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1 i Fundacio Oswaido Cruz INSTITUTO OSWALDO CRUZ
INTRODUGAO E ORIGEM DO VIRUS ZIKA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

RESUMO

O Brasil no ano de 2015 confirmou o primeiro caso autoctone de transmissao do
Virus Zika (ZIKV) e partir de entdo enfrentou uma emergéncia de saude publica em
relacdo ao aumento dramatico no niumero de casos e o aumento de 20 vezes no
namero de recém-nascidos com microcefalia, cujas méaes eram suspeitas de terem
contraido infeccdo por ZIKV durante a gestacdo. Existem trés hipoteses baseadas
em estudos utilizando andlise filogenética, que sugerem que o ZIKV foi introduzido
no Brasil durante um campeonato de canoagem em agosto de 2014, durante a Copa
do Mundo em 2014 ou durante a Copa das Confederacbes em junho de 2013. No
entanto, esses estudos ndo deixam clara a cidade que foi a porta de entrada do
virus no pais. O Rio de Janeiro que é considerado o maior polo turistico do pais
hospedou varios eventos de massa entre 2012 e 2015, além de ter sido a porta de
entrada para trés dos quatro sorotipos de dengue no pais. Esses fatores
determinaram o desenvolvimento desse estudo retrospectivo com o objetivo de
pesquisar ZIKV em amostras de pacientes com clinica compativel com infeccéo pelo
ZIKV que tiveram resultado ndo detectavel para os virus dengue e da rubéola, no
periodo compreendido entre 2012 a 2014. Foram submetidas a PCR em tempo real
630 amostras de soro. ZIKV nédo foi detectado em nenhuma das amostras, dessa
forma sugerimos que no periodo do estudo poderia estar ocorrendo uma baixa
circulacdo ou que nado havia circulacdo de ZIKV no estado do Rio de Janeiro.
Ademais do estudo retrospectivo, 0 genoma completo de trés amostras de ZIKV do
Rio de Janeiro correspondentes aos anos 2015, 2016 e 2017 foram sequenciadas e
analisadas. As amostras de 2015 e 2016 nao tiveram substituicdes de aminoacido
entre elas, enquanto a amostra de 2017 teve cinco substituicbes comparadas com
as demais. As trés amostras tiveram a substituicdo V2634 quando comparadas com
a cepa referéncia da Polinésia Francesa, além das cinco substituicdes observadas
somente na amostra de 2017. A partir de uma arvore filogenética gerada neste
estudo, utilizando as trés amostras e sequéncias de regido codificante completa do
ZIKV obtidas no GenBank, confirmamos a circulacdo do gendtipo asiatico do ZIKV
no estado do Rio de Janeiro, as sequéncias das Américas foram divididas em oito
grupos monofiléticos e as amostras de 2015 e 2016 que sequenciamos foram
incluidas no grupo monofilético 3 e a amostra sequenciada de 2017 foi incluida no
grupo G5c. A partir da analise desta arvore e da observacdo de uma maior
divergéncia da amostra de 2017 foi possivel identificar que esta amostra era
proveniente de um caso cuja infeccéo ocorreu fora do Rio de Janeiro. Identificamos
que a maioria dos grupos monofiléticos possuem alteragcdes de aminoacido
especificas para cada grupo e que com o0 passar dos anos, mais divergentes as
amostras ficam em relagéo ao seu ancestral. O Brasil apresenta a maior diversidade
de sequéncias das Américas. A analise filogenética revela que as cepas epidémicas
contemporaneas tém acumulado multiplas substituicbes em relacdo aos seus
antepassados asiaticos que podem ter aumentado a viruléncia e a dispersdo do
virus e dificulta o desenvolvimento de vacinas, uma vez que as mutacdes podem
causar variagao antigénica.

Palavras-chave: ZIKV, Rio de Janeiro, RT-PCR em tempo real.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
INTRODUCTION AND ORIGIN OF ZIKA VIRUS IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO

ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Allison de Araudjo Fabri

Brazil in the year 2015 confirmed the first autochthonous case of ZIKV transmission
and since then faced a public health emergency in relation to the dramatic increase in
the number of cases and a 20-fold increase in the number of newborns with
microcephaly, whose mothers were suspected of having contracted ZIKV infection
during gestation. There are three hypotheses based on studies using phylogenetic
analysis, which suggest that ZIKV was introduced in Brazil during a canoeing
championship in August 2014, during the World Cup in 2014 or during the
Confederations Cup in June 2013. However, these studies do not make clear the city
that was the gateway of the virus in the country. Rio de Janeiro, considered the
country's largest tourist pole, hosted several mass events between 2012 and 2015,
as well as being the gateway to three of the four dengue serotypes in the country.
These factors led to the development of a retrospective study with the objective of
investigating ZIKV in samples from patients with a clinic compatible with ZIKV
infection from the period 2012 to 2014 that had undetectable results for dengue and
rubella virus. A total of 630 serum samples were submitted to real-time PCR, ZIKV
was not detected in any of the samples, so we suggest that during the study period
there could be ocurring a low circulation or no circulation of ZIKV in the state of Rio
de Janeiro. In addition to the retrospective study, as the second main objective, the
complete genome of three Rio de Janeiro ZIKV samples corresponding to the years
2015, 2016 and 2017 were sequenced and analyzed. The 2015 and 2016 samples
did not have amino acid substitutions between them, while the 2017 sample had five
substitutions compared to the others. The three samples had the V2634 substitution
when compared to the reference strain of French Polynesia, in addition to the five
substitutions observed only in the 2017 sample. From a phylogenetic tree generated
in this study, using the three samples and complete coding region sequences of ZIKV
obtained from GenBank, confirmed the circulation of the Asian ZIKV genotype in the
state of Rio de Janeiro, the Americas sequences were divided into eight
monophyletic groups and the 2015 and 2016 samples we sequenced were included
in the monophyletic group 3 and the sequenced sample of 2017 was included in the
G5c group. From the analysis of this tree and the observation of a greater divergence
of the sample of 2017 it was possible to identify that this sample came from a case
whose infection occurred outside Rio de Janeiro. We have identified that most of the
monophyletic groups have specific amino acid changes for each group and that with
the passage of the most divergent years the samples are in relation to their ancestor.
Brazil presents the greatest diversity of sequences in the Americas. Phylogenetic
analysis reveals that contemporary epidemic strains have accumulated multiple
substitutions over their Asian ancestors that may have increased virulence and
spread of the virus and hindered the development of vaccines, since mutations may
cause antigenic variation.

Keywords: ZIKV, Rio de Janeiro, real-time RT-PCR.
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1- INTRODUCAO

Em marco de 2015, o Brasil confirmou, na Bahia, o primeiro caso autdctone de
transmissdo pelo Virus Zika (ZIKV) e apds alguns meses enfrentou sua maior
emergéncia em saude publica ja descrita na era moderna devido ao aumento
dramatico no numero de recém-nascidos com microcefalia e outras malformacdes
congénitas, cujas maes foram acometidas pela infeccdo do ZIKV durante a gestacéo
(Ministério da Saude, 2017). O virus se espalhou rapidamente pelo continente
americano e um ano depois, a circulacdo autéctone do ZIKV foi relatada em pelo
menos 33 paises nas Américas (Sampathkumar; Sanchez, 2016).

Os sintomas clinicos da zika podem ser confundidos com outras duas
arboviroses circulantes no Brasil, a dengue e a chikungunya, portanto ndo se pode
descartar a possibilidade de que casos com resultado negativo para pesquisa de
umas dessas duas arboviroses ocorridos antes de 2015 pudessem estar
relacionados a infecao pelo ZIKV. Para o Brasil e para as Américas, o arbovirus mais
recente é o ZIKV. Embora diversos estudos tenham contribuido para a compreensao
da biologia evolutiva dos flavivirus (Kuno et al. 1998), existem poucos dados sobre a
biologia evolutiva do ZIKV. De acordo com as caracteristicas genotipicas, estudos
recentes descrevem trés grandes linhagens: a Linhagem Africana I, a Linhagem
Africana | e a Linhagem Asiatica. Sendo que as duas ultimas foram descritas fora do
continente africano, espalhando-se para Asia e Américas, a partir de 2007 (Shen et
al. 2016). Desde entdo o ZIKV passou a apresentar comportamento epidémico,
gerando surtos em varios paises da regido do Pacifico e nas Américas (Musso;
Gubler, 2016). Desde o primeiro artigo publicado em 1952 até 2015 foram
publicados 124 artigos sobre ZIKV, sendo 37 no ano de 2015. Somente em 2016 e
2017, ap6s a emergéncia do virus no Brasil e sua dispersao por toda regido das
Américas, foram publicados 3271 artigos e no ano de 2018 ja foram publicados, até
oito de fevereiro, 242 artigos. Dezenas de novas informacdes relacionadas a
apresentacao clinica, gravidade da doenca, diferentes formas de transmissao e
patogénese do virus foram descritas no intervalo de pouco mais de dois anos.
Apesar de todo o conhecimento gerado, ainda existem perguntas sem respostas e o
objetivo desse estudo é contribuir com informacdes complementares para o
entendimento da epidemiologia da doenca e assim como das caracteristicas

bioldgicas do virus.
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1.1- Histoérico

O ZIKV foi identificado & primeira vez em 1947, durante um estudo de dez anos
(1937-1947) sobre febre amarela na floresta de Zika em Uganda, a partir da amostra
de sangue de um macaco rhesus sentinela colocado na copa de uma arvore
(Haddow et al. 2012; Vasconcelos, 2015). Um total de dez virus distintos foi isolado
no Instituto de Pesquisa de Febre Amarela, em Entebbe, Uganda. Entre eles sete
foram descritos pela primeira vez, sao eles: Virus do Oeste do Nilo (WNV) e Virus
Bwamba (BWAV) em 1937, o Virus da Floresta de Semliki em 1942, Virus
Bunyamwera e Virus Ntaya em 1943 e Uganda S Virus e ZIKV em 1947. Quatro
destes virus foram relacionados e pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus
(WNV, Ntaya, Virus de Uganda S e ZIKV) (Kindhauser et al. 2016; Musso; Gubler,
2016). Em 1948, buscando também isolar o Virus da Febre Amarela (YFV),
entomologistas coletaram diferentes espécies de mosquitos e 0s experimentos
identificaram o ZIKV em Aedes africanus (Dick et al. 1952; Hayes, 2009). Apos,
embora o ZIKV tenha sido isolado em diversas ocasides a partir de Aedes africanus,
ndo havia nenhuma indicacdo de que o virus causasse doenca em humanos. No
entanto, um inquérito soroldgico envolvendo moradores de varias areas de Uganda
revelou uma soroprevaléncia de 6,1% contra ZIKV. Outros inquéritos sorologicos
indicaram uma distribuicdo geografica muito maior de infeccdo humana, incluindo o
Egito, Africa Oriental, Nigéria, india, Tailandia, Vietna, Filipinas e Malasia (Musso;
Gubler, 2016; Petersen et al. 2016).

A primeira descricdo clinica da infeccao pelo ZIKV ocorreu em 1954 na Nigéria,
onde uma menina de dez anos apresentou dores de cabeca e febre por cinco dias.
Desde entéo, até 2007, menos de 20 casos naturalmente infectados foram relatados
(Musso; Gubler, 2016; Petersen et al. 2016). Apdés, alguns casos esporadicos foram
relatados no sudeste da Asia, incluindo a Malasia, Indonésia, india, Camboja,
Paquistao, Filipinas, Singapura, Tailandia e Vietna (Sampathkumar; Sanchez, 2016).

O primeiro grande surto de zika relatado ocorreu em 2007 na Ilha do Pacifico
Ocidental de Yap, na Micronésia, causado por uma cepa da linhagem asiatica.
Estima-se que 70% da populacdo da ilha tenham sido infectadas pelo ZIKV,
mostrando que o virus se espalhou para fora de sua distribuicdo geografica usual
(Musso; Gubler, 2016; Petersen et al. 2016).
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Apds isso, uma epidemia maior ocorreu na Polinésia Francesa, no Pacifico Sul
em 2013 e 2014, com uma estimativa de 30.000 infec¢des sintomaticas, que difere
do surto na llha de Yap devido a ocorréncia de casos de sindrome de Guillan-Barré
(SGB) associadas a infeccao. A incidéncia de casos de SGB durante o surto foi de
20 vezes maior do que o esperado, apoiando assim uma ligagdo da SGB com ZIKV
(Musso; Gubler, 2016). Até 2013, o Virus Dengue (DENV) era o Unico arbovirus
detectado na Polinésia Francesa. A cepa do ZIKV encontrada no surto da Polinésia
Francesa tinha 99,9% de identidade nucleotidica e de aminoacidos com a cepa
asiatica observada no surto da llha Yap, sugerindo que o surto da Polinésia
Francesa tenha tido sua origem na ilha. O ZIKV se espalhou em 2014, chegando a
Nova Caledbnia, llhas Cook e llha de Pascoa e em 2015 em Vanuatu, llhas
Salomao, Samoa e Fiji. A sequéncia de nucleotideos da cepa do ZIKV na Ilha de
Pascoa era 99,9% idéntica na regido que foi sequenciada a cepa do ZIKV no surto
da Polinésia Francesa, sugerindo entdo que o surto na llha de Péscoa tenha se
originado também na Polinésia Francesa (Basu; Tumban, 2016; Cao-Lormeau,
2016).

Em marco de 2015, o virus foi identificado pela primeira vez no Brasil em um
surto de uma doenca exantematica ocorrido na Bahia. Em setembro de 2015, em
Pernambuco, o ZIKV foi associado com a descricdo de complicacbes neurologicas
graves como a microcefalia em recém-nascidos. Em outubro do mesmo ano, o virus
foi detectado em 14 estados brasileiros e em dezembro, estima-se que até 1,3
milhdo de casos suspeitos tenham ocorrido (Petersen et al. 2016; Ministério da
Saude, 2017). Em outubro do mesmo ano, a Colémbia registrou o primeiro caso de
transmissdo autoctone do ZIKV fora do Brasil. Em 01 de fevereiro de 2016, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou que o surto de infeccdo pelo ZIKV
constituia uma emergéncia de saude publica internacional devido a possivel ligacdo
com a microcefalia e outras sindromes neuroldgicas (Gulland, 2016; Musso; Gubler,
2016).

1.2- Introducgéo do ZIKV no Brasil

O ZIKV foi identificado no Brasil pela primeira vez, em margo de 2015, causando

um surto de uma doenca exantematica, com febre baixa ou ausente, em Camacari,
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Bahia. Sete casos, de vinte e quatro suspeitos, foram positivos para ZIKV, sendo
este o primeiro relato da introdug&o do virus no pais (Campos et al. 2015).

Apos isso, também em marco do mesmo ano, foram confirmados, através de
RT-PCR, oito casos positivos de ZIKV em Natal/RN, de um total de vinte e um
suspeitos que apresentaram febre por um curto periodo de tempo, exantema,
conjuntivite e artralgia. Todos os pacientes foram negativos para DENV e CHIKV,
ambos, virus que cocirculavam com ZIKV. Com base na analise filogenética, ZIKV
foi identificado pertence ao genotipo asiatico (Zanluca et al. 2015).

Foram relatados retrospectivamente surtos de doengas exantematicas no Brasil.
Desde fevereiro de 2015 um surto de doenca exantematica afetou milhares de
pacientes no Nordeste do Brasil, principalmente na Bahia, Maranhdo, Pernambuco,
Rio Grande do Norte, Sergipe e Paraiba (Campos et al. 2015).

Ja no inicio de dezembro de 2015, 18 estados no Brasil confirmaram a
transmissdo autéctone do virus em todas as regides do pais. No entanto, o ZIKV
provavelmente ja estava circulando em outros estados, mas ainda nao tinha sido
detectado (Musso; Gubler, 2016).

1.3- Agente etiologico
1.3.1- Classificacéao

Os arbovirus sdo um grupo de virus mantidos na natureza principalmente
através de ciclos que envolvem vetores artropodes hematofagos e hospedeiros
vertebrados suscetiveis (Figueiredo, 2007; Fauci e Morens, 2016). Do inglés
“arthropode-borne” acrescentando a palavra virus, este grupo constitui um grupo
bastante heterogéneo considerando suas propriedades fisico-quimicas, porém com
caracteristicas epidemiologicas em comum (Gubler, 1988).

Como denominada, os arbovirus requerem no minimo dois hospedeiros, sendo
um artrépode e um vertebrado. Esses virus geralmente ndo causam nada ao
artrépode, sendo este infectado durante o repasto sanguineo, ja nos hospedeiros
vertebrados, produzem alta viremia, causando problemas de saude. (Gubler, 1988).

Os arbovirus tém uma distribuicdo geogréfica ubiqua, abrangendo todos os
continentes, tanto nas regifes temperadas como nas tropicais, com predominancia

nas regides tropicais por oferecerem condi¢cdes ecoldgicas mais favoraveis. Nos
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tropicos, os vetores coexistem com o0s hospedeiros vertebrados em todas as
estacbes do ano, ao passo que nos paises de clima temperado, o ciclo de
transmissao é interrompido durante o inverno, reiniciando-se na primavera ou verao
(Travassos da Rosa et al. 1997).

Estima-se que haja mais de 545 espécies de arbovirus, dentre as quais, mais de
150 deles estédo relacionados com doencas em seres humanos, onde a maioria é
zoonotica (Lopes et al. 2014). Taxonomicamente, os arbovirus sdo divididos em
diversas familias, porém, as mais representativas para a saude publica por causar
infeccbes em humanos e em animais, sdo: Togaviridae, Bunyaviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae e Flaviviridae (Bolling et al. 2014; Lopes et al. 2014).

A familia Flaviviridae € composta pelos géneros: Flavivirus, Hepacivirus e
Pestivirus, sendo Flavivirus o mais representativo por contemplar a maioria dos virus
causadores de doencas humanas (Assenberg et al. 2009). Alguns virus desta familia
possuem grande importancia médica, tais como o Virus da Febre Amarela, Virus
lIhéus, Virus Rocio, Virus da Encefalite de S&o Luis, Virus do Nilo Ocidental, Virus
da Encefalite Japonesa, Virus Dengue e Virus Zika (Casseb et al. 2013; Gatherer;
Kohl, 2016). O ZIKV € um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, tem esse nome devido a floresta onde foi identificado pela primeira vez;
na lingua Luganda “zika” significa “mato”. O nome da familia Flaviviridae (do latim
flavus “amarelo”) é derivado da febre amarela, uma doen¢ca humana causada por um
flavivirus que causa uma ictericia caracteristica. Os membros dessa familia tém
entre 40 a 60 nm de didmetro, com capsideo icosaédrico e envelope firmemente
aderidos contendo o genoma. O genoma € composto de RNA de fita simples de
sentido positivo. O virus esta intimamente relacionado com o DENV e, portanto,
testes de anticorpos também tém problemas distinguindo os dois virus devido a

reatividade cruzada (Bollati et al. 2010; Zanluca; Santos, 2016).

1.3.2- Morfologia do ZIKV

Os ZIKV séo pequenas particulas esféricas e envelopadas de aproximadamente
40 nm de diametro. Contém trés proteinas estruturais: proteina do capsideo
(componente estrutural do nucleocapsideo), membrana (proteina transmembrana

gue interage com a proteina do envelope) e envelope (principal e maior proteina
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estrutural; Intervém na montagem da particula viral; interacdo com receptores
celulares e fusdo de membranas; principal alvo para anticorpos neutralizantes)
(Murphy, 1980; Heinz; Stiasny, 2012).

Multiplas copias da proteina do capsideo encapsulam o RNA de cadeia simples
e polaridade positiva, que contém aproximadamente 11 kb de comprimento,
formando o nucleocapsideo. Este nucleocapsideo tem de 25 a 30 nm de didmetro
com simetria icosaédrica e é envolto por lipideos derivados da célula hospedeira, no
qual estdo ancoradas as proteinas de membrana e do envelope (Figura 1.1) (Wahid
et al. 2016; Sirohi et al. 2016).

A proteina do envelope do ZIKV contém em torno de 500 aminoé&cidos e possui
qguatro dominios: o dominio de haste transmembranar que ancora a proteina a
membrana e os dominios I, II, e lll que predominantemente constituem a porcéo da
superficie. Esta proteina cobre uma grande parte da superficie do virus e
desempenha um papel de ligagdo durante a fusdo e replicacdo. Ja a proteina de
membrana tem em torno de 75 aminoacidos e € um fragmento obtido da protedlise

da proteina Pré-Membrana (Demir; Kilic, 2016).

Capsideo

Envelope

Figura 1.1: Estrutura da particula do ZIKV (Chancey et al. 2015)

1.3.3- Estrutura do genoma

O RNA gendmico tem uma unica fase aberta de leitura (ORF) que é flanqueada
por regides 5' e 3' ndo codificantes que atuam como sitio de ligacdo e ativacdo da
polimerase viral, contém uma sequéncia complementar a outra na regido 3', uma
regido que atua promovendo a replicagao viral e contém estruturas essenciais para a

replicagéo viral (Lodeiro et al. 2009; Villordo et al. 2015). O genoma é traduzido para
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uma Unica poliproteina que é subsequentemente clivada por enzimas virais e da
célula hospedeira, resultando em trés proteinas estruturais que formam o virus
(capsideo, pré-membrana e envelope) e sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5, que estdo envolvidos na replicacdo, montagem, e
repressdo da resposta inata do hospedeiro a infeccdo (Figura 2.1) (Logan, 2016;
Sirohi et al. 2016; Wahid et al. 2016)

5UTR
NS2A NS4A
o 'M'—E"_'Ns1m7' INSST T ] NS5
NS2B NS4B 3'UTR
Proteinas ”
8 Proteinas

estruturais . .
nao-estruturais

Figura 2.1: Representacao estrutural do ZIKV (adaptado de Freire et al. 2014).

De maneira geral a proteina NS1 (~ 48 kDa) esta envolvida na morfogénese da
particula viral (Muylaert et al. 1997). Apresenta-se em trés formas: retidas no interior
das células infectadas, localizadas na superficie celular e secretada. Ela é
translocada para o reticulo endoplasmatico (RE) e clivada na extremidade C-terminal
da proteina do envelope por uma peptidase do hospedeiro e na juncdo NS1/NS2A
por enzimas presentes no RE (Lindenbach et al. 2007). A NS1 atua como um cofator
no processo de replicacao viral (Muller; Young, 2013).

A NS2A é uma proteina hidrofébica, relativamente pequena (~22KDa). Sua
extremidade N-terminal € gerada através da clivagem na juncdo NS1/NS2A por
enzimas do RE. A clivagem na jungdo NS2A/NS2B € realizada por uma serina
protease NS2B-NS3. A NS2A participa do processo de montagem da particula viral e
do complexo de replicacdo (CR) do RNA, interagindo com as proteinas NS3 e NS5.
A NS2B também é uma pequena proteina (~14KDa), associada a membrana. Forma
um complexo estavel com a NS3 e atua como um cofator para a serina protease
NS2B-NS3 (Lindenbach et al. 2007).

A proteina NS3 é conservada entre os Flavivirus, apresentando atividade de
protease e helicase (Henchal; Putnak, 1990). E uma grande proteina multifuncional

(~70KDa), contendo diversas atividades necessarias para 0 processamento da
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poliproteina e replicacdo do RNA. A extremidade N-terminal da proteina € o dominio
catalitico do complexo de serina protease da NS2B-NS3. Além da clivagem da
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5, a protease gera as extremidades
C-terminal da proteina do capsideo madura e NS4A, podendo decompor a NS2A e
NS3 internamente (Lindenbach et al. 2007).

A NS4A e NS4B sdo pequenas proteinas hidrofobicas (~16 KDa e ~27 KDa,
respectivamente). A NS4A apresenta interacdo genética com NS1, estando
envolvida na replicacdo do RNA como um dos componentes do complexo de
replicacdo. A NS4B esta localizada com a NS3 nas estruturas membranosas
derivadas do RE, possivelmente o sitio de replicagdo do RNA (Lindenbach; Rice,
1999).

A NS5 é uma proteina grande, com aproximadamente 103 KDa, e assim como a
NS3 é conservada entre os flavivirus e multifuncional, com funcao metiltransferase e
RNA polimerase RNA-dependente (RpRd) (Henchal; Putnak, 1990). Junto com a
NS3 participa do processo de replicacdo viral, sendo um dos componentes do
complexo de replicacéo.

Forma um complexo com NS3 e pode estimular a atividade NTPase e RTPase
(Lindenbach et al, 2007).

N&o esta claro como o ZIKV evoluiu para uma pandemia. Foi observado que
existe uma sequéncia de 12 nucleotideos a mais na regido do envelope do virus que
levou a epidemia Yap Island em 2007 e que ndo estava presente no protétipo do
virus MR766 isolado em Uganda. Esta sequéncia de quatro aminoacidos
corresponde ao sitio 154 de glicosilacdo da proteina do envelope que pode
desempenhar um papel na viruléncia ou na adaptacdo ao hospedeiro humano. No
entanto, mais pesquisas Sao necessarias para esclarecer o papel da glicosilacdo na
patogénese da infeccéo pelo ZIKV (Lanciotti et al. 2008).

Uma mutagdo na proteina NS1 nas amostras mais atuais do ZIKV pode
aumentar a eficacia de transmissdo do ZIKV de humanos para mosquitos,
aumentando sua prevaléncia em mosquitos, o que pode ter contribuido para a
aceleracdo da propagacao do virus nos ultimos anos. Isto ajuda a explicar por que
esse virus, descoberto na Africa em 1947, passou a provocar epidemias cada vez
maiores a partir de 2013, quando um surto foi registrado na Polinésia Francesa (Liu
et al. 2017).
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1.4- Transmissao

O ZIKV, nas Américas, € mantido na natureza por um ciclo de transmissao que
envolve hospedeiros vertebrados e mosquitos hemat6fagos do género Aedes, com o
homem atuando como fonte de infeccdo (Gubler, 2002; loos et al. 2014; Basarab et
al. 2016).

O principal meio de contrair a infeccdo pelo ZIKV é através da picada do vetor
(Ministério da Saude, 2015). Fatores relacionados ao ambiente, do vetor, do ZIKV e
do hospedeiro influenciam a transmissdo desse patdogeno e seu controle. A
transmissao vetorial do virus se da através da picada de mosquitos do género
Aedes, principalmente por Aedes aegypti e Aedes albopictus (Hayes, 2009; Valle et
al. 2015; Basarab et al. 2016; Fauci e Morens, 2016). Os macacos rhesus podem ser
a fonte inicial de infeccbes em humanos, através da picada de Aedes aegypti e
Aedes albopictus (varias outras espécies deste género também tém sido implicadas
fora das Américas), em macacos infectados e posterior transmissdo para
hospedeiros humanos suscetiveis (Petersen et al. 2016). Além desse meio de
transmissao, outros meios de transmisséo sao relatados (Figura 3.1) (Basarab et al.
2016; Rodriguez-Morales et al. 2016).

O isolamento do virus no sémen, dezessete dias apds o diagndstico clinico de
infeccdo aguda, e a detecgdo do RNA do ZIKV no sémen, sessenta e dois dias apés
o inicio dos sintomas, embasam a transmissdo sexual, e uma vez que o risco de
transmissao sexual do ZIKV existe, ha uma recomendacdo para que homens que
residem ou tenham viajado para uma area de transmissdo do ZIKV e apresentem
sintomas compativeis considerem a abstinéncia sexual ou o uso do preservativo
durante a relacdo sexual, especialmente se a parceira € uma mulher gravida
(Basarab et al. 2016; Rodriguez-Morales et al. 2016).

Foi detectado ZIKV em aproximadamente 3% dos doadores de sangue
assintomaticos durante o surto na Polinésia Francesa, sugerindo que a transmissao
pode ser possivel através da doacao de sangue infectado. Também houve relatos de
transmissao através de transplante de 6rgaos e acidente de laboratério (Rodriguez-
Morales et al. 2016).

Também ocorre transmissao transplacentaria e transmissao perinatal, com o
RNA do ZIKV sendo encontrado no liquido amniético e em amostras de sangue

pareadas colhidas de neonatos e maes. (Calvet et al. 2016).
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Apesar de o virus ter sido encontrado em saliva, urina e goticulas respiratérias,
ndo existem evidéncias, até 0 momento, para dar suporte a transmissao via estes

fluidos corporais (Basarab et al. 2016).
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Figura 3.1: Modos de transmisséo do ZIKV (adaptado de Rodriguez-Morales et al. 2016).

A infeccdo do mosquito vetor (fémea) pelo ZIKV se inicia a partir da ingestao de
particulas virais infecciosas (presentes no sangue humano) durante o repasto
sanguineo. Apos o periodo do repasto, ha o periodo de incubacédo que varia de oito
a 12 dias para que o virus possa replicar-se no estdtmago do mosquito e chegar as
glandulas salivares. O virus sera inoculado em um novo hospedeiro, durante um
novo repasto sanguineo, pelas glandulas salivares do vetor, agora contaminadas,
iniciando assim um novo ciclo. (Salazar et al. 2007; Chan; Johansson, 2012). Outra
forma de infeccdo do mosquito vetor se da pela transmissdo transovariana ou
vertical, passando da fémea contaminada aos seus descendentes sem a

necessidade de outro hospedeiro (Anderson; Rico-Hesse, 2006).

1.5- Vetor

O Brasil teve 6timas condi¢des para o surgimento do ZIKV em relagédo a vetor,
uma vez que Aedes aegypti e Aedes albopictus tém uma ampla distribuicdo

geografica no pais. Aedes aegypti € disperso no Brasil, especialmente na regido
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Norte, Nordeste e Sudeste e Aedes albopictus tem grande populacdo em areas
subtropicais, especialmente no sul do pais (Musso; Gubler, 2016).

Aedes aegypti e Aedes albopictus tém sido associados com quase todos 0s
surtos de zika nas Ameéricas, embora outras espécies também tenham sido
consideradas para serem vetores nas llhas de Yap e Polinésia Francesa, como
Aedes hensilli e Aedes polynesiensis (Petersen et al. 2016).

Ambos, Aedes aegypti e Aedes albopictus picam principalmente durante o dia e
sdo amplamente distribuidas em todas as regifes tropicais e subtropicais do mundo.
Aedes albopictus vivem em areas mais temperadas do que Aedes aegypti,
aumentando assim os locais em que podem ocorrer surtos. Aedes albopictus é
amplamente distribuido no leste dos Estados Unidos e Havai (onde causou surtos de
dengue) (Petersen et al. 2016).

O isolamento de um virus de uma espécie de mosquito ndo é evidéncia de que a
mesma seja um vetor do virus. Para demonstrar que uma espécie € um vetor, ela
deve ser capaz de transmissao. Aedes aegypti tem uma alta capacidade vetorial,
muito maior do que a de outros mosquitos do género, uma vez que vive em estreita
associacdo com a habitacdo humana, se alimenta para maturar 0S 0voS
principalmente de seres humanos e, além disso, tem uma picada quase
imperceptivel (Petersen et al. 2016).

Aedes aegypti € a principal espécie de vetor do ZIKV e esta distribuida em areas
tropicais e subtropicais do mundo. E uma espécie doméstica que se reproduz
preferencialmente em &gua estagnada e limpa, acumulada em recipientes
geralmente fabricados pelo homem, como pneus, vasos de plantas, latas, cisternas,
entre outros. As fémeas séo as responsaveis pela transmisséo e dispersao do virus
e uma unica fémea, se infectada, pode infectar varias pessoas (Demir; Kilic, 2016).
Como em outros continentes, o crescimento populacional humano rapido e
urbanizacdo descontrolada, levando a favelas com infraestrutura inadequada e agua
encanada, fazem com que fique muito dificil reduzir as popula¢cbes de Aedes aegypti
para niveis seguros (Marconde; Ximenes, 2016).

O virus atualmente foi isolado de diversos mosquitos do género Aedes (Aedes
aegypti, Aedes albopictus, Aedes africanus, Aedes hensilli, Aedes polynesiensis,
Aedes furcifer, Aedes vitattus) e, mais recentemente, a partir de um mosquito

domeéstico, Culex quinquefasciatus (Basu; Tumban, 2016).
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1.6- Epidemiologia

Grandes proporcdes das regides tropicais e subtropicais do mundo possuem
condicbes ambientais para manutencdo da transmissdo do ZIKV e mais de 2,17
bilhGes de pessoas vivem nestas areas. Atualmente, mais de 73 paises nos cinco
continentes relataram a infeccéo pelo ZIKV (Ministério da Saude, 2017). Os paises
mais afetados e com maior risco de ser infectado pelo ZIKV s&o: Nigéria, Congo,
Uganda e Tanzania na Africa, india, Indonésia, China e Bangladesh na Asia e nas
Américas: Brasil, Coldmbia, México e Venezuela (Messina et al. 2016).

O elevado potencial para a propagacdo deste virus é evidenciado por varios
fatores, como os surtos recentes, a velocidade pelo qual o virus se espalhou nas
Américas e a deteccdo de casos importados em diferentes regides do mundo.
Diversos casos importados de zika foram relatados em viajantes que retornaram de
areas endémicas e epidémicas. Estas importacdes aumentam o risco de
disseminacdo do ZIKV para areas onde potenciais vetores competentes estdo
presentes, especialmente Aedes aegypti e Aedes albopictus.

O primeiro caso importado de zika na Europa foi relatado em um viajante aleméao
infectado na Tailandia em novembro de 2013. Outros casos na Alemanha teriam
sido importados de Borneo e Malasia em setembro de 2014 e do Haiti em dezembro
de 2015. A espécie de vetor Aedes albopictus tem uma distribuicdo limitada na
Alemanha, e Aedes aegypti ndo esta presente, o que diminui o risco de
disseminacgéo (Musso; Gubler, 2016).

No entanto, a transmissao através de meios sem a participacdo do vetor € um
fator preocupante, que deve ser levado em consideracdo na adocdo de medidas
profilaticas, a fim de evitar a disseminacdo do ZIKV. Outras formas de transmissao
como, por exemplo, a transmissdo sexual e a sanguinea podem ter um impacto
epidemiologico em paises ndo endémicos, uma vez que o virus pode permanecer
infectante no sémen por semanas apés o desaparecimento dos sintomas (Basarab
et al. 2016; Rodriguez-Morales et al. 2016).
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1.6.1- Zika nas Américas

Do inicio 2015 até agosto de 2017, 48 paises nas Américas confirmaram casos
autoctones de transmissao vetorial do ZIKV (figura 4.1), e cinco paises relataram

casos de zika por transmissao sexual (OPAS, 2017).
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Nos Estados Unidos a area de transmissado do ZIKV diminuiu bastante a partir de
2017, ndo havendo mais nenhuma &rea com transmissdo do ZIKV ativa na Florida e
um caso de transmissao local no Texas (OPAS, 2017).

No México, observou-se um aumento de casos confirmados entre a semana 16
e a semana 27 de 2017, semelhante ao visto para a dengue no pais durante o
mesmo periodo. Aproximadamente 51% dos casos confirmados de zika nas
primeiras 32 semanas de 2017 correspondem aos estados de Nayarit (171 casos),
Tamaulipas (146 casos) e San Luis Potosi (123 casos). O numero de casos
confirmados nesses estados é superior ao reportado em 2015-2016 (OPAS, 2017).

Na América Central, observou-se um pequeno aumento n0os casos suspeitos e
confirmados devido a um aumento relatado em Belize e Costa Rica, com uma média
de 117 casos suspeitos e confirmados entre as semanas 21 e 30 de 2017. No
Caribe, casos esporadicos continuam sendo relatados, com uma média semanal de
252 casos suspeitos e confirmados relatados entre as semanas 21 e 30 de 2017.
Em Porto Rico, o nUmero de casos esta diminuindo (OPAS, 2017).

Na América do Sul, observou-se uma queda de casos suspeitos e confirmados,
com excecdo do Equador, onde foi relatado um aumento no numero de casos
suspeitos e confirmados entre a semana 4 e 20 de 2017. Entre as semanas 21 e 30
de 2017, foi relatado uma média de 293 casos suspeitos e confirmados (OPAS,
2017).

Desde outubro de 2015, um total de 27 paises e territérios nas Américas
relataram casos confirmados de sindrome congénita associada a infec¢do pelo
ZIKV. A Guiana foi adicionada a lista de paises e territorios que relataram casos de

sindrome congénita associada a infec¢éo pelo ZIKV (OPAS, 2017).

1.6.2- Zika no Brasil

A zika provavelmente foi confundida com outras arboviroses por apresentar
sinais e sintomas muito semelhantes, como por exemplo, a dengue. O virus pode ter
circulado silenciosamente por mais de um ano até 0s primeiros casos serem
reportados. Um estudo retrospectivo confirmou que o ZIKV estava circulando no Rio
de Janeiro em janeiro de 2015. (Campos et al. 2015, Brasil et al. 2016a, Petersen et
al. 2016; Passos et al. 2017).
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Com base nos poucos relatos mundiais anteriores sobre surtos de infec¢&o pelo
ZIKV, ndo parecia haver motivos para grande preocupacao, pois ndao eram relatados
casos graves ou fatais. Havia alguns poucos estudos que mostravam uma incerta
possibilidade de associacdo com o aumento de casos de sindrome de Guilain Barré
(SGB). No final de 2015, observou-se o0 aumento significativo de casos de
microcefalia nos estados de Pernambuco e Paraiba (Brasil et al. 2016b; Petersen et
al. 2016; Ministério da Saude, 2017). O estado de Pernambuco foi o primeiro a
relacionar que o possivel aumento do niumero de casos de microcefalia poderia estar
relacionado com a infec¢cdo congénita pelo ZIKV. Em novembro de 2015, o governo
brasileiro, declarou Emergéncia Sanitaria de Importancia Nacional, devido ao
aumento do numero de casos de microcefalia em bebés, sobretudo no Nordeste, o
que levou a uma “guerra” contra o Aedes aegypti considerado o principal vetor do
ZIKV. Em alguns estados da regido Nordeste houve um aumento de até 20 vezes no
namero de casos de recém-nascidos com microcefalia (Ministério da Saude, 2017).
No final deste mesmo ano, o virus ja havia se espalhado por quase todo o pais
(Musso; Gubler, 2016).

O Brasil foi 0 pais mais afetado pelo ZIKV durante a epidemia nas Américas,
tendo seu inicio possivelmente em 2014 (Ministério da Saude, 2017).

O Ministério da Saude em poucos dias de recebido a informacdo do aumento de
casos de microcefalia possivelmente associados ao ZIKV, comunicou ao mundo a
presenca de uma mudanca de padrdo, apds dois meses do inicio das investigacdes,
a associacao do ZIKV com a microcefalia foi confirmada e reconhecida. Depois do
alerta brasileiro, a Polinésia Francesa reconheceu 17 casos de microcefalia apds o
surto de Zika, cuja média anterior era de 0-2 casos de microcefalia por ano
(Cauchemez et al. 2016; Ministério da Saude, 2017)

Em 2015 foram confirmados laboratorialmente trés 6bitos pelo ZIKV no pais: em
Sao Luis/MA, Benevides/PA e Serrinha/RN. Em 2016, foram registrados 216.207
casos provaveis de zika no pais. Foram confirmados laboratorialmente oito 6bitos -
Rio de Janeiro (4), no Espirito Santo (2), no Maranhdo (1) e na Paraiba (1). Em
2017, até a semana epidemiolégica (SE) 35, foram registrados 15.586 casos
provaveis de zika no pais, com taxa de incidéncia de 7,6 casos/100 mil hab., destes,
6.679 (42,9%) foram confirmados. As regides Centro-Oeste e Norte apresentaram as
maiores taxas de incidéncia: 35,9 casos/100 mil hab. e 13,9 casos/100 mil hab.,

respectivamente. Entre os estados, destacaram-se Tocantins (62 casos/100 mil
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hab.), Mato Grosso (59,4 casos/100 mil hab.) e Goias (53,3 casos/100 mil hab.)
(tabela 1.1). Em relagdo as gestantes, foram registrados 2.105 casos provaveis,
sendo 728 confirmados por critério clinico-epidemiolégico ou laboratorial (SVS/MS,
2016/2017).

O numero de casos de zika no pais caiu drasticamente entre 2016 e 2017
(tabela 1.1), sendo notificados 211.487 casos em 2016 para 15.586 casos em 2017,
uma queda de mais de 92%. O Centro-Oeste apareceu em 2017 com a maior
guantidade de casos confirmados 5.625, com uma incidéncia de 35,9 casos/100 mil
hab., bem diferente do ano anterior, que mesmo com 33.712 casos registrados a
regido ficou em terceiro lugar de casos no pais, 0 que sugere que 0 virus continua
migrando e/ou as medidas preventivas para eliminacdo do vetor ndo estdo sendo
eficazes. (SVS/MS, 2017).
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Tabela 1.1: NUumero de casos provaveis e incidéncia de zika, por regido e estado, até a
Semana epidemioldgica 35, Brasil, 2016 e 2017 (SVS/MS, 2017).

Regido/Unidade Casos (n) m'?.éi.‘-'ﬁi‘ﬁii'm
da Federacio 2016 2017 2016 2017
Norte 12.168 2.457 68,7 139
Ronddnia 852 175 41,7 9.8
Acre 75 32 9,2 9
Amazonas 4.353 407 108,8 10,2
Roraima 120 230 233 44,7
Pard 4.357 650 52,7 79
Amapa 334 12 42,7 15
Tocantins 2077 951 1355 62,0
Nordeste 73.253 4.560 128,7 8,0
Maranhao 4.508 446 64,8 6,4
Piaui 225 162 1,0 50
Ceard 4.054 1.484 45,2 16,6
Rio Grande do Norte 3567 277 102,6 B0
Paraiba EMAL! 101 93,0 25
Pernambuco 423 52 4,5 06
Alagoas 6.717 158 200,0 4.7
Sergipe n 12 9,3 0,5
Bahia 49,829 1.568 326,2 12,2
Sudeste 91.530 2.865 106,0 33
Minas Gerais 13.722 767 65,4 37
Espirito Santo 2352 306 56,7 17
Rio de Janeiro 70.539 1.458 424,0 B8
Sao Paulo 5M7 334 11,2 07
Sul 824 79 28 03
Parand 606 51 5,4 05
Santa Catarina 62 13 0,9 0.2
Rio Grande do Sul 156 15 1,4 0,1
Centro-Oeste 33.712 5.625 2153 359
Mato Grosso do Sul 1.654 48 63,2 1,8
Mato Grosso 21.491 1.963 650,2 59,4
Goids 10.195 3.566 1523 53,3
Distrito Federal 332 48 1,2 1,6
Brasil 211.487 15.586 102,6 16

Até o momento o gendtipo detectado no pais € o asiatico e, pouco se sabe sobre
o impacto de linhagens deste gendétipo na evolucdo da doenca e sua relagdo com o
vetor e as epidemias (Oliveira; Vasconcelos, 2016).
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1.7- Epidemiologia Molecular

Haddow et al. 2012, Faria et al. 2016 e Wang et al. 2016 identificaram duas
grandes linhagens de ZIKV: Africana e Asiatica. No entanto, Shenet al.
2016 identificaram trés linhagens, Africana |, Africana Il e Asiética. A identificacdo
da terceira linhagem (Africana Il) foi possivel porque o estudo de Shen et al. 2016 foi
baseado em sequéncias do gene do Envelope e NS5, sendo que nenhum genoma
das cepas de linhagem africana Il foi completamente sequenciado, enquanto, as de
outros estudos se basearam em sequéncias completas ou quase completas (Gong
et al. 2016).

Considerando duas linhagens para ZIKV ndo é possivel afirmar a origem e
direcdo da propagacdo do virus, enquanto a identificacdo de trés linhagens apoia
que ZIKV surgiu na Africa e depois se espalhou para a Asia (Gong et al. 2016).

As analises filogenéticas do ZIKV tém o objetivo de investigar a diversidade
genética e as relacdes existentes com outros arbovirus, bem com a influéncia sobre
sua circulacdo. Os polimorfismos genéticos podem influenciar a circulagdo do virus,
uma vez que a variagao antigénica desempenha um papel importante na capacidade
de escape da resposta imune do hospedeiro e podem contribuir para compreender
melhor a histéria epidemioldgica, as rotas de difusdo e para o planejamento de
estratégias de prevencado (Giovanetti et al. 2016a).

O ZIKV teve origem na Africa e se espalhou por diferentes rotas para outros
locais, incluindo as regides Africanas (Senegal, Costa do Marfim e Uganda) e
Asidticas (Malasia, Micronésia, Polinésia Francesa). Os dados epidemiologicos
suportam a hipétese de que as cepas epidémicas do ZIKV surgiram através de
alteracdo genética no virus da cepa asiatica e foram introduzidas no Brasil em 2015
(Musso; Gubler, 2016). No entanto, as cepas das Américas sado geneticamente muito
semelhantes entre si, com homologia de nucleotideos de aproximadamente 99%
(Petersen et al. 2016; Musso; Gubler, 2016).

As sequéncias ja conhecidas do ZIKV mostram evidéncias de sua evolugédo a
partir de modificacbes genéticas que interferiram em sua caracteristica viral e assim
em sua epidemiologia e patogenicidade. As diferencas entre linhagens do ZIKV
podem ser explicadas, pois 0 mesmo tem mudado de caracteristica genética em

decorréncia de sua abrangéncia geogréfica (Kindhauser et al. 2016).
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Estudos de filogenia molecular estdo sendo usados para determinar a estrutura
genética de populacdes de patdgenos, além de explicar os fatores que produziram
essa estrutura, nos permitindo assim, determinar a origem evolutiva dos virus,
associando-os ou ndo a gravidade de uma doenca, além de possibilitar o
monitoramento de genotipos mais virulentos em epidemias e esclarecer a
patogénese viral, bem como o entendimento da influéncia do vetor na selecao das
variantes genéticas. O mapeamento da incidéncia de cada genoétipo dentro de um
mesmo sorotipo permite, por exemplo, rastrear a origem do virus e suas principais
rotas de transmissao (Holmes, 1998).

O ZIKV vem sofrendo alteracdes genéticas, o que fez com que sua proteina do
envelope |he propiciasse a possibilidade de penetracdo em diferentes células do

corpo humano com mais facilidade (Faye et al. 2014; Sirohi et al. 2016).

1.8- Aspectos clinicos e Patogénicos

O Brasil possui a maior diversidade de arbovirus do mundo e muitos deles séo
patbgenos de humano. Atualmente existe a cocirculacdo de trés arbovirus com
circulacdo urbana de grande impacto para a saude publica, sdo eles: o DENV,
CHIKV e ZIKV. Mais recentemente outro arbovirus, o Virus da Febre Amarela (YFV)
voltou ao cenario epidemiolégico do pais devido a sua expansdo para areas da
regido sudeste onde ndo se tinha registro de casos ha quase um século.

O surgimento do ZIKV é mais um desafio para a saude publica, porque além das
caracteristicas clinicas que se sobrepdem com as doencas causadas pelo DENV e
CHIKV (Musso; Gubler, 2016; Brasil et al. 2016b), ainda existem lacunas sobre as
formas de transmisséao, o que dificulta a adocdo de medidas eficazes de controle.

O ZIKV passa aproximadamente dez dias em incubagao extrinseca no mosquito,
enquanto no homem, esse periodo de incubacédo varia de 3-6 dias e pouco tempo
depois, surgem os sintomas da infeccéo (Kutsuna et al. 2014).

A maioria das infec¢des pelo ZIKV é assintomatica (Ministério da Saude, 2015;
Bogoch et al. 2016). O virus adquiriu uma baixa capacidade de estimular a resposta
imunologica, inflamatoéria e a producdo de anticorpos no hospedeiro, fato que pode
estar relacionado com a grande parte dos quadros assintomaticos da infeccao (Faye
et al. 2014).

37



No caso de doenca sintomatica, o quadro clinico mais comum se assemelha ao
de dengue e chikungunya. Os sinais e sintomas séo caracterizados por inicio agudo
de febre, exantema maculopapular, mialgia, conjuntivite ndo purulenta, fadiga,
artralgia, cefaleia e mal-estar e também pode ocorrer edema, tosse seca e
alteracOes gastrointestinais, principalmente vomitos, um complexo de sintomas que
dificulta o diagndstico diferencial. Formas graves e atipicas séo raras, mas quando
ocorrem podem até evoluir para 6bito (Musso; Gubler, 2016).

Inicialmente a zika foi descrita como uma doenca leve, autolimitada, sem
complicagbes graves com uma baixa taxa de hospitalizagdo. Esta descricdo foi
baseada em um numero limitado de casos. No entanto, a zika tornou-se uma
importante doenca infecciosa, ligada a diversas malformacdes congénitas e
sindromes neuroldgicas (Petersen et al. 2016).

No Brasil foi relatado um aumento de SGB, onde de janeiro a julho 2015, o pais
relatou 121 casos no Nordeste, onde 62% dos pacientes tinham sintomas
caracteristicos de zika anteriormente a SGB (Zanluca; Santos, 2016; Musso; Gubler,
2016).

A sindrome de Guillain-Barre normalmente se apresenta como paralisia
muscular ascendente, progressiva, subaguda, com picos a cada quatro semanas e €
acompanhado por auséncia de reflexos. Normalmente afeta os membros sem o
envolvimento de nervos cranianos, mas pode progredir e afetar os nervos faciais e
também os musculos respiratérios (OPAS, 2016a).

A Microcefalia € uma anormalidade rara que pode causar deficiéncia intelectual,
retardo no desenvolvimento, problemas motores, de visdo e de audicdo, mas a
microcefalia € apenas a “ponto do iceberg”, diversos outros problemas podem
ocorrer devido a sindrome congénita pelo ZIKV, como por exemplo, artrogripose,
esofagite, epilepsia, e mas formacdes de diversos de érgaos (Ministério da Saude,
2015; Brasil et al. 2016a; Miranda-Filho et al. 2016).

Os modos e caracteristicas de transmissdao incomum de ZIKV podem
apresentar muitos desafios para o desenvolvimento de drogas e vacinas. Além
disso, a cocirculacdo do DENV e ZIKV, que compartilham uma relacdo antigénica
proxima nos niveis de anticorpos e células T, pode complicar a producédo de uma
vacina (Ngono; Shresta, 2018).

A medida que DENV e ZIKV estdo intimamente relacionados, o conhecimento

baseado em estudos DENV tem sido usado para priorizar a investigacdo da
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imunidade e patogénese de ZIKV. Para ambos os virus, o interferon € o mediador
central da defesa do hospedeiro (Ngono; Shresta, 2018). A replicacéo do ZIKV ativa
células T durante a fase aguda da infeccdo (Thl, Th2, Th9 e Th1l7) e a producéo de

interferon de tipo | em células infectadas (Musso; Gubler, 2016; Tappe et al. 2016)

1.9- Diagnostico

1.9.1- Clinico e epidemioldgico

O diagnoéstico de zika é feito pela anamnese do paciente, para verificar se o
mesmo viajou para areas endémicas, vive em locais onde o virus esta circulando,
contatos sexuais, exposicdo ao vetor, e pela observagdo dos sinais e sintomas
(Basarab et al. 2016).

A sintomatologia de uma infeccdo pelo ZIKV € semelhante a de outros virus
transmitidos por mosquitos, como DENV e CHIKV, que costumam circular em
conjunto nas areas onde ZIKV é endémico. Além disso, outras doencas febris
agudas devem ser consideradas, como: soro-conversdo do HIV, escarlatina,
infeccdo por rickettsias, leptospirose, parvovirus, enterovirus, rubéola e sifilis, entre
outras. Portanto, o diagnostico diferencial € amplo e complicado. Sendo assim, sédo
necessarios exames laboratoriais para auxiliar o diagnostico etiolégico (Demir; Kilic,
2016).

1.9.2- Laboratorial

Em uma infeccdo pelo ZIKV podem ocorrer alteracdes inespecificas em exames
laboratoriais, como: hipoalbuminemia, aumento de transaminases, leucopenia,
trombocitopenia, aumento da desidrogenase lactica e de marcadores de atividade
inflamatoria (Musso; Gubler, 2016).

O diagnostico laboratorial das infecgdes pelo ZIKV pode ser realizado por
métodos diretos que visam isolar ou identificar o virus ou por métodos indiretos, 0s
quais consistem na deteccdo de anticorpos especificos do tipo IgM e IgG
decorrentes da infeccéo.

O diagndéstico especifico de zika é uma ferramenta importante para a

confirmacé&o dos casos e para a vigilancia epidemiolégica.
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As técnicas utilizadas no diagnéstico da infeccdo pelo ZIKV por métodos diretos
englobam o isolamento viral, seguido de imunofluoréscéncia, considerado o “padréo
ouro”, no entanto, este possui baixa sensibilidade e um elevado tempo para o
resultado (Faye et al. 2013) e a deteccéo do acido nucléico por RT-PCR em tempo
real a partir de amostras de soro, urina e saliva, que é o método mais indicado para
o diagndstico por ser mais sensivel e rapido (loos et al. 2014).

O diagndstico por métodos indiretos consistem em testes sorolégicos para
pesquisa de anticorpos, como o MAC-ELISA (CDC) para deteccdo de anticorpos
especificos contra o ZIKV, a imunofluorescéncia, teste de neutralizacdo e reducéo
de placa (PRNT), para detec¢do de anticorpos neutralizantes, esta técnica € mais
utilizada como confirmatéria ao MAC-ELISA e testes comerciais para a detec¢céo de
IgM ou IgG. Testes rapidos também tém sido desenvolvidos (loos et al. 2014;
Granger et al. 2017).

Esses métodos apresentam uma limitacdo que é a possibilidade de haver reacéo
cruzada com outros flavivirus, resultando em resultados falso-positivos (loos et al.
2014). Até o momento, ndo héa disponibilidade de testes soroldgicos especificos para
ZIKV eficazes em areas com circulacao de outros flavivirus, como é o caso do Brasil,
devido a reacdo cruzada de respostas imunoldgicas entre outros virus da mesma
familia, como por exemplo, o DENV.

E importante considerar o periodo da doenca em que o paciente se encontra
para se decidir qual o tipo mais apropriado de teste que sera utilizado para que se
possa fazer uma correta interpretacdo dos resultados obtidos (Figura 5.1)
(Sampathkumar; Sanchez, 2016).
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Dias de sintomas
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Figura 5.1: Indicacgdo para o diagndéstico segundo o dia de inicio dos sintomas (OPAS, 2016b).

1.10- Sequenciamento

Embora a técnica de sequenciamento ndo seja considerada um método de
diagnoéstico para a zika, ela é utilizada como uma ferramenta complementar que
pode ser utilizada na confirmacdo de um resultado de PCR, seja com iniciadores
tipo-especificos ou genéricos, assim como na genotipagem do virus.

Atualmente, existem diversas técnicas que usam os métodos moleculares em
uma identificacdo simultdnea para varios virus como, por exemplo, sequenciamento
do genoma (parcial ou completo) pelo método Sanger e o sequenciamento de nova
geracdo, sendo dois ja amplamente utilizados em todo o mundo (Carvalho; Silva,
2010). Outros dois sistemas de sequenciamento que comecam a ser utilizados séao a
plataforma da Applied Biosystems, denominada SOLID System, e o HeliscopeTrue
Single Molecule Sequencing (tSMS), da Helicos. Estas novas plataformas possuem
como caracteristicas em comum, o poder de gerar bilhdes de informa¢des num curto
espaco de tempo, quando comparado ao sequenciamento por Sanger, porém sao

técnicas muito caras (Carvalho; Silva, 2010).
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1.11- Prevencao e controle

A descrigdo de diferentes formas de transmissao do ZIKV vem requerendo a
adocao de diferentes estratégias para o controle da doenca.

Ainda ndo existe vacina para zika, sendo assim, as medidas de prevencdo se
baseiam no controle vetorial e protecdo individual, evitando a exposicdo ao vetor
com o uso de camisas de mangas compridas, calcas e chapéus, repelentes
(especialmente durante o dia, quando o Aedes aegypti estd mais ativo),
mosquiteiros, telas nas janelas e ar condicionado. As mulheres gravidas devem fazer
a avaliacdo de sintomas da doenca, o diagndstico laboratorial durante o pré-natal e
uma avaliacdo cuidadosa do feto para verificar anomalias cerebrais, incluindo
microcefalia e calcificacGes intracranianas. Estas devem evitar viagens para areas
de circulacédo do virus e o contato sexual desprotegido com parceiros que estdo em
risco de infeccdo (Sampathkumar; Sanchez, 2016).

O controle que é feito para o vetor transmissor da dengue fornece as bases para
uma preparacdo adequada contra o ZIKV, uma vez que o0s dois virus sao
transmitidos pelo mesmo mosquito. Um controle vetorial eficaz depende de uma
abordagem integrada que envolva a eliminacdo de criadouros de Aedes aegypti,
aplicacao de larvicidas e aplicacdo de inseticidas para matar os mosquitos adultos
(Sampathkumar; Sanchez, 2016).

Uma vez que ha uma alta infestacdo de Aedes aegypti e também de Aedes
albopictus € necessario intensificar as acées de controle do mosquito, principalmente
na eliminacdo dos criadouros nos domicilios e em areas comuns de bairros e
cidades; organizar campanhas de limpeza urbana para eliminacdo de depdsitos em
areas especificas em que a coleta de lixo ndo € regular, entre outras (MS, 2015).

Algumas estratégias novas que visam o controle vetorial tém sido desenvolvidas
nos ultimos anos, apresentando importantes evolu¢des. Uma medida utilizada contra
a dengue é a adaptacdo endossimbidtica da bactéria Wolbachia de Drosophila no
Aedes Aegypti, que tem demostrado uma reducdo no tempo de vida do mosquito,
além da reducgéo da replicacdo do virus (Hoffmann et al. 2011). Outra medida € a
liberacdo na natureza de machos de Aedes aegypti geneticamente modificados
carregando um gene dominante letal, que também tem se mostrado uma medida de
controle biologico efetiva na reducdo de indices entomologicos (Harris et al. 2011).

Oleos essenciais com acdo larvicida e biopesticidas derivados de outros
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microrganismos também estdo sendo desenvolvidos (Veerakumar et al. 2013; Dias;
Moraes, 2014).

Vacinas inativadas e atenuadas vivas foram desenvolvidas para diversos
flavivirus, incluindo YFV, JEV, virus da encefalopatia bovina (TBEV) e DENV. Foram
feitos progressos rapidos e promissores em direcdo a uma vacina para a zika, porém
ainda estdo em fase de estudo (Shan et al. 2017).

Embora a transmissdo vetorial pelo Aedes aegypti ainda nao tenha sido
totalmente confirmada como a principal, devido a escassez de registros na literatura
descrevendo a deteccdo do ZIKV nesses mosquitos, o controle do vetor e o uso de
repelentes sdo considerados as melhores estratégias para a prevencdo desta
arbovirose. A transmissdo sexual e a transmissao por transfusdo sanguinea também
sdo descritas como vias de transmissdo, sendo assim, enquanto nao houver a
disponibilidade de uma vacina ou um antiviral para o tratamento da doenca, também
devem ser consideradas como medidas de controle na prevencao da zika, o uso de

preservativo e o controle dos bancos de sangue.

1.12- Justificativa

O ZIKV representa um sério problema de saude publica, devido a sua
distribuicdo geogréfica, estando presente em quase todas as regides tropicais e
subtropicais do mundo, e por sua relagdo com diversas malformacdes congénitas
como a microcefalia e outras alteracdes neuroldgicas (Brasil et al. 2016a; Petersen
et al. 2016; Zanluca; Santos, 2016).

Embora o tempo exato e o local de introducdo do ZIKV nas Américas sejam
desconhecidos, no final de 2014 estava sendo observada, em estados do Nordeste
do Brasil, uma doenca que causava erupcdes cutaneas (Campos et al. 2015;
Zanluca et al. 2015)

Segundo estudo publicado por Brasil et al. (2016), um aumento de casos de
doenca exantematica no Rio de Janeiro comecou a ser observado em abril de 2015.
Neste estudo foi demonstrado, com base em critério clinico e diagnostico
laboratorial, que o ZIKV estava circulando no estado desde janeiro de 2015 e a partir
de maio observou-se 0 aumento consideravel de casos. No entanto, o virus pode ter

sido introduzido no estado antes de 2015 e talvez pela falta de condi¢fes ideias para
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0 virus, 0 mesmo ndo conseguiu se implantar. No momento em que essas condi¢cdes
foram favoraveis ocorreu a epidemia.

Estudos filogenéticos e de caracterizacdo molecular podem constituir uma
importante ferramenta para monitorar a introducao e dispersao dos virus, bem como
prever as possiveis consequéncias epidemiologicas de tais eventos. Baseado em
andlises de sequencias de amostras de ZIKV de diferentes estados brasileiros e de
diversos paises da regido das Américas foi possivel estimar quando e como ele se
espalhou pelas Américas.

Com isso, existem hipdteses baseadas em analise filogenética que sugerem
que o ZIKV foi introduzido no Brasil durante um campeonato de canoagem (VI
Mundial Sprint, em agosto de 2014), ocorrido no Rio de Janeiro, no qual
participaram equipes de quatro paises do Pacifico, onde o virus circulou durante
2014, ou durante a Copa do Mundo em 2014, quando muitos asiaticos circularam
pelo pais, ou foi introduzido no pais durante a Copa das Confederacfes, evento-
teste da Copa do Mundo, realizado em junho de 2013 (Faria et al. 2016; Musso
2015).

O virus entrou no Brasil entre outubro de 2012 a agosto de 2014 (Faria et al.
2016; Ayllon et al. 2017; Faria et al. 2017; Metsky et al. 2017; Worobey et al. 2017;
Zhang et al. 2017).

Devido aos estudos de andlise filogenética que sugerem que o ZIKV foi
introduzido no Brasil entre um periodo que varia de 2012 a 2014 este trabalho teve
como objetivo rastrear a entrada do virus no Brasil tendo como porta de entrada o
estado do Rio de Janeiro, considerado o maior polo turistico do pais e que hospedou
grandes eventos de massa nos ultimos anos.

Diversas mutacfes que o ZIKV sofreu ao longo do tempo, sugerem que o virus
se tornou mais patogénico e adquiriu maior capacidade de disperséo, sendo assim,
0 sequenciamento completo da ORF do genoma viral de amostras obtidas durante o
periodo de estudo fez-se necessario para melhor compreenséao da evolucdo do virus

no estado do Rio de Janeiro.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Investigar a circulacdo do ZIKV no estado do Rio de Janeiro anterior ao ano de

2015 e realizar analise filogenética de amostras do ZIKV do periodo de 2015 - 2017.

2.2- Objetivos Especificos

1) Pesquisar a infeccéo por ZIKV em pacientes suspeitos de dengue e rubéola, com

resultado negativo por RT-PCR e/ou isolamento viral no periodo de 2012 a 2014.
2) Realizar andlise filogenética de trés amostras do ZIKV dos anos de 2015, 2016,
2017, comparando-as com uma amostra referéncia da Polinésia Francesa,

amostras brasileiras e amostras de outras regiées do mundo.

3) Identificar o gendtipo do ZIKV circulante no Estado do Rio de Janeiro.
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3- CONSIDERACOES ETICAS

As amostras que foram utilizadas neste estudo, provém da demanda
espontanea recebidas no Laboratério de Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, Centro de
Referéncia Regional para Dengue, Febre Amarela, Chikungunya e Zika e
Laboratério de Virus Respiratorios, armazenadas a -70°C apds a realizacdo de
testes diagndsticos, sem qualquer procedimento adicional para o paciente. O estudo
teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP 027/2007) da Fundagio

Oswaldo Cruz, Ministério da Saude.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Analise retrospectiva

Foram analisadas 630 amostras de soro de fase aguda (coletadas com até cinco
dias apos o inicio dos sintomas) de pacientes do estado do Rio de Janeiro com
clinica compativel com zika (exantema e/ou conjuntivite) e resultado negativo para

dengue e rubéola, coletadas no periodo de 2012 a 2014.

4.1.1- Critérios de incluséo

- Amostras suspeitas de dengue e rubéola, com clinica sugestiva de infeccao
pelo ZIKV.

- Amostras coletadas até o quinto dia apos o aparecimento dos sintomas.

4.1.2- Critérios de excluséao

- Amostras positivas para dengue (Lanciotti, 1992) ou rubéola (CDC), detectadas
através da RT-PCR.

- Amostras sem volume suficiente.

4.1.3 Metodologia

O diagnostico laboratorial das amostras foi realizado por extracdo do RNA viral

seguido de RT-PCR em tempo real (sistema TagMan).

4.1.4- Extrac&o do RNA viral

O RNA viral utilizado para a transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QRT-PCR) e para o sequenciamento completo foi
extraido das amostras utilizando o QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia), de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante e descrito a seguir.

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml foram adicionados 560 ul de tampéo de
lise AVL, 5,6 pul de Carrier/AVE e 140 pul da amostra. A suspensao foi
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homogeneizada e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
foram adicionados 560 pul de alcool etilico 100% PA e a suspensdo homogeneizada.
ApoOs a homogeneizagdo, 630 pl da mistura foram transferidos para uma coluna
previamente numerada e levados a centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm. O eluido
do tubo coletor foi desprezado e um novo tubo coletor foi colocado na coluna. Os
630 pl restantes da mistura foram transferidos para a coluna e apés mais uma
centrifugacéo de 1 minuto a 8000 rpm, o eluido foi descartado e a coluna transferida
para novo tubo coletor. Adicionou-se 500 pl do tampao de lavagem AW1 e apds
centrifugag&o por 1 minuto a 8000 rpm, o eluido foi descartado. Adicionou-se 500 pl
do tampéo de lavagem AW2 e seguiu-se para uma nova centrifugacéo, desta vez
por 3 minuto a 14000 rpm. O eluido foi descartado e a coluna foi mais uma vez
transferida para um novo tubo coletor e apos centrifugacédo por 1 minuto a 14000
rom, a coluna foi entdo transferida para um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml
previamente identificado. Adicionou-se 60 ul de tampao de eluicdo AVE e apds
centrifugacéo por 1 minuto a 8000 rpm a coluna foi descartada e o0 RNA armazenado

em freezer - 70°C.

4.1.5- RT-PCR em tempo real

As reacdes foram realizadas conforme protocolo adaptado descrito por Lanciotti
et al. (2008). Este protocolo utiliza iniciadores e sonda especificos para cepas
isoladas em Yap, no ano de 2007. Numa microplaca de 96 micropocos (PE Applied
Biosystems - Foster City, California) foram adicionados 20ul da mistura de reagentes
em cada pogo conforme a tabela 1.4 e 5ul do RNA extraido, obtendo assim um
volume final de 25ul/reagdo. Cada amostra e controles foram aplicados em
duplicatas. Apés isso, foi colocado o filme plastico (PE Applied Biosystems - Foster
City, California) na parte superior para selagem e em seguida a placa foi levada para
centrifuga, colocando na opcao de “spin”. Posteriormente a placa foi colocada no
equipamento LinerGene 9660 para a reacdao de qRT-PCR, seguindo os parametros
de ciclagem disponiveis na tabela 2.4 e posterior coleta de dados e analise dos

resultados.
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Tabela 1.4: Reagentes utilizados para a reacdo de RT-PCR em tempo real.

CONCENTRACAO uL/ TUBO

REAGENTES
(estoque)

2X Go Tag Probe Master Mix 1X 12,5
Iniciador F 1086 6,9 uM 1,45
Iniciador R 1162c 6,9 uM 1,45
Sonda 1107-FAM 10 uM 0,25.
50X GoScript RT Mix 0,5
H,O (Promega) 3,85
Mix PCR em tempo real 20
RNA 5
Volume total 25

Tabela 2.4: Pardmetros de ciclagem para a reacdo de RT-PCR em tempo real.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO CICLO
RT 45°C 15 min 1 ciclo
Inativacdo da trancriptase 95°C 2 min 1 ciclo
Desnaturacao da dupla fita 95°C 15 seg 45 ciclos
Hibridizacao/polimerizacéo/coleta de 60°C 1 min

fluorescéncia (FAM)

A sequéncia e posi¢ao dos iniciadores e da sonda do protocolo utilizado estédo

apresentadas na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4: Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos fragmentos do gene do
envelope do ZIKV (Lanciotti et al. 2008).

Iniciador/sonda Posicdo no genoma Sequencia (5—3)
ZIKV1086 1086-1102 CCGCTGCCCAACACAAG
ZIKV1162c 1162-1139 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
ZIKV1107-FAM 1107-1137 AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACATCAA

4.2- Sequenciamento completo da ORF do ZIKV do ano de 2015, 2016 e 2017

Para o sequenciamento completo da ORF do ZIKV foram selecionadas trés
amostras provenientes de amostras clinicas de pacientes do estado do Rio de
Janeiro, positivos para zika por RT-PCR em tempo real, recebidas no Laboratério de
Flavivirus (LABFLA), IOC/FIOCRUZ, Centro de Referéncia Regional para Dengue,
Febre Amarela, Zika e Chikungunya, procedentes de cada ano apds o inicio da
epidemia de zika no Brasil (2015, 2016, 2017). Inicialmente as amostras foram
extraidas utilizando o QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia) conforme
descrito no item 4.1.4. ApOs isso, as amostras foram sequenciadas utilizando 70
iniciadores (35 diretos e 35 reversos) que abrangem toda a ORF do genoma
conforme a tabela 4.4 e figura 1.4. Para isso, foram amplificados, por One-Step RT-
PCR convencional, 12 fragmentos de aproximadamente 1050 pares de base (pb)
utilizando 24 iniciadores (tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Sequéncias dos iniciadores utilizados para o sequenciamento do genoma
completo do ZIKV (Quick et al. 2017 ).

Iniciadores diretos Sequéncia Fragmento | Iniciadores reversos Sequéncia
ZIKA_400_1 LEFT | GACAGTTCGAGTTTGAAGCGAAAG -2 ZIKA_400_1 RIGHT | AGTATGCACTCCCACGTCTAGT
ZIKA_400_2 LEFT | AAGAAAGATCTGGCTGCCATGC 1 ZIKA_400_2 RIGHT | TGATTCCAACCAGGTITGCGAC
ZIKA 400 3 LEFT | AGATGACGTCGATTGTTIGGTGC <« ZIKA 400 3 RIGHT | TACGGTGACACAACCTCCATGT
ZIKA_400 4 LEFT | TCAGGTGCATAGGAGTCAGCAA -2 ZIKA_ 400 4 RIGHT | GGAGCCATGAACTGACAGCATT
ZIKA_400_5 LEFT | AGAACGTTAGTGGACAGAGGCT 2 ZIKA_400_5 RIGHT | TGTGCGTCCTTGAACTCTACCA
ZIKA_400_6_LEFT | TTGATTGTGAACCGAGGACAGG <« ZIKA_400_6_RIGHT | CCATCTGTCCCTGCGTACTGTA
ZIKA_400_7_LEFT | TGAAGGGCGTGTCATACTCCTT > ZIKA_400_7_RIGHT | CGCCTCCAACTGATCCAAAGTC
ZIKA_400_8 LEFT | GGGAGAAGAAGATCACCCACCA 3 ZIKA_400_8 RIGHT | TTGACTGCTGCTGCCAATCTAC
ZIKA_400_S LEFT | GCCTTAGGGGGAGTGTTGATCT < ZIKA_400_9 RIGHT | GAGTGGGCATTCCTTCAGTGTG
ZIKA_400_10 LEFT| ACGGTCGTTGTGGGATCTGTAA - ZIKA_400_10_RIGHT | GTGGGACTTTGGCCATTCACAT
ZIKA_400 11 LEFT| CAGCCGTTATTGGAACAGCTGT 4 ZIKA_400 11 RIGHT| CCTGGGCCTTATCTCCATTCCA
ZIKA_400 12 LEFT| CACTAAGGTCCACGTGGAGGAA <« ZIKA_400_12 RIGHT | TATCAGCGCCAGATGAGCTACA
ZIKA_400_13 LEFT| TGGCAGTGCTGGTAGCTATGAT - ZIKA_400_13 RIGHT | AGAGAGAGGAGCATAAACCCCC
ZIKA 400 14 LEFT| CAATGGTTTTGCTTTGGCCTGG 5 ZIKA 400 14 RIGHT| TTTCCCATGTGATGTCACCTGC
ZIKA_400 15 LEFT| CCCTAGCGAAGTACTCACAGCT <« ZIKA_400 15 RIGHT| TACACTCCATCTGTGGTCTCCC
ZIKA 400 16 LEFT| GTGGCATGAACCCAATAGCCAT | =2 ZIKA_400_16 RIGHT | GCTCCAATGTCCCCATCCTITG
ZIKA_400_17 LEFT| GTGGTCCATGGAAGCTAGATGC ] ZIKA_400_17 RIGHT| CCTCTAAGGGCCTCCTCCATTT
ZIKA_400_18 LEFT| CTGTTGAGTGCTTCGAGCCTTC <« ZIKA_400_18 RIGHT | TGGTGAGTTGGAGTCCGGAAAT
ZIKA_400 19 LEFT| TATGGATGAGGCCCACTTCACA -2 ZIKA_400 19 RIGHT | GCCATCAAGTATGACCGGCTTT
ZIKA_400 20 LEFT| GGCTGGAAAACGGGTCATACAG 7 ZIKA_400_20 RIGHT| CCTTTGCTCCGTCCTAAGCTTG
ZIKA_400 21 LEFT| AGAGACTGACGAAGACCATGCA <« ZIKA_400_21 RIGHT| CTCCAAAAGCCGCTCCTCTTTT
ZIKA_400_22 LEFT| TGGACCAGACACGGAGAGAALA =2 ZIKA_400_22 RIGHT| ATTCTGGCTGGCTCAATTTCCG
ZIKA_400_23 LEFT| CGTCTTGATGAGGAACAAGGGC 8 ZIKA_400_23 RIGHT | AAGTGGTCACTGCATGTTGGAC
ZIKA_400_24 LEFT| TAATGGGAAGGAGAGAGGAGGG < ZIKA_400_24 RIGHT | TCTCCACTTGGGGGTCAATTGT
ZIKA 400 25 LEFT| CCCTGACCCTAATAGTGGCCAT |—=2 ZIKA 400 25 RIGHT| CCTTCCATTITCTCTCCCAGGGT
ZIKA_400 26 LEFT| ACTGGAACTCCTCTACAGCCAC 9 ZIKA_ 400 26 RIGHT| ACCAGGGCCTCCTITTIGTGTAT
ZIKA_400_27 LEFT| AGTGCAAAGCTGAGATGGTTGG < ZIKA_400_27 RIGHT | ATGTGTAGAGTTGCGGGAGAGT
ZIKA_400_28 LEFT| GGTGGGGGATTGGCTTGAAAAA - ZIKA_400_28 RIGHT | GGGCCTCATAGCTTCCATGGTA
ZIKA 400 29 LEFT| AGGATGTGAATCTCGGCTCTGG 10 ZIKA 400 29 RIGHT | ATGCTGCATTGCTACGAACCTT
ZIKA_ 400 30 LEFT| AAAAGTGGACACTAGGGTGCCA < ZIKA_400 30 RIGHT| TAATCCCAGCCCTTCAACACCA
ZIKA_400_31 LEFT| ACAAGGGGAATTTGGAAAGGCC - ZIKA_400_31 RIGHT | CGTAAGTGACAACTTGTCCGCT
ZIKA_400_32 LEFT| AAATGGAAAAAGGGCACAGGGC 11 ZIKA_400_32 RIGHT| TGTCCCATCCAGTTGAGGGTTT
ZIKA_400_33 LEFT| CAAACGAATGGCAGTCAGTGGA <« ZIKA_400_33 RIGHT| ATCCACACTCTGTTCCACACCA
ZIKA_400_34 LEFT| ATITCCACAGAAGGGACCTCCG -2 ZIKA_400_34 RIGHT | TGACTAGCAGGCCTGACAACAT
ZIKA_400_35 LEFT| ACCACCTGGGCTGAGAACATTA 12 € ZIKA_400_35 RIGHT | ACCACTAGTCCCTCTTCTGGAG

Fragmento 1

(5°>C/PrM/Envelope) / Fragmento

2 ( Envelope—>Envelope) / Fragmento 3

(Envelope->NS1) / Fragmento 4 (NS1->NS2A) / Fragmento 5 (NS2A->NS3) / Fragmento 6
(NS2B—>NS3) / Fragmento 7 (NS3—-> NS3/NS4A) / Fragmento 8 (NS3->NS4B) / Fragmento 9
(NS4B->NS5) / Fragmento 10 (NS5->NS5) / Fragmento 11 (NS5->NS5) / Fragmento 12 (NS5->3’)
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Figura 1.4: Alinhamento dos iniciadores utilizados para o sequenciamento completo do ZIKV. Foram
utilizados 35 iniciadores diretos e 35 iniciadores reversos para 0 sequenciamento. Os iniciadores que
estdo em azul séo diretos e 0s que estdo em vermelho sédo reversos.
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4.2.1- Descrigédo das trés amostras sequenciadas

Foram selecionadas trés amostras positivas para ZIKV por RT-PCR em tempo
real (Lanciotti et al, 2008), uma do ano de 2015, uma de 2016 e uma de 2017, de
modo a contemplar os anos apos o inicio da epidemia de zika no Brasil. O critério de
selecdo das amostras respeitou 0s seguintes requisitos: soro de paciente do estado
Rio de Janeiro; limiar de deteccdo (CT) baixo pela técnica de PCR em tempo real
(abaixo de 28) e volume suficiente para as analises.

A amostra 2015, 737/15 é uma amostra de soro de um paciente brasileiro do
sexo masculino, idade 27 anos, morador do Bairro de Manguinhos no municipio do
Rio de Janeiro. O inicio dos sintomas foi em 05/04/2015 e a coleta do sangue
realizada no mesmo dia. O quadro clinico era: febre, cefaleia, prostracdo, mialgia,
nauseas e dor retro orbitaria.

A amostra de 2016, 5420/16 € uma amostra de soro de uma paciente brasileira
do sexo feminino, 31 anos, moradora do bairro de Icarai no municipio de Niter6i/RJ..
O inicio dos sintomas foi em 15/02/2016 e a coleta do soro no mesmo dia com a
suspeita de zika. Apresentou exantema, cefaleia, febre de 38°C, anorexia, artralgia e
mialgia.

A amostra de 2017, 1911/17 é uma amostra de soro de um paciente brasileiro do
sexo masculino, 23 anos, morador do Bairro Jardim Guanabara, Ilha do Governador
no municipio do Rio de Janeiro/RJ. O inicio dos sintomas foi em 08/03/2017 e a
coleta do sangue foi realizada no dia 10/03/2017. O paciente apresentou febre
(38°C), cefaleia e dor retro orbitaria e suspeitou-se de malaria, uma vez que o
paciente viajou do dia 15/02/2017 até 08/03/2017 para Manaus (AM), Boa Vista (RR)

e Santa Helena na Venezuela.

4.2.2- RT-PCR convencional para obtencdo dos fragmentos e posterior
sequenciamento completo da ORF

Previamente foi utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. 2008
(conforme item 4.1.5) para o diagndstico de positividade das trés amostras. Apos a
extracdo, foram utilizados 24 iniciadores para amplificar 12 fragmentos do genoma
completo do ZIKV em um PCR One-Step (tabela 4.4). Em tubo tipo eppendorf de 0,2

ml foi acrescentado 20uL da mistura de reagentes e 5uL do RNA extraido.
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Inicialmente foi realizada a transcricdo reversa do RNA (50°C/90 minutos) e
posteriormente a polimerase foi ativada (95°C/15 minutos). As condi¢cdes de
termociclagem para a amplificacdo do DNA consistiram de 40 ciclos subsequentes
de desnaturacdo (94°C/30 segundos), hibridizacdo (53°C/1 minuto), extenséo
(72°C/3 minutos) e um ciclo de extensao final (72°C/10 minutos) (tabela 6.4a),
utilizando os reagentes (QIAGEN, Inc., Valencia) descritos na tabela 6.4b.

Tabela 5.4: a) Parametros de termociclagem na RT-PCR convencional para o sequenciamento. b)

Reagentes para a RT-PCR convencional para o sequenciamento.

a)
Parametros de Termociclagem
Etapas de Nimero
termociclagem Temperatura Tempo de ciclos
RT 50°C 90 minutos *
ﬁﬂﬁfﬁ?f’afs 95°C 15 minutos *
Desnaturacao 94°C 30 segundos
Hibridizacao 53°C 1 minuto 40 ciclos
Extensao 72°C 3 minutos
Extensdo final 72°C 10 minutos *
Temperatura final 4°C 00 *
b)
Reagentes ul/tubo *X
H20 9 *
5X giagen 5 *
dNTP 1 *
Primer L 2 *
Primer R 2 *
Enzima 1 *
Total 20 *

Total 20 ul de mix 5 ul de RNA
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Apdés a RT-PCR dos 12 fragmentos, os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% acrescido de 5 pl de solucdo de brometo de
etideo - 10 mg/ml (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis) e visualizados em luz
ultravioleta em capturador de imagem (Bio-Rad, Hercules, Califérnia). As bandas
com tamanho previsto foram retiradas e purificadas utilizando o kit QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN, Inc., California). Esta técnica foi utilizada para extrair e purificar

o DNA, sem deixar tracos de agarose, bandas inespecificas e restos de iniciadores.

4.2.3- Eletroforese em gel de agarose

Em um Erlenmeyer, foi dissolvido 1,59 de agarose em 100 ml de Tris-acido
bérico — EDTA (TBE 0,5X), aquecendo a solugcdo no forno de micro-ondas (poténcia
maxima) por 1 minuto, seguindo da homogeneizacdo manual e aquecimento
posterior de mais 30 segundos. A solucdo foi resfriada e foi adicionado 5uL de
brometo de etidio (10 mg/ml). O gel foi transferido para um molde de acrilico,
colocando-se pente para geragdo dos pocos, permanecendo desta forma por ~15
min para a gelificacdo. Apods isso, endurecimento o gel foi acondicionado em cuba de
eletroforese contendo TBE 0,5X. As amostras diluidas em azul de bromofenol foram

aplicadas nos pocos. A eletroforese foi realizada a 100 V por ~70min.

4.2.4- Purificacdo do DNA

O produto de DNA amplificado evidenciado com o uso de luz ultravioleta foi
retirado do resto do gel de agarose com auxilio de uma lamina de bisturi e colocado
em um tubo tipo eppendorf. O produto foi purificado utilizando o Kit comercial “Gel
extraction” (QIAGEN, Inc., California).

O tubo contendo o fragmento de gel e o produto da PCR foi pesado e para cada
volume do fragmento do gel foram adicionados trés volumes de tampéo QG. Depois
disso, para dissolver o gel, o tubo foi incubado a 50°C por 10 minutos e para ajudar a
dissolucéo, o tubo foi agitado a cada 3 minutos durante a incubacao. Depois disso,
foi adicionado um volume de isopropanol a amostra para cada volume inicial do gel e
o tubo foi agitado. ApGs isso, a amostra foi transferida para a coluna fixada a um
tubo coletor e centrifugada por 1 minuto a 17,900 xg. O volume do tubo coletor foi
desprezado e o tubo coletor fixado a coluna novamente. Para remover todos o0s

tracos de agarose da coluna, foi adicionado 0,5 ml de tamp&o QG e a coluna foi
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centrifugada por 1 minuto a 17,900 xg. Para lavar, foi adicionado 0,75 ml de tampé&o
PE na coluna. Aguardou-se por 5 minutos e a coluna foi centrifugada por 1 minuto a
17,900 xg. Para remocdo completa do tampéo, a coluna foi centrifugada mais uma
vez por 1 minuto a 17,900 xg. A coluna entéo foi transferida para um tubo de micro
centrifuga tipo eppendorf. Para eluicdo, foram adicionados 30ul do tampédo EB na
coluna e esta foi centrifugada novamente por 1 minuto a 17,900 xg. A coluna foi
descartada e o eluido foi estocado a -20°C até a quantificacdo e reacdo de

sequenciamento.

4.2.5- Quantificagcdo do DNA

Apos a purificacdo, as concentracdes de DNA dos produtos foram determinadas
ao serem comparadas com as bandas apresentadas pelo peso molecular “Low Mass
Ladder” (Invitrogen, California) em gel de agarose 2%, corado com 5uL de brometo
de etideo (10mg/ml) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis) e visualizado em luz

ultravioleta.

4.2.6- Caracterizacdo genotipica

A caracterizacdo genotipica do virus foi realizada através do sequenciamento
nucleotidico. O método utilizado foi 0 método de Sanger.

Neste método de sequenciamento de DNA foi realizada uma reacdo de
sequenciamento onde foram adicionados 0os componentes basicos da reacao.

A mistura do Big Dye contém dNTPs e em quantidades menores os quatros
ddNTPs. Estes ddNTPs estavam marcados com fluoréforos distintos, que permitiu
distingui-los um dos outros quando foram excitados com laser. Durante a reacao, de
forma aleato6ria, um ddNTP foi inserido na cadeia no lugar do respectivo dNTP e a
polimerizacdo da cadeia foi finalizada, parando assim a reacdo daquela fita
especifica. O resultado da amplificacdo foi uma mistura de fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos e que foram finalizados pela adicdo de um ddNTP. Ou seja, 0s
fragmentos diferenciaram-se por um nucleotideo até atingir o tamanho total do

fragmento de DNA molde.
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4.2.7- Reagédo de sequenciamento

Todos os procedimentos a partir desta etapa foram realizados com cuidados
para minimizar a exposi¢ao a luz. A reacdo ocorreu em uma placa de 96 pocos
(Applied Biosystems®, California).

Os fragmentos de cDNA amplificados e purificados foram sequenciados em
ambas direcdes, utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction, versdo 3.1 (Applied Biosystems, California).

Os parametros de termociclagem para a reacdo de sequenciamento seguem na
tabela 8.4.

Para cada um dos 12 fragmentos das amostras sequenciadas foram utilizados
seis tubos (um iniciador em cada). Além dos iniciadores utilizados para obtencao dos
fragmentos, foram utilizados também quatro iniciadores internos conforme a figura

1.4. Cada tubo de reacgéo continha os reagentes descritos na tabela 7.4

Tabela 6.4: Reagentes utilizados na reac&o de sequenciamento.

Tampdo MgCl, 2 ul

Big Dye 2 ul

Iniciador 3,2 pmol
DNA purificado de40a80ng
Volume final em H20 g.s.p 10 ul

Tabela 7.4: Parametros de termociclagem para a reacdo de sequenciamento.

Parametros de Termociclagem

Etapas de NUmero de
. Temperatura Tempo .
termociclagem ciclos
94°C 2 minutos *
Desnaturagao 94°C 45 segundos
o 40 ciclos
Hibridizacao 50°C 30 segundos
Extensao 60°C 4 minutos
Extensdo final 60°C 10 minutos *
Temperatura final 4°C 00 *
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4.2.8- Purificagdo do produto da reacdo de sequenciamento

Apés a reacado de sequenciamento, os produtos foram purificados utilizando o kit
de purificacdo Big Dye X terminator (Life Technologies/Applied Biosystems). Para
isso, foram adicionados a cada amostra 45 pl do tampdo SAM e 10 pl do X
terminator. A amostra ficou sob agitacdo por 30 minutos e apos foi centrifugada em
centrifuga para microplaca de 96 pocos por 2 minutos a 4000 rpm.

4.2.9- Eletroferograma

Depois de concluida a purificagéo, foi realizada a separacao dos fragmentos de
DNA amplificados em microcapilares (3130xI — Applied Biosystems). A medida que
os fragmentos de DNA migraram pelo microcapilar, eles foram separados por ordem
de tamanho crescente. O fluor6foro presente na extremidade do fragmento foi
excitado por um feixe de laser e, entdo, emitiu uma fluorescéncia especifica que o
caracterizou. Esta fluorescéncia foi capturada por um sistema de deteccdo que

converteu esse sinal em um grafico chamado de eletreferograma.

4.2.10- Anédlise Filogenética

A andlise e edicdo das sequéncias de bases obtidas foram feitas pelo BioEdit
7.2.0 e estas foram alinhadas e comparadas com sequéncias dos dois genétipos
disponiveis no GenBank, usando o algoritmo Clustal W incluso no BioEdit. A
identidade da sequéncia foi determinada através do BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

As arvores filogenéticas foram construidas com software PhyML (Guindon et
al., 2010), sendo o modelo de substituicio GTR+G escolhido no Automatic model
selection by SMS (AIC), presente no proprio software. A construcdo das arvores
filogenéticas foram realizadas pelo método de aLRT SH-like com o tipo de melhoria
de arvore SPR. As arvores foram visualizadas utilizando o programa Mega 7.

O ZIKV foi identificado anteriormente no Haiti e como pode ter ocorrido uma
introducdo no Brasil a partir deste pais, pesquisamos o ZIKV, através de RT-PCR
em tempo real (conforme item 4.1.4 e 4.1.5), em 50 amostras de militares que

participaram de missfes no Haiti.
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5- RESULTADOS

5.1- Analise retrospectiva
5.1.1- RT-PCR em tempo real da analise retrospectiva — 2012-2014

Um total de 630 amostras (552 - dengue / 78 — rubéola) foi analisado pela
técnica de RT-PCR em tempo Real na pesquisa do ZIKV antes de 2015. Para
isto, foram utilizados iniciadores especificos, que amplificam a regido do gene do
envelope do virus. O virus ndo foi detectado em nenhuma das amostras

analisadas (tabela 1.5).

Tabela 1.5: Amostras analisadas por ano e resultado de gRT-PCR

da analise retrospectiva.

Ano ;{;?::&ass Popgtli?/o PCR negativo
2012 189 0 189
2013 350 0 350
2014 91 0 91

5.2- Sequenciamento completo da ORF do ZIKV dos anos de 2015, 2016 e 2017

5.2.1- RT-PCR convencional para o sequenciamento da ORF do ZIKV das trés
amostras do periodo de 2015 a 2017

A estratégia de amplificacdo utilizada nas amostras para sequenciamento do

genoma permitiu a geracdo de 12 produtos de aproximadamente 1050pb,

evidenciados apos a eletroforese (figura 1.5).
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Figura 1.5: Quantificacdo por eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos amplificados por
RT-PCR da amostra 5420/2016, utilizando 24 pares de iniciadores. Poco 1 — Fragmento 1; Poco 2 —
Fragmento 2; Pogco 3 — Fragmento 3; Poco 4 — Fragmento 4; Pogo 5 — Fragmento 5; Pogo 6 —
Fragmento 6, Pogo 7 — Fragmento 7; Pogo 8 — Fragmento 8; Poco 9 — Fragmento 9; Poco 10 —
Fragmento 10; Poco 11 — Fragmento 11; Pogo 12 — Fragmento 12; Po¢o 13 — Low Mass (marca)
conforme tabela 4.4.

5.2.2- Andlise filogenética

Através das sequéncias da regido codificante completa de trés amostras do
estado Rio de Janeiro, sequenciadas neste estudo no Laboratério de Flavivirus,
juntamente com todas as sequéncias da regiao codificante completa do ZIKV obtidas
apos Blast no GenBank, disponiveis até dezembro de 2017, foi construida uma
arvore filogenética utilizando 432 sequéncias do ZIKV de todo o mundo (figura 2.5).
Contendo a ORF completa das respectivas sequéncias na figura 2.5 temos a arvore
completa e as demais arvores sdo recortes dessa arvore inicial, para evidenciar as
amostras do Brasil e das Américas.

Para este estudo foi dado énfase as sequéncias das Américas, em especial as
sequéncias do Brasil. Foram divididas em oito grupos monofiléticos, denominadas
neste estudo por G1, G2, G3, G4, G5 (a,b,c), G6, G7, G8 e uma sequéncia nao
apresentou um grupo definido. As sequéncias brasileiras estdo espalhadas por todos

0s oito grupos monofiléticos descritos neste estudo (figura 3.5a).
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Figura 2.5: Arvore filogenética baseada na regido codificante completa das trés amostras do Rio de Janeiro sequenciadas no

estudo e todas as sequéncias da regido codificante completa disponiveis no GenBank. Método de aLRT SH-like com o tipo
de melhoria de arvore STR. Modelo de substituicio GTR+G.
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Figura 3.5a: Arvore filogenética baseada na regido codificante completa das trés amostras do Rio de Janeiro
sequenciadas no estudo e todas as sequéncias da regido codificante completa das Américas disponiveis no
GenBank. Método de aLRT SH-like com o tipo de melhoria de arvore STR. Modelo de substituigdo GTR+G.
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Figura 3.5b: Recorte do grupo monofilético 1 da &rvore filogenética baseada na regido codificante completa de
sequéncias das Américas.
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Figura 3.5c: Recorte do grupo monofilético 2 da arvore filogenética baseada na regido codificante completa de
sequéncias das Américas.
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Figura 3.5d: Recorte do grupo monofilético 3 da &rvore filogenética baseada na regido codificante completa de
sequéncias das Américas.
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Figura 3.5e: Recorte do grupo monofilético 4 da arvore filogenética baseada na regido codificante completa de

sequéncias das Américas.
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Figura 3.5f: Recorte do grupo monofilético 5 da arvore filogenética baseada na regido codificante completa de

sequéncias das Américas.
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Figura 3.5g: Recorte do grupo monofilético 6 da &rvore filogenética baseada na regido codificante completa de

sequéncias das Américas.
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Figura 3.5h: Recorte do grupo monofilético 7 da arvore filogenética baseada na regido codificante completa de
sequéncias das Américas.
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Figura 3.5i: Recorte do grupo monofilético 8 da arvore filogenética baseada na regido codificante completa de

sequéncias das Américas.
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Figura 3.5j: Recorte do grupo monofilético ndo definido da &rvore filogenética baseada na regido codificante

completa de sequéncias das Américas.

5.2.3- Comparacdo entre as amostras do estado do Rio de Janeiro no periodo
de 2015 a 2017 e com amostra de referéncia

ApoOs andlise filogenética das trés amostras do estado do Rio de Janeiro
selecionadas para o sequenciamento completo da ORF do ZIKV (737/2015,
5420/2016 e 1911/2017) foi constatado que as amostras 737/2015 e 5420/2016
pertencem a um mesmo grupo monofilético (G3) com origem que comprova uma
infeccdo no estado do Rio de Janeiro (figura 3.5d). A amostra analisada do ano de
2017 pertence ao grupo monofilético G5c, mesma origem de outras amostras da
Amazoénia (figura 3.5f), que supbe que o mesmo tenha sido infectado durante uma
viagem feita para Venezuela, Manaus e Roraima no periodo que antecedeu ao

aparecimento dos sintomas.

69



Foi realizada uma matriz de similaridade de nucleotideos que indicou uma
similaridade de 99,86% entre as amostras 737/2015 e 5420/2016, grupo monofilético
3 (tabela 3.5).

Comparando a regido codificante da poliproteina das amostras de 2015 e 2016
observou-se 14 diferencas pontuais de nucleotideos. Destas, nenhuma resultou em
substituicdo de aminoacidos, sendo assim as duas séo idénticas em suas proteinas
(tabela 4.5 e tabela 5.5).

Ao comparar a amostra do ano de 2017, observamos uma similaridade de
nucleotideos de 99,66% com a amostra de 2015, totalizando 35 diferencas de
nucleotideos na regido codificante da poliproteina e 99,60% com a amostra de 2016,
totalizando 41 diferencas de nucleotideos (tabela 3.5 e tabela 4.5).

A amostra do ano 2017 apresentou 0,15 % de divergéncia de aminoacidos na
poliproteina em comparacéo as outras duas amostras. Tendo cinco diferencas. S&o
elas: 1) Substituicdo ndo sindnima do nucleotideo G por um T na posicdo 1356 do
genoma da poliproteina (regido do envelope), resultando na substituicdo do Acido
glutdmico por Aspartato (E452D). 2) Substituicdo ndo sinénima do nucleotideo A por
um G na posicdo 2480 do genoma da poliproteina (regido da NS1), resultando na
substituicdo da Lisina por Arginina (K827R). 3) Substituicdo n&do sindénima do
nucleotideo A por um G na posicao 7101 do genoma da poliproteina (regido da
NS4B), resultando na substituicdo da Isoleucina por Metionina (I12367M). 4)
Substituicdo ndo sinbnima do nucleotideo T por uma A na posi¢ao 8444 do genoma
da poliproteina (regido da NS5), resultando na substituicdo da Fenilalanina por
Tirosina (F2815Y). 5) Substituicdo ndo sindnima do nucleotideo C por uma T na
posicdo 10052 do genoma da poliproteina (regido da NS5), resultando na
substituicdo da Prolina por Leucina (P3351L) (tabela 5.5 e tabela 6.5).

Para este estudo foi considerada como cepa de referéncia uma amostra da
Polinésia Francesa (French_Polynesia/2013/KX447510.1), uma vez que, segundo a
nossa filogenia, é a amostra que tem um ancestral em comum mais recente com as
amostras das Américas. Consideramos como posicdo um a adenina do cédon de
iniciacao (ATG).

Comparando as trés amostras com a amostra de referéncia
(French_Polynesia/2013/KX447510.1) foram observadas 15 altera¢des nucleotidicas
com a amostra de 2015 (LABFLA 737/15), destas 14 altera¢des foram sinénimas e 1
resultou em substituicio do aminoéacido, na posicdo 2634 da poliproteina traduzida,
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na regido NS5 (Metionina = Valina); 21 alteragcbes com amostra de 2016 (LABFLA
5420/16), destas 20 alteragbes foram sinbnimas e 1 resultou em substituicdo do
aminoacido, na posicdo 2634 da poliproteina traduzida, na regido NS5 (Metionina »>
Valina) e 34 alteragbes com a amostra de 2017 (LABFLA 1911/17), destas 28
alteragfes foram sindnimas e seis resultaram em substituicdes do aminoacido, na
posicdo 452 da poliproteina traduzida, na regido do Envelope (Acido glutamico =
Aspartato), na posicdo 827 da poliproteina traduzida, na regido do NS1 (Lisina =
Arginina), na posicao 2367 da poliproteina traduzida, na regido do NS4B (Isoleucina
- Metionina), na posicao 2634 da poliproteina traduzida, na regido NS5 (Metionina
- Valina), na posicdo 2815 da poliproteina traduzida, na regido do NS5
(Fenilalanina - Tirosina), na posicdo 3351 da poliproteina traduzida, na regido do
NS5 (Prolina - Leucina) (tabela 2.5).
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Tabela 2.5: Substituicbes de nucleotideos e aminoacidos das trés amostras do

ZIKV sequenciadas neste estudo comparadas com amostra de referéncia.
French_Polynesia/2013/KX447510.1.

French_Polyne

Sub linhagem 3

Sub linhagem 5

sia/2013/KX447 VAR T LABFLA LABFLA
510.1 5420/16 1911/17
12 Capsideo 4 T P A * A * A *
165 Capsideo 55 A R * * * * G *
174 Capsideo 58 T A A * A * A *
669 Membrana 223 C S * * * * T *
681 Membrana 227 G L * * * * A *
759 Membrana 259 G L A * * * * *
900 Envelope 300 C D * * * * T *
1356 Envelope 452 G E * * * * T D
1491 Envelope 497 T N * * * * C *
1768 Envelope 590 T L * * * * C *
1797 Envelope 599 C T * * * * T *
2037 Envelope 679 A | * * * * C *
2115 Envelope 705 G \Y * * A * * *
2304 Envelope 768 C N * * * * T *
2335 Envelope 779 T L * * C * * *
2427 NS1 809 C C T * T * * *
2480 NS1 827 A K * * * * G R
2892 NS1 964 G K * * * * A *
2895 NS1 965 T \Y% * * C * * *
2907 NS1 969 T Y * * * * C *
2922 NS1 974 T D C * * * * *
3435 NS1 1145 T L * * * * C *
3459 NS2A 1153 T G * * * * C *
3837 NS2A 1279 T A * * * * C *
3838 NS2A 1280 T L C * * * * *
3843 NS2A 1281 C A T * * * * *
3882 NS2A 1294 T D C * C * * *
3945 NS2A 1315 G A * * * * A *
3969 NS2A 1323 T C C * C * C *
4767 NS3 1589 C A * * T * * *
5160 NS3 1720 T R * * C * * *
5208 NS3 1736 A E * * * * G *
5397 NS3 1799 A A * * * * C *
5499 NS3 1833 A S * * * * G *
6021 NS3 2007 T A C * C * C *
6084 NS3 2028 G T * * * * A *
6318 NS3 2106 G A A * * * * *
6609 NS4A 2203 A G * * G * * *
6918 NS4B 2306 C A * * * * T *
6951 NS4B 2317 T T * * C * * *
7101 NS4B 2367 A | * * * * G M
7398 NS4B 2466 C A T * T * * *
7410 NS4B 2470 T A C * C * C *
7900 NS5 2634 A M G A\ G Vv G A\
7938 NS5 2646 T L * * * * C *
7950 NS5 2650 G Vv A * A * * *
8444 NS5 2815 T F * * * * A
8661 NS5 2887 C P * * * * T *
9327 NS5 3109 G K A * A * A *
9945 NS5 3315 T T * * C * * *
10052 NS5 3351 C P * * * * T
10146 NS5 3382 T A * * C * * *
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5.2.4- Similaridade das sequencias brasileiras (ORF)

Um total de 37 sequéncias brasileiras, divididas em oito grupos monofiléticos,
foram comparadas entre si para avaliarmos a similaridade e divergéncia que
apresentam.

A identidade nucleotidica dos oito grupos monofiléticos onde se analisou a
regido codificante completa demonstrou uma variagdo de 99,64 — 99,96%, 37 - 4
substituicdes pontuais entre as sequéncias do grupo monofilético G1; 99,84%, 18
substituicbes pontuais entre as sequéncias do grupo monofilético G2; 99.60 —
99,86%, 41 — 14 substituicbes pontuais entre as sequéncias do grupo monofilético
G3; 99,96%, 4 substituicdes pontuais entre as sequéncias do grupo monofilético G4;
99,59 - 100%, 41 — 0 substituicbes pontuais entre as sequéncias do grupo
monofilético G5; 99,75% - 99,99%, 26 — 1 substituicbes pontuais entre as
sequéncias do grupo monofilético G6; 100%, O substituicbes pontuais entre as
sequéncias do grupo monofilético G7; 99,95% - 100%, 5 — 0 substituicbes pontuais
entre as sequéncias do grupo monofilético G8 (tabela 3.5 e tabela 4.5).

Analisando as tabelas 3.5 e 4.5, a maior variacdo nucleotidica entre grupos
monofiléticos encontrada foi entre as sequéncias do grupo monofilético G1
(G1/RJ/2016/KU926310.2), do grupo monofilético G3 (G3/RJ/2016/KY785455.1) e
grupo monofilético G6 (G6/RJ/2016/KY014296.2) com o grupo monofilético G5
(G5c/RJ/ILABFLA 1911/17), todas com 99,51% de similaridade, 50 substituices
pontuais e a menor variacao nucleotidica entre grupos monofiléticos foi observada
entre as sequéncias do grupo monofilético G1 (L1/PB/2015/KX280026.1) e grupo
monofilético G3 (G3/RJ/LABFLA_737/15) com 99,81% de similaridade, 20
substituicdes pontuais; grupo monofilético G3 (G3/RJ/LABFLA _737/15) e ambas do
grupo monofilético G7 (G7/2015/KX197205.1 e G7/2016/KX830930.1) com 99,81%
de similaridade, 20 substituicbes pontuais; grupo monofilético G3
(G3/RJ/ILABFLA_737/15) e duas do grupo monofilético G8 (G8/2015/L8/KR872956.1
e G8/BA/2015/KU321639.1) com também 99,81% de similaridade, 20 substituicdes
pontuais.

Analisando as tabelas 5.5 e 6.5, a maior variagdo de aminoacidos entre grupos
monofiléticos encontrada foi entre as sequéncias do grupo monofilético G2
(G2/SP/2016/KY559005.1), do grupo monofiletico G4 (G4/BA/2015/KX520666.1)
com o grupo monofilético G1 (G1/2015/KU729217.2), e entre as sequéncias da
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grupo monofilético G2 (G2/SP/2016/KY559005.1) com o grupo monofilético G4
(G4/BA/2015/KX520666.1) todas com 99,53% de similaridade de aminoacidos, 16
substituicbes de aminoacidos e a menor variacdo de aminoacidos entre grupos
monofiléticos foi observada entre as sequéncias do grupo monofilético G3
(L3/RJI/LABFLA737/15) com grupo monofilético G3 (G3/RJ/LABFLA _5420/16), grupo
monofilético G5 (G5¢/2015/KU365778.1), (G5¢/2015/KU365779.1),
(G5c/BA/2015/KU707826.1); entre as sequéncias do grupo monofilético G3
(G3/RJ/LABFLA 5420/16) com as sequéncias G3 (G3/RJ/LABFLA_737/15), G5
(G5¢/2015/KU365778.1), (G5c/2015/KU365779.1), (G5c/BA/2015/KU707826.1);
entre as sequéncias do grupo monofilético G5 (G5c¢/2015/KU365779.1) com
(G5¢/2015/KU365780.1); entre as sequéncias do grupo monofilético G5
(G5¢/2015/KU365778.1) com (G5c¢/BA/2015/KU707826.1); entre as sequéncias da
grupo monofilético G5 (G5c/2015/KU365779.1) com (G5c/BA/2015/KU707826.1);
entre as sequéncias do grupo monofilético G6 (G6/RJ/2016/KY014320.2) com
(G6/RJ/2016/KY014296.2); entre as sequéncias do grupo monofilético G7
(G7/2016/KX830930.1) com (G7/2015/KX197205.1); entre as sequéncias do grupo
monofilético G8 (G8/BA/2015/KU321639.1) com (G8/2015/L8/KR872956.1) todas
com 100% de similaridade, e nenhuma substituicdo de aminoacidos.

Comparando as amostras brasileiras com a amostra de referéncia
(French_Polynesia/2013/KX447510.1), a maior variagdo nucleotidica foi observada
com uma amostra do grupo monofilético G3 (G3/RJ/2016/KY785455.1) com 99,69%
de similaridade, 32 substituicbes de nucleotideo e a menor variacdo foi observada
com uma amostra do grupo monofilético G3 (G3/RJ/LABFLA_737/15) com 99,85 %
de similaridade, 15 substituicdes de nucleotideos.

A maior variagcdo de aminoacidos foi observada com as amostras dos grupos
monofiléticos G1 (G1/2015/KU729217.2), G2 (G2/SP/2016/KY559005.1) e G4
(G4/BA/2015/KX520666.1) com 99,91% de similaridade, 9 substituicbes de
aminoacido e a menor variagdo foi observada com as amostras dos grupos
monofiléticos G3 (G3/RJ/LABFLA_737/15), (G3/RJ/LABFLA_5420/16) e G5
(G5¢/2015/KU365778.1), (G5¢/2015/KU365779.1), (G5¢/BA/2015/KU707826.1) com
99,99 % de similaridade, uma substituicdo de aminoacido.
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Tabela 3.5: Matriz de similaridade de nucleotideos baseada na regido codificante completa (C->NS5) dos grupos monofiléticos do ZIKV do Brasil.

OR_Brazil/G3/2016/KU991811.1

merica/Brazil/G5a/RJ2016/KY 2729911

America/Brazil/G3/PE/2015/KY 558999.1
merica/Brazil/G3/RJ2016/KY 785455 1
AmericaBrazil/G3/RJLABFLA_5420/16
merica/Brazil/G3/RJLABFLA_73715
America/Brazil/G3/SP/2016/KY 558015.1
America/Brazil/G4/BA/2015KUS40228.1
merica/Brazil/G4/BA/2015/KX520866.1
America/Brazll/G5a/RJ/2016/KLUS26309 2
merica/Brazil/GE/RJ2016/KY014320.2
merica/Brazil/G8/BA/2015/KU221639.1
merica/Brazil/GB/PE/2015MF352141.1

America/Brazil/GSc/AM/2016/KY 831492 1
America/Brazil/G5c/BA/2015/KU707826.1
America/Brazil/G5c/RJ2018/KY 014287 2
America/Brazil/G5c/RJ/2018/KY 785450 1

America/Brazil/G5c/2015/KU365777 1
America/Brazi|/G5¢/2015/KU365778.1
America/Brazil/G5c/2015/KU365779.1
America/Brazil/G5¢/2015/KU365780.1
America/Brazil/GEc/RILABFLA_191117
America/Brazil/GE/RJ2016/KYD14296.2
merica/Brazil/G7/2015/KX197205 1
merica/Brazil/G7/2016/KX830930 1
America/Brazil/SLD/2015/KU729218.1

ltaly

Al
Al
Al
Al
Al
Al

Sequéncias
~ |America/Brazil/G1/2015/KU729217 .2
w [America/Brazll/G1/CE/2016/KX811222.1

-+ |America/Brazil/G1/PB/2015/KX280026.1
o [America/Brazil/G1/RJ/2018/KUS26310 .2
o |America/Brazil/G 1/RN/2015/KIUS27068.1
~ |America/Brazil/G2/SP/2016/KY 5569005 .1
o [America/Brazil/G2/SP/2016/KY 558007 1
w© [America/Brazil/G3/2015/KIU487555.1

& |America/Brazil/GE/RJ/2016/KY 014317 2
% [America/Brazi|/G8/2015/GB/KRB7 23956 1
2 |America/Brazil/G8/PE/2015KX197192.1

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

N
@
N
o
=
(]
N
w
[¥¢]

99,74]99,78]99,82| 99,71|99,74] 99,74 99,76 99,74 99,83 99,69] 99,80] 99,85 99,79| 99,82 99,76| 99,72 90,77| 99,77| 99,76 99,73]09,80] 99,77| 99,75| 99,80 99,75 99,73| 99,67| 99,71 99,79] 99,72[99,82]99,82| 99,82| 99,82| 99,79| 99 80| 99,80

99,74 99,69|99,73|99,64|99,67|99,61(99,63|99,63)|99,71|99,58| 99,67|99,73| 99,66| 99,69| 99,63[99,59| 99,66|99,64|99,63[99,60|99,67|99,64|99,64|99,67(99,62| 99,60|99,56| 99,58| 99,66 | 99,59| 99,69| 99,69| 99,69| 99,69|99,66| 99,67| 99,67

99,78|99,69 99,96| 99.66|99,69|99,65|99,67|99,65|99,75|99,60| 99,71/99,77| 99,70 99,73| 99,68)| 99,64| 99,68(99,68| 99,67)|99,64|99,71(99,68|99,66|99,71)|99,66| 99,64(99,58| 99,62|99,70|99,63|99,73|99,73|99,73|99,73| 99,70/ 99,71[{ 99,71

99.82)|99,73| 99,96 99,70({99,73|99,69(99,71|99,69|99,79( 99.64| 99,75[99,81|99,74|99,77| 99,72| 99,68| 99,72|99,72|99.71| 99,68/ 99.75|99,72|99,70| 99,75| 99,70| 99.68| 99,62| 99.66|99,74| 99,67| 99,77 |99,77|99,77|99.77| 99,74/ 99,75( 99.75

99,71) 99,64 99,66| 99,70 99:66 99:60 99,62|99,60| 99,68 99:53 99,64 99,70| 99.63| 99,66| 99.60| 99,56 99,61]|99,61|99,60 99:57 99,64(99,61| 99,59 99:64 99,59|99,57|99,51| 99,55| 99,63 | 99,56 99:66 99,66(99,66| 99.66|99,63| 99,64 99,64

4 99,61[99,63|99.61(99,71|99.56)| 99,67(99,73| 99,66( 99,69| 99,63(99,59| 99,64 | 99,64|99,63|99,60| 99.67)| 99,64|99,62)| 99,67 | 99,62| 99.60|99,54| 99,58| 99,66| 99,59| 99,69| 99.69|99,71|99.71| 99,68 | 99,69| 99,67

99,74|99,61| 99,65| 99,69|99,60( 99,61 99,82|99,61)|99,71|99,56| 99,67(99,73| 99,68| 99,69| 99,63 99,59| 99,64|99,64|99,63(99,60| 99,67|99,64|99,62(99,67(99,62| 99,60|99,54| 99,58| 99,66 | 99,59| 99,69 99,69| 99,69| 99,69|99,66| 99,67)| 99,67

99,76|99,63| 99,67/ 99,71|99,62|99,63| 99,82 99,63)|99,75|99,58| 99,69( 99,75/ 99,72|99,71| 99,65/ 99,61| 99,67 99,67 | 99,68(99,63|99,72|99,69|99,65(99,72(99,65| 99,63|99,57| 99,60/ 99,66| 99,61|99,71|99,71|99,71|99,71|99,68| 99,69)| 99,69

@ oo~ ||+ | [r
w0
w0
~
A
w0
o
[=2}
=~
w0
w0
[=)
o
w0
[ts]
~
w
w0
w0
[=2}
=2}

99,74|99,63| 99.65| 99,69/ 99,60 99,61|99,61| 99,63 99,75|99,60| 99.71|99,77| 99.70|99,75| 99.63| 99,569| 99,64| 99,64| 99,63 99:60 99,67(99,64|99,62|99,67|99,62| 99,60(99,54| 99,58 99,66| 99,59 99:69 99,69(99,69| 99.69|99,66| 99,67 | 99,67

10)99,83|99,71/99,75(99,79|99,68( 99,71/ 99,71 99,75/ 99,75 99,72|99,81|99,86| 99,83|99,62)| 99,73(99,69| 99,75(99,75| 99,74|99,71| 99,78/ 99,75| 99,73| 99,78( 99,73| 99,71/ 99,65| 99,69/ 99,77| 99,70| 99,79| 99.79| 99,79/ 99.79| 99,76 99,77| 99,77

11]99,69|99,58)| 99,60( 99,64| 99,53(99,56| 99.56| 99,58 | 99.60| 99,72 99,66)|99,72| 99.68)| 99,68| 99,58| 99,56 99,59| 99,59|99,58| 99,55 99,62( 99,59| 99,59( 99,62| 99,57 | 99,55(99,51)| 99,53( 99.61| 99,54 99,64| 99,64 | 99,64| 99,64 | 99,61|99,62| 99,62

12]99.80{99.67|99,71[99,75|99,64|99,67|99.67|99.69|99.71|99,81| 99,66 99,86|99,76|99,79)99.71|99,67|99,70{ 99,70/ 99,71[99,66| 99,73[99,72| 99.68| 99.73| 99,68 | 99,66(99,60| 99,64(99,72| 9965[99,75|99.75/99,75|99.75|99,72|99,73| 99,73

13]/99,85|99,73|99,77(99,81/99,70|99,73|99,73(99,75|99,77|99,86| 99,72 | 99,86 99,82|99,84|99,77|99,73/99,76(99,76|99,75|99,72|99,79(99,76| 99,741 99,79| 99,74| 99,72(99,66| 99,70|99,78| 99,71(99,81|99,861|99,81/99,81/99,78|99,79| 99,79

14[99,79|99,66|99,70{99,74|9963)| 99,66|99,68(99,72|99,70|99,83| 99,68| 99,76( 99,82 99,80| 99,68| 99,64|99,70(99,70|9969|99,66|99,73(99,70|99,68| 99,73| 99,68| 99,66(99,60| 99,63| 99,71/ 99,64(99,74|99,74|99,74/99,74/99,71/99,72| 99,72

15]99,82|99,69)99,73(99.77| 99,66(99,69| 99.69(99,71|99.75|99,82| 99.68| 99,79( 99,84| 99,80 99,71|199,67|99.72|199,72|99.71|199,70(99,75| 99,72/ 99,70| 99.75| 99,70| 99.68)| 99,62| 99.,66| 99,74| 99,67|99,77|99,77|99,77|99.77(99.74| 99,75( 99.75

16] 99,76| 99,63 99,68(99,72| 99,60( 99,63 99:63 99,65|99,63| 99,73 99:58 99,71)99,77|99.68| 99,71 99,96| 99,66(99,66| 99,65 99:62 99,69(99,66| 99,64 99:69 99,64|99,63| 99,56 99,60| 99,70 99,61 99:71 99,71[99,71]|99.71|99,68| 99.69| 99,71

17]99.72|99,59) 99,64(99,68| 99,56/ 99,59| 99,59| 99,61 99.59| 99,69|99.56| 99,67(99,73| 99,64 99,67| 99,96 99,62(99,62| 99.61(99,58| 99.65|99,62| 99,60| 99,65(99,60| 99,59(99,52| 99.56| 99,66| 99,57| 99,67 |99.67| 99,67 |99.67)|99,64|99,65| 99,67

18[99,77|99,66| 99,68|99,72|99,61)|99,64|99,64(99,67|99,64|99,75|99,59| 99,70(99,76| 99,70| 99,72 | 99,66( 99,62 99,73 99,68)| 99,65|99,72(99,69(99,67)|99,72| 99,67|99,65[99,59| 99,61|99,69|99,62(99,74|99,74|99,72/99,72|99,69| 99,70/ 99,70

19[99,77|99,64| 99,68|99,72|99,61)| 99,64|99,64( 99,67 99,64)|99,75|99,59| 99,70(99,76|99,70| 99,72 99,66(99,62| 99,73 99,68)|99,65|99,72(99,69|99,67)|99,72| 99,67| 99,65(99,59|99,61)| 99,69/ 99,62(99,74|99,74|99,72|99,72| 99,69/ 99,70 99,70

20[99,76(99,63| 99.67|99,71|99.60)| 99,63 99363 99,68|99,63]| 99,74 99358 99,71)99,75| 99.69|99,71| 99.65| 99,61/ 99,68| 99,68 99:74 99,96|99.99)99,70|99.96|99,76| 99,74 99:62 99,60)| 99,68|99.61|99,71/99.71|99,71/99.71]|99,68| 99,69| 99,69

21[99,73[99,60| 99.64|99,68|99,57| 99,60| 99,60 99,63 | 99.60| 99,71/99,55| 99,66)| 99,72| 99,66| 99,70| 99.62| 99,58| 99,65 99,65|99,74 99:?8 99,75|99,67 99:78 99,77|99,75| 99,59 99,59( 99,65| 99,58 99,68| 99,68 99,68| 99.68| 99,65| 99,66| 99,66

22(99,80(99,67|99,71|99,75|99,64| 99,67|99,67)|99,72|99.67|99,78|99.62| 99,73|99,79| 99,73|99,75| 99.69|99,65|99.72|99,72|99,96| 99,78 99,95|99,74 100]99,80|99,78| 99,66 99,64(99,72| 99,65(99,75| 99,75(99,75| 99,75|99,72|99,73| 99,73

23[99,77(99,64| 99.68|99,72|99,61|99,64| 99.64| 99,69 99.64|99,75/99.59| 99,72|99,76| 99,70/ 99,72| 99.66|99,62| 89.69| 99,69/98,89| 99,75|99.95 99,71[99,95|99,77| 99,75/ 99,63| 99.61(99,69| 99,62(99,72| 99,72|99,72| 99,72| 99,69| 99,70/ 99,70

24|99,75|99,64|99,66(99,70|99,59|99,62| 99,62|99,65|99,62|99,73|99,569| 99,68|99,74| 99,68|99,70| 99,64|99,60| 99,67|99,67|99,70| 99,67|99,74[ 99,71 99,74|99,69| 99,67)|99,82| 99,59( 99,67 99,60| 99,70|99,70( 99,70 99,70| 99,67 | 99,68( 99,68

25| 99,80)|99,67|99,71[99,75/99,64|99,67|99,67|99,72|99,67|99,78|99,62| 99,73| 99,79/ 99,73| 99,75/ 99,69|99,65|99,72(99,72|99,96| 99,78 100(99,95 99,74 99,80| 99,78| 99,66| 99,64(99,72| 9965|99,75|99,75(99,75|99,75|99,72|99,73[ 99,73

26(99,75(99,62| 99,66|99,70| 99,59 99,62| 99.62| 99,65|99.62| 99,73|99,57| 99,68)| 99,74| 99,68 99,70| 99.64|99,60| 99,67| 99,67 |99,76| 99,77 99.80| 99,77 | 99,69( 99,80 99,96 99,61|99,59| 99,67 | 99,60| 99,70/ 99,70| 99,70/ 99,70( 99,67 | 99,68 99,68

27[99,73[99,60| 99,64 99,68|99,57| 99,60| 99.60| 99,63 | 89.60| 99,71/99,55| 99,66)| 99,72| 99.66| 99,68| 99.63|99,59| 99,65|99,65|99,74|99,75)99,78| 99,75| 99,67 [ 99,78| 99,96 99,59|99,57| 99,65| 99,58 99,68 99,68| 99,68 | 99,68( 99,65| 99,66 99,66

28[99,67(99,56| 99.58|99,62|99,51)|99,54| 99.54| 99,57 | 89.54| 99,65/99,51| 99,60)| 99,66| 99.60| 99,62| 89.56|99,52| 99,59|99,69|99,62|99,69| 99.66|99,63|99,82| 99,66| 99,61/ 99,59 98,51]99,69|99,52| 99,62| 99,62| 99,62 99,62(99,59| 99,60( 99,60

29]99,71]|99,58| 99,62| 99,66|99,55(99,58| 99,58)| 99,60|99,58( 99,69(99,53| 99,64|99,70| 99,63[99,66| 99,60|99,56| 99,61(99,61|99,60|99,59|99,64|99,61|99,59| 99,64|99,59| 99,57| 99,51 99,75/ 99.99| 99,66|99,66(99,68| 99,68| 99,65| 99,66 99,64

30| 99,79|99,66| 99,70(99,74|99,63| 99,66| 99,66| 99,68 99,66|99,77|99,61]|99,72|99,78| 99,71|99,74| 99,70| 99,66| 99,69(99,69| 99,68| 99,65|99,72(99,69|99,67|99,72| 99,67 99,65[99,59| 99,75 99,76|99,74|99,74|99,74/99,74|99,71|99,72| 99,72

31[99,72(99,59| 99.63|99,67| 99,56 99,59| 99.59| 99,61|99.59| 99,70(99.54| 99,65/ 99,71| 99.64| 99,67| 99.61|99,57| 99.62|99,62|99,61|99,58|99,65|99,62|99,60| 99.65|99,60| 99.58|99,62| 99,99| 99,76 99,67|99,67|99,69) 99,69|99.66| 99,67 [ 99.65

32[99,82|99,69| 99,73|99,77| 99,66| 99,69| 99,69|99,71|99.69| 99,79/ 99.64| 99,75/ 99,81| 99,74| 99,77| 99.71| 99,67 |99.74|99,74|99.71|99,68|99,75| 99,72|99,70| 99,75| 99,70| 99.68| 99,62| 99,66| 99,74 | 99,67 100]99,77|99,77|99,74|99,75| 99,75

33[99,82(99,69| 99,73|99,77| 99,66| 99,69| 99,69|99,71|99.69|99,79|99.64| 99,75|99,81| 99,74|99,77| 99.71| 99,67 |99.74|99,74|99,71| 99,68 |99,75| 99,72|99,70| 99,75| 99,70| 99.68| 99,62| 99,66|99,74| 99,67| 100 99,77|99,77|99,74)99,75[ 99,75

34| 99,82)|99,69|99,73(99,77|99,66|99,71|99,69/99,71|99,69|99,79|99,64| 99,75/ 99,81/ 99,74 99,77 99,71|99,67|99,72( 99,72 99,71)| 99,68|99,75(99,72|99,70]| 99,75| 99,70/ 99,68(99,62| 99,68)| 99,74 | 99,69(99,77| 99,77 100(99,97]99,98| 99,75

35| 99,82)99,69|99,73(99,77|99,66|99,71/99,69/99,71|99,69|99,79|99,64| 99,75/ 99,81/ 99,74|99,77|99,71|99,67|99,72(99,72|99,71|99,68|99,75(99,72|99,70|99,75| 99,70/ 99,68(99,62| 99,68|99,74| 99,69|99,77|99,77| 100 99,97]99,98| 99,75

36 99,79(99,66| 99,70/99,74| 99,63| 99,68| 99,66| 99,68|99.66|99,76/99,61| 99,72|99,78| 99,71|99,74| 99,68| 99,64| 99,69|99,69|99,68|99,65|99,72|99,69) 99,67|99,72| 99,67 | 99,65|99,59| 99,65|99,71) 99,66( 99,74 99,74(99,97| 99.97 99,95 99,72

37[99,80(99,67|99,71|99,75| 99,64 | 99,69| 99.67)| 99,69|99.67|99,77|99.62| 99,73|99,79| 99,72| 99,75| 99.69| 99,65|99.70|99,70|99,69| 99,66|99,73| 99,70/ 99,68| 99,73| 99,68| 99,66| 99,60| 99,66|99,72) 99,67|99,75) 99,75 99,98| 99,96 99,95 99,73

38[99,80(99,67|99,71/99,75| 99,64 | 99,67|99,67)| 99,69|99.67|99,77(99.,62| 99,73/ 99,79| 99,72| 99,75| 99,71/ 99,67|99.70/ 99,70| 99,69| 99,66/ 99,73| 99,70/ 99,68| 99,73 99,68| 99,66]| 99,60 99,64|99,72| 99,65| 99,75/ 99,75| 99,75/ 99,75( 99,72 99,73

As cores variam do verde, amarelo e vermelho, sendo que o verde representa uma maior similaridade e o vermelho uma menor similaridade. A porcentagem de similaridade de nucleotideos foi

determinada através do programa BioEdit 7.2 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).
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Tabela 4.5: Matriz de diferenca de nucleotideos baseada

dos grupos monofiléticos do ZIKV do Brasil.

Sequéncias daregido
codificante completa

America/BrazillG1/2015/KUT29217 2

na regiao

codificante completa (C>NS5)

Armerica/Brazil/G 1/FPB/2015/KX280026.1

Armerica/Brazil/G3/FPE2Z015/KY 558998 1
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o
=

2 |America/Brazil/G6/RJ/2016/KY014320.2
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As cores variam do verde, amarelo e vermelho, sendo que o verde representa uma maior diferenca de

nucleotideos e o

vermelho uma menor diferenca de nucleotideos. A diferenca de nucleotideos foi determinada através do programa BioEdit 7.2

(http://mww.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).
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Tabela 5.5:

Sequéncias

Matriz de similaridade de aminoacidos baseada na regido codificante completa (C>NS5) dos grupos monofiléticos do ZIKV do Brasil.
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99,77
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99,94

99,94
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38/ 99,96
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99,82
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99 68
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99,77
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As cores variam do verde, amarelo e vermelho, sendo que o verde representa uma maior similaridade e o vermelho uma menor similaridade. A porcentagem de similaridade de nucleotideos foi

determinada através do programa BioEdit 7.2 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).

77




Tabela 6.5: Matriz de diferenca de aminoacidos baseada na regido codificante completa (C->NS5)

dos grupos monofiléticos do ZIKV do Brasil.
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6113|9|6(9(9|13|10|8(9|7|5|5(11|7|11|13| 7|8 |6|5|5|6|7|5|8|10/10/8 |8 |8|8|8 [0

7 (14|10]| 7 |10(10| 14| 11| 9

8 125(11| 8 |11|11f15|12|10(11(9 | 7|7 |13|9|13|15/9|10|8 |7 7|8 |9 |7|10|12(12|10{10(/10|10|10|2 2|3

4111( 7|47 |7(11]8]|6[7 5|3

America/BrazillG1/2015/KUT29217.2

America/BrazillG1/CE/2016/KX811222.1

America/Brazil/G1/PB/2015/KX280026.1
America/BrazillG1/RJ/2016/KUS26310.2
America/BrazillG1/RN/2015/KU527068.1
America/BrazillG2/SP/2016/KY550005.1
America/Brazil/G2/SP/2016/KY559007.1

America/BrazillG3/2015/KU497555.1

America/Brazil/ G3/PE/2015/KY558999.1

America/Brazill G3/RJ/2016/KY785455.1
America/Brazill GI/RJ/LABFLA_5420/16

America/Brazill G3/RJ/LABFLAT37/15

America/Brazil/G3/SP/2016/KY559015.1
ltaly_OR_Brazil/G3/2016/KU991811.1

America/Brazill G4/BA/2015/KU940228.1
America/Brazill G4/BA/2015/KX520666.1

America/BrazillG5a/RJ/2016/KU926309.2 | 3
America/BrazillG5a/RJ/I2016/KY272991.1
America/Brazil/Ghc/2015/KU365777 1
America/Brazil/G5c/2015/KU365778.1
America/Brazil/G5c/2015/KU365779.1
America/Brazil/G5c/2015/KU365780.1

America/Brazil/G5c/AM/2016/KY631492.1
America/BrazillG5c/BA/2015/KUT07826.1

America/BrazillG5c/RJ2016/KY0142972 | 4 (11| 7 |4 | 7| 7 [11|8 |6 |7 |5 |3

America/BrazillG5c/RJI2016/KY785450.1

America/BrazillG6/RJ/2016/KY014296.2
America/BrazillGB/RJ/2016/KY014317.2
America/Brazill GB/RJ/2016/KY014320.2
America/Brazil/G7/2015/KX197205.1

America/BrazillGoc/RJLABFLA 191117 | 6[13(9|6|9|9|13|10(8|9|7|5|5|11|7|11|13|7|8|6|5|5|6|3 |58
America/Brazil/G7/2016/KX830930.1

America/Brazil/G8/2015/GB/IKR872956.1

America/Brazil/GB/BA/2015/KU321638.1

America/Brazil/ GB/PE2015/KX197192.1

America/Brazill G8/PE/2015/MF352141.1

America/BrazillSGD/2015/KU728218.1

As cores variam do verde, amarelo e vermelho, sendo que o verde representa uma maior diferenca de nucleotideos e o

vermelho uma menor diferenca de nucleotideos. A diferenca de nucleotideos foi determinada através do programa BioEdit 7.2

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).
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5.2.5- Similaridade das sequencias das Américas (ORF)

Foram analisadas as substituicbes pontuais de nucleotideos em toda a ORF
utiizando a amostra de referéncia da Polinésia Francesa (French_Polynesia/
2013/KX447510.1). Houve sete substituicbes pontuais que ocorreram em todas as
amostras das Ameéricas quando comparadas com a amostra de referéncia. Sao elas:
posicdo 12 da poliproteina (Capsideo) (substituicdo de T - A), posicao 174 da
poliproteina (Capsideo) (substituicdo de T -> A), posicdo 3969 da poliproteina
(NS2A) (substituicio de T -> C) com excecdo da amostra (Nicaragua/2016/
MF434522.1) que manteve o nucleotideo da amostra de referéncia, posicdo 6021 da
poliproteina (NS3) (substituicdo de T > C), posicdo 7410 da poliproteina (NS4B)
(substituicdo de T - C), posicdo 7900 da poliproteina (NS5) (substituicdo de A >
G), responsavel pela substituicdo do aminoacido Metionina para Valina, posicéo
9327 da poliproteina (NS5) (substituicdo de G > A) com excec¢do das as amostras
(Haiti/2014/KU509998.3), (USA_imported/2016/KX051563.1) e (China_imported/
2016/KU744693.1) que mantiveram o nucleotideo da amostra de referéncia.

Foram analisadas as substituicdes que causaram a mudanca do aminoé&cido
(tabela 7.5). A regido da poliproteina da amostra (French_Polynesia/
2013/KX447510.1) foi utilizada como referéncia. No aminoacido 80 da poliproteina,
regido do Capsideo, houve uma substituicdo do aminoéacido | (Isoleucina) para T
(Treonina), presente em algumas sequéncias do grupo monofilético G3 (trés
amostras da Colébmbia - 2015) e grupo monofilético G5c¢ (duas amostras da
Colémbia - 2015, duas amostras dos Estados Unidos da América (EUA) - 2016 e
todas de Porto Rico - 2015 e 2016). No aminoacido 107 da poliproteina, regido do
Capsideo, houve uma substituicdo do aminoacido D (Aspartato) para E (Acido
glutamico) presente em quase todas as sequéncias do grupo monofilético G3 (trés
amostras do Brasil - 2015 e 2016, todas as amostras da Colémbia deste grupo -
2015 e 2016, todas do Panama - 2015 e 2016, todas do Peru (duas) - 2016, as duas
do México deste grupo - 2016, uma da Republica Dominicana - 2016, Martinica -
2015 e um caso importado para EUA - 2016), e em uma do grupo monofilético G5c¢
(um caso importado para china - 2016). No aminoacido 313 da poliproteina, regiao
do Envelope, houve uma substituicdo do aminoacido V (Valina) para | (Isoleucina),
presente somente e em todas as sequéncias do grupo monofilético G8 do Brasil

(quatro amostras - 2015). No aminoacido 894 da poliproteina, regido da NS1, houve
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uma substituicdo do aminoécido G (Glicina) para A (Alanina), presente somente e
em todas as sequéncias do grupo monofilético G5B (Todas as amostras da
Guatemala (trés - 2015 e 2016), todas de Nicaragua (16 - 2016), todas de Honduras
(13 - 2015 e 2016), 12 amostras do México (todas do grupo — 2015 e 2016), trés dos
EUA - 2016 e casos importados para EUA, Russia e China — 2016 e 2017). No
aminoacido 916 da poliproteina, regido da NS1, houve uma substituicdo do
aminoacido Y (Tirosina) para H (Histidina), presente somente e em todas as
sequéncias do grupo monofilético G8 (quatro amostras do Brasil e duas amostras do
Haiti — 2014 e 2016). No aminoacido 1118 da poliproteina, regido da NS1, houve
uma substituicdo do aminoacido R (Arginina) para W (Triptofano), presente em
quase todas as sequéncias do grupo monofilético G3 (todas as amostras da
Colémbia deste grupo, todas do Panam4, as duas do México deste grupo, uma do
Peru, Republica Dominicana - 2016, Martinica - 2015, Venezuela -2016 e um caso
importado para EUA - 2016). No aminoacido 1143 da poliproteina, regido da NS1,
houve uma substituicdo do aminoacido M (Metionina) para V (Valina), presente em
todas as sequéncias do grupo monofilético G1. Uma sequéncia brasileira do grupo
monofilético G3 teve a substituicio do aminoacido diferente das demais, sendo ela
de M (Metionina) para T (Treonina). No aminoacido 1285 da poliproteina, regido da
NS2A, houve uma substituicdo do aminoacido | (Isoleucina) para V (Valina),
presente em algumas sequéncias do grupo monofilético G5C (uma da Republica
Dominicana - 2016 e casos importados para China - 2016). No aminoacido 1394 da
poliproteina, regido NS2B, houve uma substituicdo de A (Alanina) para T (Treonina),
presente somente e em todas as sequéncias do grupo monofilético G2 (duas
amostras do Brasil — 2016). No aminoacido 1542 da poliproteina, regido da NS3,
houve uma substituicdo do aminoacido V (Valina) para | (Isoleucina), presente em
algumas sequéncias do grupo monofilético G5B (todas do México deste grupo com
excecdo de uma - 2015 e 2016, uma dos EUA - 2016 e um caso importado para
Russia - 2017). No aminoacido 1622 da poliproteina, regido NS3, houve uma
substituicdo de D (Aspartato) para G (Glicina), presente somente em sequéncias do
grupo monofilético G4 (duas amostras do Brasil — 2016). No aminoacido 1857 da
poliproteina, regido da NS3, houve uma substituicdo do aminoacido H (Histidina)
para Y (Tirosina), presente em todas as sequéncias do grupo monofilético G8

(quatro amostras do Brasil e duas amostras do Haiti — 2014 e 2016) e em duas do
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grupo monofilético G5B (casos importados para China — 2016). No aminoacido 2039
da poliproteina, regido da NS3, houve uma substituicdo do aminoacido K (Lisina)
para R (Arginina), presente somente em sequéncias do Brasil, todas do grupo
monofilético G5a (duas — 2016) e todas do grupo monofilético G7 (duas — 2015 e
2016). No aminoacido 2074 da poliproteina, regido da NS3, houve uma substituicao
do aminoacido M (Metionina) para L (Leucina), presente somente e em todas as
sequéncias do grupo monofilético G5B. No aminoacido 2123 da poliproteina, regido
NS4A, houve uma substituicio de F (Fenilalanina) para L (Leucina), presente
somente e em todas as sequéncias do grupo monofilético G4 (duas amostras do
Brasil — 2016 e duas amostras importadas para Italia - 2016). No aminoacido 2295
da poliproteina, regido da NS4B, houve uma substituicdo do aminoéacido |
(Isoleucina) para M (Metionina), presente em todas as sequéncias do grupo
monofilético G8 e em uma de Honduras do grupo monofilético G5B. No aminoacido
2445, regido da poliproteina NS4B, houve uma substituicio do aminoécido |
(Isoleucina) para M (Metionina), presente em quase todas as sequéncias do grupo
monofilético G8 (quatro amostras do Brasil e uma amostra do Haiti — 2014) e em
algumas do grupo monofilético G5B (trés amostras de Nicaragua - 2016) No
aminoécido 2611 da poliproteina, regido da NS5, houve uma substituicdo do
aminoacido A (Alanina) para V (Valina), presente em algumas sequéncias do grupo
monofilético G5c¢ (as duas da Colébmbia deste grupo, todas de Porto Rico com
excecdo de uma e duas dos EUA). Duas amostras de Nicaragua do grupo
monofilético G5B tiveram a substituicdo do aminoéacido diferente das demais, sendo
ela de A (Alanina) para T (Treonina). No aminoacido 2634 da poliproteina, regido da
NS5, houve uma substituicdo do aminoacido M (Metionina) para V (Valina) em todas
as sequéncias de todos os grupos monofiléticos das Américas. No aminoacido 3074
da poliproteina, regido da NS5, houve uma substituicdo do aminoacido | (Isoleucina)
para V (Valina), presente somente e em todas as sequéncias do grupo monofilético

G6 do Brasil (trés amostras).
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Tabela 7.5: Diferenca de aminoacidos das amostras das Américas.

Regido da poliproteina (63 E NS1 NS2A|NS2B NS3 NS4A| NS4B NS5
Posigéo 80 | 107 | 313 | 894 | 916 (1118|1143| 1285 | 1394 [1542|1622|1857(2039(2074| 2123 |2295|2445(2611|2634|3074|
1 | G1 |Brazil/G1/2015/KU729217.2 * * * * * * \ * * * * * * * * * * * V *
2 | G1 |Brazil/G1/CE/2016/KX811222.1 * * * * * * \ * * * * * * * * * * * V *
3 | G1 |Brazil/G1/PB/2015/KX280026.1 * * * * * * \Y * * * * * * * * * * * V *
4 | G1 |Brazil/G1/RJ/2016/KU926310.2 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
5 | G1 |Brazil/G1/RN/2015/KU527068.1 | * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
6 | G1 |Cuba/2017MF438286.1 * * * * * * \ * * * * * * * * * * * V *
7 | G1 |D_Republic/2016/KU853012.1 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
8 | G1 |D_Republic/2016/KU853013.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
9 [ G1 |D_Republic/2016/KY014300.2 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
10| G1 |D_Republic/2016/KY014302.3 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
11| G1 |D_Republic/2016/KY014304.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
12| G1 |D_Republic/2016/KY014305.2 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
13| G1 |D_Republic/2016/KY014314.2 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
14| G1 |D_Republic/2016/KY014318.3 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
15| G1 |D_Republic/2016/KY014321.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
16 | G1 |D_Republic/2016/KY785415.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
17| G1 |D_Republic/2016/KY785420.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
18| G1 |D_Republic/2016/KY785441.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
19| G1 |D_Republic/2016/KY785475.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
20 | G1 |D_Republic/2016/KY785476.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
21 | G1 |Ecuador/2016/KX879603.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
22 | G1 |Ecuador/2016/KX879604.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
23 | G1 |Ecuador/2016/MF794971.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
24 | G1 |Haiti/2014/KY415986.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
25 | G1 |Haiti/2014/KY415987.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
26 | G1 |Haiti/2014/KY415989.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
27 | G1 |Haiti/2014/KY415990.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
28 | G1 |Haiti/2014/KY415991.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
29 | G1 |Haiti/2014KY415988.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
30 | G1 |Haiti/2016/MF384325.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
31| G1 |Miami/2016/KX922705.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
32| G1 |USA/2016/KX832731.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
33 | G1 |USA/2016/KX838904.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
34 | G1 |USA/2016/KX838905.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
35| G1 |USA/2016/KX838906.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
36 | G1 |USA/2016/KX842449.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
37 | G1 |USA/2016/KX922703.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
38 | G1 |USA/2016/KX922704.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
39 | G1 |USA/2016/KX922706.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
40| G1 [USA/2016/KX922707.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
41| G1 [USA/2016/KX922708.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
42| G1 [USA/2016/KY014299.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
43| G1 [USA/2016/KY014316.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
44| G1 [USA/2016/KY014322.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
45| G1 [USA/2016/KY014323.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
46 | G1 [USA/2016/KY014324.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
47| G1 [USA/2016/KY014325.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
48 | G1 [USA/2016/KY075935.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
49 | G1 [USA/2016/KY075936.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
50 | G1 |USA/2016/KY075937.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
51| G1 |USA/2016/KY075938.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * V *
52 | G1 |USA/2016/KY075939.2 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
53 | G1 |USA/2016/KY325464.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
54 | G1 |USA/2016/KY325468.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
55 | G1 |USA/2016/KY325469.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
56 | G1 |USA/2016/KY325472.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
57 | G1 |USA/2016/KY325473.1 * * * * * * \Y * * * * * * * * * * * \ *
58 | G1 |USA/2016/KY785422.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
59 | G1 |USA imp/2016/KY014295.2 * * * * * * \Y * * * * * * * * * * * \ *
60 | G1 |ltaly/Haiti/2016/KX269878.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
61 | G1 |Japan/2016/LC190723.1 * * * * * * \Y * * * * * * * * * * * \ *
62 | G1 |United Imp/2016/KX673530.1 * * * * * * Vv * * * * * * * * * * * \ *
63 | G2 |Brazil/G2/SP/2016/KY559005.1 [ * g . 9 - @ J o T @ g o 9 - 9 & D J \Y 9
64 | G2 |Brazil/G2/SP/2016/KY559007.1 | * 9 S * * * * * T * * * * * * * * * \Y 9
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Tabela 7.5 (continuacéo): Diferenca de aminoacidos das amostras das Américas.

Regido da poliproteina © E NS1 NS2A[NS2B NS3 NS4A[ NS4B NS5
Posicéo 80 | 107 | 313 | 894 | 916 (1118|1143| 1285 | 1394 [1542|1622|1857(2039|2074| 2123 |2295(2445|2611|2634 (3074
65| G3 [Brazil/G3/2015/KU497555.1 * * * * * * * * * * * * * * * * * * V *
66 | G3 |Brazil/G3/PE/2015/KY558999.1 | * E * * * * T * * * * * * * * * * * V *
67 | G3 |Brazil/G3/RJ/2016/KY785455.1 * E * * * * * * * * * * * * * * * * \ *
68 | G3 |Brazil/G3/RJ/LABFLA 5420/16 * * * * * * * * * * * * * * * * * * \ *
69 | G3 [Brazil/G3/RJ/LABFLA737/15 * & @ & @ & * * * * * * * * * * * * vV *
70| G3 |Brazil/G3/SP/2016/KY559015.1 | * E * * * * * * * * * * * * * * * * \ *
71| G3 [Italy/Brazil/G3/2016/KU991811.1) * * * * * * * * * * * * * * * * * * V *
72| G3 [Colombia/2015/KU820897.5 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
73| G3 [Colombia/2015/KX087102.2 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
74 | G3 [Colombia/2015/KX548902.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
75 | G3 [Colombia/2015/KY989971.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
76 | G3 [Colombia/2015/MF574552.1 * E * * * W * i @ 3 @ @ * * * * * * vV *
77| G3 [Colombia/2015/MF574553.1 * E * i 2 W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
78| G3 [Colombia/2015/MF574554.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
79 | G3 [Colombia/2015/MF574555.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
80 | G3 [Colombia/2015/MF574556.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
81 | G3 |Colombia/2015/MF574557.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
82 | G3 [Colombia/2015/MF574558.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
83 | G3 [Colombia/2015/MF574559.1 * E * i @ W @ & * * * * * * * * * * Vv *
84 | G3 [Colombia/2015/MF574560.1 * E * g 2 W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
85| G3 [Colombia/2015/MF574561.1 * E * * * W * * o i @ @ * * * * * * \V4 *
86 | G3 [Colombia/2015/MF574562.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
87| G3 [Colombia/2015/MF574563.1 T E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
88 | G3 |Colombia/2015/MF574564.1 T E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
89 | G3 |Colombia/2015/MF574565.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
90 | G3 [Colombia/2015/MF574566.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
91| G3 [Colombia/2015/MF574567.1 * E * i 2 W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
92 | G3 [Colombia/2015/MF574568.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
93 | G3 [Colombia/2015/MF574569.1 T E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
94 | G3 [Colombia/2015/MF574570.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
95 | G3 |Colombia/2015/MF574571.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
96 | G3 [Colombia/2015/MF574572.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
97 | G3 |[Colombia/2015/MF574573.1 * E * i @ W @ & * * * * * * * * * * vV *
98 | G3 [Colombia/2015/MF574574.1 * E * g 2 W @ i * * * * * * * * * * vV *
99 | G3 [Colombia/2015/MF574575.1 * E * * o W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
100| G3 |Colombia/2015/MF574576.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
101| G3 |Colombia/2015/MF574577.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
102| G3 |Colombia/2016/KX247646.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
103| G3 |Colombia/2016/KY317936.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
104| G3 |Colombia/2016/KY317937.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
105| G3 |Colombia/2016/KY317938.1 * E * g 2 W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
106| G3 |Colombia/2016/KY317939.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
107| G3 |Colombia/2016/KY317940.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
108| G3 |Colombia/2016/KY785466.1 * E * * * W * * * * * * hd * * b * b V *
109| G3 |Colombia/2016/KY785469.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
110| G3 |Colombia/2016/MF574580.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
111] G3 |Colombia/2016/MF574581.1 * E * & @ W @ @ * * * * * * * * * * vV *
112| G3 |Colombia/2016/MF574582.1 * E * i 2 W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
113| G3 |Colombia/2016/MF574583.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * B Vi *
114| G3 |Colombia/2016/MF574584.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
115| G3 |Colombia/2016/MF574585.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
116| G3 |Colombia/2016/MF574586.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
117| G3 [Colombia/2016/MF574587.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
118| G3 |Colombia/2016/MF574588.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
119| G3 |D_Republic/2016/KY014303.2 * E * * * W * g & 3 @ @ * * * * * * \V4 *
120| G3 |Martinique/2015/KU647676.1 * E * * * W * * * i d @ @ * * * * * \V4 *
121| G3 |Mexico/2016/KU922923.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
122| G3 |Mexico/2016/KU922960.1 * E * * * W * * * * * * hd * hd b * b V hd
123| G3 |Panama/2015/KX156774.2 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
124| G3 |Panama/2015/KX156775.2 * E * * * W * * * * * * * * * * * * V *
125| G3 |Panama/2015/KX156776.2 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
126| G3 |Panama/2016/KX198135.2 * E * i 2 W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
127| G3 |Peru/2016/KY693678.1 * E * * o W @ @ * * * * * * * * * * Vv *
128| G3 |Peru/2016/KY693679.1 * E * * * * * * * * * * * * * * * * \ *
129| G3 |Venezuela/2016/KX702400.1 i E s & * [ W * * * * * * * * * * * * Vv *
130| G3 |USA/2016/KY785468.1 * * * * * * V * * * * * * * * * * * V *
131| G3 |USA_imported/2016/KY075932.1 * E * * * W * * * * * * * * * * * * \ *
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Tabela 7.5 (continuacéo): Diferenca de aminoacidos das amostras das Américas.
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132( G4 |Brazil/G4/BA/2015/KU940228.1
133| G4 |BrazillG4/BA/2015/KX520666.1

134( G4 |italy/2016/KY003153.1
135[ G4 |/Italy/2016/KY003154.1




Tabela 7.5 (continuacéo): Diferenca de aminoacidos das amostras das Américas.

Regido da poliproteina © E NS1 NS2A(NS2B NS3 NS4A[ NS4B NS5
Posicéo 80 | 107 | 313 | 894 | 916 [1118(1143| 1285 | 1304 [1542|1622(1857|2039|2074| 2123 |2295|2445|2611 |2634|3074

189|G5C|Brazil/G5c/2015/KU365777.1 | * | * |+ | * | * S I I N I I I I N N A
190|G5c|Brazil/G5c/2015/KU365778.1 | * | * |+ | * | * L I B N N N N N R N
191|G5C|Brazil/G5c/2015/KU365779.0 | * | * | * | * | * sl e e Lo fLe e el = [l |l = | = |
192)G5C|Brazil/G5c/2016/KU365780.1 | * | * | * | * | « L I I I I O O I I N N A
193|G5C|Brazil/G5c/AM/2016/KY631492. * | * | * | * | = sl el e s el e x| s [ x x| x v
194|G5C|Brazil/G5c/BA/2015/KU707826.1 * | * | * | * | * 0 ) [ I VA
195|G5C|Brazil/G5c/RY2016/KY014297.2] * | * | * | + | * sl x| e e e e ] e [ x ] ey
196|G5c|Brazil/G5c/RY2016/KY785450.4| * | * | * | * | * I N N N N R N
197 G5C|Brazil/G5C/RYLABFLA 1911/17| * | * | * | = | * L I R A B I I I N N N A
198| G5C|Colombia/2015/MF574578.1 L I N L I I I N N N RN R R A
199|G5c| colombia/2015/MF574579.1 <0 [ [ A0 | R [ [ | P R R v | v B
200|G5C|D_Republic/2016/KX766028.1 | * | * | * | * | * 0 IRV ) A ) [ ) I I VA
20| G5C|French_Guiana/2015/KU758877.] * | * | * | * | = L I I I I I I I I I N N A
202|G5C|Puerto_Rico/2015/KU501216.1 | T | * | * | * | = s | x| x| e x ][] o] ][] vV
203|G5C|Puerto_Rico/2015/kX087101.3 | T | * | * | = | * o I N N N N RN | v [
204)G5C|Puerto_Rico/2015/KX377337.4 | T | * | * | * | * L I I I I N N R N R A A
205|G5c|Puerto_Rico/2015/KX601168.1 | T | * | * | * | = sl s s el r x| vV
206|G5C|Puerto_Rico/2016/KY785464.1 | T | * | * | * | = S I 2 [ I I I I A
207| G5C| Suriname/2015/KU312312.1 S I O I L I I I I I R I I N N A
208 G5¢| Suriname/2016/KU937936.1 o I I I s e x| e e [ e ] x| [ ] e ]y | o
209| G5C|Suriname/2016/KY348640.1 o I I sl e e fle Ll el = [le] = = NV
210|G5C|Venezuela/2016/KY693680.1 | * | * | * | * | « L I I I I O I I N N A
211|G5C|USA/2016/KY075933.1 | T T 0 ) [ R I VA VA
212|G5C|USA/2016/KY075934.1 ) A I S I N N I N N N N A A
213 G5C|China/2016/KU740184.2 S I O I VA I I I I R I N N N N A
214|G5c|China/2016/KU820898.1 o I I [ N R N ([
215|G5¢|Chinal2016/KU955590.1 o I I v IE N N N N ([
216| G5C|China/2016/MF167360.1 L I I I L VA I I I O I I I I N N A
217|G5C|China_imported/2016/KX056898. v v | =

v

v

v

B ]

223| g |Brazil/G8/2015/G8/KR872956.1 | * | * | 1 | * | H NN NN N A
224| g |Brazil/G8/BA/2015/KU321639.1 | * | * | 1 | * | H NN NN A
225| &g |BrazillG8/PE/2015/KX197192.1 | * [ * | 1 [ * | H sl s 2 sl x v 2l x ] x MM x[Vv]
226| &g |Brazil/G8/PE/2015/MF352141.1 | * [ * | 1 [ * | H sl x|l sl x sy =l x|l x| (mimf[*][v]=
227| &8 |Haiti/2014/KU509998.3 L B B B IS x| s [ x s sy 2l x ] x MM x[Vv]*
228| Gg |USA_OR_Haiti/2016/Kx051563.1 * | * | * | * | H RN AN N N A
229|S| D|Brazil/SLD/2015/KU729218.1 | * | * | * | * | * R R A
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Todas as sequéncias utilizadas na analise filogenética possuiam 10.272 bases
nucleotidicas (ORF). A figura 3.6a demonstra a diversidade das amostras das
Américas. As cores da figura variam do verde, amarelo e vermelho, sendo que a cor
verde representa uma maior diversidade, enquanto a cor vermelha representa uma
maior similaridade. As sequéncias das Ameéricas estdo distribuidas por oito grupos
monofiléticos e a variagdo maxima e minima da diversidade vai de 0 a 89 diferencas
de nucleotideos. Cada pais na figura 3.6a € representado por uma cor. As cores e
faixa de diferenca de nucleotideos de cada pais estdo descritas a seguir: Brasil —
verde escuro (0 a 50 diferencas, média (X) - 32,47 e intervalo de confianca de 95%
(IC) - 32,04-32,09), Colémbia — cinza (0 a 51 diferencgas, X - 13,57 e IC - 13,08-
14,06), Cuba — vermelho, Republica Dominicana — Amarelo (3 a 71 diferencas, X -
28,42 e IC - 26,48-30,42), Equador — azul claro (2 a 4 diferencas, X - 3,33 e IC -
2,51-4,15), Guatemala — marrom (1 a 24 diferencas, X - 16 e IC - 6,71-25,29), Haiti —
rosa (0 a 32 diferencas, X - 9,07 e IC - 5,73-12,41), Honduras — roxo claro (4 a 36
diferencas, X - 22,79 e IC - 21,66-23,9), Martinica — amarelo escuro, México — verde
claro (1 a 53 diferencas, X - 24,70 e IC - 22,62-26,78), Nicaragua — verde agua (0 a
39 diferencas, X - 23,28 e IC - 21,99-24,55), Panama — marrom claro (3 a 14
diferencas, X - 8,5 e IC - 5,81-11,19), Peru — rosa “salméo”, Porto Rico — roxo escuro
(0 a 9 diferencas, X - 4,20 e IC - 2,52-5,88), Suriname — cinza escuro (25 a 33
diferencas, X - 28,67 e IC - 25,78-31,54), EUA — azul (0 a 65 diferencas, X - 30,83 e
IC - 29,77-31,93), Venezuela — azul escuro (2 a 57 diferencas, X - 38,67 e IC - 15,94-
61,38), respectivamente.

O Brasil apresenta a maior diversidade de sequéncias das Américas, quando
levamos em consideracdo amostras sequenciadas do mesmo pais, como
evidenciada pela figura 3.6a. Analisando as regiées em que as sequéncias do Brasil
se encontram, observa-se que estas tém um tom mais amarelado em relacdo as
regibes onde as sequéncias dos outros paises da Américas se encontram, com uma
média de diferencas de 32,47 nucleotideos. Isto também pode ser observado na
arvore filogenética das Américas, uma vez que as sequéncias do Brasil estédo
espalhadas por todos os grupos monofiléticos da Ameérica. Enquanto as sequéncias
da Colbémbia sdo mais similares e apresentam um tom mais avermelhado com uma
média de diferencas de 13,57 nucleotideos, isto é corroborado pelo fato da maioria
das sequéncias da Colémbia se distribuir apenas por um grupo monofilético, o grupo
monofilético G3. (Figura 3.6a, figura 3.5b e 3.5d).
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A divergéncia das sequéncias brasileiras entre si é parecida com a divergéncia
das sequéncias brasileiras quando comparadas com outras sequéncias das
Américas (figura 3.6).

As sequéncias do Haiti e EUA sdo pouco divergentes, ambas do grupo
monofilético G1. Do mesmo modo as sequéncias da Coldmbia e Venezuela, sdo
pouco divergentes, ambas do grupo monofilético G3. (Figura 3.6a, figura 3.5b e
3.5d).

A diversidade das amostras das Américas foi subdividida por figuras auxiliares
de cada proteina, descritas a seguir por ordem decrescente com a maior divergéncia
de nucleotideos observada entre as amostras. NS5 (23), NS3 (17), Envelope (16),
NS1 (15), NS2A (12), NS4A (9), Membrana (8), NS4B (8), Propeptideo (5), Capsideo
(4), NS2B (4) e 2K (3).
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Figura 3.6a: Diversidade de sequéncias das Américas.
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Figura 3.6b: Diversidade de regides das sequéncias das Américas.
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Figura 3.6b (continuacdo): Diversidade de regifes das sequéncias das Américas.
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Foram levantadas publica¢cdes relacionadas as substituicbes que o ZIKV sofreu
ao longo do tempo, disponiveis no PubMed (NCBI) em oito de novembro de 2017.
Foram utilizadas como palavras-chave: Flavivirus, Zika, Zika no Brasil, Zika nas
Ameéricas, Espalhamento do Zika, Filogenia do Zika e Evolucédo do Zika. Os artigos
selecionados apresentam um conteludo mais dissertativo compativel ao trabalho. As
substituicOes citadas foram comparadas com as amostras brasileiras (tabela 8.5).

Faria et al. 2016 citaram as substituicdes V123A, S139N, A982V, N1902H,
Y2086H, M2634V e M3392V, comparando com as referéncias EU545988
(Micronésia, 2007), HQ23499 (Malasia, 1966) e JN860885 (Camboja, 2010).
Giovanetti et al. 2016b citaram as substituicbes F575S e V603I, comparando com a
referéncia MR766 NC_012532.1. Liu et al. 2017 citaram as substituicdoes V759M e
A982V, comparando com a referéncia FSS13025 (Camboja, 2010). Yuan L et al.
2017 citaram a substituicdo S139N, comparando com a referéncia Camboja 2010..
Diaz-Quifilonez et al. 2016 citaram as substituicbes M2634V, V1226T, T3353A,
comparando com uma referéncia da Africa. Lin Liu et al. 2017 citaram as
substituicbes S109N, K709R, R1118Q, K3190R e N3144S, comparando com a
referéncia Polinésia Francesa/2013 (KJ776791.1).

Wang et al. 2016 citaram as substituicbes S139N, S550T, K940E, A982V,
T1027A, K2039R, M2295I, M23671, T25091, S2659P, P3162S, comparando com a
referéncia Malasia 1966. Kochakarn et al. 2016 citaram as substituicdes G894A,
T1027A, M1143V, Y916H, R1118W, S550T, V313l, V346l, S139N, MI166T,
comparando com uma referéncia da América do Sul.

Zhu et al. 2016 citaram as substituicdes V153M, D683E, V763M, T7M, A1289V,
M1974L, L2318F, V2453I, L2455S, A2787V, N2896S, K3050R, P3162S, S3223D,
D3387N, comparando com a referéncia Malasia 166. Mlakar el al., 2016 citaram as
substituicbes K940E, T1027A, M1143V, T2509l, M2634V, comparando com a
referéncia H / PF / 2013 (KJ776791).
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Tabela 8.5: Andlise das substituigbes citadas em artigos referenciados.

. Giovanetti et Diaz-Quifionez et
Fanaetal, 2016 2, 206 al. 2016 LinLiuetal, 2017
EU545988 (Micronésia, 2007)HQ23499 (Malasia,  MRT66 iica Polinésia Francesa/2013

1966)NG60885 (Camboja, 2010)  |NG_012532.1 (KJT76791.1)

Prid NS NS3 NS5 E NSH |NS2A| NS& | C | E | NS NS5

123 | 139 | 982 | 1902 | 2086 | 2634 | 3392 | 575 | 603 2634 | 1226 | 3353 | 109 | 709 | 1118 3190 | 3144

VoAS SNA VN SHY SHM V=8Vl VT T Al >NK—>RR—>QK—>RN—5

America/Brazil/G1/2015/KUT29217.2

H v

=
=
—

K K

America/BraziliG1/CE/2016/KX8 11222.1

America/Brazil/G1/PB/2015/KX260026.1

America/Brazil G1/RJ/2016/KU926310.2

America/Brazil G1/RN/2015/K1J527068.1

America/Brazil GZ/SP/2016/KY559005.1

America/Brazil G2/SP/2016/KY553007 1

America/Brazil/G3/2015/KU497555.1

wle| ||| =] —~

America/Brazil GIPE/2015/KY556999.1

=

America/Brazil GIIRJ/2016/KY785455.1

America/Brazil GYRILABFLA 5420116

12| America/Brazil/GY/RILABFLAT3T/ G

13 | America/BrazilG3/SP/2016/KY59015.1

14| ltaly_OR_Brazil/G3/2016/KU991811.1

15 | America/BrazillGA/BA/2015/KUI40228.1

16 | America/Brazil/G4/BA2015/KX520666.1

17 |America/BrazilG5a/RJ/2016/KU926309.2

16 |America/BraziliGha/RJ/2016/KY272991.1

19 | America/Brazil/Gac/2015/KU365777 1

20 | Amenica/Brazil/Gac/2015/KU365778.1

21| America/Brazil/Ghc/2015/KU365779.1

2
3

Amenca/Brazil/G5c/2015KU365780.1

a
o3

PAmerica/Brazill GBc/AM/2016/KY631492.1

P
=2

(America/Brazil/G5c/BA/2015/KUT07626.1

P
on

America/BrazillGac/RJI2016/KY014297 2

26 {America/BrazilGAe/RJ/2016/KY 785450 1

=

27 | America/Brazil/G5c/RILABFLA 191117

=

25 | America/BrazillGBRJ/2016/KY014296.2

29 | America/BrazillGBRJ2016/KY014317.2

30 | America/Brazil/ GBRJI2016/KY(14320.2

3| AmericalBrazil/GT/2015/KX157205.1

32| AmericalBrazilGT/2016/KXB30930.1

=]

33 | America/Brazil/G8/2015/G6/KRE72956.1

34 | America/Brazil/ GB/BA2015/KU321639.1

35 | America/BraziliGB/PE/2015/KX197192.1

36 | America/Brazi/ G8/PE/2015/MF352141.1
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Tabela 8.5 (continuacgao): Analise das substituicbes citadas em artigos referenciados.

Wangetal, 2016

Malasia 1966

Pl | E NSt NS3 NS4B NS5
139 | 550 | 940 | 982 [ 1027 [ 2020 [ 2295 | 2367 [ 2509 | 2650 | 3162
S >NS—>TK_E[A—V[T_AKRIN—I|N—I| T—I[S_>PP—§

§

America/Brazil/G1/2015/KUT29217.2
America/Brazi/G1/CE/2016/KXB11222.1
America/Brazi/G1/PB/2015/KX260026.1
America/BrazilG1/RJ2016/KU926310.2
America/BrazilG1/RN/2015/KU527068.1

—

America/Brazil/G3/2015/KU437555.1
America/BrazillG3/PE/2015/KY556999.1
10 | America/Brazil GIRJ2016/KY785455.1

wle| || o =] r| =

11| AmericalBrazilGIRJLABFLA 542015
12 | America/Brazi/GHRILABFLATAT/5
13 | AmericalBraziliGIISPI2016/KY359015.1
14| haly OR BrazilG3/2016/KUSS111.1

17 |America/Brazil/G5a/RJ/2016/K1J926309.2
18 |America/Brazil/G5a/RJI2016/KY272991.1
19 | America/BrazilGac/2015/KU365777 1
20 | America/Brazil/G5e/2015/KU365778.1
21| America/Brazil/G5e/2015/KU365779.1
22 | America/Brazil/G5e/2015/KU365760.1
23 America/Brazil/G5c/AM/2016/KY631492.1
24 \America/BrazillG5c/BA/2015/KUUT07526. 1
25 | America/BrazilGEc/RI2016/KY014297 2

26 | America/BrazillGEc/RI2016/KYT85450.1
America/Brazil/Gac/RILABFLA 1911117

America/Brazil/GT/2015/KX197205.1
America/Brazil/GT/2016/KX830930.1
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Tabela 8.5 (continuacgao): Analise das substituicbes citadas em artigos referenciados.

Zhuetal 2016 WMiakar et al., 2016
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6- DISCUSSAO

As andlises de genomas virais com dados ecologicos permitem rastrear a
relagdo genética entre os virus e assim dar uma estimativa de data provavel da
introducé&o, origem e propagacgdo, seguindo um rastro de mutagdes acumuladas
pelos virus coletados em diferentes momentos e lugares.

Ha incerteza em torno do tempo de introducdo do ZIKV no Brasil, embora os
achados epidemiolégicos e genéticos estimem que o ZIKV tenha chegado ao pais
entre outubro de 2012 e agosto de 2014, mesma data que o Rio de Janeiro
hospedou grandes eventos de massa, sugerindo que a porta de entrada do ZIKV no
Brasil possa ter sido o estado (Faria et al. 2016; Ayllon et al. 2017; Faria et al. 2017;
Metsky et al. 2017; Worobey et al. 2017; Zhang et al. 2017). A demora na
confirmacéo pode ser explicada pela complexidade da sintomatologia da doenca,
que é semelhante a de outras arboviroses, como por exemplo, a dengue (Brasil et
al. 2016b). Outra possivel explicacado poderia ser a necessidade de adaptacdo do
virus ao vetor local.

A causa do surgimento repentino e a rapida disseminacdo do ZIKV ndo sao
completamente compreendidas. Varios fatores ambientais possiveis foram
propostos. De acordo com Zhu et al. 2016, primeiramente, a globalizacdo e a
urbanizacdo permitiram que o ZIKV e seus vetores se espalhassem para além dos
seus habitats geogréficos originais. Em segundo lugar, grandes eventos
desportivos, com a movimentacdo de pessoas de varios paises, como a Copa do
Mundo e a corrida de canoas do Campeonato Mundial no Brasil em 2014, podem ter
proporcionado uma introducdo do virus na América. Em terceiro, as mudancas
climaticas associadas com El Nifio na América do Sul em 2015 e o aquecimento
global possivelmente facilitaram a rapida propagacao do vetor e do ZIKV. Em quarto
lugar, o aumento da consciéncia e capacidade de diagnéstico para infeccdo pelo
ZIKV provavelmente levaram ao aumento da deteccdo da doenca previamente
negligenciada. O virus pode ter circulado silenciosamente por mais de um ano até
0S primeiros casos serem reportados no Brasil (Campos et al. 2015, Brasil et al.
2016b, Petersen et al. 2016; Passos et al. 2017).

Segundo Zhang e colaboradores (2017), os locais mais provaveis da introdugéo
do ZIKV, em ordem decrescente, sdo Rio de Janeiro (Sudeste), Brasilia (Centro-

oeste), Fortaleza (Nordeste) e Salvador (Nordeste). O Rio de Janeiro tem um maior
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fluxo de passageiros, fazendo com que a probabilidade de introdug&o seja maior. As
cidades localizadas no Nordeste do Brasil ttm menor fluxo de passageiros em
comparacado com o Rio de Janeiro, mas apresentam maior transmissdo do DENV
durante todo o ano. Brasilia, em comparacao, tem pouca sazonalidade em termos
de densidade de mosquito, embora a &rea tenha baixa transmissdo do DENV
(Zhang et al. 2017). Por outro lado, Faria e colaboradores (2017) estimam que a
introducéo do ZIKV nas Américas provavelmente deu-se pelo Nordeste do Brasil e a
partir dai se espalhou para os outros paises.

Uma possivel rota de entrada do virus pode ter sido através de viajantes que
chegaram ao pais. A partir do final de 2012 houve um aumento de viajantes vindos
de regides onde o virus circulou (52,5% até o inicio de 2014). Este aumento do
namero de viajantes de paises afetados pelo ZIKV coincide com a estimativa de
guando o virus entrou nas Américas (Faria et al. 2016)

A nédo deteccdo do ZIKV nas amostras do periodo 2012-2014 sugere que 0 Rio
de Janeiro pode ndo ter sido a porta de entrada do virus no pais reforcando a
suposicdo de Faria et al. 2017, que diz que a introducdo do ZIKV pode ter sido
através da regido Nordeste entre 2013-2014. No entanto, devemos ressaltar que
alguns fatores podem ter contribuido para ndo deteccdo do virus nas amostras
analisadas, entre os quais podemos citar a baixa e curta viremia do ZIKV, o
quantitativo de amostras analisadas, a intermiténcia do virus considerando que a
coleta de soro foi Unica por paciente e a indisponibilidade de amostras de urina que
antes de 2015 ndo era considerada no Brasil como amostra adequada para
pesquisa de arbovirus. De acordo com a literatura, h& relatos de deteccdo do ZIKV
em urina até 29 dias ap6s o inicio do quadro clinico (Calvet et al. 2018). Por ultimo,
sabe-se que a maioria das infeccdes é assintomatica. A disponibilidade de um teste
sorologico anti-ZIKV, poderia ser uma alternativa para confirmar a circulacdo do
virus no estado do Rio de Janeiro anterior ao ano de 2015. No entanto, a sorologia
como método alternativo requer um teste especifico e no momento, ainda nao esta
disponivel nenhum teste com especificidade e sensibilidade suficiente para
confirmar a infeccéo pelo ZIKV, todos apresentam alto grau de reacbes cruzadas
com outros flavivirus, principalmente DENV.

Em estudos recentes, Passos et al. 2017 identificaram o ZIKV em amostras de
abril de 2013 do estado Rio de Janeiro, de acordo com o trabalho de Metsky et al.

2017, que sugerem que o virus ja circulava neste periodo e Ayllén et al. 2017, que
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estima a introdu¢éo em outubro de 2012. Até o momento n&o ha informagdes sobre
0 genoma destas amostras, no entanto, seria importante ter sequenciado estas
amostras para uma maior confiabilidade e seria também de vital importancia para o
embasamento de estudos filogenéticos, principalmente se fosse de genoma
completo. Embora ndo tenhamos detectado o ZIKV antes de 2015, é possivel que
virus ja circulasse de forma silenciosa alguns anos antes e que os varios fatores ja
citados tenham contribuido para sua implantacdo e epidemia explosiva a partir de
2015.

A introducdo do ZIKV no Brasil e em outros paises das Ameéricas expds a
populacdo a infeccdo. A entrada de novos arbovirus em paises ja endémicos para
dengue, como o Brasil, pode desencadear uma crise aos servi¢os de saude durante
epidemias simultdneas. O impacto econbmico que estas novas arboviroses podem
causar também é um fator preocupante, isto porque embora a maioria dos pacientes
infectados com CHIKV, ZIKV e DENV apresentem recuperacdo apos a fase aguda
da doenca, o ZIKV esta associado a casos de microcefalia em recém-nascidos e o
desenvolvimento da sindrome de Guillain-Barré em alguns pacientes, causando
fraqueza muscular e paralisia. Estes fatores interferem diretamente nas atividades
ocupacionais da populagao.

Diversas substituicbes que o ZIKV que circula no Brasil possui foram
responsaveis por uma viruléncia maior do virus, e consequentemente o tornaram
mais infectante aos mosquitos, assim como aumentaram o tropismo do mesmo por
células do sistema nervoso central. No entanto, outros fatores também contribuiram
para o espalhamento do virus pelo pais. O monitoramento epidemiolégico de virus
no Brasil deixa muito a desejar, provavelmente ele n&o foi feito ou quando iniciado a
doenca ja estava disseminada. O pais certamente ndo estava preparado para uma
epidemia de tal magnitude e gravidade. O fato do mosquito Aedes aegypti, principal
vetor do ZIKV, estar amplamente distribuido por todas as regides do Brasil foi
também outro fator determinante para que o virus se espalhasse por todo o pais,
estabelecendo inUmeras rotas de transmissao.

Determinar quando o virus chegou a regides especificas ajuda a elucidar a
propagacdo do surto e acompanhar possiveis complicacbes da infeccdo pelo ZIKV
(Metsky et al. 2017).

As analises filogenéticas tém como objetivo investigar a diversidade genética, a

influéncia sobre sua circulagéo e as rela¢des existentes com outros arbovirus, assim
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podem contribuir para compreendermos melhor a histéria epidemioldgica, as rotas
de difusdo e para o planejamento de estratégias de prevencdo (Giovanetti et al.
2016a).

Andlises prévias de flavivirus relacionados sugerem que para serem
informativos o0s estudos epidemiologicos moleculares do ZIKV devem usar
sequéncias da regido de codificacdo completa ou quase completa. (Nunes et al.
2012; Pybus et al. 2012).

Nosso estudo confirmou que o ZIKV circulante no Rio de Janeiro nos anos de
2015, 2016 ¢ de origem asiatica, o que corrobora com estudos anteriores, 0s quais
demonstraram que o patdégeno que se espalhou por toda a América € intimamente
relacionado ao que circulou em vérias ilhas do Pacifico em 2013 e 2014. Estes
mesmos estudos demonstraram uma homologia de 99,7% com o virus responsavel
pelo surto ocorrido na Polinésia Francesa em 2013 (Enfissi et al. 2016).

A taxa de similaridade de nucleotideos das amostras G3/RJ/LABFLA 737/2015
e G3/RJ/LABFLA 5420/16 é de 99,86%, ambas pertencentes do mesmo grupo
monofilético G3 que varia entre 99,60% a 99,86% de similaridade entre si. Entre
elas ha somente substituicdes pontuais de nucleotideos, sem nenhuma substituicdo
de aminoacido. A amostra G5c/RJ/LABFLA 1911/17 possui uma taxa de
similaridade de 99,66% com a amostra G3/RJ/LABFLA 737/2015 e 99,60% com a
amostra G3/RJ/LABFLA_5420/16, com cinco alteragbes de aminoacidos E452D,
K827R, 12367M, F2815Y e P3351L. Somente a substituicdo F2815Y parece ter uma
maior significancia, uma vez que altera a hidrofilicidade na regiéo.

Observamos que as amostras do ano de 2015 e 2016, ambas do grupo
monofilético G3, que sdo casos autéctones do estado do Rio de Janeiro, ndo
apresentam uma diversificacdo significativa, com poucas altera¢des nucleotidicas e
nenhuma de aminoacido. Comparando com outras amostras do estado do Rio de
Janeiro depositadas no GenBank, identificamos uma meédia de similaridade de
nucleotideo de 99,6%, com quatro substituicbes de aminoacidos com a amostra
KU926310.2 do grupo G1, uma média similaridade de nucleotideo de 99,65%, com
duas substituicdes com a amostra KY785455.1 do grupo G3, média de 99,65%, com
duas substituicbes com a amostra KU926309.2 do grupo Gb5a, média de 99,65%,
com trés substituicbes com a amostra KY272991.1 do grupo G5a, média de 99,65%,
com duas substituicdes com as amostras KY785450.1 e KY014297.2 do grupo G5c

e média de 99,65%, com trés substituicbes com as amostras KY014320.2,
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KY014296.2 e KY014317.2 do grupo G6. Quando comparada a amostra
sequenciada de 2017 do Rio de Janeiro com as demais do Rio de Janeiro
depositadas no GenBank foi visto uma maior diferenca entre elas, 99,5% de
similaridade de nucleotideos, tendo além destas substituicbes de aminoacidos,
outras cinco substituigcoes.

A amostra G5c/RJ/LABFLA 1911/17 pertence ao grupo monofilético Gb5c,
juntamente com amostras de Manaus e Venezuela, enquanto as amostras
G3/RJ/ILABFLA _737/2015 e G3/RJ/LABFLA 5420/16 pertencem ao grupo
monofilético G3, isso sugere que a amostra do ano de 2017 seja um caso importado
para o Rio de Janeiro a partir da Amazonia. As substituicdes E452D, K827R F2815Y
séo exclusivas da amostra G5¢/RJ/LABFLA_1911/17 quando comparada com as
outras sequéncias do Brasil. JA as substituicbes 12367M e P3351L foram
encontradas também na amostra G5c/AM/2016/KY631492.1, reforcando que seja
um caso de importacdo para o Rio de Janeiro ou a cepa que circula na Amazonia
tenha sido introduzida no estado Rio de Janeiro. Este achado ressalta a importancia
do sequenciamento, uma vez que fomos capazes de observar na arvore filogenética
gue a amostra de 2017 era diferente das outras duas sequenciadas de 2015 e 2016.

Quando comparada a amostra de referéncia da Polinésia Francesa
(French_Polynesia/2013/KX447510.1) com as amostras sequenciadas neste estudo,
observou-se que ocorreram 15 substituicdbes de nucleotideos na amostra
G3/RJ/ILABFLA_737/2015, 21 substituicbes de nucleotideos na amostra
G3/RJ/ILABFLA 5420/16 e 34 substituicbes de nucleotideos na amostra
G5c/RJ/LABFLA_1911/17 com uma média anual de 9,5 substituicdbes de
nucleotideos, seguindo Faria et al. 2017 que dizem que o ZIKV pode ter em média
10 mutacbes ao ano.

O acumulo de substituicGes também pode ser evidenciado ao compararmos a
amostra de referéncia com as amostras do Brasil do ano de 2015 e 2016, onde foi
observado um maior nimero de substituicbes nas amostras de 2016. Este resultado
demonstra que com passar dos anos mais divergentes as amostras ficam em
relacdo ao seu ancestral. Entretanto, foi observado que a média de substituicoes
das amostras do Brasil de 2015 e 2016 variou bem menos, de 22 substituicdes no
ano de 2015 para 26 substituicbes no ano de 2016 em comparacdo a Polinésia

Francesa. Estas substituicdes, mesmo néo alterando o aminoacido, podem alterar a
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estrutura secundéaria do RNA e isto pode ter um impacto na infectividade e viruléncia
do ZIKV (Wang et al. 2016).

Uma alteracdo que causa uma substituicdo ndo sinbnima é frequentemente
considerada significativa. No entanto, se a mudanca for entre aminoacidos de
propriedades quimicas semelhantes, provavelmente ndo ha mudancas efetivas no
funcionamento da proteina (Logan, 2016).

Quando comparadas com a amostra de referéncia, as trés amostras
sequenciadas apresentaram a mesma substituicAo de nucleotideo A7900G que
resultou na substituicdo do aminoacido M2634V. Esta substituicdo também é
encontrada em todas as sequéncias das Américas analisadas neste estudo, sendo
esta a Unica substituicio de aminoacidos encontrada nas amostras
G3/RJ/ILABFLA_737/2015 e G3/RJ/LABFLA _5420/16.

A substituicio observada M2634V € correspondente a regido NS5. Esta
substituicdo é comum a todas as sequéncias do virus de paises da América do Sul
e Central e é causada pela substituicdo do nucleotideo A para G na posicdo 7900
da poliproteina. Segundo Zhao et al. 2015, esta substituicdo € improvavel que seja
importante quanto a viruléncia ou comportamento geral do ZIKV, uma vez que
ocorre no gene da NS5. O gene NS5 esta envolvido na replicacdo de novos virus e
ndo é um gene estrutural (Zhao et al. 2015; Logan, 2016). Além disso, esta
substituicdo ndo altera a polaridade na regido da proteina, uma vez que os dois
aminoéacidos séo apolares.

No entanto, talvez seja muito cedo para dizer que esta substituicdo ndo tenha
absolutamente nenhum efeito, uma vez que proteina NS5 se trata de uma
polimerase viral e uma alteracdo nesta proteina pode resultar em um aumento na
producdo de novos virus e assim aumentar a capacidade de infeccdo e disperséo
do virus, além de influenciar na patogénese da infeccdo. Mesmo ndo comprovada a
relacdo desta substituicdo com a patogénese do ZIKV, esta substituicdo identifica as
cepas mais virulentas do virus.

A amostra G5c/RJ/LABFLA 1911/17 apresentou mais cinco alteracbes de
aminoacidos quando comparada com a referéncia: E452D, K827R, 12367M, F2815Y
e P3351L.

O ZIKV que circula no Brasil é da linhagem asiatica. Tem ancestral em comum
com as sequéncias da Polinésia Francesa, sugerindo assim que o0 virus seguiu uma

rota de transmissdo pelo Oceano Pacifico até chegar ao Brasil. O Brasil esta
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presente nos oito grupos monofiléticos das Américas descritos neste estudo, sendo
que o estado do Rio de Janeiro apresentou sequéncias dos grupos monofiléticos
G1, G3, Gbha, G5c e G6, sugerindo varias introducdes no estado ou uma evolucao
local dos grupos monofiléticos com posterior distribuicdo para outras localidades.
Isso é corroborado por Ayllon et al. 2017, que sugerem mudltiplas introdugées do
ZIKV de outros estados do Brasil, e a presenca do virus em 2013 no estado do Rio
de Janeiro.

O fato de circularem todos os grupos monofiléticos descritos neste trabalho no
Brasil sugere que o virus ao chegar as Américas se espalhou pelo Brasil e depois
para outros paises. Isto é corroborado pelo fato de ser o Unico pais que parece ter
um primeiro pico bem definido em margo de 2015, diferentemente da maioria dos
outros paises das Américas que tiveram 0 primeiro pico nos primeiros meses de
2016 (Cardoso et al. 2015. Faria et al. 2016). Através de estudos utilizando arvores
evolutivas foi sugerido que o virus entrou pelo Brasil e se espalhou para o resto das
Américas (Worobey, 2017).

Ao analisarmos nossa arvore filogenética das Américas, observamos que
podem ter ocorrido introducdes no pais através da Venezuela e/ou Haiti.

Nés sequenciamos neste estudo a amostra 1911/2017, e observamos que esta
foi agrupada em um mesmo clado de amostras da Venezuela e Manaus. Nao é
possivel dizer qual o pais esta enraizando o clado. Sendo assim, existe a
possibilidade do caso da amostra 1911/2017 e dos casos de Manaus serem
oriundos de uma introducdo a partir da Venezuela. No entanto, a amostra da
Venezuela pode ser importada do Brasil e serd necessario um maior nimero de
amostras da Venezuela de anos anteriores para embasar uma introducao
Venezuela/Brasil.

O grupo G8 contém amostras do Haiti de 2014 e 2016 e amostras do Brasil de
2015 e 2016. A partir da analise filogenética do grupo G8, percebe-se que as
amostras deste grupo tiveram um ancestral em comum a todas outras amostras das
Ameéricas apos a introducdo no continente. Do mesmo modo, percebe-se que as
amostras do Brasil deste grupo tém um ancestral em comum com amostras do Haiti.
Isto sugere que além da introducéo Unica nas Américas a partir das llhas do Pacifico
para o Brasil sugerida por Faria et al. 2016, Metsky et al. 2017 e Worobey, 2017,
pode ter ocorrido também uma introducdo a partir do Haiti. Além disso, também né&o

é possivel provar que a introducdo Unica sugerida das Ilhas do Pacifico para o Brasil
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foi direta, o Haiti pode na verdade ter sido um intermediario para a introdugdo no
Brasil. A introducdo do Haiti para o Brasil pode ter ocorrido através dos militares que
voltaram infectados de missdes no Haiti. Neste trabalho, foi pesquisado o ZIKV,
atraves de gRT-PCR, em 50 amostras de militares com suspeita de chikungunya. O
virus néo foi detectado em nenhuma destas, no entanto a infec¢do do ZIKV pode ter
passado despercebida, uma vez que a maioria das infec¢des € assintomatica.

Entretanto, além disso, o Brasil passou a ser um dos destinos preferenciais dos
haitianos, devido a dificuldade de entrada em outros paises. Em 2013, triplicou a
imigracao de haitianos no estado do Acre, 0 que levou o estado a decretar situacéo
de emergéncia social em alguns municipios. Em 2014, os haitianos se espalharam
também pelo sudeste. Esta data coincide com o periodo estimado da introducéo do
ZIKV no Brasil. Serdo necessarias mais amostras relacionadas ao grupo
monofilético G8 para dar uma maior confiabilidade a estas informacoes.

Para ajudar a elucidar como ocorreu a introducdo do ZIKV no continente
Americano seria importante incluir sequéncias de genoma completo da llha de
Péascoa, uma vez que estas demonstraram uma alta similaridade na regido NS5 com
amostras da Polinésia Francesa. No entanto, até o momento ndo ha genomas
completos sequenciados.

A substituicdo V313l, na regido do Envelope, ndo esti presente em nenhuma
das trés amostras que sequenciamos, sendo encontrada somente e em todas as
sequéncias do grupo monofilético G8 do Brasil. Est4 presente em uma regido que
medeia a ligacdo do receptor da célula hospedeira e é reconhecida por anticorpos
do hospedeiro e pode causar uma maior interacdo e infeccdo com as células do
hospedeiro. G894A, na regido do NS1, também nao esta presente em nenhuma das
trés amostras que sequenciamos e foi encontrada somente e em todas as
sequéncias do grupo monofilético G5b (Guatemala, Honduras, Nicaragua, EUA,
China e Rdussia importadas). Esta substituicdo identifica esse grupo monofilético.
Y916H, na regidao do NS1, é exclusiva do grupo monofilético G8. Todas as trés
foram citadas por Kochakarn et al. 2016 que apontam as substituicbes somente em
amostras da América do Sul e ndo em amostras da Africa e do Sudeste Asiatico.

As trés amostras que sequenciamos neste estudo ndo apresentam a
substituicdo R1118W, na regidao do NS1, no entanto esta foi encontrada na maioria
das amostras do grupo monofilético G3. Esta substituicdo foi citada por Kochakarn

et al. 2016, porém Lin Liu et al. 2017 encontraram nesta mesma regido uma
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substituicao diferente em sua amostra da China, sendo a substituicdo R1118Q. A
substituicdo R1118W altera a polaridade e hidrofilicidade da regido, enquanto que
na substituicdo R1118Q ocorre uma alteracdo de polaridade.

O grupo monofilético G3 é um grupo bastante heterogéneo, com certa
predominancia de amostras da Coldmbia e ndo possui uma substituicdo Unica
determinante para todo o grupo.

A substituicdo M1143V, na regido NS1, ndo esta presente em nenhuma das trés
amostras que sequenciamos. Esta substituicdo € exclusiva do grupo monofilético
G1, sendo que a amostra KU527068.1 (Mlakar et al. 2016) é um caso de
microcefalia.

Determinar um grupo monofilético pode acabar ajudando no monitoramento do
virus, rotas de transmissao e evolugdo. O grupo monofilético G1 € um grupo
bastante heterogéneo quando se trata de paises.

A substituicdo K2039R, na regido NS3, identifica os grupos monofiléticos G5a e
G7. A1394V, na regido NS2B, identifica o grupo monofilético G2. F2123L, na regiao
NS4A, identifica o grupo monofilético G4. 13074V identifica o grupo monofilético G6,
porém € importante salientarmos que nestes grupos a quantidade de amostras
analisadas foi bastante limitada, e isto, pode ainda ser uma afirmacdo precoce
guanto a regido predominante e as substituicbes que identificam o0s grupos
monofiléticos. Nenhuma destas altera as propriedades fisico-quimicas da regido da
proteina.

Todas as trés amostras sequenciadas neste estudo e todas analisadas do
Brasil, com excecdo de todo o grupo monofilético G8, continham 12295, na regiao
NS4B, diferentemente da M2295I descrita por Wang et al. 2016 em seu estudo
utilizando uma referéncia da Malasia (1966).

As substituicdes H1857Y na regido NS1 e 12445M na regido NS4B identificam o
grupo monofilético G8. M2074L identifica o grupo monofilético G5b.

As trés amostras sequenciadas neste estudo apresentaram a substituicdo
A982V, na regido NS1, descrita por Liu et al. 2017. Segundo sua pesquisa, a
infectividade do ZIKV foi reforcada por esta substituicdo, facilitando a transmisséao
do ZIKV para os mosquitos durante as epidemias nas Ameéricas. Além disso, as
substituicbes na NS1 podem afetar significativamente a replicacdo viral e a
viruléncia. Estudos de delecdo sugerem que NS1 € necessaria para o inicio da
sintese do RNA, especialmente durante a sintese precoce de RNA de cadeia
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negativa (Zhu et al. 2016). Ao compararmos a sua referéncia de Camboja 2010 com
as nossas amostras sequenciadas e as amostras do Brasil disponiveis no GenBank
notamos que a substituicAo foi observada em todas elas, o que reforca a
infectividade adquirida pelo virus através desta substituicdo, porém percebemos que
Camboja 2010 tem origem do gendtipo asiatico que antes da epidemia ndo possuia
essa substituicAo, mas ao consideramos as amostras do ZIKV com o gendétipo
africano percebemos que nesta mesma posicdo existe uma Valina e ndo Alanina
como nas amostras epidémicas. Esta claro que o aumento evolutivo na infectividade
dos virus transmitidos por mosquitos pode resultar em epidemia, porém a
substituicdo de Alanina para Valina no gendtipo asiatico ndo pode sozinha ser
responsavel pelo aumento expressivo da infectividade, uma vez que este
aminoacido existe no gendétipo africano e o0 mesmo até hoje ndo causou uma
epidemia expressiva. No entanto esta substituicdo associada a outras ajuda a
explicar por que esse virus passou a provocar epidemias cada vez maiores a partir
de 2013. E importante salientar que a substituicdo se deu entre dois aminoacidos
apolares e nao alteraram a hidrofilicidade.

Nossas amostras sequenciadas apresentaram todas as substituicbes citadas
por Faria et al. 2016. Das sete substituicdes citadas em seu trabalho, nenhuma
afeta substancialmente as propriedades fisico-quimicas da proteina, exceto
possivelmente Y2086H, que pode aumentar a hidrofilicidade da regiéo.

A substituicdo citada por Giovanetti e colaboradores também foi observada em
nossas trés amostras. Os autores sugerem que a substituicdo F575S, na regido do
envelope, pode levar a uma populacdo de virus resistente a neutralizacdo, além
disso, esta substituicdo altera a polaridade da regido na proteina. (Giovanetti et al.
2016b)

As amostras que sequenciamos nao apresentaram nenhuma das substituicées
descritas por Lin Liu et al. 2017, mantendo o aminoacido de referéncia. Os autores
utilizaram uma sequéncia da Polinésia Francesa comparando com sequéncias da
China e identificaram as seguintes substituices: S109N, K709R, R118Q, K3190R e
N3144S.

Ao comparamos as sequéncias de Wang et al. 2016 com as nossas sequéncias,
identificamos que as substituicbes V123A, V153M, D683E, V763M, T777M,
V1058M, A1289V, N1902H, M1974L, Y2086H, G2283S, L2318F, 12449V, V2453,
L2455S, T2634V, 12749T, A2787V, L2795M, V2802, N2896S, T3046l, K3050R,
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R3107K, S3167N, S3223D, Y3239H, D3387N também estdo presentes em nossas
trés amostras e todas do Brasil. Algumas sequéncias do Brasil ndo apresentaram as
substituicbes M23671, S2659P, P3162 e mantiveram o aminoacido de referéncia. A
substituicdo S550T que também foi citado por Kochakarn et al. 2016 nédo esta
presente em nenhuma de nossas trés amostras, estando presente em somente uma
sequéncia brasileira (KU497555.1), o restante das amostras brasileiras analisadas
também permaneceu S550. Esta sequéncia € um caso de microcefalia e esta no
grupo monofilético G3. As substituicbes K940E, T1027A, T25091 ndo estdo
presentes em nenhuma de nossas trés amostras. Estas foram encontradas somente
em um caso de microcefalia (KU527068.1) do grupo monofilético G1 descritas por
além de Wang et al. 2016, Mlakar et al. 2016 e Kochakarn et al. 2016 (para
somente T1027A). A substituicio K940E pode ter causado uma inversdo de
polaridade na regido, mas esta substituicdo sozinha néo parece ter relagao direta
com a microcefalia, uma vez que a maioria das sequéncias da linhagem africana
apresentam E940, ja T1027A e T2509I alteraram a hidrofilicidade. S550T, T1027A e
T25091 ndo sdo encontradas em nenhuma outra sequéncia, inclusive quando
comparada a linhagem africana sendo mais provavel uma relagdo com casos de
microcefalia, porém sdo necessarios mais estudos para correlacionarmos tais
substituicBes com o aparecimento de casos da doenca. Além dessas substituicdes
observadas ao compararmos nossas trés amostras com o0s dois casos de
microcefalia, identificamos também outras duas substituicbes com a amostra
KU497555.1 (L1259F e E2831V) que nado descritas anteriormente e uma
substituicdo com a amostra KU527068.1 (M1143V). A amostra sequenciada de
2017 apresentou mais cinco substituicbes (E452D, K827R, 12367M, F2815Y e
P3351L).

Nossas trés amostras apresentam todas as 15 substituicdes de aminoacidos
identificadas por Zhu et al. 2016 nas cepas epidémicas do ZIKV em comparacéo
com as cepas pré-epidémicas. Estas substituicbes merecem mais estudos, uma vez
que sdo exclusivas das cepas epidémicas. Cinco substituicdes, dentre as 15,
alteraram as propriedades fisico-quimicas da regido da proteina (T777M, L2455S,
P3162S, S3223D, D3387N). Todas estas também estdo presentes nas sequéncias
do Brasil, com excecdo das duas sequéncias do grupo monofilético G4, que tém

P3162, o mesmo das cepas pré-epidémicas.
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O Brasil apresenta a maior diversidade de sequéncias das Ameéricas,
evidenciado por nosso resultado de diversidade de sequéncias das Américas. Isto
sugere que o pais sofreu varias introduc¢des do ZIKV ou foi o palco da evolucdo de
diversos grupos monofiléticos, corroborado pelo fato da divergéncia das sequéncias
brasileiras entre si ser parecida com a divergéncia das sequéncias brasileiras
quando comparadas com outras sequéncias das Américas. Enquanto a Colémbia
parece ter sofrido de poucas introducfes, uma vez que tem a maior similaridade de
sequéncias dentro do pais.

Neste estudo, descobrimos que NS5, sendo a maior proteina, tem o maior
namero de divergéncia de amino&cidos (n = 25) entre as sequéncias das Américas.
Isto foi observado por Zhu et al. 2016 ao analisarem as linhagens asiaticas e
africanas. Além disso, ao contrario do que se espera, observamos que a divergéncia
na proteina E néao foi significativamente maior das demais.

O Nordeste desempenhou um papel central no estabelecimento e disseminacéo
do ZIKV nas Américas. Das cinco regifes do Brasil, a regido Nordeste tem o maior
namero de casos de zika notificados (40% dos casos brasileiros) e o maior nimero
de casos de microcefalia confirmados (76% dos casos), levantando questdes sobre
por que a regiao foi tdo gravemente afetada. Além disso, o Nordeste tem potencial
para a transmissdo do ZIKV durante o ano todo (Faria et al. 2017). Estudos
utilizando arvores filogenéticas apontam o Nordeste como centro do surto nas
Américas (Worobey, 2017).

O Grupo moncofiléticos G8 contém amostras de Pernambuco de 2015. Dentro
deste grupo ocorreram substituicdes de aminoacidos caracteristicas (V313l, Y916H,
H1857Y, 12295M, 12445M). As substituicbes Y916H, H1857Y alteram a polaridade
da regido. Em teoria isto pode ser uma explicacdo para o maior nimero de casos
de microcefalia no Nordeste do pais. No entanto, é importante ampliar o nimero de
amostras sequenciadas oriundas de casos de microcefalia e da regido em geral
para verificar o percentual da presenca de cada grupo monofilético em cada época,
e assim, determinar se a predominancia de algum grupo tem relagdo com um maior
namero de microcefalia encontrado na regido. Faria et al. 2016 em seu trabalho néao
identificaram nenhuma substituicdo de aminoacido compartilhada entre trés
genomas do virus obtido de casos de microcefalia.

Faria e colaboradores e Yuan e colaboradores identificaram a substituicdo

S139A na poliproteina traduzida. Yuan e colaboradores dizem que esta substituicdo
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de aminoacido pode ter levado o virus a desenvolver uma preferéncia por células
neuronais e sao mais neurovirulentas, e assim, pode estar diretamente relacionada
com o0 aumento no nimero de casos de microcefalia (Faria et al. 2016; Yuan et al.
2017). Analisamos esta substituicdo para verificar se estava presente em nossas
sequéncias e em outras disponiveis no GenBank. Utilizamos a amostra da Camboja
2010 (JN860885.1) como referéncia. A substituicdo esta presente em nossas trés
amostras sequenciadas, em todas as sequéncias do Brasil e também em todas das
Ameéricas, nas sequéncias da Polinésia Francesa e ndo esta presente em nenhuma
das sequéncias de Singapura e da Africa. Essa substituicdo por ser uma alteracio
de um aminoécido hidrofilico por um hidrofébico e ocorrer em todas as sequéncias
das Américas, onde foi observado um maior nimero de microcefalia, reforca que
esta pode estar relacionada com uma maior neuroviruléncia. Na Africa e no Sudeste
Asiatico ndo ha evidéncia direta ligando o ZIKV a qualquer distarbio neuroldgico. A
diferenca no neurotropismo pode ser resultado de varia¢gdes genéticas no virus que
circula nas Américas. No entanto, ndo podemos ignorar a possibilidade de que o
dano neuroldgico, que foi visto no Brasil, possa ser devido a interacdes especificas
do hospedeiro com o virus. Além disso, 0 nimero de casos de Zika no Sudeste
Asiatico pode ndo ser suficientemente elevado para manifestar sintomas
neuroldgicos relacionados com o ZIKV.

O ZIKV evoluiu para uma ameaca global a saude por causa de seu vinculo
causal inesperado com a microcefalia. A andlise filogenética revela que as cepas
epidémicas contemporaneas tém acumulado mudltiplas substituicdbes de seus
antepassados asiaticos. Entender como o virus entrou e se espalhou no Brasil é
importante para ajudar nas tomadas de decisfes de politicas de saude, para o
monitoramento epidemioldgico, reconhecendo as muitas falhas que ocorreram na
epidemia de zika.

Conhecer as rotas de transmissao do ZIKV, através da vigilancia epidemiolégica
com auxilio de ferramentas moleculares, € uma estratégia importante para o melhor

conhecimento e controle da zika.
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7- CONCLUSOES

e ZIKV nao foi detectado em nenhuma das amostras analisadas do periodo 2012-
2014, sugerindo que a circulacdo poderia ser baixa ou que 0 virus nao estava

circulando no estado neste periodo.

e Os ZIKV sequenciados neste estudo pertencem ao genotipo asiatico.

e As amostras de 2015 e 2016 ndo apresentam nenhuma alteracao significativa
entre si, ao passo que a amostra de 2017 apresentou 35 e 41 substituicdes de
nucleotideos e cinco substituicbes de aminoacidos quando comparada com as

amostras de 2015 e 2016, respectivamente.

e As amostras de 2015 e 2016, quando comparadas com as sequéncias de
amostras brasileiras disponiveis no GenBank, apresentaram maior similaridade de

aminoéacidos do que a amostra de 2017.

Ocorreu um aumento na divergéncia de nucleotideos das amostras sequenciadas,
ao longo dos trés anos, quando comparadas com a referéncia da Polinésia

Francesa.

e As amostras de 2015 e 2016 pertencem a um grupo monofilético distinto da
amostra de 2017, que apresentou as substituicdes E452D, K827R, 12367M,
F2815Y e P3351L em relacéo as outras duas.

e Através do sequenciamento da amostra de 2017, identificamos que essa cepa era
similar a que circula em Manaus e na Venezuela. Sendo assim, podemos sugerir

gue o provavel local de infec¢édo do paciente foi fora do Rio de Janeiro.

e A substituicdo V2634 identificada nas trés amostras em relacdo a referéncia,
também estd presente em todas as sequéncias do Brasil e outros paises das
Américas e pode diferenciar as amostras da linhagem Americana das linhagens

que circulam na Africa e na Asia atualmente.
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e As trés amostras sequenciadas neste estudo apresentam a mesma substituicéo
A982V, na regido NS1, descrita como uma mutacdo que favorece a transmissao
do ZIKV para 0os mosquitos ao aumentar a carga viral no sangue do hospedeiro
vertebrado.

e A substituicho S139N, descrita como uma mutacdo que aumentou a
neuroviruléncia do ZIKV, esta presente nas amostras de 2015, 2016 e 2017,
assim como em todas as sequéncias do Brasil e das Américas e nas sequéncias
da Polinésia Francesa, no entanto, ndo esta presente em nenhuma das

sequéncias de Singapura e da Africa.
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8- PERSPECTIVAS

e Ampliar o niumero de amostras de casos com clinica compativel com Zika do
periodo de 2012 a 2014, a fim de detectar o ZIKV antes de 2015.

e Pesquisar anticorpos anti-ZIKV em amostras de periodos anteriores a 2015 de

pacientes do Rio de janeiro.

e Sequenciar o genoma completo de amostras de ZIKV oriundas de gestantes que

tiveram bebés com e sem microcefalia.

e Comparar as sequéncias do genoma de ZIKV detectados em diferentes fluidos

corporais.

e Analisar as amostras de militares assintoméaticos que participaram de missées no
Haiti entre 2012 e 2014.
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10- ANEXOS

10.1- Aprovac&o Comité de Etica em Pesquisa

Manistério da Sadde
FIOCRUZ
Fundac¢So Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Ev;ndm Chagas

Rio de Janeiro, 26 de outubro de 2015.

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Para: Dra. Patricia Brasil

Prezada Dra. Patricia,

Com referéncia ao projeto “Deteccao de formas n#io usuais de dengue a partir da
vigilancia de sindrome febris agudas”, CAAE 0026.0.009.000-07, aprovado por este
Comité em 04/06/2007 — Parecer 027/2007, acusamos o recebimento da NOTIFICACAO
de inclusdo de amostras de saliva e urina e eventualmente lagrima, para investigacéo de
novas viroses como a infeccdo por Zika, recentemente demonstrada no soro dos
participantes do projeto mencionado. Foi apresentado um novo TCLE (Vers&ao de 20 de
outubro de 2015).

Este documento foi apreciado e aprovado por esta Coordenagéo na presente data.

Atencicsamente,
/ p §

/)
> ) s Lvun
$lin St Ciomns,

Dr* Lea Fercaira Camdio-Loura
Coordenadara do Comitd
de Etica em Pesquisa
Mal, SIAPE 003709620
IPEC ( FIOCRLZ

CAAE: 0026.0.009.000-07
VL
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10.2- Resumo enviado e aceito ao Congresso de virologia 2017

RETROSPECTIVE STUDY OF ZIKA VIRUS IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO

Allison de Araujo Fabri; Marcos Cesar Lima de Mendonca?; Rita Maria Ribeiro

Nogueiral; Ana Maria Bispo de Filippis?

lFunda(;élo Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Email: allison.fabri@ioc.fiocruz.br

The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus belonging to the family Flaviviridae,
genus Flavivirus. The disease is characterized as mild and self-limiting, usually
without serious complications. In 2015, Brazil confirmed the first autochthonous case
of zika resulting in a serious public health problem due to the dramatic increase in the
number of newborns with microcephaly associated with ZIKV. Based on phylogenetic
studies there are hypotheses suggesting that ZIKV was introduced in the country in
2014 during the World Cup or Canoeing Championship or in 2013 in the
Confederations Cup. However, these studies did not include samples from Rio de
Janeiro (RJ), considered the largest tourist center in the country, which hosted
several mass events between 2012 and 2014. Therefore, it is important to carry out a
retrospective study in negative sera for dengue and rubella from patients who
presented a clinical picture compatible with zika infection from the period of 2012 to
2014. The real-time RT-PCR method applied to look for RNA of ZIKV in dengue and
rubella negative sera patient’s from different municipalities of the state of RJ. To
date, 680 sera were analyzed and ZIKV has not been detected, suggesting that the
virus has not circulated in the period 2012-2014, which reinforces that the
introduction of the virus into the state may have occurred in January 2015, when the
first autochthonous cases were detected. However, 550 sera comprising the period
from August to December 2014 are being tested. After the completion of this study,
we hope to be able to estimate the year the ZIKV was introduced in the State of Rio
de Janeiro.

Palavras-chave: ZIKV, Rio de Janeiro, Real-time RT-PCR
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