesses dois tecidos, mais significativamente nos
testiculos, mesmo dias apds o desaparecimento dos sinais clinicos, mostrando o potencial da
capacidade de transmissdo sexual do virus, como ja foi relatado em humanos (LAZEAR et al., 2016).

Estudos in vitro, de Paul e colaboradores (2016), mostraram que os anticorpos produzidos
para combater o virus da dengue, aumentam o potencial de infec¢cdo pelo Zika virus. Os anticorpos
do ZICV reagem de forma cruzada com os de outros flavivirus como os da dengue. A proteina E do
ZICV e os 4 sorotipos da dengue sdo muito semelhantes geneticamente, e apresentam a mesma
sequéncia de aminoacidos, na regido de fusao do virus, que se liga aos receptores de membrana dos
hospedeiros. Isso faz com que os anticorpos do virus da dengue (DENV) reconhe¢cam e tenham uma
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alta afinidade pelos sorotipos do DENV e se ligam a essa regidao de fusdo, melhorando a capacidade
de infeccdo do ZICV. Este fato, podendo estar diretamente relacionado com a rapida transmissao
de febre Zika no Brasil, em lugares que também sofrem com surtos de dengue.

Hoje as pesquisas sobre o ZICV estdo evoluindo na busca de medidas que controlem essa
epidemia. Uma destas utilizou a bactéria Wolbachia endosymbiotic, para inibir a replicacao do virus
no vetor Aedes aegypti, impedindo assim a proliferagdo do ZICV no processo de acasalamento desta
populacdo de mosquitos. Para isto, os cientistas, alimentaram os mosquitos com sangue contendo
0 ZICV, para comparar a prevaléncia de infeccdo entre os que eram infectados com a bactéria
Wolbachia ou ndo. Apds 14 dias, foram coletadas amostras da saliva dos vetores. Observou-se
entdo, que a prevaléncia da transmissdo do ZICV em mosquitos infectados com a Wolbachia foi
reduzida, ou seja, alguns mosquitos continham (10%) particulas do virus na saliva, porém nado foram
capazes de transmitir a infecgdo para os outros mosquitos. Enquanto que os Aedes aegypti, sem a
presenca da bactéria, tiveram um potencial de disseminacao do ZICV de 80%, com capacidade de
infecgao do virus pela saliva, de 100% (DUTRA et al. 2016).

CONCLUSAO

As inumeras mudancas, seja pela perda ou incorporacdo de nucleotideos na estrutura do
ZICV ou ainda pelos processos pés-traducionais de glicosilagdo, possibilitaram ao virus Zika maior
resisténcia para sua dissemina¢dao bem como um potencial de viruléncia e patogenicidade elevados
em relacdo as cepas origindrias, uma vez que o virus ganhou a possibilidade de tornar-se “oculto”
as defesas do organismo hospedeiro podendo assim, ocupar regides e 6rgaos antes imunes.
Ressalta-se ainda que mais estudos sdo necessarios para esclarecer de forma mais abrangente estes
mecanismos que deram ao virus estas caracteristicas e além disso, servir no desenvolvimento de

meios de tratamento e no controle da propagacao viral.
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