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RESUMO

A gripe sazonal, causada pelos virus Influenza, € uma das infec¢des virais mais
prevalentes no mundo, causando 290-650 mil ébitos anuais. Tais virus, cujo genoma é
composto por segmentos de RNA fita simples negativamente orientada, possuem
elevadas taxas mutacionais e a capacidade de rearranjo entre segmentos, permitindo-lhes
rapido escape imune e mesmo 0 surgimento de linhagens pandémicas. Apds a
implantagdo do SINAN Influenza no Brasil, em 2009, houve um grande aumento no
namero de genomas sequenciados e a unificacdo dos casos notificados, permitindo a
realizacdo de analises filodinamicas sob as sequéncias dos virus coletados no pais e sua
correlacdo com dados epidemiolégicos. Durante o presente Trabalho de Conclusdo de
Curso, objetivou-se estudar a evolu¢cdo molecular e a epidemiologia do virus Influenza A
H1N1 no Brasil, usando como modelo o segmento gendmico que codifica a
neuraminidase. Por meio desta abordagem, foi possivel: (/) calcular a taxa mutacional do
segmento (3.02 x 10-3 substituicdes/sitio/ano) em acordo com a literatura existente; (if)
identificar variagcbes nos tamanhos populacionais correlatas a estacdes gripais com
aumento no numero de casos; e (/i) mesmo identificar a regido Sul como semeadora de
linhagens gripais em 2009. Tais resultados, apesar de ndo incluirem o impacto do
rearranjo, fornecem importantes informacdes sobre a epidemiologia e parametros

evolutivos da gripe sazonal por Influenza A HLIN1 no Brasil.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Influenza A

A gripe sazonal € uma das infec¢cbes virais mais prevalentes no mundo em
nameros absolutos, infectando aproximadamente um bilhdo de pessoas anualmente,
dentre as quais 290-650 mil evoluem a 6bito (IULIANO et al., 2018). Além disso, o
repentino surgimento de novas linhagens pandémicas evidenciou o potencial
devastador desses virus, em especial durante as pandemias de 1918, 1957 e 2009,
gue ceifaram 17 milhdes, 1-4 milhdes e 150-570 milhares de vidas, respectivamente
(DAWOOD et al, 2012; ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2013;
SPREEUWENBERG; KRONEMAN; PAGET, 2018).

Tanto a gripe sazonal quanto a pandémica possuem como agentes
etiologicos os virus Influenza, membros da familia Orthomyxoviridae, os quais
podem ser classificados nos tipos A, B, C e D (MCCAULEY et al., 2011). Tais virus,
cujo genoma é dividido em segmentos de RNA de fita simples negativamente
orientado, sdo caracterizados por elevada variabilidade genética, tanto intra quanto
entre hospedeiros.

Dentre tais tipos, os mais relevantes para a saude publica sGdo o A e B
(WONG; WEBBY, 2013), presentes na maioria dos casos de sindrome gripal

causada por virus respiratorio, conforme pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 - Amostras positivas de sindrome gripal para virus respiratério dentre os casos analisados
em 2019 (BRASIL, 2020). Entre a 112 (margo) e a 30® semana epidemioldgica (julho), pode-se notar
nao s6 o aumento dos casos associado a temporada de gripe (outono-inverno) como também a
dominancia dos virus Influenza A e B.



Além disso, ha um destaque maior nos estudos do Influenza A devido ao seu
potencial pandémico, visto que diversas linhagens deste virus presentes em
espécies reservatorio ndo sé possuem a capacidade de causar doenca como
também de adquirir transmissdo eficiente entre humanos em pouco tempo
(TAUBENBERGER; MORENS, 2010).

Dada a alta variedade intraespecifica do Influenza A, o mesmo é classificado
em subtipos de acordo com suas glicoproteinas de superficie, a hemaglutinina (H) e
a neuraminidase (N). Apesar de ja terem sido descritos 18 tipos de hemaglutinina e
11 tipos de neuraminidase, pouco mais de 130 das 198 possiveis combina¢des de
subtipos foram encontradas na natureza (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION (CDC), 2021), sendo que os mais prevalentes no Brasil sdo
H1N1 e H3N2 (BRASIL, 2020).

Considerando essa diversidade de subtipos dos virus Influenza, em 1980 a
Organizacdo Mundial da Saude definiu um sistema de nomenclatura para isolados

desse virus (CDC, 2021), conforme o modelo da Figura 2.

Numero da
Tipo viral cepa Subtipo viral

l ! }

A | Alagoas / 96 | 2010(H1N1)

! T

Local de Data de
isolamento isolamento

Figura 2 - Esquema de nomenclatura para virus Influenza (Adaptado de CDC, 2021). O nome é
dado pelo tipo do virus (A-D), seguido pelo local de isolamento, nUmero da cepa viral (geralmente
um identificador da amostra), o ano de isolamento e, no caso do Influenza A, o subtipo viral,
conforme definido pelas proteinas hemaglutinina e neuraminidase.

As particulas virais do Influenza A possuem uma estrutura complexa e de
tamanho variavel entre 80 e 120 nm. Cada particula possui um envelope lipidico no
qual estdo incrustadas trés tipos de proteinas: hemaglutinina (H ou HA),

neuraminidase (N ou NA) e um canal iénico, que é a proteina de matriz 2 (M2). Esse
9



envelope recobre o nucleocapsideo, composto pela proteina de matriz 1 (M1), pela
proteina de exportacdo nuclear (NEP) e um conjunto de ribonucleoproteinas, que
consistem nas oito moléculas de RNA fita simples de sentido negativo,
nucleoproteinas (NP), além do complexo RNA polimerase (PB1l, PB2 e PA)
(KILBOURNE, 1987).

Cada um dos oito segmentos genémicos do virus Influenza A possui um
produto génico principal, havendo também segmentos que codificam para duas ou
mais proteinas (YAMAYOSHI et al., 2016). Os segmentos, numerados de 1 a 8, tém
como produto principal, respectivamente, PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1 e NS1,

conforme a figura abaixo (Figura 3).
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Figura 3 - Segmentos genémicos do virus Influenza A e seus produtos proteicos (VIRALZONE,
2021).

S&do varios 0s mecanismos que podem ser utilizados para a expressao de
mais de uma proteina num mesmo segmento gendmico, dentre 0os quais utilizar os
mecanismos celulares de splicing, como é o caso das proteinas PB2-S1, M2, M42 e
NEP (NS2). Ademais, o virus pode utilizar um codon alternativo para inicio da
traducdo, como acontece nas proteinas N40 e PB1-F2 do segmento PB1
(YAMAYOSHI et al., 2016).

Ha também um terceiro processo conhecido como ribosomal frameshift, que
ocorre quando o ribossomo tem sua leitura de cédons afetada, mudando seu quadro

de leitura em +1 ou em -1 nucleotideo. Este processo geralmente resulta huma
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proteina radicalmente diferente, como é o caso do frameshift +1 da proteina PA-X,
cujos codons estdo exemplificados na figura abaixo (Figura 4) (YEWDELL; INCE,
2012).

Influenza A virus +1 frameshift

LT[ Asp[Ser [Phe] Arg [ Gln [ Ser [ Glu | ORF1
--- UGG GAU UCC UUU CGU CAG UCC GAG ---

k\.- Val | Ser | Pro ORE?2
-—=- UGG GAU UCC UUU C,&UC AGU CCG AG- —--—--

+1 frameshift
Figura 4 - Frameshift +1 no segmento 3 (PA) de Influenza A (VIRALZONE, s.d.).

O processo de infeccao celular pelo virus inicia-se com a adsor¢ao do mesmo
a receptores celulares contendo em sua regido terminal um &cido sialico alfa-2,3Gal
(em aves) ou a2,6Gal (em mamiferos) (MA; KAHN; RICHT, 2009). Essa adsorcao,
mediada pela hemaglutinina, é seguida pela fagocitose da particula viral, que libera
seu contetdo no interior celular e permite a replicacdo dos segmentos genémicos
(DOU et al., 2018). Ao final do processo, a liberacdo das particulas virais nhascentes
€ mediada pela neuraminidase, que cliva o acido sialico, porém sem exibir um nivel
tdo grande de especificidade quanto a hemaglutinina (MCAULEY et al., 2019).

Esta proteina, com estrutura homotetramérica bastante conservada, é o
principal alvo para tratamentos via inibidores analogos ao acido N-acetilneuraminico,
como o oseltamivir e zanamivir, porém € menos antigénica que a hemaglutinina,
posto que poucas mutacdes proximas ao seu sitio ativo sdo capazes de eliminar as

interacbes com anticorpos (AIR, 2012).
1.2. Drift e Shift antigénico

Existem dois mecanismos antigénicos principais que resultam em melhor
evasao ao sistema imune pelo virus Influenza, sendo eles o drift antigénico e o shift
antigénico.

O drift antigénico € o resultado de mutacdes pontuais no genoma, que Sao

positivamente selecionadas pela menor resposta imune que causam, renovando
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anualmente a susceptibilidade da populacéo e por conseguinte requerendo alteracéo
da composicao vacinal (WONG; WEBBY, 2013).

Tais mutacdes sao especialmente relevantes quando afetam as subunidades
da RNA polimerase, alterando a capacidade de replicacdo; ou as proteinas de
superficie antigénicas, de forma que a ligacdo alterada aos anticorpos ou as
moléculas receptoras pode causar alteragdes no tropismo celular, comprometimento
da memoria imunoldgica, além de mudancas na viruléncia e patogenicidade (LONG
et al., 2019).

Dada a continuidade de tais mutacdes, pode-se observar seu impacto na
filogenia caracteristica dos virus Influenza, a qual possui uma aparéncia em “escada”
com linhagens surgindo e sendo extintas continuamente, conforme a Figura 5
(GRENFELL et al., 2004; PYBUS; RAMBAUT, 2009).

Avian A/H5N1 HA
Europe, Middle East, Africa

Figura 5 - Filogenia das sequéncias de Influenza A(H5N1) isoladas na Europa, Oriente Médio e
Africa (RUSSELL et al., 2012).

O segundo mecanismo € o shift antigénico, uma mudanca abrupta nas

caracteristicas virais, que envolve o rearranjo (reassortment) de segmentos
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gendmicos durante a coinfeccao por diferentes cepas, possibilitando o surgimento
de linhagens com a capacidade de expressar proteinas de ambas (Figura 6)
(VIJAYKRISHNA; MUKERJI; SMITH, 2015).

k-_ Reassortment I J

v
Figura 6 - Representacdo de um evento de rearranjo (SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011). Durante
a etapa de montagem dos capsideos virais, € possivel o recrutamento de segmentos de ambas as

linhagens, permitindo o surgimento de linhagens com diferentes combinacdes de segmentos
gendmicos.

Este processo tem maior potencial disruptivo, pois pode gerar novas
combinagcBes das proteinas imunogénicas H e N em um curto intervalo de tempo,
cuja combinacdo os humanos podem ndo ter memdria imunoldgica, ou mesmo
vantagens na transmissibilidade de linhagens patogénicas, como no caso do HPAIV
H5N1, considerado um candidato a préxima linhagem pandémica (RUSSELL et al.,
2012).

Além disso, a existéncia de determinados hospedeiros, como 0s suinos, que
sdo suscetiveis a infeccado por virus de humanos e aves, torna o shift antigénico
mais frequente e ainda menos previsivel que o normal. Essa susceptibilidade se
deve a presenca de ambos os sacarideos para linhagens aviarias e humanas em
seu trato respiratério, facilitando a coinfeccdo (MA; KAHN; RICHT, 2009). Um dos

exemplos mais relevantes disso é a linhagem que causou a pandemia de 2009, cujo
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7

genoma é o produto de diversos rearranjos em hospedeiros suinos (Figura 7)
(GARTEN et al., 2009; TRIFONOV; KHIABANIAN; RABADAN, 2009).

Gene Segments, Hosts,
and Years of Introduction

~1998 PB2, PA
PB2, PA ’
Triple
1968, 211 1908 PB1 Regespiant o
= i PB1
PB1 —} —’ PA
HA
NP
Classical -
~1918 HA, NP, NS : M
HA, NP, NS ’ Swine NS
~1979 NA, M Eurasian 2009 A(H1N1)
NA, M } Swine

Figura 7 - Linhagens de gripe suina que levaram a linhagem Influenza A(H1N1)pdm2009 (GARTEN
et al.,, 2009). Acredita-se que 0s segmentos que deram origem a essa linhagem adentraram
diferentes populacfes suinas em trés momentos diferentes (1918, 1979 e 1998), sendo que o Ultimo
segmento, codificante para a proteina PB2, circulou na populacdo humana entre 1968 e 1998 antes
de adentrar popula¢des suinas, em que ficou circulando anteriormente & pandemia.

1.3. Filodindmica e Filogeografia

Um aspecto muito importante do estudo dos virus de RNA € a sua grande
variabilidade genética. Essa variedade, causada tanto pelas altas taxas mutacionais
quanto pelo curto tempo geracional, também € modulada por fatores
epidemioldgicos, como o numero de hospedeiros, dinamicas populacionais e mesmo
a forma e taxa de transmisséo, além de fatores imunoldgicos, como a intensidade e
o tipo de resposta imune (HOLMES; GRENFELL, 2009).

Com o aumento nos esforcos e tecnologias de amostragem e
sequenciamento virais nos ultimos anos, houve uma consequente melhora na
capacidade de amostragem da variabilidade genética viral. Essa melhora, por sua
vez, permitiu o desenvolvimento de novas técnicas de andlise, dentre elas a

filodindmica, que é a area que se dedica a estudar como fatores epidemiolégicos,
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imunolégicos e evolutivos interagem para definir a filogenia de um determinado
grupo em estudo (PYBUS; RAMBAUT, 2009; VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013).

Tal area encontra aplicacdes relevantes na saude publica, pois o estudo das
caracteristicas unicas de cada virus, como sua distribuicdo geografica e tamanho da
populacdo suscetivel, possibilita avaliar também a efetividade de vacinas e
tratamentos antivirais (CHAO et al., 2012). Adicionalmente, o estudo das
informacdes contidas nas sequéncias permite estimar a origem de epidemias ou até
mesmo de pandemias, tanto no tempo quanto no espaco (PYBUS et al., 2003;
PYBUS; RAMBAUT, 2009).

Além disso, ao se atribuir as coordenadas geograficas de cada taxon na
arvore filogenética, é possivel, através da filogeografia, estimar as probabilidades de
um determinado ndé da mesma estar associado a uma localizacdo especifica,
permitindo estudar suas dinamicas temporais e espaciais simultaneamente
(HOLMES, 2004).

O uso de algoritmos computacionais para inferir filogenias, seja de maxima
verossimilhanca ou estatistica Bayesiana, requer, dentre outros parametros, um
modelo de evolucédo dos dados. No caso de sequéncias nucleotidicas, isso se traduz
em modelos de substituicdo nucleotidica, que podem assumir variacdo tanto nas
frequéncias nucleotidicas em si quanto nas taxas de variacdo entre as mesmas.

Dentre estes modelos se destaca o modelo Generalized Time Reversible
(GTR) (TAVARE, 1986), devido a sua capacidade de tanto permitir variagdo nas
frequéncias nucleotidicas como também ao assumir uma matriz simétrica com
valores diferentes para cada um dos seis tipos diferentes de mutacédo (Figura 8).
Essas propriedades sdo especialmente Uteis para o estudo de sequéncias com

padrdes evolutivos mais complexos.
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Figura 8 - Diferentes tipos de mutacdo e suas taxas associadas (Elaborado pelo autor). As setas
indicadas por Tv sdo taxas de transversdo relativas as transversdes entre purinas e pirimidinas,
enquanto aquelas indicadas por Ts sdo relativas as taxas de transicdo numa mesma classe de
nucleotideos.

Além disso, ha a possibilidade de se adicionar parametros a tais modelos,
permitindo situacBes como uma proporcdo de sitios invariantes (I) e/ou a variacao
nas taxas de mutagao entre os sitios (I).

O processo de escolha do modelo de substituicdo adequado, por sua vez,
pode ser realizado pela comparacéo da relacdo do quanto um dado modelo explica
os dados versus a quantidade de parametros livres que o mesmo adiciona,
minimizando-se assim o over-fitting. Uma forma comum de estimar essa relacéo é
através do calculo de Akaike Information Criterion (Critério de Informacéo de Akaike
(AIC)) de cada modelo, ou sua versao corrigida para pequenos tamanhos amostrais
(corrected AIC (AICc)).

Outro parametro importante para a inferéncia filogenética é o modelo de
relégio molecular, que define a distribuicdo a partir da qual as taxas de mutacdo dos
ramos sao estimadas. Dependendo da intensidade e forma de variacdo entre ramos,
o0 mesmo pode ser classificado como modelo estrito, sob o qual todos os ramos
compartilham da mesma taxa evolutiva, ou modelo relaxado, em que ramos podem
possuir diferentes estimativas obtidas a partir de uma distribuicdo subjacente.

Por fim, um outro parametro de grande importancia € o modelo demogréfico,
gue mede as variacbes no tamanho populacional efetivo (Ne) ao longo do tempo,

podendo ser categorizados em coalescentes, como o0os modelos de tamanho
16



populacional constante (paramétrico) e Skyride (ndo paramétrico), e nao
coalescentes, como o processo de nascimento e morte.

Tais modelos afetam a topologia geral da arvore (Figura 9) e sua estimativa
também é til para identificar a origem de pandemias e epidemias (VOLZ; KOELLE;

BEDFORD, 2013).

A B
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Figura 9 - Diferentes modelos populacionais e seus impactos nas filogenias (VOLZ; KOELLE;
BEDFORD, 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente Trabalho de Conclusdo de Curso tem por objetivo estudar a
evolucdo molecular e a epidemiologia do virus Influenza A HLN1 no Brasil, utilizando

como modelo 0 segmento genémico que codifica a neuraminidase.

2.2. Objetivos Especificos

e Comparar diferencas na taxa mutacional no tempo;
e Calcular o tamanho populacional efetivo e tempo para coalescéncia,

e Investigar o fluxo génico no Brasil.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aquisicdo de sequéncias

As sequéncias foram baixadas, junto as suas anotacdes, como local e data de
isolamento, do banco de dados publico Influenza Virus Resource

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/Database/nph-select.cgi?go=database).

Como critérios de inclusao, foram selecionadas apenas sequéncias completas de

hospedeiros humanos, do segmento 6 do subtipo A H1N1 e coletadas no Brasil.

3.2. Pré-processamento dos dados

Os cabecalhos das sequéncias foram padronizados de forma a incluir também
local (estado) e ano de isolamento. Ap6s isso, as sequéncias foram entdo
alinhadas usando o software Clustal Q v1.2.4 (SIEVERS et al., 2011; SIEVERS;
HIGGINS, 2018). Os alinhamentos foram entdo visualizados no software AliView
v1.27 (LARSSON, 2014), permitindo a remocdo de sequéncias de baixa qualidade,
isto €, que contivessem gaps internos muito grandes ou nucleotideos ambiguos,
seguida pelo realinhamento das restantes.

As sequéncias restantes foram entdo analisadas com o software
Recombination Detection Program v5.05 (RDP5) (MARTIN et al., 2021) em busca de
evidéncias de eventos de recombinacdo, 0s quais violariam o0s principios
necessarios as simulagdes filodinAmicas, sendo eliminadas aquelas identificadas por
pelo menos trés métodos diferentes do mesmo.

Além disso, visando eliminar sequéncias com baixa coeréncia temporal
(clock-likeness), ou seja, aquelas com pouca relagéo entre sua data de amostragem
e diversidade relativa a raiz da éarvore, foi estimada uma &rvore de Maxima
Verossimilhanca com o software RAXML v8.2.12+dfsg-6 (STAMATAKIS, 2014), a
qual foi analisada com o software TempEst v1.5.3 (RAMBAUT et al., 2016).

Apoés essa etapa, foram removidas as regibes UTR 3’ e 5 do segmento,
levando-se em conta a proteina principal do mesmo, visando assim reduzir os ruidos

nas estimativas do BEAST.
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3.3. Analise filogenética Bayesiana

Foi utilizado o BEAST v1.10.4 (SUCHARD et al.,, 2018) com a biblioteca
BEAGLE (AYRES et al., 2012) para a estimativa dos parametros, sendo o software

BEAUTI v1.10.4 (https://beast.community/beauti) utilizado para elaborar os arquivos

de configuracdo .xml do BEAST.

Em tais arquivos, foram definidas 100 milhdes de iteracbes com 10% de burn-
in devido a complexidade das sequéncias, com a distribuicdo da média do relégio
molecular baseada na média estimada em corrida prévia.

Para a selecdo de modelos, foram definidos apds levantamento bibliografico o
relégio relaxado lognormal (DRUMMOND et al., 2006) para o modelo de reldgio
molecular e o Coalescente (Bayesian Skyline) (DRUMMOND et al.,
2005) selecionado como modelo populacional.

Quanto a escolha do modelo de substituicdo nucleotidica, foi realizada uma
comparacao usando o software jModelTest2 (DARRIBA et al., 2012), tendo como
base o melhor critério de informagéo de Akaike corrigido para pequenas amostras
(AICc). Para a estimativa dos parametros do modelo, foram utilizados os valores
empiricos para as frequéncias nucleotidicas, e os parametros restantes (taxas de
transicéo e transversao) foram estimados pelo BEAST.

Foram realizadas duas corridas, com duas réplicas independentes cada, uma
sem e a outra contendo os locais de isolamento indicados para a elaboracdo da

arvore filogeogréfica.

3.4. Diagnostico e andlise dos dados

O diagnéstico das corridas foi feito tanto pela andlise dos arquivos dos
operadores de cadeia como também através do software Tracer v1.7.1 (RAMBAUT
et al., 2018), apos o qual foi realizada a combinacdo dos logs e das arvores das
replicatas das corridas usando o software LogCombiner v1.10.4

(https://beast.community/logcombiner).

Além disso, o modulo “Bayesian Skyline Reconstruction” do Tracer foi
utilizado para a reconstrucdo e sumarizacao da dinamica populacional do segmento.

Por sua vez, a arvore de maxima credibilidade de clado (MCC) foi estimada usando
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0 TreeAnnotator v1.10.4 (https://beast.community/treeannotator) com as corridas

combinadas.
Para a analise filogeografica, foi utilizado o software SpreaD3 (BIELEJEC et
al., 2016) com a &rvore MCC anotada e coordenadas obtidas pelo site

<https://www.geody.com/>.

A elaboracdo dos graficos desta e das outras etapas foi realizada

majoritariamente pelo R (https://www.r-project.org/).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, foram obtidas 211 sequéncias e seus metadados do banco de dados
publico Influenza Virus Resource. A partir dos metadados disponiveis, foi possivel
identificar o ano e o local de isolamento da maioria das sequéncias com base em
sua nomenclatura, e com isso normalizar os cabegalhos para o modelo
“fID}_{LOCAL} {ANO}".

Dado que diversas sequéncias possuiam indicado o nome da cidade de
isolamento em detrimento do estado, foram realizadas buscas usando a ferramenta

IBGE Cidades (https://cidades.ibge.gov.br/) para classificar tais locais, sendo

definido como ndo encontrados as sequéncias cuja cidade de isolamento tivesse
homoénimos em mais de um estado, como por exemplo S&o Gabriel, que é
encontrada em ambos os estados da Bahia e Rio Grande do Sul.

Durante a etapa de pré-processamento dos dados, foram removidas 22
sequéncias. Dessas, uma foi removida por mau alinhamento (KY926084_ RS 2016),
visto que possuia um grande gap nao justificado no meio da sequéncia, em
comparacdo a algumas outras sequéncias com gaps in frame (que portanto nao
levariam a grandes mudancas na proteina de interesse); outra sequéncia foi
removida por evidéncia de recombinacdo (KY926065 RS 2012), conforme
determinado pelo RDP; e as 20 restantes foram removidas por falha na identificacao
do local (estado) de isolamento, seja pela ambiguidade na cidade (10) ou pelo ndo
fornecimento de informacao a nivel mais preciso que pais (10).

Além disso, vale ressaltar que ndo foi necessaria a remocdo de sequéncias
por ambiguidade de nucleotideos ou por auséncia de coeréncia temporal. Dessa
forma, as 189 sequéncias restantes foram classificadas quanto ao ano e estado de

isolamento conforme a Figura 10.
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Figura 10 - Sequéncias obtidas por ano e local de coleta (Elaborado pelo autor). Pode-se notar
uma grande representatividade da regido Sul, com mais de 89% das sequéncias, seguida pela
regido Nordeste com aproximadamente 6% e as restantes disputando 4%.

Durante a etapa de selecdo do modelo de substituicdo nucleotidica, foi
identificado pelo jModelTest2 como melhor modelo o GTR+I (AICc igual a
11648.66), seguido por GTR+I+l (11652.25) e TVM+I (Transversion Model)
(11652.63).

Apés as corridas, uma analise curséria dos arquivos com 0s operadores de
cadeia mostrou que nenhum dos mesmos possuia uma probabilidade nula de aceitar
a transicao entre estados, demonstrando um comportamento normal das mesmas.

Na Tabela 1 estdo resumidas as estimativas dos resultados da corrida
contendo os parametros geograficos, modelo de substituicdo GTR+I4, relogio

lognormal relaxado e modelo populacional coalescente Bayesian Skyline.
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Parametro Média Intervalo HPD 95% ESS

Log likelihood -5595.39 -5623.49 a -5568.20 3786
Prior -5051.78 -5104.55 a -4999.11 1044
Posterior -10647.17 -10705.92 a -10587.35 1194

Taxa média de substituicdo

- 3.02x 1073 254x102a3.52x1073 1230
(em subst/sitio/ano)
Idade da, raiz em relacédo ao 24.86 14.62 2 38.58 149
topo da arvore (em anos)
Ano do MRCA 1991.14 1977.42 a 2001.38 149

Tabela 1 - Resultados da inferéncia coalescente Bayesiana (Elaborado pelo autor). MRCA equivale
ao Ancestral Comum Mais Recente (Most Recent Common Ancestor)

A taxa média de substituicdo do segmento, 3.02 x 103 subst/sitio/ano, apesar
de dentro dos valores esperados para um virus de RNA (HOLMES; GRENFELL,
2009), se encontra um pouco abaixo dos valores esperados em relacéo a literatura,
como 5.41 x 10-3 (RAMBAUT et al., 2008) e 4.98 x 10-3 (GONI et al., 2012).

Apesar do ESS dos parametros do modelo populacional obtidos estarem em
valores razoaveis, embora possam ser considerados aceitaveis, com sete dos 10
acima de 100 e apenas quatro desses acima de 200 (um ESS superior a 200 € um
indicativo de convergéncia da cadeia conforme 0 site
<https://beast.community/ess_tutorial> do BEAST), foi elaborada a reconstrucédo da
dindmica populacional do segmento usando o Tracer, conforme a Figura 11.
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Figura 11 - Gréfico comparando o tamanho efetivo populacional (NeG) pelo tempo (elaborado pelo
autor). Em vermelho estdo destacados o ano de 2009 e o periodo de junho de 2011 a junho de
2012, durante os quais ocorreram aumento no ndmero de casos e correspondente aumento no
tamanho efetivo populacional.
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Através da analise do plot do tamanho efetivo populacional (NeG) pelo tempo
(sob 0 modelo coalescente Bayesian Skyline) (Figura 11), foi possivel a identificacédo
de aumentos na biodiversidade precedendo estagcBes com numero relativamente
elevado de casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) por Influenza A
(Figura 12), porém sem correlagéo direta com tais nameros.

Pode-se notar trés periodos indicando aumento da diversidade genética. O
primeiro deles coincide com a pandemia de 2009, durante a qual a linhagem sazonal
foi substituida pela A(H1LN1)pdm2009.
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Figura 12 - Numero de notificacbes de SRAG confirmadas para Influenza A (HLIN1)pdm2009 por
ano (Adaptado de BRASIL, 2012, 2013, 2014, 2015, 2016, 2017). Durante o ano de 2009, devido a
pandemia, foram notificados mais de cem mil casos de SRAG por influenza, de forma que o gréafico
foi truncado para melhor visualizagdo dos outros anos.

No periodo de 2011-2013, houve um novo aumento no nimero dos casos,
com o numero de notificagdes de SRAG por Influenza A saltando de 181, em 2011
(BRASIL, 2012), para 3733 em 2013 (BRASIL, 2014) (Figura 12).

O ano de 2016, por sua vez, correspondeu a uma epidemia trés meses antes
de época e com o maior nimero de casos e Obitos desde 2009, o que se justifica
pela baixa sobreposi¢cdo entre a mesma e a campanha anual de vacinagao. Dentre

as possiveis causas para o fendbmeno, sdo mencionados fatores como a época
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gripal tardia no hemisfério norte (CDC, 2016) e/ou aumento nas viagens
internacionais.

Por outro lado, pode-se notar a auséncia de picos de biodiversidade em
outros anos, o que pode ser devido em parte a subamostragem dos dados, visto que
ndo foram analisadas sequéncias anteriores a 2008, as quais ndo possuiam a
identificacdo de local de coleta a nivel de estado, além de sequéncias dos anos
2010 e 2015, os quais ndo possuiam sequéncias durante a etapa de aquisicao.

E interessante notar que os aumentos nos tamanhos efetivos populacionais
precederam suas respectivas estacdes gripais em alguns meses, mesmo no caso da
pandemia de 2009. Além disso, devido a expansao clonal da mesma, resultado da
baixa quantidade de eventos de salto a partir dos suinos, a linhagem pandémica
apresentava diversidade genética menor que as linhagens sazonais (GARTEN et al.,
2009), o que pode ser associado a uma reducéo no NeG.

Além do plot de tamanho efetivo pelo tempo, as arvores inferidas pelo BEAST
foram sumarizadas em uma arvore de maxima credibilidade de clado (MCC), a qual

foi anotada com as localiza¢6es e posterior conforme a Figura 13.
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Figura 13 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas do segmento 6 (elaborada
pelo autor). A escala temporal dos ramos é anual, sendo que os nés internos foram coloridos de
acordo com a localizagdo mais provavel do ancestral dos nds descendentes. Além disso, estédo
exibidas as probabilidades posteriores superiores a 80%, sendo que ramos compartilhando o
mesmo local de coleta e baixa probabilidade entre nés foram colapsados, com o nimero de nés
terminais indicado.
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Com base na mesma, pode-se notar a topologia caracteristica dos virus
Influenza, isto €, um constante surgimento e extingdo de linhagens, dentre as quais
uma unica linhagem atua como a origem das mais recentes (BUSH et al., 1999).
Além disso, é interessante notar que a esmagadora maioria das sequéncias
coletadas em 2009 apresenta um ancestral comum bem préximo do inicio da
pandemia, corroborando a hipdétese de que ocorreram poucos eventos de saltos
interespecificos a partir dos suinos (GARTEN et al., 2009).

Por outro lado, pode-se notar a presenca de dois taxons formando um grupo
externo, KY925507_RS 2009 e KY925722 RS 2009, cujo ancestral comum mais
recente (MRCA) com a raiz da arvore ocorreu em 1995. Uma possivel explicacao
para o ocorrido é tais sequéncias sejam de uma das linhagens sazonais, dado que a
linhagem pandémica circulava em porcos desde, pelo menos, 1992 (TRIFONOV;
KHIABANIAN; RABADAN, 2009), estando presente no Brasil em 2009 (RAJAO et
al., 2013), e portanto possuia baixa similaridade em relacdo as mesmas.

Vale ressaltar também que, conforme esperado para os virus Influenza, o
tempo até o MRCA de linhagens contemporaneas esta sempre dentro do intervalo
de 1-3 anos, que, além de ser a expectativa de vida média de uma linhagem
qualquer (BUSH et al., 1999), é superior a duracdo de cada época gripal. Tal fato
pode ser relacionado a presenca de uma reserva dessas linhagens em hospedeiros
ndo humanos, que permitem a manutencdo da biodiversidade mesmo apds
extingdes locais ao final de uma estacédo (RAMBAUT et al., 2008).

Com base na arvore MCC, também foram elaboradas uma animac¢do com o
software SpreaD3 e um mapa das principais migracdes (Figura 14), permitindo a
identificacdo de dois grandes eventos migratérios simultdneos das sequéncias,

durante os quais diversas migracdes ocorreram em um curto intervalo de tempo.
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Figura 14 - Mapa do Brasil com as quatro principais migracdes do virus entre 1995 e 2016
(elaborado pelo autor). O mapa foi elaborado a partir do shapefile das fronteiras estaduais do pais,
disponivel em <https://nereus.webhostusp.sti.usp.br/?dados=brasil>, em conjunto com os dados da
animacdo do SpreaD3. As setas indicam a mudanga da localizagdo mais provavel de um né
ancestral para a de seu descendente, sendo que as se concentraram no primeiro semestre de cada

ano.

Dentre as migracdes identificadas no periodo, pode-se notar como fator em
comum o ancestral na regido do Rio Grande do Sul. Essa regido, que serviu como
fonte da migracédo viral para Santa Catarina no primeiro semestre de 2011, também
foi a origem na migracdo ao Rio de Janeiro no primeiro semestre de 2013.

Quanto aos eventos migratorios simultaneos, o primeiro € associado ao inicio
de 2009, pouco antes da declaragdo, em junho, do inicio da pandemia pela
Organizacdo Mundial da Saude, porém meses ap0s a primeira identificacdo da

doenca (OMS, 2009). A outro evento, por sua vez, ocorreu no periodo entre outubro
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de 2011 e maio de 2012, isto €, antes da época gripal no pais (maio a outubro do
mesmo ano) (SAO PAULO, 2013; SISTEMA DE INFORMACOES DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAO, 2016). Esse, diferentemente dos outros eventos, partiu de ambos
Rio Grande do Sul e Santa Catarina rumo ao Parana e as regides Norte e Nordeste.

Um outro contexto importante, relativo a atuacéo da regido Sul como origem
das linhagens durante a pandemia de 2009, € sua concentracdo do numeros de
casos e o6bitos, especialmente no inicio da mesma (Figura 15) (SCHUCK-PAIM et
al., 2012). Além disso, dentre os virus com semelhante via de infec¢cdo, como o virus
sincicial respiratério ou o adenovirus, nota-se um diferente padrdo na dispersao de
casos e Obitos, com picos temporalmente mais achatados e melhor distribuidos
geograficamente (BRASIL, 2014, 2015).
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Figura 15 - Porcentagens relativas das mortes (confirmadas por laboratério) por semana por regiao
durante a pandemia. (SCHUCK-PAIM et al., 2012). Pode-se notar o dominio das regides Sul e
Sudeste no inicio e final da pandemia, sugerindo uma regido de origem para a linhagem pandémica
no pais.

Outro fator relevante é a direcionalidade do fluxo génico, que é distinta de
outros virus prevalentes na regido, como o HIV-1 subtipo C, que apresenta um fluxo
bidirecional em que o RS atua como regido importadora (Figura 16) (DELATORRE
et al., 2013); e mesmo o Influenza A H3N2, que apesar da maior participacdo da
regido Sul na rede migratéria, ndo apresenta direcdo preferencial durante uma
época gripal (Figura 17) (BORN et al., 2016).
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Figura 16 - Taxas de migracéo do virus HIV-1 subtipo C entre regifes apds sua introducéo no pais
na década de 1970 (DELATORRE et al.,, 2013). A largura das setas é proporcional a taxa de
transicao viral entre regides, com grande participa¢do de Santa Catarina (SC) e Parana como fontes.

Figura 17 - Taxas de migracéo do virus Influenza A H3N2 entre regies entre 1999 e 2012 (BORN
et al., 2016). A largura das setas € proporcional ao nimero médio estimado de transi¢cdes virais

entre regides, com elevada participacdo das regides Sul (BR-S) e Sudeste (BR-SE) em detrimento
do Nordeste (BR-NE).
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6. CONCLUSAO

A gripe sazonal € uma doenca de manifestacdo anual, cuja manutencao entre
estacfes se deve tanto ao escape imune dos virus Influenza A e B quanto ao
suprimento de reservatdrios animais, principalmente suinos e aves aquéaticas. No
caso dos virus Influenza A, os subtipos HIN1 e N3N2 sdo os mais comuns, sendo
responsaveis pela maioria dos casos no Brasil e no mundo.

Apesar disso, sabe-se que ambos 0s subtipos apresentam padrdes diferentes
de dispersdo, com interacbes complexas entre drift e shift antigénicos, além da
relevancia dos selective sweeps, que levam a extingdo de linhagens locais entre
temporadas (RAMBAUT et al., 2008).

Tais interacbes e padroes conseguem se manifestar diferencialmente tanto
nas arvores filogenéticas quanto nos plots de tamanho populacional pelo tempo,
permitindo a analise filodinamica das sequéncias virais.

Com base no presente trabalho, pode-se confirmar, além das elevadas taxas
mutacionais, caracteristicas de virus de RNA, variagbes no tamanho populacional
efetivo e fluxo génico especificos aos virus Influenza, permitindo sua correlagédo com
épocas gripais particularmente intensas. Nesse contexto, a identificacdo da regido
Sul como semeadora de linhagens, em especial sua intensa participacdo durante a
pandemia de 2009, € um fator marcante para a biodiversidade observada e sua
correlacdo com a expansao clonal em reacao ao salto a partir dos suinos.

Além disso, pode-se notar outros padrbes caracteristicos das filogenias de
H1N1, como a baixa longevidade e manutencdo da biodiversidade entre épocas
gripais. Tais padrées podem ser explicados pela selecdo imune negativa, extincao
das linhagens locais e fornecimento a partir de espécies reservatdrio ndo humanas,
como aves aquaticas e suinos.

Apesar de nao incluirem o impacto do shift antigénico, dado que foi estudado
apenas um segmento genbmico em isolamento, o conjunto desses resultados
fornecem importantes insights quanto a epidemiologia e parametros evolutivos da

gripe sazonal por Influenza A HIN1 no Brasil.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

No atual contexto pandémico, tornou-se evidente a importancia dos servicos
de monitoramento epidemiolégico, em especial do monitoramento da evolucdo
genética de virus de tdo rapida mutacdo como os virus de RNA. Esse
monitoramento é especialmente importante para os virus Influenza, posto que temos
exemplos ndo s6 de pandemias devastadoras como também de linhagens em
circulacdo com grande potencial pandémico, como a HPAIV H5N1, dentre outras
(CDC, 2019).

Além disso, dadas as alteracdes nos padrdes mundiais de movimentacao nos
altimos anos, podem ter ocorrido mudancas na epidemiologia e evolucao dos virus
Influenza que sdo mais prontamente observadas através de analises filodindmicas e
filogeograficas, como € o caso da possivel extingdo da linhagem de Influenza
B/Yamagata (KOUTSAKOS et al., 2021) ou mesmo a epidemia fora de época de
H3N2 (GOMES, 2021).

Outro fator importante para os padres de movimentacdo da Influenza A é
justamente a migracdo de aves que atuam como reservatério da mesma, 0 que pode
facilitar o surgimento de pandemias ou acelerar a dispersdo de epidemias (XU et al.,
2016). Dessa forma, uma analise que correlacione tais padrées migratorios e a
filogeografia viral na regido, tanto de linhagens de aves quanto humanas, seria muito
interessante, visto que a mesma poderia auxiliar na identificacdo de eventos de
emergéncia viral.

No Brasil, apesar da criacdo do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo (SINAN) em 1993, foi apenas em 2006 que se tornou compulsoria a
notificagcdo de casos de Influenza (BRASIL, 2006). Dessa forma, espera-se que 0
acumulo de dados genéticos e epidemioldgicos permita um maior subsidio a tomada
de decisbes no que tange o combate e a prevencdo de epidemias de gripe
(WEBSTER; GOVORKOVA, 2014).
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