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DINIZ, J.A. Variabilidade das regioes codificantes das proteinas p26 e gp90
do virus da Anemia Infecciosa Equina circulante no Pantanal brasileiro.
Botucatu, 2022. 170p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

A anemia infecciosa equina (AIE) € uma doencga de notificagao obrigatéria pela OIE
(Organizagdo Mundial de Saude Animal) causada por um retrovirus de distribuicao
mundial que atinge os equideos. No Brasil, a regido do Pantanal apresenta elevadas
taxas de prevaléncia da doenca. Os testes oficiais exigidos no diagnéstico sao IDGA
(Imunodifusdo em Gel de Agar) e o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
sendo as proteinas p26 e gp90 os principais antigenos utilizados, respectivamente.
Testes moleculares como Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e PCR em tempo
real (QPCR) também tém sido utilizados e estudos comparando-os com os oficiais
apresentam resultados discordantes. E aventada a hipétese de que isso é decorrente
da variabilidade genética que pode tanto reduzir a capacidade de reconhecimento dos
antigenos nos testes soroldgicos como dos primers nos testes moleculares. Assim este
trabalho tem como objetivo a analise das sequéncias codificadoras dos antigenos p26
e gp90 do virus da AIE provenientes de equinos do Pantanal brasileiro. Dentre as
analises realizadas, a p26 do gene gag, € uma proteina mais conservada do que a gp90
do gene env. A técnica de clonagem corrobora para essa afirmagéao, ja que os clones
obtidos da gp90 apresentaram regides com insercdo, delecdo e gaps. A sequéncia
POCONE-BRAO02 utilizada em comparagdo com as sequéncias obtidas, exibiu maior
identidade de nucleotideo com as mesmas, do que com a sequéncia POCONE-BRAO1.
As frequéncias dos aminoacidos nos epitopos foram mais similares a sequéncia
POCONE-BRAOQO2. Essas informagdes sido importantes para o aprimoramento do
diagnéstico e devem ser aplicadas ndo somente para o virus da AIE, mas também em

outros lentivirus.

Palavras-chaves: Virus da Anemia Infecciosa Equina, Lentivirus, proteinas p26

e gp90, variabilidade genética.



DINIZ, J.A. Variability of the coding regions of the p26 and gp90 proteins of
the equine infectious anemia virus circulating in the Brazilian Pantanal.
Botucatu, 2022. 170p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Abstract

Equine infectious anemia (EIA) is a disease that must be notified by the OIE (World
Organization for Animal Health) caused by a retrovirus of worldwide distribution that
affects horses. In Brazil, the Pantanal region has high rates of disease prevalence.
Official tests applied in diagnosis are the IDGA (Agar Gel Immunodiffusion) and the
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) with the p26 and gp90 proteins being the
main antigens used respectively. Molecular tests such as PCR (Polymerase Chain
Reaction) and gPCR (real-time PCR) are also applied and studies comparing them with
officers are showing conflicting results. Thus, hypothesis is raised that this is due to
genetic variability that can both reduce the ability to recognize antigens in serological
tests and primers in molecular tests. This work aims to analyze coding sequences of p26
and gp90 antigens of AIE virus from Brazilian Pantanal. Among analyzes performed, p26
of gag gene is a protein that is more conserved than gp90 of env gene. Cloning technique
corroborates this statement, since clones obtained from gp90 presented regions with
insertion, deletion and gaps. POCONE-BRAO2 sequence used in comparison with
obtained sequences, exhibited greater nucleotide identity with than with the POCONE-
BRAO1 sequence. Amino acid frequencies in epitopes were more similar to sequence
POCONE-BRAOQ2. This information is important for diagnostic improvement and should

be applied not only to EIA virus, but also to others lentivirus.

Keywords: Equine Infectious Anemia Virus, Lentivirus, p26 and gp90
proteins, genetic variability.
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1 INTRODUGAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) € uma enfermidade infectocontagiosa,
que acomete cavalos, asininos e muares, causada por um virus RNA envelopado
pertencente a familia Retroviridae, e ao género Lentivirus (ICTV, 2021). Como
em todos os retrovirus, a enzima transcriptase reversa é capaz de transcrever o
RNA viral em DNA e, posteriormente, por atividade da integrase, o material
genético se integra ao DNA cromossomico da célula infectada (MURPHY, 1999;
QUINN, 2005). Este fato contribui para o sucesso na disseminagao e
manutencao do virus, visto que os animais permanecem infectados pelo resto
da vida.

A Organizagado Mundial de Saude Animal (OIE, 2022) preconiza notificagéo
obrigatéria de equideos acometidos por AIE. No Brasil, em 1981 foi implantado
um programa sanitario pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) intitulado de Programa Nacional de Sanidade de Equideos (PNSE), o
qual tem por objetivo o controle das doengas que acometem a populagéo
equidea, incluindo a AIE (MAPA, 2017).

No Pantanal, os animais reagentes aos testes oficiais ndo séo eliminados,
pois a regido € considerada “area de alto risco”. Assim, esses animais portadores
do virus sdo isolados em regime vitalicio, como uma das medidas previstas na
Instrugcdo Normativa 45/2004.

O Programa de Controle e Prevencdo da AIE no Pantanal Sul-mato-
grossense (CAIEPAN), elaborado pela Embrapa Pantanal em parceria com a
Comisséo Estadual para o controle da AIE no Estado do Mato Grosso do Sul
(CECAIE-MS), recomenda a realizagao do diagnostico de todos os equideos da
propriedade, posteriormente segregagao dos animais negativos em piquetes a
uma distancia de 200 metros, com a finalidade de impedir a transmissao
mecéanica pelos insetos hematéfagos. Os animais negativos devem ser
retestados a cada trés a quatro meses. No caso de resultado positivo, o animal
deve ser reconduzido para o rebanho de positivos. Os animais submetidos aos
testes de diagndsticos, com dois resultados negativos consecutivos, devem ser
monitorados a cada seis meses (SILVA et al., 2004).

Silva; Abreu; Barros (2001) verificaram que apos adesdo destas medidas

houve redugdo da prevaléncia média da AIE em uma propriedade assistida,
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porém Abreu et al. (2004), relataram que somente 15% das propriedades
aderiram de fato as medidas preconizadas.

A transmisséo iatrogénica do virus € uma das formas mais relevante que
contribui para a manutencdo deste agente. Apesar das orientacbes quanto a
disseminagao do virus entre os animais pela utilizagado de material contaminado,
principalmente agulhas, € comum a reutilizagdo desses materiais a fim de
otimizar o trabalho (ISSEL E FOIL, 2015). Comparada com a intervengao
humana, de acordo com estudos, a probabilidade de transmissao do virus pelos
artrépodes é insignificante (BORGES et al., 2013; VILAMIU et al. 2013; ISSEL E
FOIL, 2015).

Os virus de RNA possuem elevada taxa de erro na replicacdo, o que
contribui para o surgimento de mutagdes, ao redor de 10 mutagdes por base
de replicagao (TROMAS; ELENA, 2010).

O virus da AIE é um retrovirus, portanto, o material genético € de RNA, a
replicagao é realizada pela transcriptase reversa, que € uma enzima com baixa
atividade de correcdo (proofreading), como outras RNA polimerases RNA
dependentes dos virus RNA. No caso de retrovirus, cada virion € composto por
duas fitas de ssRNA e os eventos de recombinagcdo podem ser frequentes
(LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004; SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011).
Esse fenbmeno pode ocorrer durante a replicagédo do virus e pela passagem em
varios hospedeiros (DOMINGO et al., 1996; ISSEL et al., 2014).

A capacidade de mutagédo do virus da AIE e, consequentemente, a alta
variabilidade dificulta a caracterizagdo do patdégeno. Este fato explica a escassez
de sequéncias de genoma completo no banco de sequéncias GenBank The
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Outro

problema decorrente da variabilidade do virus esta relacionado ao diagndstico,
pois estudos com métodos moleculares tém apresentado valores de
sensibilidade mais elevados do que os testes soroldgicos oficiais (LANGEMEIER
etal., 1996; CULLINANE et al., 2007; ISSEL et al., 2013; SCICLUNA et al., 2013;
RICOTTI et al., 2016; ROMO-SAENZ et al., 2021). As mutagdes podem ocorrer
nos genes codificantes das proteinas p26 e gp90, que sado utilizados no
sorodiagnostico. Dessa forma, estudos direcionados ao esclarecimento da
variabilidade das regi6es codificantes dessas proteinas podem contribuir para o

desenvolvimento e/ou aprimoramento das técnicas diagndsticas.
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8 CONCLUSOES/CONSIDERAGOES FINAIS

A maior dificuldade na execugao do projeto foi em relagdo a amplificagéo
das amostras, pois parece que cada amostra tem a sua particularidade. Assim
ha amostras que amplificaram uma parte da sequéncia alvo. No entanto, nao
amplificaram a outra parte, ha amostras quando testadas com determinado par
de primers nao amplificaram, assim foi necessario fazer outra reagao utilizando
diferentes oligonucleotideos, e ainda em algumas amostras utilizar o recurso da

clonagem.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:
e A p26 do gene gag € uma proteina conservada, apesar de
apresentar muitas substituicbes de nucleotideos.

e A gp90 do gene env é uma proteina variavel, porém um animal
infectado, inicialmente produzir anticorpos para essa proteina.
Assim é uma proteina importante, apesar da variabilidade, pois
pode levar a detecgao precoce do individuo infectado.

e Os clones resultantes da técnica de clonagem, evidenciam o
aparecimento das quasispecies, principalmente nas regides da
gp90, o que reafirma que essa € uma regido passivel de mutagao.

e A sequéncia POCONE-BRAO2 exibiu maior nivel de identidade de
nucleotideos com as sequéncias deste trabalho do que a
POCONE-BRAO1.

e As frequéncias dos aminoacidos nos epitopos também foram mais

similares a sequéncia POCONE-BRAO2.
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e Apesar das sequéncias apresentarem correspondéncia com
Wyoming, em relac&o a frequéncia de aminoacidos presentes nos
epitopos, a identidade observada para os dois genes alvo exibiu
resultado abaixo do esperado. Essa divergéncia se deve a
diversidade do virus, o que explica as variagdes e 0 modo como
sdo agrupadas as sequéncias na arvore filogenética.

Os dados obtidos fornecem informacdes relevantes a respeito da evolugao
do virus e sao uteis para estudos sobre a disseminacdo do mesmo. O
sequenciamento e a caracterizagdo do virus sdo de fundamental importancia
para analise e reconhecimento das regides conservadas e hipervariaveis, as
quais podem ser utilizadas para aprimorar os testes de diagnédsticos, sendo uteis

nao apenas para o virus da AlE, mas também para outros lentivirus.
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