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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Pedro Pereira Lira Furtado de Albuquerque

O Hepacivirus A (hepacivirus equino — EqHV) foi o primeiro virus do género
Hepacivirus (Familia Flaviviridae) descrito para um hospedeiro mamifero ndo humano.
Descrito em infeccao de cavalos, caes e muares, possui uma ampla distribuicdo
global, co-circulando como dois subtipos virais sem qualquer associagao geografica.
O animal infectado pelo EqQHV desenvolve quadros clinicos de hepatite e a infecgao
pode evoluir para cronicidade. No entanto, o desenvolvimento para infec¢ao crénica
constitui uma minoria dos casos. O genoma do EqHV possui regides hipervariaveis
na regidao do envelope viral e uma dindmica populacional de quasiespécies. Essa
complexa dindmica é associada a muitas dificuldades clinicas no tratamento,
desenvolvimento de vacinas e caracteristicas bioldégicas do virus. Estudar esta
complexidade populacional no contexto de diferentes evolugcbes da infeccdo e
localizagbes geograficas, isto é, de animais que eliminaram ou que evoluiram para a
infecgao crbnica, pode elucidar caracteristicas importantes da evolugao e distribuicdo
dos hepacivirus. Desta forma, este projeto teve por objetivo acessar a populagao de
quasiespécies do EqQHV em equinos que eliminaram a infecgdo ou evoluiram para
infeccdo crénica, bem como estimar a diversidade genética entre equinos de
diferentes regides geograficas do Brasil. Para a analise das quasiespécies, foi
realizada a amplificagdo, sequenciamento e clonagem molecular do envelope viral
abrangendo a regido hipervariavel do EqHV (400 pb), e um total de 236 clones foram
obtidos. As populacbes de quasiespécies do animal crénico mostraram-se
significativamente diferentes em relagcdo aos animais que eliminaram a infecgao,
inclusive quando analisadas as sequéncias majoritarias (sequenciamento direto do
produto de PCR). As sequéncias dos produtos de PCR dos quatro animais que
eliminaram a infecgdo foram idénticas entre si, e entre a maioria dos clones obtidos
desses animais. Esse resultado nao foi observado para nenhuma das coletas do
animal com infec¢do crénica. Além disso, ndo houve relagdo entre a localizagao
geografica e a distancia genética inter-populacional do EqHV. As variagdes nao
sinbnimas se concentraram em regides de conhecida hipervariabilidade, sendo mais
frequentes no animal crénico. Ademais, os dois pontos de coleta do animal crénico
mostraram dindmica de populagao de quasiespécies acelerada. A analise filogenética
nao distinguiu populagdes de animais crénicos, de eliminagdo ou de diferentes
localizagbes geograficas. Em conclusédo, verificou-se associagdo entre diversidade
viral e persisténcia da infeccdo em que uma populagdo homogénea tende a
eliminacao viral, enquanto uma populagdo de maior diversidade tende a persisténcia.
Nao houve relagdo entre a distancia geografica e a distancia genética, sugerindo
distribuicdo antropogénica do virus. Entender a dinamica populacional do EqHV
envolve beneficios que podem abranger a area médica veterinaria € humana,
contribuindo também na agenda de eliminagdo das hepatites virais humanas da
Organizagao Mundial da Saude (OMS).
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ABSTRACT
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Hepacivirus A (equine hepacivirus - EqQHV) was the first virus of the genus
Hepacivirus (Family Flaviviridae) described for a non-human mammal host. Described
in infection of horses, dogs and muars, it has a wide global distribution, co-circulating
as two viral subtypes without any geographical association. Animals infected by EqHV
develop clinical symptoms of hepatitis and infection may evolve into chronicity.
However, the development to chronic infection constitutes a minority of cases. EQHV
genome has hypervariable regions in the viral envelope genes and a quasispecies
population dynamics. Such complex dynamics is associated with many clinical
difficulties in treatment, vaccine development and biological characteristics of the virus.
Studying this population complexity in the context of different infection evolutions and
geographical locations, i.e., animals that have eliminated or evolved to chronic
infection, may elucidate important characteristics of hepacivirus evolution and
distribution. Thus, this project aimed to assess the population of the EqHV
quasispecies in horses from the same farm that either cleared the infection or
progressed into chronic infection, as well as the genetic diversity between horses from
different geographical regions in Brazil. For the analysis of the quasispecies,
amplification, sequencing and molecular cloning of the viral envelope portion covering
the hypervariable region of EqHV (400 bp) were performed, and a total of 236 clones
were obtained. The populations of quasispecies of the chronic animal were
significantly different from those that cleared the infection, even when the majority
sequences were analyzed (direct sequencing of the PCR product). The sequences of
the PCR products of the four animals that cleared the infection were identical among
themselves, and among the most frequent clone population obtained from these
animals. This result was not observed for any of the samples of the chronically infected
animal. Moreover, there was no relationship between the geographical location and
the inter-population genetic distance of EqQHV. The non-synonymous variations were
concentrated in regions of known hypervariability and were more frequent in the
chronic animal. Moreover, the two samples of the chronically infected animal revealed
accelerated quasispecies dynamics. Phylogenetic analysis did not distinguish
populations of cleared, chronically infected animals or of different geographic locations.
In conclusion, there was an association between viral diversity and persistence of
infection in which a homogeneous population tends to viral elimination, while a
population of greater diversity tends to persist. There was no relationship between
geographic distance and genetic distance, suggesting anthropogenic distribution of the
virus. Understanding the population dynamics of EQHV involves benefits that can cover
the veterinary and human medical field, also contributing to the World Health
Organization (WHO) agenda for the elimination of human viral hepatitis.
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1 INTRODUGAO

O género Hepacivirus, da familia Flaviviridae, é exemplo de um dos taxons
favorecidos pelo desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento e
processamento de dados bioldgicos, denominados sequenciamento de nova geragao
(New Generation Sequencing - NGS), levando a descricdo de novos virus (1-3). A
espécie tipo deste grupo foi descrita em 1989 (4) como um importante agente
etiologico de hepatite ndo-A e ndao-B, posteriormente vindo a ser chamada de hepatite
C, dando nome a espécie Hepatitis C Virus (HCV). Sua relevancia clinica e
epidemioldgica trouxe consigo grandes avangos na biologia do virus, embora uma
vacina ainda seja elusivo (5). Por muitos anos, o humano foi o unico hospedeiro
representado neste género, até a detecgdo, por NGS, de um virus com uma
configuragdo genética muito semelhante, que a relagao filogenética acusava grande
proximidade (3) e o quadro clinico se assemelha ao HCV (6,7). Atualmente, sao
reconhecidas no género Hepacivirus 14 espécies virais, nomeadas de A a N, contendo
uma gama de hospedeiros mamiferos (8) e até peixes cartilaginosos (9).

1.1 O Hepacivirus A

Inicialmente o hepacivirus equino (EqHV) foi detectado na traqueia de caes
albergados em dois canis independentes onde ocorriam surtos de infecgéo
respiratoria (3), recebendo o nome de hepacivirus canino (CHV). Posteriormente, em
estudos epidemioldgicos por via sorolégica envolvendo equinos e caninos, 0 agente
foi detectado em equinos, mas ndo em caes amostrados no estudo (10), passando a
ser denominado de hepacivirus ndo primata (NPHV) e ampliando a possibilidade de
hospedeiros para o virus. A reorganizagdo do género Hepacivirus resultou na
classificagdo do virus que infecta equinos e caninos como uma unica espécie, 0
Hepacivirus A, e a renomeacgao do HCV (agora Hepacivirus C a partir de 2017) (8).

Técnicas de hibridizagao in situ revelaram a presencga do acido ribonucleico
viral (EqHV-RNA) no citoplasma de células epiteliais da traqueia e alvéolos de caes,
além do figado, confirmando a presenc¢a do EqHV no trato respiratorio de caes (3,11).
A mesma técnica também identificou EqQHV-RNA em células epiteliais dos brénquios
e no baco de cavalos. Interessantemente, multiplos foci (do latim, focos) de infecgéo

foram detectados no figado, comparados a foci unicos nos outros érgaos, demarcando
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a maior presenca da infecgdo neste 6rgéo. De fato, o intermediario replicativo, a fita
de RNA complementar a matriz de leitura do virus que é traduzida, foi identificado
apenas no figado, levantando fortes indicios do hepatotropismo do EqHV (6,7).

O EqHV é frequentemente identificado em cavalos, ao passo que em cées
foram relatados apenas dois casos desde a primeira descrigao (11,12), sugerindo que
0 equino seria o hospedeiro natural deste virus. Um destes estudos relatou um
possivel caso de transmissado entre um cao e um cavalo de fazenda que mantinham
contato préximo, mostrando que a barreira entre espécies poderia ser quebrada (12).
Outra evidéncia neste sentido foi a identificacdo de um isolado em soro equino
comercial com alta similaridade ao virus encontrado em céaes (10). Analise de reldgio
molecular identificou um ancestral comum entre o virus de hospedeiro canino e equino
na década de 1970. Um ancestral tdo recente refor¢a a hipdtese da possibilidade de
transmissdo direta entre cades e equinos (13). O EqHV também foi comumente
identificado em soro comercial equino (6,7,14), podendo ter sido a causa de
transmissao entre estes dois hospedeiros, uma vez que produtos de origem equina
sdo utilizados na producdo de vacina da raiva e cinomose canina, patdgenos de
grande importéncia veterinaria (13).

A diversidade de hospedeiros do EqHV seguiu crescendo quando dois
trabalhos também detectaram o EqQHV em muares (Equus africanus asinus), cujos
isolados mesclavam-se junto com sequéncias de cavalos em analise filogenética,
embora apresentassem maior diversidade (15,16). Demonstrou-se, assim que o virus
poderia infectar outra espécie equina sem muitas adaptacdes necessarias. Uma
topografia que néo separa o virus de cavalos e muares e levando-se em consideragao
que as duas espécies equideas divergiram a alguns milhdes de anos, sugere uma
historia evolutiva recente para o EqHV. Consequentemente, diminuindo a
possibilidade de um evento de infec¢gdo equino-humano ao longo da histdria evolutiva
do virus e diminuindo a probabilidade de que o HCV tenha se derivado de uma
infecgdo humana pelo EqHV, uma vez que a evolugao dos equideos nao € paralela a
evolugéo do virus (15,16).

De fato, o estudo de uma coorte de humanos em intenso contato com equinos,
potencialmente configurando grupo de risco para a infecgao pelo EqHV, indicou que
seria pouco provavel a transmissao equino-humano, uma vez que o grupo controle
(humanos sem histérico de contatos com equinos) apresentou perfil similar ao grupo
teste. Em ambos os grupos, foram encontradas amostras fracamente sororreativas

aos antigenos de envelope do EgHV testados, mas nenhum doador apresentou
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presencga de anticorpos especificos para o HCV, sugerindo que haveria um ancestral
comum ainda nao identificado entre o HCV e o EqHV (17). A distancia genética entre
o HCV e o EgHV corrobora a existéncia de um ancestral comum entre eles e reforca
a baixa probabilidade de um ter dado origem ao outro por salto entre espécies (13).
Se por um lado o EqHYV ja foi descrito em infecgao natural de trés espécies de
hospedeiros diferentes, o HCV tem apenas humanos como hospedeiros naturais e
chimpanzés como hospedeiros de infecgao experimental (18). Estas similaridades e
diferencas entre o EqQHV e o HCV pedem uma analise mais minuciosa da biologia e
evolugao deste virus recém descrito, trazendo novas perguntas e possibilidades para

o combate de uma doenga humana proeminente (18).

1.1.1 O genoma

O género Hepacivirus a que pertence o hepacivirus equino esta contido dentro
do dominio viral Riboviria, caracterizado pela presenga de um dominio RNA-
polimerase-RNA-dependente (do inglés, RdRp) (19) e na familia Flaviviridae, cuja
organizagcdo genbmica ¢é similar para todos os membros, com algumas
particularidades para o género (8). O genoma de RNA fita simples de polaridade
positiva dos hepacivirus possui aproximadamente 9.6 kilobases (kb) e pode ser
diretamente traduzido no citoplasma celular, funcionando como um RNA mensageiro
(RNAm). Produz uma unica poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos (aa),
cujas clivagens co- e pos- traducionais geram dez proteinas maduras entre
estruturais, que fazem parte da particula viral, e ndo estruturais, que possuem fungao
no ciclo replicativo (3,7,20,21) (Figura 1).

Virus da hepatite C

5’NC 3’NC

p7

—{ C|E1| E2

IRES

5'NC =
i Estrutural Nao-estrutural

Figura 1 Genoma do HCV

Esquema do genoma do HCV mostrando a matriz de leitura aberta com os 10 genes que compde a
matriz de leitura aberta (ORF) flanqueada por duas regiées ndo codificantes (NC) nas posigdes 5’ e 3’
(acima). Detalhamento das estruturas 5’ e 3’ e divisdo da ORF em regido estrutural (C, E1 e E2) e néo-
estrutural (p7 até NS5B).
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A fase de leitura aberta (do inglés, ORF) da poliproteina é flanqueada por duas
regides nao-codificantes a 5 (5’NC) e 3’ (3'NC), possuindo fungdes reguladoras
importantes como a estrutura interna de entrada do ribossomo (do inglés, IRES) na
ponta 5’ que inicia a replicagdo cap-dependente viral. Na interface entre as proteinas
estruturais e as ndo estruturais se encontra uma viroporina, p7, uma proteina de canal
idbnico importante para replicagdo e montagem da particula viral. Esta porgdo da
poliproteina é clivada por proteases celulares (3,20,21).

As proteinas ndo-estruturais consistem das proteinas NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NSS5A e NS5B. A porgcédo N-terminal desta regido é clivada pela holoenzima NS2-NS3,
enquanto a porcao C-terminal é clivada pela holoenzima NS3-NS4A. A proteina NS4B
esta associada a formacgao do viroplasma, um ambiente lipidico propicio para a
replicacao viral, a teia intramembranar, formada a partir da membrana do Reticulo
Endoplasmatico. Os niveis de fosforilagdo da proteina NS5A ja foram associados ao
controle entre as etapas de replicagdo e montagem viral. Por fim, a NS5B ¢é a
responsavel pela replicagdo viral em si, devido a atividade RNA polimerase
dependente de RNA (RpRd), embora seja preciso a interagdo com outras regides do
genoma, como a 3'NC, para seu correto funcionamento (22).

Muitas destas informagdes foram inicialmente geradas em estudos para o HCV,
mas a similaridade genética e a proximidade filogenética destes dois virus permitem
predicdo das fungdes por homologia (3,23). Algumas fungdes ja foram confirmadas,
como a presenga de dois sitios micro-RNA122 e dominios de IRES na porcéo 5,
importantes para traducao das proteinas virais (24,25), apesar de haver a separagao
de um componente comum entre os hepacivirus (a regidao contendo a IRES) e outro
componente espécie especifico (26). A proteina de capsideo do EqHV, assim como
para o HCV, também possui peptideo sinal e auxilia na localizacdo da particula viral
préxima a ilhas lipidicas (24).

A funcédo proteolitica da holoenzima NS2-NS3 também ja foi confirmada,
inclusive sob mesmo mecanismo de dimerizagédo (27). Quimeras das proteinas do
HCV e EqHV mantém-se funcionais, como é o caso da jungdo da proteina NS2 e a
porcao N-terminal da NS3 e da porgéo C-terminal da proteina p7 (27,28). Nosso grupo
de pesquisa revelou por modelagem tridimensional da proteina NS5B do EqHV e
docking molecular um mecanismo de acao similar a proteina do HCV e um potencial
inibitério por anti-virais como o sofosbuvir e dasabuvir em analise in silico (29). Foi
demonstrado que a holoenzima NS3-4A é capaz de clivar a proteina de sinalizagao

antiviral mitocondrial (do inglés, MAVS) humana, um importante adaptador na cascata
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de sinalizagao do acido retindico e ativagdo da imunidade mediada por interferon,
mostrando que o EqHV pode compartilhar um importante mecanismo de escape da
imunidade (7,30,31).

1.1.2 A epidemiologia

A epidemiologia do hepacivirus equino ainda nao foi profundamente estudada,
embora tenha sido detectado ao redor do globo (10,11,15,24,32-37) Estima-se que a
soroprevaléncia global do EqHV gira em torno de 34,9% e a viremia em torno de 6,8%
(15,20,38), mostrando sua ampla circulagdo na populagao equina.

No Brasil, foi encontrada uma viremia de 13,4% entre os estados do Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Mato Grosso do Sul (32) e 8,3% no estado do Para (39).
Dentro do estado do Rio de Janeiro, o EqHV foi encontrado em 9 municipios, havendo
circulagado do EqHV em 62,5% dos haras estudados com uma prevaléncia de 13,4%
(40). Quando considerados os 4 estados, a prevaléncia do EqQHV no Brasil é de
11,91% (83/697) em equinos Equus ferus caballus. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a populagdo de equidios brasileira é de
aproximadamente 55 milhdes (acessado em
<https://sidra.ibge.gov.br/tabela/3939%%#resultado> no dia 11/08/2019), o que
corresponderia a mais de 650 mil equinos brasileiros potencialmente infectados pelo
EqHV.

Mesmo cavalos nativos do Japdo, nunca expostos a viagens internacionais,

apresentaram soroprevaléncia entre 6,1% e 68,2% (41). Por mais de 100 anos, estes
cavalos foram mantidos isolados em uma ilha remota ao sul do Japao e ainda assim,
o EqHV era presente, levantando a pergunta de qual sera a relagado dos cavalos com
o0 ambiente que possibilitariam infec¢ao (41).

A sorologia € uma ferramenta epidemiologica importante para detecgao de
infeccbes passadas, no entanto, devido a baixa de anticorpos ao longo do tempo,
pode haver uma subestimagao da epidemiologia do EqHV na populagao equina (12).
Ja foi relatado, por exemplo, um caso de um animal com infecg¢ao persistente crénica,
mas cuja sorologia era negativa. Ndo se sabe se isto se deve a uma caracteristica
natural da infecgéo cronica ou se foi o efeito de uma menor concentragao antigénica
(42), reforcando a subestimagao da epidemiologia do EqHV.

A maior soroprevaléncia encontrada para o HCV se deu no Egito, atingindo
14,7% em estudo nacional de 2008 (43—45), atualmente, a distribuigao global do HCV
€ 1,6% quanto a sorologia e 1,1% quanto a presenga do RNA viral (46). Portanto, uma
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circulagdo global do EqHV mais ampla do que do HCV poderia indicar vias de
transmissao alternativas para o EqHV do que o HCV (12). A via parenteral foi
comprovada por infecgdes experimentais em cavalos (42) e a via vertical foi relatada
em infecgdo natural em um estudo de uma coorte de cavalos na Alemanha, onde o
colostro apresentava anticorpos para o EqHV, , mostrando transferéncia passiva de
anticorpos, e o corddao umbilical era EqHV-RNA positivo (47). Uma terceira via de
infeccao por vetores artrépodes hematofagos foi testada, mas ndo confirmada (13,48).
A transmiss&o entre hospedeiros é provavel, uma vez que a analise filogenética da
regido conservada NS3 apresenta topografia poli ou parafilética para os virus de
diferentes hospedeiros dentro do género Hepacivirus, mas também pode indicar uma
distribuicdo antropogénica, como ja foi sugerido para o hepacivirus presente em gados
(13,15,49,50).

Associagdes entre sexo, idade, raca e transporte foram testados em varios
estudos, mas um padrao ainda nado pbéde ser desenhado (6,20,33,40,41,51,52). Um
fator comum entre muitos estudos € a maior prevaléncia em equinos Puro-Sangue e
de corrida, sendo o intenso tratamento veterinario uma das possiveis causas de
transmissao (6,20,33,39,40,52).

1.1.3 A clinica

Desde as primeiras descricoes do EqHV, a infeccdo do virus animal parecia
contrastar com a infecgdo pelo HCV em que este ultimo é capaz de causar danos
graves ao figado, em alguns casos até mesmo em estados precoces da infecgéo,
enquanto o primeiro dificilmente gerava dano hepatico e eram relatados poucos casos
de hepatite bioquimica ou subclinica (6,12,38,53). No entanto, ja foram relatados
casos de infecgéo natural por EQHV causando quadros clinicos severos (7,54,55). Um
cavalo com evidente quadro de hepatite ictérica e cuja intensidade do sintoma
decrescia em paralelo com a carga viral, apesar do RNA viral ainda ser detectavel ao
longo de quase 5 meses, ilustrou a capacidade do EqHV de gerar dano hepatico em
fases mais precoces da infeccdo (54). Um estudo de caso também revelou uma
infecgao crénica do EqQHV em um cavalo com quadro hepatico severo, provavelmente
multifatorial, resultando na recomendacgao de eutanasia do animal (55).

A associacao entre hepatite e o EqHV também foi demonstrada em infecgao
experimental em cavalos, revelando também uma cinética de infeccéo e evolugao da
infecgdo similar ao do HCV (7,42). Analises histoldgicas de tecido hepatico de cavalos
infectados pelo EqHV revelaram multiplos foci em processo de necrose distribuidas
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aleatoriamente e circundados por células monociticas inflamatérias, linfocitose portal
hepatica, hiperplasia biliar e evidéncias de perda e recuperacao tissular hepatica
(6,7,42).

Na infeccéo pelo EqHV, a soroconversao ocorre junto a elevagdo das enzimas
hepaticas, e a medida em que anticorpos sdo produzidos, a carga viral decai,
evidenciando o papel da imunidade adaptativa no desenvolvimento da doenca. Esta
conclusédo é reiterada pelo fato de que potros, cuja produgdo de determinadas
imunoglobulinas é comprometida pelo sistema imune imaturo, e potros
imunossuprimidos, que nao produzem anticorpos, apresentam quadros clinicos mais
brandos ou nenhum sintoma da doenga quando comparado com cavalos adultos (42).

A cinética da resposta imune ao EqHV apresenta produg¢ao de anticorpos de
forma tardia e queda da taxa de anticorpos ao longo do tempo, caracteristicas até
entdo similares ao HCV (6,7,12,42,56). Contudo, a taxa de animais com viremia e
soroconversdo concomitantes & de 22-31,4%, isto é, muitos animais tém sorologia
positiva, mas o RNA viral ndo é detectavel (6,10,12,37). Isto representa uma taxa de
cronicidade menor da infecgao pelo EqHV em cavalos do que a de HCV em humanos
(6,10), uma caracteristica clinica que deve ser explorada.

Em um estudo brasileiro conduzido em 2015, foram triados 202 cavalos entre
os estados do Mato Grosso do Sul, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Destes, apenas
27 eram positivos (13.4%). No ano seguinte, apenas dois animais permaneceram
positivos, representando uma taxa de eliminagao viral de 89,5% (57). Em uma coorte
de 87 cavalos na Alemanha, houve um indice de eliminagao viral de 60% em menos
de 2 meses (6). Todos os quatro animais adultos inoculados em infecgdo experimental
eliminaram o virus até a 372 semana (42), mas potros de infecgdo experimental e
natural evoluiram para infec¢ao cronica (38,42). Um estudo retrospectivo identificou
um animal crénico ha pelo menos 12 anos, mostrando que a infecgao poderia persistir
por ao menos uma década (7).

Portanto, a evolugao da infeccdo do EqHV é em muitos aspectos similar ao
processo do HCV: (i) é um virus hepatotropico; (i) € capaz de causar infecgao
persistente, mesmo que em menor taxa; (iii) a carga viral sérica é similar (entre 10° a
10° copias/mL); (iv) a resposta imune adaptativa é tardia e concomitante com o
aumento de enzimas hepaticas; (v) quadro clinico de hepatite e alteragcdes hepaticas
similares (7). Este paralelo de caracteristicas chama atencdo a importédncia da

infecgao pelo EQHV em cavalos pelo ponto de vista da saude humana e veterinaria.
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1.1.4 A diversidade

A diversidade dos hepacivirus ndo € homogénea ao longo do genoma, o que
seria esperado, uma vez que incidem diferentes pressdes seletivas em cada trecho
(58,59). As regides mais conservadas sao os genes NS3, serino-protease e helicase
viral, e NS5B, a replicase viral. Ambas possuem papel essencial no ciclo replicativo
viral, logo sofrem forte pressao negativa (22). Ainda assim, ndo sao tdo conservadas
quanto a porcao 5’NC e, portanto, sdo mais filogeneticamente informativas. Por isso
fragmentos destes dois genes sdo utilizados para classificagdo dos 8 gendtipos do
HCV e a diferenciagao das 14 espécies do género Hepacivirus (8,60).

Analise da diversidade do EqHV através da NS5B, revelou a circulagao de ao
menos 2 subtipos mundialmente, mas n&o ha relagdo geografica entre elas (33—
35,40,51). Outro estudo sugeriu a separagdo de 3 subtipos a partir da analise de
genoma completo e reforgou a existéncia de um unico gendtipo para o EqHV (61).
Este nivel de diversidade é curioso para um virus tdo proximamente relacionado ao
HCV, que possui 8 gendtipos e 67 subtipos classificados e uma clara distribui¢ao
geografica (59,60,62). A energia média de dobramento do genoma do EqHV & maior
do que para o HCV (3,10,15). Em outras palavras, o estado natural da conformacéo
espacial do genoma viral do EqHV estoca mais energia do que a conformagao do
HCV, o que significa maiores restricbes a mutagdes devido a preservacao de
estruturas secundarias especificas do genoma viral. Todavia, tamanha diferenga de
diversidade entre o virus humano e de cavalo ndo poderia ser unicamente explicada
pela energia das estruturas genémicas, sendo a evolugdo dos hepacivirus ainda
elusiva (10,15,63).

A diversidade de outros hepacivirus ainda precisa ser elucidada, mas uma
diversidade baixa relativa ao HCV, embora maior relativa ao EqHV, foi encontrada
para o hepacivirus bovino. Discussdes atuais giram em torno da existéncia de 2
gendtipos, suportadas por analise filogenética, mas ndo de acordo com a classificagéo
taxonémica do HCV (64); ou a existéncia de um unico genotipo e a subcategorizagéo
de seis subtipos (65). A maior diversidade dentro do género hepacivirus se encontra
nos virus de hospedeiros de roedores e quirépteros, que possuem mais de uma
espécie viral (8). A recente expansao do género hepacivirus ressalta a peculiaridade
da espécie Hepacivirus C que alberga uma enorme diversidade em uma unica espécie
viral, em que a distancia entre gendtipos seria suficiente para classificar espécies

diferentes no género Flavivirus, por exemplo (13). Esta enorme diversidade torna-se
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ainda mais interessante frente ao fato de que a espécie viral mais proximamente
relacionada possui uma diversidade tao baixa quanto 2 ou 3 subtipos (20,40,61).
Para o hepacivirus equino, a maior diversidade € encontrada na regiao
estrutural, com maior indice de mutagdes sindbnimas (10). Quando analisados os
genomas dos virus de hospedeiro canino e equino, as regides do capsideo e envelope
viral concentraram o maior numero de mutagdes (13). Adicionalmente, a analise do
genoma completo do EqHV mostrou que grande parte das mutagdes eram
acumuladas na regido de envelope, em especial na porgdo N-terminal do gene E2,
revelando um padrao evolutivo similar ao do HCV (15). Apesar de ser uma das regides
mais variaveis do genoma, houve similaridade suficiente que permitisse o alinhamento
satisfatorio entre o HCV e o EgqHV. O numero e posicionamento de cisteinas sugerem
uma estrutura terciaria muito proxima entre eles (3). Estas semelhangas tornam a
regiao de envelope do EqHV um importante alvo para se obter informac&o evolutiva

para o EqHV.

1.2 Quasiespécies

1.2.1 Conceito

A teoria das quasiespécies veio como forma de estudar sistemas finitos de
macromoléculas poliméricas, auto-cataliticas e auto-replicativas com alta incidéncia
de erros e cujas variagbes fossem irreversiveis, de forma a escapar um equilibrio em
um estado de constante dindmica de adaptagdo. Os melhores representantes destes
sistemas sdo os codigos genéticos de DNA e RNA. Estes sistemas moleculares tém
suas semelhancas as teorias de genética de populagdo, mas suas dimensdes |Ihe
conferem particularidades. Em um sistema de genética de populagdes, variacoes de
baixa frequéncia ndo afetam o curso de evolugédo do sistema e sdo logo eliminadas,
ao passo que a presencga do haplétipo de mais baixa frequéncia em um sistema de
macromoléculas pode nao so persistir mais consistentemente do que haplétipos de
maior frequéncia, como definir interagdes e todo curso de evolugao da populagao (66).

Estes sistemas de macromoléculas sao visualizados por cadeias de caracteres
de um alfabeto finito, onde o tamanho da populagdo cresce geometricamente de
acordo com o tamanho da cadeia. Em um alfabeto de 4 letras, como no cddigo
genético, uma cadeia (v) possui uma populagao de 4 haplétipos. A taxa de mutagao

e tamanha que é pouco provavel que uma molécula idéntica a parental imediata seja
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produzida dentro de um mesmo sistema. O tamanho astronémico da populagao aliada
a uma replicagado propensa ao erro geram estas particularidades mencionadas no
estudo da genética de populagao de macromoléculas (66,67).

Ainda que o sistema seja dinamico e possua uma enorme diversidade, ha um
limite a que possa suportar para que a informagdo se preserve. Este limite,
denominada catastrofe de erros, € o que define muitas caracteristicas do sistema,
como por exemplo a constante reposicao de haplotipos de baixa frequéncia e que,
portanto, ndo sao extintos (68). Este fenbmeno também tem ligacdo a “memdria” do
sistema. Ha uma constante flutuagdo que faz com que populagdes majoritarias se
tornem minoritarias e vice e versa. Por conta da catastrofe de erros, as populacoes,
antes majoritarias, ndo se extinguem por completo e sua informacéo € mantida de
forma que quando as condicbes voltem a se tornar favoraveis, esta populacao
consegue se estabelecer mais uma vez como majoritaria. Assim, o sistema mantém
uma memoria, pois ndo perde informagéao (66,67,69).

A teoria das quase epécies é deterministica, atribuindo-se niumeros e equacoes
para calcular valores e realizar previsbes com parametros bem definidos. Estas
previsdes podem ser representadas graficamente na sequéncia espago. Entende-se
por “sequéncia espaco” um plano abstrato dimensionado pelo numero de caracteres
diferentes entre sequéncias vizinhas (distdncia de Hamming). Considerando, por
exemplo, as cadeias de caracteres: (a) “CA”, (b) “CAO” e (c) “CAOS”, as cadeias (a)
e (c) estdo mais afastadas na sequéncia espago, pois possuem 2 caracteres
diferentes entre si, logo uma maior distdncia de Hamming; e a cadeia (b) é
equidistante, pois possui apenas 1 caractere diferente em relacdo as outras duas.
Conhecendo a distribuicao na sequéncia espag¢o de uma populagdo de cadeias, seria
possivel definir com maior precisdo como o sistema ira se comportar e entender como
funciona sua dinamica (66,67,70).

A dindmica de quasiespécies possui padroes e regularidades singulares que
afetam o sistema como um todo. Uma das regularidades mais fundamentais é a
adaptacao (ou fitness), a qual o raciocinio darwinista define limites e adiciona o acaso
como fator evolutivo. Para um sistema de macromoléculas, o fitness pode ser definido
como a capacidade replicativa de determinado haplétipo em determinado ambiente e
condigdes. A sobrevivéncia também é uma regularidade definida na teoria darwinista,
que quando aplicada a sistemas de macromoléculas se refere a um hapldtipo que
tenha frequéncia maior que zero. Desta forma sendo possivel aplicar o famoso

conceito da selegéo natural darwinista a populagdes de macromoléculas (66).

24



Algumas alteragdes ainda precisam ser feitas ao raciocinio darwinista para que
se apligue mais adequadamente a sistemas de macromoléculas. A alteracdo mais
marcante é a unidade de sele¢cdo. Na genética de populagdes, a unidade de selegao
é o individuo que carrega o genaotipo e expressa o fenotipo que sera selecionado. No
entanto, quando colocado no contexto de populagdes de macromoléculas, frente ao
tamanho populacional em um contexto de alta taxa de mutacdes, a unidade de seleg¢ao
de uma quase espécie ndo € o haplétipo mais adaptado, mas sim o haplétipo com
maior frequéncia (sequéncia mestre) junto as sequéncias de menor frequéncia e mais
relacionadas. Em suma, quasiespécies consistem de uma espectro de mutantes nao-
simétrica, replicando em diferentes taxas, que produzem um viés em massa para

producao de novas particulas mutantes (66,67).

1.2.2 Aplicagées na Virologia

A virologia veio como uma verificagdo experimental da teoria deterministica,
uma vez que virus de RNA e DNA preenchem todos os requisitos para um sistema de
quasiespécies (66,67,70). Virus guardam informagao no cddigo genético de RNA e
DNA, logo sao moléculas poliméricas, autocataliticas e autoreplicativas. A replicase
viral de uma parte consideravel de virus ndo possui capacidade de corregao durante
o processo de replicagao, logo as variagdes ou mutagdes sao irreversiveis (71). A taxa
de erro de incorporagdo de nucleotideos varia na ordem de grandeza de 108 a 103
substituicdes nucleotidicas por sitio por célula infectada, sendo as maiores taxas para
virus de RNA, construindo um sistema dindmico de constante adaptacgéo (72-74).

A teoria de quasiespécies aplicada a virologia pode ser abordada de varios
pontos de vista em diferentes campos do conhecimento. Para a fisica, € uma nuvem
de informacgdes preenchendo a sequéncia espaco. Para a quimica, € uma colecao de
sequéncias nucleotidicas relacionadas, mas nao idénticas. Para a biologia € a unidade
de selecao da evolucéo viral. Para a medicina, € um espectro de mutantes que resulta
em escape imunoldgico e resisténcia a antivirais (66,67). Trata-se, portanto, de um
tema multidisciplinar e com amplas ramificagoes.

A dindmica de quasiespécies € intrinseca a biologia dos virus e varios conceitos
da teoria sao facilmente exemplificados por estas entidades bioldgicas. O conceito de
“memodria molecular’, por exemplo, pode ser ilustrado pela infeccdo de arboviroses
em hospedeiros vertebrados e invertebrados, na qual ocorre adaptagao aos dois
hospedeiros de forma especifica e generalizada (75). Isto é, ocorrem adaptagdes
especificas para infeccdo em um hospedeiro invertebrado, mas sdo guardadas
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informacdes no espectro de mutantes para que também possa infectar um hospedeiro
vertebrado. Arboviroses exploram a sequéncia espago de tal forma que mesmo
havendo gargalos genéticos em eventos de troca de hospedeiros, o fitness viral entre
populagdes que passaram pelo gargalo ou que se mantiveram em um mesmo
hospedeiro ndo sofre grandes variagdes, ilustrando sua rapida adaptabilidade aos dois
ambientes devido a memadria molecular da populagéo (75,76). Eventos frequentes de
gargalo genético devido a troca de hospedeiros constante impacta negativamente a
diversidade genética de arbovirus, considerada a menor dentre virus de RNA. Isto
parece ser consequéncia de sua dinamica populacional e ndo de caracteristicas
bioldgicas dos virus (75,77).

Outro conceito da teoria das quasiespécies que pode ser facilmente
exemplificado na virologia é o da catastrofe de erros. O poliovirus parece ter evoluido
de forma a se aproximar ao maximo ao limite da catastrofe de erros, uma vez que
pequenos aumentos a taxa de mutagao séo altamente prejudiciais ao virus, podendo
chegar a uma perda de 95% da capacidade de infecgéo (78). Por outro lado, afastar
o virus do limite do erro gera populagdes com menor potencial patogénico, como
mostram experimentos de um isolado viral com uma replicase de relativa maior
fidelidade (79). Esta perspectiva também é explorada como estratégia anti-viral, como
no caso do farmaco ribavirina. A ribavirina funciona como um analogo de nucleosideo
e agente mutagénico, langando a taxa de mutagao muito além do limite suportado pela
catastrofe de erros (78,80).

A ampla capacidade de explorar a sequéncia espago é responsavel pelas
maiores barreiras na prevengao e tratamento de doencgas infecciosas de etiologia viral.
A complexa dinamica de populagdes virais torna mais facil o surgimento de
modificagdes nos sitios de agao dos farmacos ou nos epitopos de acio de linfécitos
T-citotoxicos e anticorpos, levando a resisténcia ao tratamento com antivirais,
dificuldade de desenvolver vacinas como método profilatico e a eliminacao do virus
pelo sistema imunoldgico (5,81,82). O surgimento de variantes de escape imunoldgico
aumenta em fungao das taxas de mutagao e eliminagéo viral. A eliminacg&o viral € uma
variavel determinada pela eficiéncia de reconhecimento de epitopos e eliminagao da
célula marcada. Desta forma, o escape imunoldgico atinge seu maximo quando a
carga viral € maior e as mutagdes s&o mais frequentes (81).

O estudo de quasiespécies virais, portanto, pode ser de grande auxilio para
elucidar a evolugao da infecgcao clinicamente, seu tratamento e a interacdo entre

diferentes hospedeiros (83,84).
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1.2.3 Como acessar a diversidade de quasiespécies

Para melhor acessar e analisar a diversidade do espectro de mutantes, as
melhores técnicas envolvem direto acesso as sequéncias que formam a populacéo,
sendo o padrédo ouro a metodologia da clonagem molecular (85,86). Para se obter
acesso as sequéncias da populagao, no entanto, deve-se invariavelmente preceder
uma etapa de transcricdo reversa, para os virus de RNA, e amplificacdo por
polimerizagdo em cadeia (PCR). Nesta etapa podem incidir erros devido a fidelidade
da enzima empregada e que, portanto, podem mascarar a diversidade provinda da
biologia do virus. Assim, deve ser uma preocupagao a escolha da enzima utilizada
para a PCR (85).

Outra preocupacao importante a se ter ao realizar qualquer metodologia que
envolva uma etapa de amplificagcao anterior é o erro de reamostragem. Se nao levado
em consideragao a diversidade resultante podera estar grosseiramente subestimada
(87). Considere uma populagdo com 4 haplétipos ou sequéncias diferentes. Cada
haplotipo esta presente em diferentes frequéncias de valor “x”, “2x”, “4x” e “10x”. Os
eventos de amplificacdo das populagdes de maior frequéncia sdo mais numerosos, e
ao final, sera encontrada uma representatividade de apenas 2 haplétipos em face dos
4 que compde a populagao. Desta forma, € importante conhecer a concentragao de
moléculas molde aplicadas na reagao de amplificagdo, evitando-se amostras de
concentracdo desconhecida.

Uma metodologia alternativa a clonagem que busca sanar o erro da
reamostragem é a diluicao limitante da PCR (86,87). Aplicando-se esta metodologia,
a individualizagdo dos hapldétipos ocorre anteriormente a amplificacdo por um
processo de diluicdo, eliminando, ou diminuindo substancialmente, o erro por
reamostragem. A metodologia se baseia na probabilidade estatistica de Poisson. Uma
amostra é diluida serialmente e cada ponto da diluicdo € submetido a amplificagdo em
replicatas. Sabe-se, através das equacgdes de probabilidade de Poisson, que a diluicao
capaz de amplificar apenas 30% das replicatas, possui uma probabilidade alta de ter
sido amplificada a partir de uma unica molécula (87). Uma vez descoberta a diluicdo
limitante para aquela amostra, é repetida sua amplificagdo com um numero robusto
de replicatas para se obter as quasiespécies.

Uma terceira alternativa mais moderna € a utilizagdo das novas tecnologias de
sequenciamento de NGS. O raciocinio destes sequenciamentos modernos envolve a
individualizagao das sequéncias sendo processadas, de forma que as quasiespécies

podem ser prontamente acessadas. Uma das maiores vantagens é a enorme
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cobertura do fragmento analisado e quantidade de dados produzida, podendo ser
acessadas frequéncias baixissimas da populagdo. Assim como as outras duas
técnicas, esta também apresenta seus percalcos. O custo deste procedimento ainda
€ alto e ndo é facilmente implementado em um laboratério. Esta técnica também
adiciona um passo adicional de curadoria dos dados brutos o qual € necessario certo
nivel de conhecimento de bioinformatica, podendo ser impeditivo (88-90).

Todas as trés técnicas foram analisadas comparativamente e apresentam
eficiéncias similares quanto a analise da diversidade viral (91,92). Quando a clonagem
foi comparada a dilui¢ao limitante, foi demonstrado que os clones obtidos através das
duas técnicas tinham origem na mesma populagdo de quase espécie e ndo houve
viés em qualquer uma das técnicas, embora um numero adequado de clones deva ser
analisado, na ordem entre 20 e 30 clones (85,92). A similaridade entre as populagdes
obtidas por NGS e clonagem foi de 71%, ndo havendo diferengcas na variabilidade
entre elas, como calculado pela entropia de Shannon (91). No entanto, o processo de
curadoria dos dados brutos provindos da NGS elimina sequéncias contendo delecbes
ou insergdes, um viés nao visto para a clonagem molecular (91). As populagdes de
quasiespécies virais sao constituidas por particulas defectivas e estas tém importante
papel na dindmica populacional, logo a técnica da clonagem possui essa vantagem
sob a NGS (93).

1.2.4 A Dinamica de Quasiespécies dos hepacivirus

O HCV possui complexa dinamica de quasiespécies (94,95). O alvo mais
comum para acessar a diversidade de quasiespécies do HCV é o gene de envelope
E2. A porcao N-terminal deste gene possui uma regiao hipervariavel (HVR1) onde se
localiza um epitopo para anticorpos neutralizantes, logo constituindo um sitio de forte
selecdo negativa (96-98). A alta diversidade da HVR1 esta diretamente ligada a
resposta imune, uma vez que pacientes hipogammaglobulinicos apresentam menor
diversidade de HVR1 (95,98,99).

A literatura tenta conectar a severidade da hepatite causada pelo HCV, assim
como sua habilidade de cronificagdo, a dindmica e heterogeneidade das
quasiespécies (98,100-103). No entanto, ainda existem discordancias na literatura
quanto ao fator preditivo clinico das quasiespécies. A literatura descreve flutuacoes
de parametros dentro de um mesmo paciente ao longo do tempo e entre pacientes
nos parametros, como a distancia genética, razdo de mutagdes sinbnimas e nao

sinbnimas e transversoes e transi¢des que podem explicar estas discordancias (98).
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Os dois perfis, de alta ou baixa diversidade da regido HVR1, tem consequéncias
clinicas que se sobrepde, sendo compartilhadas entre os dois. Um perfil de maior
diversidade da HVR1 ja foi associado tanto a menor quanto maior severidade de
doencga hepatica, ligada ao hepatocarcinoma celular, assim como a rapida resposta
viral e a persisténcia da viremia (98,103-108). Igualmente, um perfil de menor
diversidade da HVR1 foi associada ao progresso da doenga, também ligada ao
hepatocarcinoma celular ou hepatite fulminante e a eliminagdo viral
(101,102,109,110). Este perfil mais homogéneo ocorre em pacientes recém
transplantados (111). Quando analisadas como uma rede para melhor representagéo
da dindmica da populagéo ao longo do tempo, percebem-se dois perfis de populagéo
para as quasiespécies do HCV. Uma populagcdo de deslize antigénico em que as
populagdes ao longo do tempo divergem da populagdo original e formam
agrupamentos especificos para cada ponto de coleta analisado; e uma populagéo
estatica de maior complexidade em que a populagéo original € mantida em conjunto
com populagdes de menor frequéncia (95,98). Pacientes de patogénese branda foram
associados ao perfil de deslize antigénico, enquanto pacientes com evolugao para
quadro severo apresentam perfil estatico (98). Durante a infecgao crénica, a eficiéncia
de neutralizagdo dos anticorpos para a regiao de envelope decairia, levando a
homogeneizagao da populacdo (95). Na sequéncia espacgo, a populagao de deslize
antigénico ocuparia um pico acentuado com uma base menor (populagdo 1 indicada
na Figura 2), em que pequenas alteragbes no meio geram grandes consequéncias no
fitness viral, enquanto a populacéo estatica ocuparia uma topografia mais achatada e
de base maior (populagao 2 indicada na Figura 2), representando uma populagao mais
robusta e resistente a variagdes. Teoria denominada sobrevivéncia do mais achatado
(Figura 2) (survival of the flattest) (70).

29



de adaptacao

Capacidade

Sequéncia Espaco

Figura 2. Sobrevivéncia do mais achatado.

Esquema da sequéncia espacgo representando dois perfis de populagao. A populagao
(1) em vermelho é altamente adaptada, mas qualquer mutagdo leva a perda de
adaptabilidade ou fitness. A populagao (2) € composta por diversas sub-populagées
em lilas, verde, amarelo e laranja, com baixa adaptabilidade, mas grande flexibilidade
na sequéncia espacgo. Esta populagdo € mais resistente a mutagcbes. Adapatado de
LAURING e ANDINO, 2010.

Evidéncias apontam para a possibilidade da circulagdo do EqHV com uma
dindmica de quasiespécies, tendo em vista um padrao evolutivo similar, o acumulo de
mutacdes na regido equivalente a HVR1 e uma cinética de infecgdo parecida com o
HCV (6,15,42,112). De fato, foi recentemente descrita uma distribuicdo de
quasiespécies em duas populagdes de equinos independentes experimentalmente
infectadas, assim como a presenga de ao menos 3 regides hipervariaveis no gene E2
(112).

As duas populacdes analisadas apresentavam padrdes de dinamica diferentes
entre si, discordando na relagdo entre a diversidade populacional e a persisténcia viral,
assim como da progressao da patologia (112). Ao caracterizar a primeira populagéo,
havia uma clara associacido entre o aumento da diversidade a persisténcia da
infeccdo, uma vez que animais com menor diversidade relativa eliminaram a infecgao
dentro de 5 semanas péds-inoculagdo. Da mesma forma, os animais com maior
diversidade viral apresentaram uma patologia mais branda em relagéao aos de menor
diversidade, reforcando a associacdo entre diversidade e patologia (42,112). A
caracterizagdo da segunda populagdo, no entanto, contestou estas associagbes. A
diversidade desta segunda populagéo era significativamente menor a da primeira e se
manteve estatica, ndo sendo observadas variagdes ao longo do tempo. Mesmo assim,
estes animais mantiveram infecgao persistente e seu quadro clinico era brando, indo
diretamente de encontro com as observagdes da primeira populagao (42,112). Desta

forma, os autores concluiram que a dinamica de quasiespécies nao seria preciso
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como fator preditivo da infeccdo pelo EqQHV e que existem outras variaveis que
influenciam na persisténcia da infecgao (112).

O acumulo de alteragdes de aminoacidos nas regides de hipervariabilidade foi
concomitante com o momento de soroconversao, indicando que estas regides, assim
como para o HCV, séo regides de epitopo para anticorpos neutralizantes (112).
Contudo, a diversidade nas regides hipervariaveis aumentava antes do processo de
eliminacao da infeccao e ndo houve relagao com a diminuigdo da carga viral. Logo, o
processo para eliminagao viral do EqHV possivelmente se da através de uma rapida
resposta imune generalizada, envolvendo epitopos de outras proteinas virais além da

resposta para as regides hipervariaveis (112).

Considerando as discrepancias relatadas para o HCV quanto a associacao da
diversidade viral a clinica e persisténcia da infec¢ao (98), a proximidade filogenética
(20), uma patologia similar, porém com maior tendéncia a eliminagdo viral (6), um
padrdao evolutivo similar (15) e interagdes virus/hospedeiro nas regides de
hipervariabilidade (112), o EqHV esta inserido em um contexto ideal para a responder
relevantes questdes referentes ao HCV e ao género Hepacivirus, através da
elucidacéo de suas caracteristicas biologicas e evolutivas.

1.3 Justificativa

O animal infectado pelo EqHV desenvolve quadros clinicos de hepatite branda
e severa. No curso de infeccdo natural, casos de hepatite branda sdo mais comumente
descritos. O EqHV é capaz de estabelecer a infecgao de forma crénica, no entanto,
constitui uma minoria dos casos. O genoma do EqHV possui regides hipervariaveis
na regiao do envelope viral e apresenta uma variagao ao longo do tempo que remete
a uma dinamica populacional de quasiespécies virais. Essa complexa dinamica viral
encontrada, por exemplo, no HCV, é associada a complicagdes clinicas, no tratamento
e no desenvolvimento de vacinas. Entender esta complexidade populacional em
contextos diferenciados da evolugao da infeccao, isto €, de animais que eliminaram
ou que evoluiram para a infecgao cronica, em especial em hospedeiros que tém maior
tendéncia a eliminagédo, pode elucidar caracteristicas importantes da evolugdo dos
hepacivirus. Tendo em vista a proximidade filogenética e padrao evolutivo similar
entre o EqQHV e o HCV, um importante problema de saude publica mundial, os
beneficios deste tipo de estudo podem abranger a area médica veterinaria e humana,
contribuindo também na agenda de eliminagdo das hepatites virais humanas da
Organizagao Mundial da Saude (OMS).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a diversidade de quasiespécies do EqHV a partir da regiao de
envelope E1/E2 em equinos (Equus ferus caballus) que eliminaram a infecgdo ou que
evoluiram para a infeccdo crbnica; e entre equinos de diferentes localizagdes

geograficas

2.2 Objetivos Especificos

e Estimar a diversidade genética das populagdes e quasiespécies virais
obtidas;

e Comparar a diversidade das populagdes de quasiespécies virais intra- e
inter-populacional em equinos que eliminaram a infec¢ao e o equino que
evoluiu para infecgao crbnica.

e Comparar a diversidade genética das populagdes de quasiespécies
virais inter-hospedeiro em equinos de diferentes localizagdes

geograficas;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populagao de estudo

Este trabalho foi composto por um total de nove equinos (Equus ferus caballus).
Cinco deles pertencentes ao acervo de animais do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), mesorregiao Metropolitana,
acompanhados de 10/2013 a 02/2017 (32,57) quanto a presenga do EqHV circulante
no sangue (licenga da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFRRJ nimeros
375/2013 e n°® 1298251016). Além de dois equinos de coleta Unica das mesorregides
Central e Noroeste do estado do RJ (CEUA-IOC licenga 047/2015), assim como um
equino do estado do ES e um equino do estado de MS (CEUA/FIOCRUZ LW-1/12)
(40).

O critério de inclusao foi amostras de soro cuja carga viral do EqHV superasse
o limite de > 10* copias/mL. Foram excluidos deste estudo os animais que
apresentaram coinfecgdo com pegivirus equino (Familia Flaviviridae, género
Pegivirus).

Os animais foram agrupados conforme detalhado a seguir:

I- Populacdo de equinos de um mesmo haras do RJ, pertencentes a UFRRJ.

(@) Um equino com infecgcdo crbnica (animal U114) que se manteve
EqHV-RNA-positivo desde 2014;

(b) Quatro equinos que apresentaram resolugédo espontanea da infecgao
entre outubro de 2013 e margo de 2015 e mantiveram-se EqHV-RNA-negativos até o
presente (animais: U64, U74, U78 e U82).

Il — Populagao de equinos de diferentes haras sem informagao sobre o curso

da infecgao:

(a) Dois equinos de outros municipios do RJ: animais B25 (Central) e
M42 (Noroeste);

(b) Dois equinos de diferentes estados brasileiros: animais 348 (Mato
Grosso do Sul — MS) e 674 (Espirito Santo — ES);

A anadlise da diversidade genética viral intra-hospedeiro foi realizada
comparando-se as populacdoes de quasiespécies dentro de cada animal. A analise
inter-hospedeiro foi realizada comparando-se as populagdes de quasiespécies entre
cada animal pertencentes a um mesmo haras (UFRRJ) e entre localidades

geograficas diferentes. Todos os nove animais tiveram as cargas virais previamente
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determinadas por gPCR, como mostram a Tabela 1 e Tabela 2, conforme protocolo

estabelecido por Figueiredo e colaboradores (2015) (32).

Tabela 1: Populagao de estudo

Idade AST Carga Viral®

Identificagao Interna Sexo Estado/Regido

(meses) (226-3661U/L) (copias/mL)
u64 F 12 373 1,65x10%
u74 F 86 355 4,67x10°
u78 F 12 328 RJ/Metropolitana 1,34x105
us2 F 10 325 3,46x108

U114 M 55 491 Abaixo do limite®
B25 M 204 324 RJ/Central 4,2x10°
M42 M 8 405 RJ/Noroeste 8,13x10°
348 F NA 212 MS 2,11x10°%
674 M 48 127 ES 1,30x10°

Sexo: F — Fémea; M — Macho. AST: Aspartato aminotransferase, valores referenciais entre
parénteses. Valores que ultrapassaram a referéncia sdo destacados em vermelho. N/A — Informagéao
nao disponivel. a — Cargas virais referentes a coleta 0 - out/2013 (U64, U74, U78, U82) e fev/2014
(U114). b - Limite de quantificagdo: 3,86x103. Quantificagédo realizada por Figueiredo e colaboradores
(2015 e 2018).

Tabela 2: Carga viral (copias/mL) do animal créonico

U114
(2263§;|U/L) Carga Viral
Coleta 0 (2014) 491 Abaixo do limite?
Coleta 1 (2015) 208 1,71x105
Coleta 2 (2016) 342 1,86x105
Coleta 3 (2017) N/A 6,16x104

AST: Aspartato aminotransferase, valores referenciais entre parénteses. Valores que
ultrapassaram a referéncia sdo destacados em vermelho. N/A — Informagao nao disponivel. a - Limite

de quantificagdo: 3,86x103.

3.2 Definigcao do alvo molecular e construcao de oligonucleotideos iniciadores

A construgéo de oligonucleotideos iniciadores e avaliagdo destes foi realizada
através da ferramenta virtual IDT OligoAnalyzer versdo 3.1 disponivel no enderego

eletronico: https://www.idtdna.com/calc/analyzer, a partir de um alinhamento de 49

sequéncias de genoma completo ou parcial do hepacivirus A coletadas em bancos de
dados genéticos (Tabela 3). O alinhamento foi realizado utilizando o programa Clustal
W (113) contido no software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v.7.0
(114).

34



Tabela 3: Sequéncias do EqHV coletadas do GenBank

Numero de Acesso Referéncia
AB863589 (24)
JF74491 3)
JQ434001-JQ434008 (10)
JX948116 (115)
KF177391 (54)
KJ472766 (42)
KP325401-KP325402 (7)
KP739814 (6)
KT880191-KT880193 (15)
KX056116-KX056117 (33)
KX064762-KX064784 (38)
KX421286- KX421287 (15)
KY124246- KY124248 (116)

Sequéncias disponiveis até Setembro de 2017

Os melhores sitios para hibridizagdo de oligonucleotideos iniciadores foram
encontrados de forma que houvesse maior representacdo do espaco amostral
disponivel sem que houvesse perda de sensibilidade ao adicionar degeneragdes. A
Tabela 4 ilustra as sequéncias encontradas para as reacdes de PCR e Semi-Nested
PCR e suas localizagbes de acordo com a sequéncia referéncia de numero de acesso
KP325402.
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Tabela 4: Oligonucleotideos iniciadores construidos para regiao de envelope
viral do EqHV

Identificagcao Sequéncia (5—3’) Pareamento Extensdao Localizagiao
(KP325402)
EnvOS CGCCATCTCTACCTTTGAGTTTA EnvOS + EnvOR  499pb 1341
EnvOR CACATCCACCCTGTCCTTATC 1819
EnviR GTCTGTGGCAAACCGACCTGT  EnvOS + EnvIR 443pb 1763

O produto amplificado foi definido de forma que abrangesse a porgéo C-
terminal da proteina codificada pelo gene E1 e a porgdo N-terminal da proteina
codificada pelo gene E2, onde se localiza a regiao hipervariavel 1 (HVR1) (Figura 3)
(112). Esta regiao foi escolhida devido ao potencial de estudo da diversidade do EqHV
segundo trabalhos anteriores (15,112). O inicio do gene E2 foi determinado de acordo
com Kapoor e colaboradores (2011), comegando com o motivo YSGLVS, a partir do
qual estabeleceu-se uma margem a montante e a jusante da sequéncia,
considerando-se que a HVR-1 encontra-se nos 28 primeiros aminoacidos da proteina

codificada pelo gene E2 (3,96).

C E1 E2 P NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5SB

1540
E1 E2 1780
1341 1839
HVR1
EnvOS EnviR

Produto da 22 etapa de amplificagao

EnvOR
Produto da 12 etapa de amplificagdo

Figura 3: Esquema da amplificagdao por semi-Nested PCR da regidao do
envelope viral do EqHV

llustragcdo da regido de interesse dentro do genoma do hepacivirus A. Dos 10 genes que formam o
genoma do virus, a por¢éo 5 do gene E1 e 3’ do gene E2 é delimitada. NUmeros em preto do lado de
fora da caixa cinza representam a localizagdo na sequéncia referéncia KP325402. Os numeros em
branco dentro da caixa cinza representam a numeragdo no produto amplificado. A linha vermelha
demarca a regidao HVR1. Representacdo dos oligonucleotideos EnvOS, EnvOR e EnvIR demarcam a
extensao dos produtos amplificados nas duas etapas.

36



3.3 Extracao de RNA viral e sintese de cDNA

O RNA total das amostras de soro equino foi extraido com o QIAmp Viral RNA
mini kit (Qiagen) a partir de 140uL de soro e armazenado a -80°C. Um volume de 6uL
de RNA total foi convertido a cDNA por transcri¢cao reversa utilizando oligohexdmeros
randémicos e transcriptase reversa SuperScript™ Il Reverse Transcriptase em um

volume final de 20uL, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante.

3.4 Amplificagao do alvo génico E2 do hepacivirus A

Seguiu-se a amplificagdo das amostras em duas etapas semi-aninhadas (semi-
nested PCR) com os oligonucleotideos descritos no item 3.2. As duas etapas da
reacao foram realizadas com a enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Thermo Fischer) adicionando-se o tampdo fornecido pela enzima a uma
concentragdo final de 1x; desoxiribunucleotideos trifosfatados (dNTP) a uma
concentragéo final de 0,2mM; sulfato de magnésio (MgSO4) a uma concentragéo final
de 1,5mM; oligonucleotideos iniciadores a uma concentracao final de 0,3uM; 1
unidade de enzima por reagao; agua deionizada para completar 20uL; e 5uL de cDNA.
As reagdes ocorreram com a ciclagem descrita a seguir: Desnaturagao inicial a 94°C
por 2 minutos; 35 repeticoes das temperaturas de desnaturacdao a 94°C por 30
segundos, hibridizagdo dos oligonucleotideos a 62°C por 30 segundos e extensao de
amplificagdo a 68°C por 35 segundos; finalizando com uma extenséo final a 68°C por
2 minutos. A segunda etapa de amplificagdo seguiu 0 mesmo protocolo, exceto com
adicdo de agua deionizada para 24pL, adigao de 1uL da reagéo da primeira etapa e
um tempo de extensdo de amplificacdo de 30 segundos durante as repetigdes da
ciclagem. O par de oligonucleotideos iniciadores utilizados na primeira etapa foram
EnvOS e EnvOR, e na segunda etapa, EnvOS e EnvIR (Tabela 4).

O produto amplificado foi visualizado através da eletroforese em gel de agarose

1,5% corado com brometo de etideo.
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3.5 Clonagem molecular do produto amplificado

3.5.1 Preparo de células competentes

Para individualizacdo das sequéncias unicas e obteng¢ao das populacdes de
quasiespécies, optou-se pela técnica de clonagem molecular TOPO™ TA Cloning™,
utilizando-se vetor pCR4™-TOPO™ (Thermo Fischer) e células competentes
produzidas in house a partir de células estoque de One Shot™ TOP10 Chemically
Competent E. coli (Thermo Fischer). Em uma placa de Petri contendo meio Luria
Berthani (LB) Agar sélido, foram semeadas as bactérias estoque e incubadas por 16h
a 37°C. Uma coldnia foi coletada, inoculada em 5mL de meio LB liquido e incubada a
37° sob agitagao de 100 rotagdes por minuto (rpm) durante 20h. Um volume de 1,5mL
desta solucado de bactérias saturadas foi inoculado em 150mL de meio LB liquido e
incubado a 37°C sob agitacdo de 150rpm. A densidade Optica (OD) a 600nm foi
medida até atingir um valor entre 0,3 e 0,4 OD. A solugdo foi imediatamente levada
ao gelo e incubada por 30 minutos, seguida de separagdo em tubos para centrifuga.
Todas as etapas conseguintes foram realizadas no gelo e com o material e
equipamentos previamente resfriados. A solugdo foi centrifugada a 8000rpm por 15
minutos a 4°C, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 25mL
de CaCl2 (0,1M) gelado. A solugao foi novamente centrifugada nas mesmas condi¢des
que anteriormente, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido desta vez
com 2mL de solugéo de CaClz (0,1M) e glicerol (25%). As aliquotas resultantes foram

congeladas e guardadas a -80°C até o momento de uso.

3.5.2 Adenilagao

Para garantir melhor eficiéncia da clonagem TA, e tendo-se em vista o uso de
uma enzima de alta fidelidade na amplificacdo do produto, foi realizado uma etapa
adicional de adicdo de uma cauda de adenina a ponta 3’ dos produtos (adenilag&o).
Apos duas etapas de amplificacdo, o produto foi purificado utilizando o Q/Aquick®
PCR purification Kit (Qlagen) e a 4uL foi adicionada adenina trifosfatada (dJATP) a uma
concentragéao final de 0,2mM, tampao contendo MgCl2 a uma concentragéo final de
1.5mM, 1U de enzima GoTagq® DNA Polimerase (Promega) e agua deionizada para

um volume final de 10uL. Seguiu-se para incubacéo a 72°C por 20 minutos.
3.5.3 Ligagéao
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Para proxima etapa da clonagem, a ligagdo do inserto ao vetor, seguiu-se as
instrucdes do fabricante, adicionando-se 4uL do produto recém adenilado, 1uL de
solugao salina e 1uL de vetor pCR4 (ThermoFischer), incubando a solugao por 20

minutos a temperatura ambiente.

3.5.4 Transformacgao

Todo o volume da ligagdo (6uL) foi inoculado nas células competentes ja
descongeladas. A transformacdo das células ocorreu através de um periodo de
incubacgdo de 20 minutos em banho de gelo, seguido de choque térmico a 42°C por
70 segundos e retorno imediato das células ao banho de gelo. Em seguida, adicionou-
se 300uL de meio LB liquido as células transformadas, que foram deixadas sob
agitacdo (220rpm) a 37°C por uma hora. Todo volume de bactérias obtido foi
depositado em placas de Petri contendo meio de cultura LB agar solido e ampicilina
(100pg/mL) e incubado em estufa a 37°C até crescimento adequado de col6nias

individualizadas.

3.5.5 Teste das colbnias

Um total de 30 colbdnias individualizadas foram paralelamente transferidas (com
a mesma alga microbiologica) para uma placa de Petri “espelho” contendo meio LB
agar sélido e ampicilina (100ug/mL) e submetidas a uma reagao de amplificagdo com
os alvos universais de plasmideos M13 para verificacdo da presencga ou auséncia do
inserto. Os plasmideos que fossem positivos eram coletados da placa “espelho” para
seguir o fluxograma dos experimentos. Esta amplificac&o foi realizada com a enzima
GoTag® DNA Polymerase (Promega) adicionando-se o tampé&o fornecido pela enzima
a uma concentragao final de 1x; desoxiribonucleotideos trifosfatados (ANTP) a uma
concentragéo final de 0,2mM; oligonucleotideos iniciadores M13 senso e anti-senso a
uma concentragao final de 0,3uM; 1 unidade de enzima por reag&o; e agua deionizada
para completar 50uL. A reagdo ocorreu com a ciclagem descrita a seguir:
Desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos; 30 repeticoes das temperaturas de
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, hibridizagao dos oligonucleotideos a 55°C por
40 segundos e extensdo de amplificagdo a 72°C por 1 minuto; finalizando com uma
extensao final a 72°C por 7 minutos.

O produto amplificado foi visualizado através da eletroforese em gel de agarose

1,5% corado com brometo de etideo.
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3.5.6 Extragao de material plasmidial

As colbnias que continham o inserto foram incubadas em 4mL de meio LB
liquido contendo 100ug/mL de ampicilina sob agitagdo (200rpm) a 37°C entre 14h a
16h. Destes 4mL de bactérias saturadas, 1mL foi separado em 20% de glicerol e o
restante foi submetido a extragdo de material plasmidial utilizando-se o Q/Aprep Spin
Miniprep Kit (Qlagen). O material plasmidial obtido foi quantificado utilizando-se o

espectrofotdbmetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fischer).

3.6 Sequenciamento

Todos os clones obtidos foram submetidos ao sequenciamento de Sanger,
utilizando-se o Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Life Technologies) no
sequenciador automatico ABI3730xlI (Applied Biosystems) da Plataforma de
sequenciamento de DNA (RPT01A-VPPCB/FIOCRUZ) da Fundagao Oswaldo Cruz.

3.7 Analise das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa MEGA v.7.0 (114). Para
verificar a identidade das sequéncias, foi utilizada a ferramenta virtual Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) da NCBI disponivel no enderego
eletrénico:http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blasth&PAGE _TYPE=B
lastSearch&LINK LOC=blasthome.

3.7.1 Calculo da distancia genética

A distancia genética (p-distancia) e distdncia de Hamming dentro de cada
populagcdo e entre populagbes foram calculadas utilizando-se os programasSSE
Alignment v.1.3 (117) e MEGA v.7.0 (114), respectivamente. Para efeito de ilustragdo
e localizagao das variagbes populacionais, graficos foram construidos com auxilio do

programa SSE Alignment v.1.3 (117), Excel Microsoft.

3.7.2 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software R 3.5 incluindo os
seguintes procedimentos: teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade de
distribuicdo dos dados; teste de Kruskall-Wallis para comparar populacdes
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independentes quando estas nd&o possuem distribuigdo normal e correlacido de
Spearman. Todos os testes aplicados foram realizados com nivel de significancia de
5%.

3.7.3 Analise filogenética

Calculo do melhor modelo evolutivo e construgdo da arvore filogenética foram
realizados através do programa JModelTest (118) e MEGA v.7.0 (114) utilizando o
algoritmo de Maxima Verossimilhanga (1000 repeticdes) ou Inferéncia Bayesiana
através do programa BEAST v.1.7 (119). A arvore filogenética foi visualizada com o

programa FigTree v.1.4.3.
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4 RESULTADOS

4.1 Otimizagao e padronizagao do alvo molecular construido neste trabalho

Os oligonucleotideos iniciadores para o alvo génico E2 foram construidos,
testados, padronizados e o fragmento resultante confirmado por sequenciamento. A
Figura 4 mostra o teste da temperatura de hibridizagdo em gradiente a 56°C, 58°C e
60°C utilizando duas amostras de soro EqQHV-RNA positivas e uma EqHV-RNA
negativa para comprovagéo de especificidade da reagao.

R AR L i S 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

Figura 4. Otimizacao da temperatura de hibridizagdo em matriz de agarose

Enumeracéao dos pogos acima representam: PM100pb — Marcador de peso molecular de 100 pares de
base; 1 a 3: PCR da amostra de soro EqHV positiva 1; 4 a 12: Semi-nested PCR da amostra de soro
EqHV positiva 1; 13 a 15: PCR da amostra de soro EqHV positiva 2; 16 a 24: Semi-nested PCR da
amostra de soro EqHV positiva 2; 25 a 27: PCR da amostra de soro EqHV negativa; 28 a 30: Semi-
nested PCR da amostra de soro EqHV negativa; 31- 4gua da PCR; 32- agua do Semi-nested PCR,;
33- branco da reagdo sem molde para amplificagdo. As temperaturas testadas foram 56°C, 58°C e
60°C, respectivamente, para PCR. Cada temperatura da PCR foi testada para as temperaturas de
56°C, 58°C e 60°C, respectivamente, na Semi-nested-PCR. De forma que, ao final, obtivessem nove
amplificagbes visiveis para cada amostra de soro testada.

Os alvos foram especificos, uma vez que n&do houve amplificacdo de uma
amostra negativa. Foi comprovada também a importancia de realizar duas etapas de
amplificacdo, uma vez que uma unica etapa nao foi suficiente para identificar as
amostras positivas. As amostras apresentaram perfil de amplificacdo esperado
segundo Tabela 4 na altura de aproximadamente 450pb. O sequenciamento destes
produtos confirmou se tratar de um fragmento de envelope do hepacivirus equino. A
fim de garantir a maior especificidade, a maior temperatura de hibridizagao foi

escolhida.
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4.2 Clonagem Molecular

4.2.1 Calculo do erro intrinseco a técnica aplicada

4.2.1.1 Erro de reamostragem

A escolha pela técnica de clonagem molecular implica uma restrigdo no espago
amostral obtido se uma amostra de soro tiver baixa carga viral e a ocorréncia do erro
de reamostragem, quando uma cépia € amplificada diversas vezes, mascarando a
verdadeira diversidade viral. A quantidade de copias virais aplicadas na PCR variou
de 57 (U64) a 12.110 (U82) cdpias por reagcdo. A amostra de soro U114 coleta 0
apresentava carga viral abaixo do limite de detecg¢do, logo apenas a sequéncia
majoritaria foi analisada.

Exemplificando o calculo com a amostra de soro do animal U64: Em 140uL de
soro contendo uma carga de 1,65x10* copias/mL s&o carreadas 2310 copias virais
(16500x0,14). Estas foram diluidas em 60uL da eluicdo de RNA, atingindo
concentragao de 38,5 copias/uL. Desta solugéo, 6uL (231 copias), foram transferidas
para solugcao de cDNA a um volume final de 20uL, com uma nova concentracio de
11,55 copias/uL. Para a reagdo de PCR, foram utilizados 5uL de cDNA, ou seja
aproximadamente 57 copias (11,55x5) foram aplicadas na primeira etapa de

amplificacao.

4.2.1.2 Erros de amplificagao

Para calcular o erro da técnica inerente a adigéo incorreta de nucleotideos pela
enzima empregada, foi feita clonagem de uma sequéncia ja conhecida empregando-
se o mesmo protocolo das amostras de soro estabelecido anteriormente, desde a
amplificagdo até a clonagem e coleta de uma populacédo de 30 clones. Todos os
clones, em teoria, deveriam apresentar exatamente a mesma sequéncia e deveriam
coincidir com a sequéncia original, uma vez que provinham de uma unica sequéncia
ja estabelecida, e assim, qualquer erro encontrado tera sido artefato da metodologia
aplicada. De um total de 29 clones, foi obtido um fragmento de 400pb em que uma
unica alteragdo nucleotidica foi detectada. Logo, de um total de 11.600 (29x400)
nucleotideos amplificados, um nucleotideo errbneo significa uma taxa de erro de
8,62x10°(1/11.600).
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4.2.2 Analise das populagées virais obtidas

A clonagem dos produtos amplificados gerou ao todo 236 clones como
detalhado na Tabela 5. Foram coletados em média 23 clones por amostra de soro,
sendo os animais U78 e U82 com o menor numero de clones. As amostras de soro
destes animais, no entanto, continham carga viral que resultou na introdugéo de 469
e 12.110 cépias, respectivamente, para primeira etapa de amplificacdo. Portanto, o
numero de variantes reduzido nas populagdes virais ndo necessariamente teve
ligacdo com o menor campo amostral. Os animais U114 (pontos de coleta 2 e 3) e
B25 apresentaram o maior numero de variantes, sendo a amostra de soro U114.3
composta inteiramente por clones diferentes entre si. Um clone era considerado
variante quando possuia ao menos um nucleotideo diferente dos demais clones que

compunham a populagao viral em analise.

Tabela 5. Distribuicao de clones e variantes

Identificagao N° de clones N° de variantes
u64 25 11
ur4 22
u78 14
us2 14

u114.2 26 21
u114.3 25 25
B25 29 21
M42 27
348 25
674 29 11
Total 236 113

Através do calculo da distdncia de Hamming, foi possivel visualizar que uma
mesma populacao viral de maior frequéncia foi compartilhada entre os animais que
eliminaram a infecgéo (U64, U74, U78, U82), mas nao foi possivel detectar a mesma
populagdo em nenhum dos dois pontos de coleta do animal crénico (amostras de soro
U114.2 e U114.3) dentro do mesmo haras. Isto &, provavelmente circulam populagbes
virais diferentes entre os animais que eliminaram a infecgao (U64, U74, U78, U82) e
o animal crénico (U114) nos pontos de coleta 2 e 3. E possivel que esta populacéo
nao tenha sido detectada no animal U114 devido a um limite da técnica de clonagem
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aplicada em acessar populacdes virais de menor frequéncia na populagdo. A
populagao viral como um todo dos animais que eliminaram a infecgao (U64, U74, U78,
U82) era constituida, em sua maior parte, por sequéncias com apenas uma variagao
em relacdo a de maior frequéncia. Para as coletas 2 e 3 do animal crénico (U114)
houve maior numero de variantes, sendo o terceiro ponto constituido inteiramente de
variantes diferentes. Entre os dois pontos, as diferengas aconteceram em no minimo
quatro sitios e no maximo 14 sitios.

Curiosamente, a populagéo viral do animal 674 (ES) era composta por duas
populagdes de maior frequéncia. Uma destas era compartilhada com a populagao dos
animais da UFRRJ que eliminaram a infecgdo (U64, U74, U78, U82) e a outra
apresentava apenas um unico nucleotideo de diferenga desta. Por outro lado, dentro
da populacédo viral deste mesmo animal, houve diferenca de até 59 sitios de
nucleotideos. A populacdo viral de maior frequéncia do animal 348 (MS) apresentou
apenas dois nucleotideos diferentes em relacdo as respectivas maiores frequéncias
dos animais que eliminaram a infecgado (U64, U74, U78, U82) e a 674 (ES). Em
contraste, entre animais do estado do RJ, o numero de nucleotideos diferentes entre
as populagdes virais foi de no minimo 65 sitios entre a regido Metropolitana (Animais
u64, U74, U78, U82, U114) e as regides Central (Animal B25) e Noroeste (Animal
M42); e no minimo de 42 sitios entre a regido Central (Animal B25) e Noroeste (Animal
M42). A Figura 5 ilustra as diferentes distdncias de Hamming entre os animais
pertencentes a UFRRJ; entre os animais da UFRRJ e animais de outros estados; e
entre os animais da UFRRJ e animais de outras regides do RJ; As populagdes que
circulam nos estados RJ (UFRRJ), ES e MS sédo mais similares, embora com mais
valores discrepantes (outliers), quando comparadas as populag¢des virais dentro do
mesmo estado do RJ (Central e Noroeste).
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Dentro da UFRRJ UFRRJ v Outros estados UFRRI v Outras regides Outros
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Figura 5. Grafico de caixa da distancia de Hamming

O grupo “Dentro da UFRRJ” compreende comparacgéo entre os animais U64, U74, U78, U82 e U114
(U114.2 e U114.3) (RJ, regidao metropolitana); O grupo “UFRRJ v Outros estados” compreende
comparagao entre os animais que pertencem a UFRRJ e os animais 348 (MS) e 674 (ES); O grupo
“UFRRJ v Outras regides” compreende comparacao entre os animais que pertencem a UFRRJ e os
animais B25 (RJ, regido Central) e M42 (RJ, regido Noroeste); O grupo “Outros” compreende
comparagdo entre os animais 348 (MS), 674 (ES), B25 (RJ, regiao Central) e M42 (RJ, regido
Noroeste).

Dentro da populagéo viral do animal 348 (MS) 5 das 8 populagdes, inclusive a
de maior frequéncia, apresentaram delecdo em um unico sitio que leva a formacao de
um codon de parada prematuro no sitio 237 do fragmento amplificado. Uma dele¢ao
também ocorreu para um unico clone do animal U114 coleta 3, no sitio 173, também
gerando um cédon de parada prematuro. Estas delegdes foram consideradas para
analise de numero de variantes, mas foi desconsiderada nas analises de distancia de

Hamming, p-distancia e filogenética conseguintes para que nao fosse gerado um viés.

4.2.2.1 Calculo da p-distancia intra- e inter-populacional.

A distancia genética intra-populacional foi medida através da p-distancia entre
todas as sequéncias da populacéo viral de um mesmo animal. O valor encontrado
para cada populagao viral de um animal foi comparado as populagdes virais dos outros
animais para se identificar diferencas na dindmica interna entre cada individuo
diferente. Desta forma, a populagéao viral do animal U74 mostrou-se significativamente
diferente (p valor <0,0001) das populagdes virais dos animais U64 e U82, mas néo da
populagao viral do animal U78 (Figura 6 a esquerda,). Esse resultado sugere uma
evolucdo intra-populacional levemente diferente entre os animais que eliminaram a

infecgao. As médias das distancias intra-populacionais a nivel de aminoacido variaram
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de 0,167% (M42) até 2,26 (U114.3) e a nivel de nucleotideo de 0,072% (U82) até
1,63% (B25).

A distancia intra-populacional entre as populacées virais do animal crénico
(U114) e as populagdes virais dos animais que eliminaram a infeccéo (U64, U74, U78,
U82) foram significativamente diferentes (p valor <0,0001) (Figura 6 a direita e Tabela
S 1) e o terceiro ponto de coleta (U114.3) mostrou-se significativamente mais elevado
do que o segundo ponto (U114.2), indicando um processo evolutivo acelerado e
dinamico neste animal ao longo do tempo (Figura 6 a esquerda e Tabela S 1). Animais
de diferentes regides do mesmo estado (Metropolitana, Central e Noroeste do RJ) ndo
apresentaram diferenga significativa na distancia intra-populacional de suas
populagdes virais, mas houve diferenca para as populacdes virais dos animais de
estados diferentes, apesar de que para as populagdes virais dos animais U64 (RJ) e
348 (MS) nao houve diferenga (Figura 7, Tabela S 2 e Tabela S 3). A populag&o dos

animais U82 e M42 mostraram-se as mais conservadas.

A

p - distincias

p - distancias

Animais
Teste Kruskal-Waliis, valor-p = <0,0001
Figura 6 Grafico de caixa da p-distancia intra-populacional
Representacao em graficos de caixa das distancias genéticas (p-distancia) intra-populacionais de todos
0s animais separadamente (A) e entre as diferentes evolugdes da infecgdo, eliminagéo/ crénico (B).
Teste de Kruskall-Wallis, p-valor <0,0001.
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Figura 7 Grafico de caixa da p-distancia intra-populacional entre localidades
Representagcdo em graficos de caixa das distancias genéticas (p-distancia) intra-populacionais
entre diferentes localidades. RJ compreende os animais U64, U74, U78, U82, B25 e M42; UFRRJ
compreende os animais U64, U74, U78, U82; “Outros estados” compreende os animais 348 e 674;
“Outras regides” compreende os animais B25 e M42. Teste de Kruskall-Wallis, p-valor <0,0001
entre UFRRJ e Outras regides (A) e entre RJ e outros estados (B).
N&o houve correlagdo entre as distancias genéticas intra-populacionais e os
fatores de enzimas (AST) e carga viral (p-valor = 0,108 e 0,3677, respectivamente).
As distancias inter-populacionais foram medidas através da p-distancia entre
todas as sequéncias de duas populacdes virais par a par, de forma que os 25 clones
da populagao viral do animal U64 foram comparados aos 22 clones da populagao viral
do animal U74 e assim sucessivamente. Desta forma, a maior variagao inter-
populacional ocorreu para as populagdes virais dos animais de regides diferentes do
RJ (B25 e M42) em relagédo a todas as outras populagdes (Figura 8, Tabela S 4). A
populagao viral do animal do MS (348) n&do apresentou diferenga inter-populacional
significativa em relacao as populagdes virais dos animais U64, U74 e U78 (grupo “w”)
se mostrando equidistante entre elas. A mesma relagao foi vista para a populagao viral
do animal do ES (674) e as mesmas populagbes da UFRRJ, além das populagdes
U114.2 e U82 (grupos “0”, “Xx” e “y”). As populagdes virais do ES e MS eram
equidistantes em relag&o a duas populagdes do RJ, como é o caso da 348 (MS) e U82
(RJ/Metropolitana) equidistante da populagéo viral B25 (RJ/Central) (grupo “”) ou a
674 (ES) e as populagdes U78 e U64 equidistantes da populagao M42 (grupos “f’ e
“g”). Observa-se um padrdo em que as populagdes de outros estados s&o mais
proximas as populagdes virais do RJ/Metropolitana (UFRRJ), do que as populagdes

desta regido que s&o de outras localidades no mesmo estado (Figura 8).
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As distancias inter-populacionais entre as populacdes virais dos animais que
eliminaram a infecgdo nao foi significativa (grupo “z”), exceto entre as populagdes
virais dos animais U64 e U82 (grupo “u”) (Figura 8, Tabela S 4). As distancias inter-
populacionais entre a populagéo viral de cada coleta do animal crénico (U114.2 e
U114.3) e os animais que eliminaram a infecgao (U64, U74, U78, U82) ndo foram
significativas (grupos “0”, “p” e “q” para a populagado U114.2; grupos “s” e “t” para a
populagcdo U114.3 na (Figura 8, Tabela S 4). Isto €, a populagdo viral de todos os
animais que eliminaram a infecgao esta equidistante as populagdes virais dos dois

pontos de coleta do animal crénico (U114) (Figura 8).
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Figura 8 Grafico de caixa da p-distancia inter-populacional
Representacdo em graficos de caixa das distancias genéticas (p-distancia) inter-populacionais entre
todos os animais. UFRRJ compreende os animais U64, U74, U78, U82; “Outros estados” compreende
0s animais 348 e 674; “Outras regides” compreende os animais B25 e M42; “Outros” compreende os
animais 674, 348, B25 e M42. Teste de Kruskall-Wallis, p-valor <0,0001.

Quando analisadas as sequéncias majoritarias (obtidas a partir do
sequenciamento direto dos produtos de PCR) dentro do Haras UFRRJ, a distancia
entre os animais que eliminaram o virus (U64, U74, U78 e U82) é nula sendo
virtualmente idénticas. Entretanto entre estes e o animal crénico (U114) houve uma
distancia a nivel de nucleotideo de 1% (coletas 1 e 3) e 0.8% (coleta 2). Curiosamente,
a distancia a nivel de amino acido entre as amostras que eliminaram a infec¢do e o
tempo de coleta 1 do animal crénico € nula, ao passo que a distancia para os pontos

seguintes é equalizada em 0.8% e entre os dois pontos cronicos é de 1.7%. Portanto,

houve uma diferenciacdo mais expressiva entre os pontos de coleta 2 e 3 do animal
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cronico (Figura 9). A p-distancia calculada entre as sequéncias majoritarias do Brasil
(deste trabalho) com as coletadas no GenBank (Tabela S 5) é de 3,54% a nivel de
aminoacido e 12,57% a nivel de nucleotideo, menor do que a maior distancia entre as
sequéncias do Brasil, em relagdo as majoritarias dos animais B25 e M42 (~5% e 17%
para aminoacidos nucleotideos).
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Figura 9 Grafico de balao da p-distancia entre as sequéncias majoritarias

Representacdo grafica das p-distancias entre as sequéncias majoritarias a nivel de nucleotideo (a
esquerda) e aminoacido (a direita).

Quando as sequéncias majoritarias foram comparadas com as respectivas
populagdes virais, o animal U114 apresentou a populagdo majoritaria mais distante da
populagao viral obtida para os dois pontos de coleta analisados (1,3%). As populagdes
dos animais que eliminaram a infecgao (U64, U74, U78) se mostraram conservadas
em relacdo as sequéncias majoritarias com médias de 0,09% a 0,12%, sendo a
populagdo do animal U82 a mais conservada (0,018%). A populagdo do animal M42
também se mostrou conservada em relagdo a sequéncia majoritaria (0,048%),
enquanto o animal B25 apresentou maior distancia entre a sequéncia majoritaria e a
populagao viral (1,04%).

A distancia de Hamming demonstrou que dentro dos animais que eliminaram a
infeccdo (U64, U74, U78, U82) as populagdes virais se distanciavam da sequéncia
majoritaria de 0 até 3 sitios, sendo a populagado de maior frequéncia coincidente com
a sequéncia majoritaria. O animal cronico (U114.2 e U114.3) apresentava distancias
de no minimo 2 até 7 sitios diferentes entre as populagdes virais e as respectivas
sequéncias majoritarias das coletas 2 e 3. Por sua vez, suas sequéncias majoritarias
se distanciavam por 4 nucleotideos entre si, mostrando que provavelmente circulavam

populagdes diferentes entre os dois pontos de coleta. O animal M42 também mostrou
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conservagao das populagbes virais em relagdo a sequéncia majoritaria, com no
maximo 2 sitios diferentes. Assim como para os animais que eliminaram a infeccao, a
populagao de maior frequéncia do animal M42 coincidiu com a sequéncia majoritaria.
Por outro lado, a amostra B25 mostrou diferengas de 0 até 9 sitios entre as populagdes
virais e a sequéncia majoritaria, mostrando um perfil similar ao do animal crénico
(U114). As amostras 348 (MS) e 674 (ES) ndao apresentaram sequenciamento
satisfatorio para as sequéncias maijoritarias, logo ndo puderam ser incluidas na
analise.

4.2.2.2 Localizagcao das variagées no genoma viral

Para determinar a regidao no fragmento amplificado onde se concentravam as
variagdes, foram construidos graficos com auxilio do programa SSE v.1.3 (117). A
Figura 10 mostra a analise em janela deslizante da p-distancia de aminoacidos e
nucleotideos para todas as dez populagdes virais analisadas, onde pode ser visto
picos mais acentuados préximos a regidao de 200pb, que corresponde a regidao HVR1
descrita anteriormente. Os picos da distancia intra-populacional acompanham em

menor grau os picos da distancia inter-populacional, mas este ultimo é mais
acentuado.
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Figura 10. Graficos de p-distancia e localizagao genémica
Grafico de p-distdncia de nucleotideos (a esquerda) e aminoacidos (a direita) das 236 sequéncias

analisadas neste trabalho. A linha vermelha demarca a distancia dentro de cada grupo (intra-
populacional); a linha azul demarca a distancia entre os grupos (inter-populacional).

Quando analisadas apenas as populagdes do haras na regido metropolitana do
RJ, percebe-se que os picos acentuados ocorrem por conta do animal U114,
mostrando um padrao diferenciado de evolug&o para a amostra cronica (Figura 11). A
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regido terminal do fragmento, correspondente a HVRZ2 descrita anteriormente, &
acentuada ao comparar-se as coletas de 2016 e 2017, sendo mutacdes nao-
sinbnimas predominantes nesta regido. Indicando que pode ter havido alteragbes da

particula viral e da interagcdo com o sistema imune do animal neste intervalo de tempo.
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Figura 11. Graficos de p-distancia e localizagao genémica no animal créonico
Grafico de p-distancia nucleotidica no animal crénico (a esquerda) e nos animais que eliminaram a infecgédo
(a direita). Animal crénico — U114, pontos de coleta 2 e 3; Animais de eliminagao viral — U64, U74, U78 e U82

Como as sequéncias majoritarias dos animais que eliminaram a infec¢ao (U64,
U74, U78 e U8B2) eram as mesmas, apenas foi possivel compara-las as sequéncias
do animal crénico (U114,2 e U114.3) (Figura 12). O perfil de variagbes que ocorre
dentro do grupo do animal crénico (linha vermelha) € o mesmo que entre os grupos
de eliminagao e cronico (linha azul), exceto por dois pontos que ocorrem apenas para
mutacdes ndo sinbnimas (a esquerda) entre os grupos. A média da distancia entre
estes dois grupos quando considerada apenas os sitios sinbnimos é de 4,95% em
comparagao a media da distancia calculada através de mutagdes nao-sinébnimas, de
valor 0,49%.

Nao houve diferenca no perfil de distribuicdo de variacdes entre as quatro
coletas do animal crénico (U114), seguindo o mesmo padrdo que entre o animal
cronico e os animais que eliminaram a infeccdo (Figura 12). As distancias eram
maiores quando considerados os sitios sinénimos (6,56%) em comparagao aos sitios
nao-sindnimos (0,84%). Nao houve temporalidade nas distancias genéticas entre as
coletas, uma vez que a distancia entre as coletas 0 e 1 (1,19%/12,29%) é maior que
entre as coletas 0 e 2 (0,774%/9,16%) tanto para sitios ndo-sinbnimos quanto para
sitios sinbnimos.
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Figura 12 Grafico de p-distancia e localizagdao gendémica das sequéncias majoritarias:
Crénico v Eliminagao

Gréfico de p-distancia de sitios ndo-sinbnimos (& esquerda) e sitios sindnimos (a direita). O grupo “Crdnico” (linha
vermelha) compreende as sequéncias U114.0, U114.1, U114.2 e U114.3. O grupo “Eliminagdo” compreende as
sequéncias U64, U74, U78 e U82. A linha verde demarca a distancia entre os grupos “Crbnico” e “Eliminacgao”.

4.3 Analise Filogenética

A analise filogenética por Maxima Verossimilhanga das populagcbes de
quasiespécies, em conjunto com suas respectivas sequéncias majoritarias apresentou
formacao de trés clados (Figura 13). O primeiro deles foi formado pelas populacdes
virais dos animais que eliminaram a infeccao (U64, U74, U78 e U82 — circulos azuis);
dos dois pontos de coleta do animal cronico (U114.2 e U114.3 — quadrados verdes);
das populagdes virais dos animais do ES e MS (674 e 348 — tridngulos lilases); além
das respectivas sequéncias majoritarias (marcadas em vermelho com os respectivos
simbolos). O segundo e terceiro clado agruparam separadamente as populagdes
virais dos animais das regides Central e Noroeste do estado do RJ (B25 e M42 -
losangos pretos), apesar de uma unica sequéncia da populagdo do animal 674
(tridngulo lilds) agrupar com a populacdo viral do animal B25. Nao houve forga
estatistica (bootstrap >75) para diferenciar as populagdes de diferentes evolug¢des da
infeccdo, nem entre estados, mas populacbes de regides diferentes do RJ se
separaram, reforcando que distancias geograficas nao interferem na distancia

genética entre populagdes virais do EqHV.
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Analise filogenética construida pelo algoritmo de Inferéncia Bayesiana das
sequéncias maijoritarias em conjunto com sequéncias coletadas no GenBank (Tabela
S 5) formaram 2 clados, um dos quais se subdivide em 2 subclados maiores (Figura
14). O primeiro clado separa amostras internacionais do EUA e Alemanha do resto
das sequéncias. O segundo clado, diferencia um subclado contendo as sequéncias
majoritarias dos animais M42 (RJ/Noroeste) e B25 (RJ/Central). Estas tém
grupamento com uma sequéncia da Alemanha, as quais por sua vez sdo agrupadas
por sequéncias do Japao e EUA. As sequéncias majoritarias dos animais que
eliminaram a infecgao (U64, U74, U78 e U82) e do animal crénico (U114) se
encontram em ramos mais internos da arvore e agruparam com uma sequéncia da
Alemanha. Apresentando topografia parafilética, o ponto de coleta U114.0 se separa
com robustez estatistica de um clado formado pelas trés coletas consecutivas do
animal crénico (U114.1, U114.2 e U114.3) e os animais que eliminaram a infec¢ao
(U4, U74, U78 e U82).

97

Figura 13. Arvore filogenética de populagoes de quasiespécies do EqHV

Arvore filogenética condensada (valor de corte 75) pelo método de Maxima Verossimilhanga (1000
repeticdes) utilizando o modelo evolutivo Kimura 2 parametros + G + |, conforme calculado no programa
MEGA v7.0. O clado verde contém as populagdes virais que eliminaram a infec¢do (U64, U74, U78,
U82), as populagdes virais do animal crénico nos pontos de coleta 2 e 3 (U114.2 e U114.3), as
populagdes virais dos animais dos estados de ES (674) e MS (348); Os clados vermelho e rosa contém
as populagdes virais dos animais do estado do RJ na regido Central (B25) e Noroeste (M42),
respectivamente. O grupo externo desta analise foi uma sequéncia de HCV (AF009606). As
sequéncias majoritarias e encontram junto as suas respectivas populagoes.
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Figura 14: Arvore filogenética de populagdes majoritarias de EqHV

Arvore filogenética construida pelo método de Inferéncia Bayesiana (probabilidade posterior) utilizando
0 modelo evolutivo SYM + G, conforme calculado no programa JModelTest. Ramos contendo
sequéncias obtidas neste trabalho sdo marcados em vermelho. Sequéncias coletadas no GenBank séo
identificadas pelo pais de origem no ramos e ramos colapsados. Grupo externo é o HCV (AF009606).
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5 DISCUSSAO

Este trabalho foi desenvolvido com intuito de explorar a variabilidade do EqHV
sob a ética da teoria das quasiespécies virais em contextos de diferentes evolugdes
da infecgdo. A premissa deste trabalho foi construida sob o fato de que equinos
infectados pelo EqHV sdo capazes de estabelecer a infec¢gao de forma crénica, mas
gue estes sdo minoria em relagdo aos animais que eliminam a infecgao viral (6). Nossa
hipétese, a luz da teoria das quasiespécies virais, € que a maior tendéncia a
eliminacao se da por uma dindmica populacional especifica (58,67,93). Dissecar esta
dindmica populacional poderia trazer ramificagdes para entender porque algumas
infec¢des tendem a evoluir para infecgéo crénica, como € o caso do virus da hepatite
C (120).

O alvo molecular escolhido para acessar a variabilidade do EqHV foi o envelope
viral (genes E1 e E2), onde foram descritas regides de hipervariabilidade (112) e que
€ muito utilizado em pesquisas similares para o HCV (95,98). Desta forma,
construimos oligonucleotideos iniciadores para esta regido com base na descrigdo do
genoma do EqHV por Kapoor e colaboradores (2011) e alinhamento multiplo de
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (Figura 3 e Tabela 3). O
processo de padronizacdo do alvo construido levou a utilizagdo de uma temperatura
de hibridizac&o de alta estringéncia para se evitar a amplificagdo de inespecificidades
que poderiam intervir com o0s processos até a obtencdo das sequéncias unicas.
Mesmo utilizando uma amplificagao sob alta estringéncia e em condigbes sub-6timas,
populagdes de quasiespécies ainda podem ser acessadas sem que haja grande
diferenga nas populagdes obtidas, de forma que a escolha de temperatura de
hibridizagao nao interfere de forma impeditiva na analise (86).

A clonagem molecular é o padrdo ouro para obtengdo de populagdes de
quasiespécies (85,86), mas esta suscetivel ao erro de reamostragem, logo a carga
viral das amostras deve-se ser levada em consideragao para que nao haja viés nas
analises resultantes (87). Consequentemente, a coleta 0 do animal U114 (Tabela 2)
nao pbéde ser analisada quanto a populagdo de quase espécie, mas foi mantida na
populacao de estudo para analise da sequéncia majoritaria. Segundo a férmula para
calcular a probabilidade de reamostragem obtida por Liu e colaboradores (1996),
quando sao aplicadas 65 cépias virais em uma reacao de amplificagao e sao coletados
20 clones para analise da diversidade genética, a propor¢ao de clones com

sequéncias unicas deve ser de aproximadamente 90% (121,122). O numero minimo
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de copias virais aplicadas nas reagdes de PCR deste trabalho foi 57 para a amostra
de soro do animal U64, bem préoximo ao exemplo acima. Para esta amostra de soro,
foram coletados 25 clones, sugerindo que o viéis gerado por reamostragem é ao
menos menor que 90%. O numero de cdpias virais aplicadas das outras amostras de
soro deste trabalho foi superior e considerando a meédia de 23 clones coletados, o erro
de reamostragem pode nao afetar a diversidade viral apresentada.

Resultados preliminares com os animais que eliminaram a infecgao (U64, U74,
U78 e U82) mostravam baixa variabilidade para uma regido de hipervariabilidade
sugerindo uma rede de infecgdo compartilhada entre os animais presentes no haras
UFRRJ. O célculo de distdncia de Hamming mostrou que estes animais
compartilhavam a mesma populagao de maior frequéncia e que a populagdo como um
todo era, em maior parte, constituida por clones que variavam em apenas um
nucleotideo (Figura 5). A analise da distancia genética corrobora um processo
evolutivo levemente diferente a nivel intra-populacional, mas equidistante a nivel inter-
populacional entre estes animais. Estes dados corroboram a tendéncia a eliminacao
da infecgao de populagbes homogéneas, como ocorre com o HCV (109).

Ainda assim, tendo em vista a auséncia de trabalhos semelhantes em que se
buscam quase-espécies em animais naturalmente infectados pelo EqHV, as baixas
distancias genéticas para a regidao de envelope levaram a preocupagao de que a
variabilidade visualizada era artificial, produto do erro de incorporagcado da polimerase
utilizada no processo de amplificagdo, e ndo bioldgica consequente da replicagao viral.
A escolha da polimerase para acessar a diversidade de um virus com altas taxas de
mutacao deve ser feita com cuidado, pois pode acarretar na hiperestimacédo da
variabilidade estimada (85). Apesar de ser uma enzima de alta fidelidade, esta era
composta por uma razao entre uma enzima de baixa fidelidade e uma enzima de alta
fidelidade como forma de explorar tanto a processividade quanto a fidelidade de
ambas (Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity - Thermo Fischer). A taxa de
erro intrinseca aos nossos experimentos foi de 8,62x10° erros por nucleotideo
amplificado, enquanto a taxa de erro do HCV é de 2,5x10~ (1,6 — 6,2x10°) mutagoes
por sitio por ciclo replicativo (modelo para este estudo, na auséncia de dados do
EqHV) (123), mas o alvo molecular estudado € uma regido de alta variabilidade
atingindo valores na ordem de grandeza de 102 e 103 (98,124), logo as variagdes
encontradas neste trabalho foram seguramente consequéncia da biologia do virus.

Uma maior variabilidade viral poderia ser alcancada levando-se em

consideragao populagdes virais de diferentes localizagdes geograficas, assim foram
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adicionados animais infectados de outras regides do estado do RJ e de outros estados
do Brasil (ES e MS). Surpreendentemente, as populagdes de outros estados
mostraram-se mais proximas (distancias inter-populacionais) as do haras da UFRRJ
do que as de dentro do mesmo estado (Figura 8). A distdncia de Hamming mostrou
que uma das populag¢des de maior frequéncia do animal 674 (ES) era a mesma que
circulava nos animais que eliminaram a infeccdo no haras UFRRJ. Para o animal 348
(MS), houve diferencas entre 1 a 5 sitios. As distancias inter-populacionais nao eram
significativamente diferentes entre os animais do haras UFRRJ e os animais 674 (ES)
ou 348 (MS). Em contraste, para populagdes do mesmo estado, a distancia de
Hamming era de no minimo 42 nucleotideos diferentes, mostrando nao haver relagao
entre a distancia geografica e a distancia genética. Estes resultados demonstram a
falta de associagcdo com a localizagdo geografica e a circulagdo de populagdes virais
idénticas em diferentes estados brasileiros, acessada pelo gene de envelope,
reforcam a hipétese de uma distribuicdo antropogénica do EqHV, como ja sugerido
em trabalhos anteriores (15).

Em vista da baixa diversidade viral encontrada nos animais que eliminaram a
infecgao no haras da UFRRJ e de evidéncias da circulagédo de uma mesma populagao
viral de maior frequéncia entre eles, seria esperado encontrar um perfil similar para o
animal crénico. De fato, o nimero de variantes presentes nesta amostra era maior
(Tabela 5), assim como a distancia genética intra- e inter-populacional (Figura 6 e
Figura 8). A populagao viral do animal crénico também foi responsavel pelas variagbes
mais expressivas ao longo do fragmento genémico de envelope (Figura 11) e
mutacdes nao-sindbnimas faziam grande parte da diferenciagao entre os dois pontos
de coleta (Figura 12). Estes resultados apontam para uma dindmica populacional mais
acelerada no curso da infecgdo cronica, caracteristica associada a persisténcia da
infeccdo no HCV (124).

A analise da p-distancia ao longo do fragmento de envelope também reforca a
validade da variabilidade encontrada uma vez que sao postas dentro de um contexto
bioldgico. Isto é, ndo sdo mutagcdes unicas em sitios aleatorios, mas tem significado
bioldgico (85,101), visto que se concentraram em torno da posigao de 200pb do
fragmento amplificado, onde € localizada a regiao HVR1 descrita para o EqHV (3,112).
Entre os dois pontos de coleta do animal crénico se destacou uma segunda regido de
alta variabilidade correspondente a HVR2 (112). Altas concentragdes de mutagdes
nao sindnimas nestas regides hipervariaveis também sao descritas para o HCV e

estdo associadas a presencga de epitopos para anticorpos neutralizantes (96). As
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mutagcdes acumuladas nestas regides do fragmento amplificado neste trabalho sao
consistentes com a incidéncia de pressao imune semelhante e sugerem a presenca
de epitopos para anticorpos neutralizantes para o EqHV (15,112). Os diferentes perfis
de populacao viral entre os animais que eliminaram a infecgao e o que evoluiu para
infeccdo crénica sugerem escape imunoldgico, gerando as diversidades aqui
descritas. No entanto, o escape imunolégico ndo é o unico mecanismo de persisténcia
viral, uma vez que foi relatado um animal com populagdo homogénea que manteve
infecc&o persistente durante o periodo observado (112).

As analises de sequéncias majoritarias, isto €, sequéncias obtidas diretamente
apoés as duas etapas de amplificacdo, reforcam a circulagdo de uma mesma
populagao viral entre os animais que eliminaram a infeccio visualizada através da
distdncia de Hamming nula, mas na amostra de soro do animal crénico obtida no ano
seguinte (U114.1) e nos anos consecutivos (U114.2 e U114.3) mostram uma
populacdo diferente, onde a sequéncia majoritaria ndo coincide com nenhuma
variante das populagdes virais obtidas. A sequéncia majoritaria do ponto de coleta
U114.0 também nao coincide com as dos animais que eliminaram a infeccgéao,
evidenciando que o processo de evolugao pode ter ocorrido no espago de alguns
meses que separam as coletas destes animais. Evolugcio rapida em curtos periodos
de tempo ja foram descritas para o HCV, assim como para o EqHV (15,98,112). As
distancias genéticas maximas foram alcangadas dentro das sequéncias majoritarias
do Brasil, atingindo até 18% a nivel de nucleotideo e 6% a nivel de aminoacido para
sequéncias do estado do RJ. As sequéncias do Brasil se distanciaram em 12.57% e
3,54% das sequéncias coletadas no GenBank. Apesar de ser uma regido altamente
variavel, estes valores sao inferiores as distdncias encontradas para o gene NS5B,
um gene altamente conservado de replicagdo viral (32).

Quando comparadas as sequéncias majoritarias as populagbes virais
respectivas, foi possivel visualizar faixas com ordens de grandeza diferentes entre os
animais que eliminaram a infec¢ao (~0,1%) e os animais crénicos (1,3%), sugerindo
que as populagdes virais entre estes dois grupos possuem dinamica de evolugéo
diferentes. A distancia de Hamming mostrou variagbes de 2 a 7 sitios entre as
sequéncias maijoritarias e a populagao viral do animal crbénico e de 0 até 3 sitios
diferentes para os animais que eliminaram a infecgdo. Em outras palavras o grupo de
animais que eliminou a infecgcdo apresentava populagcdo viral mais proxima a
sequéncia majoritaria, enquanto o grupo cronico se distanciava. Esta dindmica se

aproxima do deslize antigénico, perfil de populagdo associada a pacientes
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cronicamente infectados pelo HCV que apresentavam quadros clinicos mais brandos
de patologia hepatica (95,98).

Seguindo analise das sequéncias majoritarias, as variagdes entre os grupos de
eliminacao viral e das coletas do animal crénico e a variagdo entre coletas segue um
mesmo perfil ao longo do genoma, ocorrendo maiores indices de mutagdes sinbnimas
(Figura 11). Percebe-se, portanto, que ndo ha um perfil diferenciado na distribui¢ao
das variagdes entre os dois grupos.

N&o houve relagdo significativa entre os niveis da enzima AST e a carga viral
sérica em relagéo as distancias genéticas. Ja foi relatado ndo haver correlagéo entre
estes fatores nem em relagao a severidade da doencga hepatica incidente pelo HCV
(98,125), nem correlagao entre a diversidade das quasiespécies e a carga viral para
o EqHV (112).

Por ultimo, pela analise filogenética observou-se n&o ocorrer a separagéo de
populagdes virais de diferentes animais, nem diferentes localizagbes (Figura 13),
tornando o calculo de sinal temporal inviavel, pois populacdes de diferentes pontos
temporais sido estatisticamente consideradas uma unica populagdo. A analise
filogenética das sequéncias majoritarias mostrou topografia parafilética para as
amostras da UFRRJ (Figura 14), havendo separagéao entre as sequéncias dos animais
que eliminaram a infecgao (U64, U74, U78, U82) e as sequéncias das amostras de
soro do animal crénico (U114.1, U114.2 e U114.3) em dois clados que se agrupavam
através da sequéncia da amostra de soro U114.0. Ramsay e colaboradores (2018)
analisaram a populagcao de quasiespécies de 7 animais experimentalmente infectados
e também nao foram capazes de diferenciar as populacdes mesmo em animais com
contextos imunologicos diferentes (112). Igualmente, Walter e colaboradores (2017)
utilizaram um burro cuja infeccdo com o EqHV era datada de 1979 para calcular o
sinal temporal de suas amostras, mas também n&o obteve sucesso (15).

Nesta populacéo experimentalmente infectada, as distancias intra-populacionais
a nivel de aminoacido variavam de 0,37% para potros imunocomprometidos,
chegando a 4,4% em potros imunocompetentes e 2,2% em cavalos adultos (112).
Uma faixa de valores similar foi observada para as populagdes de quasiespécies deste
trabalho de 0,165% a 2,26%, sendo os menores valores encontrados para os animais
que eliminaram a infeccdo e os maiores para as populacbes dos animais que
evoluiram para infeccdo cronica. Exceto para os potros imunocomprometidos, um
perfil similar de maior diversidade em populacdes que evoluiram para a infeccao

crébnica e menor diversidade para populagdes que eliminaram a infecgao se repetiu
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nesta populagédo (112). No entanto, os animais adultos que eliminaram a infec¢ao
experimental possuiam diversidade intra-populacional similar ao cavalo de infecgao
cronica deste trabalho. De fato, Ramsay; Evanoff e Mealy (2018) ndo encontraram
associacao entre a diversidade de quasiespécies e a evolugao da infec¢ao ou estado
imunologico, indo de frente com os dados produzidos neste trabalho. Reforga-se,
portanto, a necessidade de realizar mais estudos como este.

A topografia da arvore das sequéncias majoritarias quando consideradas no
contexto mundial apresentou topografia complexa com muitos ramos internos e
mesclando as sequéncias deste trabalho com as sequéncias coletadas do Genbank
distribuidas pelo globo sem que houvesse um padrao geografico. Para o HCV, mesmo
com os genes de envelope, é possivel verificar separagdo dos 7 gendtipos (126), o
que nao foi possivel para o EqHV, pois a arvore apresentada neste trabalho € mais
complexa do que a arvore para o gene da NS5B (32).

Portanto, este trabalho corrobora a associacdo entre diversidade viral e
persisténcia da infeccdo em que uma populagdo homogénea tende a eliminagéo viral,
enquanto uma populacdo de maior diversidade tende a persisténcia. Nado houve
relacdo entre a distancia geografica e a distancia genética, pois populagdes virais de
diferentes estados apresentaram populagcdes mais proximas do que populagdes de
dentro do mesmo estado, reforcando uma distribuicdo antropogénica do virus.
Entretanto, é necessaria uma avaliagdo com amostragem mais ampla para aprofundar

os resultados aqui apresentados
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6 CONCLUSOES

e Foi possivel acessar a diversidade e dinamica de quasiespécies do
EqHV utilizando a técnica de padrdo ouro da clonagem molecular,
tomando os devidos cuidados para se evitar artefatos intrinsecos ao seu
uso.

e A diversidade das sequéncias nucleotidicas do envelope viral, em sua
maioria, apontaram para uma maior variagado sinénima no fragmento
como um todo, mas prevaléncia de variagdes ndo sinbnimas nas regides
correspondentes a HVR1 e HVR2.

e Os resultados obtidos através da distdncia de Hamming e p-distancia
mostraram que animais que eliminaram a infeccdo e o animal de
infeccdo crbnica apresentaram dinamicas populacionais Vvirais
diferentes.

e Verificou-se associacdo entre diversidade viral e persisténcia da
infeccdo em que uma populagdo homogénea tende a eliminagao viral,
enquanto uma populacado de maior diversidade tende a persisténcia.

e Nao houve relagao entre a distancia geografica e a distancia genética,
pois populagdes virais de diferentes estados apresentaram populacdes
mais proximas do que populacbes de dentro do mesmo estado,

sugerindo uma distribuicdo antropogénica do virus.
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7 PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho envolvem realizar analises populacionais em
um maior numero de animais crénicos, diminuir a escala de tempo para identificar com
maior resolucao a dindmica de quasiespécies neste grupo de animais, incluir animais
infectados de mais localizagdes geograficas e estudar as quasiespécies diretamente
do figado avaliando diferengas entre compartimentos. Adicionalmente, estudar como
se comporta a distribuicdo de variagdes no genoma completo do EqHV através de

técnicas de NGS.
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9 APENDICES E/OU ANEXOS

Tabela S 1 Teste de diferenga minima significativa para diversidade intra-
populacional

Animais Média dos postos Grupo

ul14.3 2259 a
B25 2230 a
ul14.2 1916 b
674 1275 o
348 1101 d
ue4 1023 d
u74 916 e
u78 906 e
M42 612 f
Ug2 602 f

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Tabela S 2 Teste de diferengca minima significativa entre localidades diferentes

Animais Média dos postos Grupo
QOutras regides 1480,01 A
UFRRJ 1461,96 A
Outras estados 1200,742 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

Tabela S 3 Teste de diferenga minima estatistica entre localidades parte 2

Animais Média dos postos Grupo
QOutras regides 1858,51 a
RJ 1838,73 a
Outras estados 1519,00 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
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Tabela S 4 Teste de diferenca minima estatistica para diversidade genética inter-populacional

Animais Meédia dos Grupo
postos
M42 v U114.2 24936,38 a
M42 v U114.3 23271,42 b
348 v M42 23138,88 b
B25v U114.2 22531,95 C
U74 v M42 21948,35 d
ued v M42 21797,36 d
B25v U114.3 21261,83 e
U78 v M42 20333,10 f
674 v M42 20121,36 fg
ug2 v M42 19969,07 g
U78 v B25 17375,39 h
U74 v B25 17213,43 h
ued v B25 17179,42 h
674 v B25 16890,56 i
348 v B25 16297,69 j
u82 v B25 16274,00 i
B25 v M42 15430,23 k
Uul114.2v U114.3 14690,73 I
348 vU114.2 12874,67 m
348 vU114.3 11655,20 n
674 v U114.2 10815,99 o]
U78 v U114.2 10612,38 op
ued v Ul114.2 10464,80 pq
U74vU114.2 10385,70 pq
U82vU114.2 10224,01 q
674 v U114.3 9880,66 r
U74v U114.3 9558,31 S
U78v U114.3 9508,04 st
U82vU114.3 9315,72 st
ued v Ul114.3 9244,45 t
ued v U82 6875,72 u
348 v 674 6412,48 v
U82v 348 6131,30 Vv
U78 v 348 5034,80 w
U74 v 348 4989,03 w
ued v 348 4875,32 w
U74v 674 3307,08 X
u82v 674 3191,76 Xy
U78v 674 3151,45 Xy
uedv 674 2997,16 y
U74v U78 2842,15 yz
ued v uU74 2685,65 z
U74 v U82 2653,05 z
ued v U78 2521,28 z
U78 v U82 2495,23 z
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.



Tabela S 5 Sequéncias majoritarias coletadas no GenBank para analise
filogenética

Pais Numero de Acesso Referéncia
JF74491 3)
JQ434001-JQ434008 (10)
EUA KJ472766 (42)
KP325401-KP325402 (7)
KR349928 (11)
China MF152651- MF 152652 (35)
Coréia KX056116-KX056117 (33)
Escdcia JX948116 (115)
Franca KT880191-KT880193 (15)
Japao AB863589 (24)
KF177391 (54)
KP739814 (6)
Alemanha KX064762-KX064784 (38)
KX421286- KX421287 (15)
KY124246- KY124248 (116)
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