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INTRODUGAO:

O virus Influenza é um virus de RNA fita simples de polaridade negativa e segmentado, pertencente a familia
Orthomyxoviridae. E classificado em quatro tipos (A, B, C e D) com base em sua diversidade genética e antigénica. Os
virus do tipo A (do inglés, Influenza A Virus - |1AV) sé&o classificados de acordo com a atividade de suas glicoproteinas
hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), que estao presentes na superficie do envelope viral.

O genoma do IAV é formado por 8 segmentos de RNA viral (VRNA), que esta presente nos virions (particula viral
infecciosa) na forma de complexos de ribonucleoproteinas (VRNPs). Esses segmentos de VRNA contém toda a
informagdo necessaria para a replicagao viral, que ocorre no nucleo da célula hospedeira. O subtipo H3N2 representa
um problema para a saude publica ha mais de cinquenta anos, sendo destaque no cenario epidemioldgico brasileiro (e
mundial) e se encontra, atualmente, em circulagdo em cadeias de transmissao sustentadas envolvendo humanos.

A adaptacgdo do virus ao hospedeiro é fundamental para o estabelecimento de uma infec¢do produtiva. Entender
esse processo € fundamental para a compreensdo da evolugédo viral, permitindo a analise temporal do processo
evolutivo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os padrdes genémicos associados ao comportamento
biolégico do H3N2, buscando associar os padrdes gendmicos as caracteristicas relacionadas ao processo de adaptagéo

virus-hospedeiro, desde a especificidade, até a patogenicidade viral associada.

METODOLOGIA:

Os dados gendmicos utilizados nas analises foram obtidos do Centro Nacional de Informagdes Biotecnoldgicas
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) como um dataset composto pelas sequéncias em nucleotideos e suas respectivas
informagdes associadas. Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas 28357 sequéncias de H3N2 (para cada
um dos 8 segmentos), com a aplicagdo de filtros especificos a fim de remover sequéncias consideradas de baixa
qualidade.

As sequéncias foram organizadas em 8 datasefs (um para cada segmento), onde cada registro possui um

cabecgalho (com informagbes da sequéncia) e a sequéncia nucleotidica na linha de baixo, integrados em arquivos no
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formato FASTA. Para a analise desses dados, foram utilizadas ferramentas distintas por meio da linguagem de
programagéo Python3, com bibliotecas como biopython, pandas, numpy e matplotlib, essenciais para o calculo, geragao
de tabelas e graficos como o de Uso Relativo de Cédons Sindnimos (do inglés, Relative Synonymous Codon Usage -
RSCU) e do indice de Adaptacdo de Cddons (do inglés, Codon Adaptation Index - CAl).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para confirmar a tipagem dos virus, inicialmente realizadas pelos autores dos depositos das sequéncias, estas
foram submetidas a classificagdo taxondémica utilizando o classificador taxondmico kaiju 1.10.1 (uma ferramenta que
utiliza um banco de dados do NCBI e atribui um txid, ou taxon id, para cada sequéncia analisada, associado a um
subtipo especifico, nesse caso, de IAV) permite visualizar a preservagao principalmente do segmento 4 (Hemaglutinina -
HA), sendo a grande maioria das sequéncias analisadas verdadeiramente como H3 do subtipo H3N2 (apenas 4 - 0,01%
- tratam-se de H1 do H1N1, possivelmente identificadas como H3N2 por algum erro na anotagéo das sequéncias). Além
disso, é possivel visualizar uma maior preservagao dos segmentos 6 e 2 (Neuraminidase - NA e Polimerase Basica 1 -
PB1, respectivamente) frente aos outros segmentos, onde todos apresentam mais de 3400 sequéncias (mais de 12,3%
para cada um desses outros cinco segmentos) pertencentes a outros subtipos de IAV, mas nao ao H3N2 (aqui, serdo
tratadas como falsos H3N2) (Fig. 01).
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Figura 01. Grafico de barras indicando as sequéncias dos segmentos que
: sdo verdadeiramente do subtipo H3N2 (em azul) e das que sao falsas H3N2
(em laranja), apds andlise utilizando o classificador taxonémico kaiju. E
importante destacar que esse sistema de classificagcdo baseia-se apenas na
tipagem dos segmentos HA e NA, e ndo na classificacdo de todos os

segmentos.

HA NA PB1 MP NS PB2 NP PA

Para entender melhor como € a organizagdo gendmica ao longo dos segmentos para os virus H3N2, utilizamos o
diagrama de sankey (Fig. 02) que ilustra esse comportamento observado por meio da classificagdo taxonémica (Fig. 01),
onde observamos a preservagdo dos segmentos HA, NA e PB1 presentes no subtipo H3N2, e um perfil heterogéneo
quanto aos subtipos de IAV para os outros segmentos. Como representado no diagrama, o segmento 4 (HA — H3) é
altamente especifico para este subtipo (H3N2), enquanto os segmentos 6 e 2 (NA - N2 e PB1), apesar de apresentarem
uma maior variabilidade, com alguns dos virus, que chamaremos de H3Nx (ou seja, o segmento NA dos isolados que
sdo “falsos” H3N2 nio sdo os N2 desse subtipo, mas tratam-se de outra neuraminidase, com diferentes caracteristicas
genéticas e antigénicas), ndo serem verdadeiros H3N2, sdo mais preservados. Analisando os outros segmentos (além
de HA que é altamente especifico, e o NA e o PB1 que apresentam uma certa especificidade também para suinos),
estes, sdo especificos apenas para Homo sapiens, indicando que o subtipo H3N2, de uma forma geral (englobando
todos os segmentos, que compdem o genoma completo do virus), apresenta uma especificidade virus-hospedeiro que é
particular ao Homo sapiens.

No caso dos isolados de suinos, é bem evidente essa diferenciacdo, sendo, para os segmentos de HA, NA e
PB1, a maioria das sequéncias efetivamente de H3N2, mas para os outros segmentos, as sequéncias s&o, na verdade,
correspondentes ao subtipo H1N1 (txid 641809). Analisando a histéria evolutiva do H3N2, que surgiu em 1968, causando

uma pandemia (inicialmente em Hong Kong), é possivel encontrar na literatura informagdes e analises sobre a
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conservagdo do genoma viral ao longo do tempo (provenientes de isolados virais antigos) que corroboram com os
padrdes identificados nas analises realizadas neste trabalho. Inicialmente, o subtipo H1N1, causador da gripe espanhola
em 1918, teve origem suina e, posteriormente, um rearranjo entre um virus derivado do H1N1 pandémico e H2N2
derivado de aves deram origem ao H2N2 causador da pandemia de 1957 (que ocorreu inicialmente na Asia). Anos
depois, um outro rearranjo genémico entre o H2N2 pandémico e H3Nx derivado de aves, finalmente resultou na
emergéncia do subtipo H3N2 que causou uma pandemia em 1968, e até hoje o seu agente etioldgico continua em

circulagao em cadeias de transmissao sustentadas envolvendo seres humanos.

Uma caracteristica notéria ao longo da trajetéria de evolugao molecular do virus, é a ocorréncia desses eventos
de rearranjo, e para esses virus IAV que apresentam a capacidade de infectar humanos e continuar em circulagao, é a
conservagao de alguns dos segmentos, e a troca de outros. Os segmentos 4, 6 e 2 (HA, NA e PB1, respectivamente),
foram sempre alterados nos eventos de rearranjo em relagao ao H1N1 suino “original” de 1918, ou seja, nos eventos
discutidos anteriormente, esses segmentos, presentes nos virus circulantes entre humanos, foram provenientes de IAVs
aviarios. Ja todos os outros cinco segmentos (NP, NS, MP, PA e PB2), apds os eventos de rearranjo, continuaram sendo
os mesmos do H1N1 suino de 1918. Portanto, esse padrao parecido de comportamento desses segmentos do ponto de

vista evolutivo, podem explicar os padrdes encontrados neste trabalho.

Segment 4 - HA Segment 6 - NA Segment 2 - PR1 Segment 7 - MP Segment 8 - NS Segment 1 - PE2 Segment 5 - NP Segment 3 - PA Host

— Homo sapiens
Swine

Avian

Canine

Feline
Environment
HE mink

,,,,,

Figura 02. Diagrama de sankey mostrando o fluxo da informagdo, com os segmentos de H3N2 mais preservados a esquerda (HA, NA e PB1,
principalmente) e os menos preservados a direita, em que ocorre uma maior “mistura” entre eles (neste caso, as colunas que sdo referentes aos
subtipos estéo identificadas com o txid, atribuidos pelo kaiju, sendo 335341 referente ao H3N2 e o 641809 referente ao H1N1, por exemplo).

A andlise dos graficos de PCA do RSCU de cada um dos segmentos (Fig. 03) ajuda a explicar essa
especificidade diferencial dos segmentos, como ja apresentado e discutido anteriormente. Primeiramente, € importante
ressaltar que apds as primeiras analises, oito sequéncias foram removidas para as analises consideradas apresentadas
a seguir, sendo elas: 4 de HA (que ndo eram H3 de H3N2), além de outras 3 isoladas de “Environment” (ambiente) e 1

sequéncia de “mink”, totalizando em 28349 sequéncias para cada segmento.

No caso dos segmentos 4, 6 e 2 (HA, NA e PB1, respectivamente, referentes aos graficos A, C e G), é possivel
visualizar uma sobreposi¢do entre as sequéncias de Homo sapiens e suinos, sem uma diferenciagao clara no uso
relativo de codons sinbnimos entre esses hospedeiros (considerando PC1 e PC2). Ja para os segmentos 7, 5, 8, 3 e 1
(MP, NP, NS, PA e PB2, respectivamente, referentes aos graficos B, D, E, F e H) ha um claro agrupamento considerando
os padrées de RSCU para Homo sapiens e os outros hospedeiros vertebrados (suinos, aves, caninos e felinos), sendo

possivel visualizar essa separagéo entre grupos nesses graficos. Quando analisada a varidncia explicada para os dois
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primeiros componentes principais (PC1 e PC2, de um total de 59), a variabilidade dos dados é maior (melhor explicada)

para o caso dos segmentos 7, 5, 8, 3 e 1, corroborando com o que foi visto até entao.
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Figura 03. Graficos de PCA do RSCU de cada um dos segmentos. (A) Segmento 4 - HA; (B) Segmento 7 - MP; (C) Segmento 6 - NA; (D) Segmento 5
- NP; (E) Segmento 8 - NS; (F) Segmento 3 - PA; (G) Segmento 2 - PB1; (H) Segmento 1 - PB2. As cores distintas representam as fontes/hospedeiros
de obtengdo das sequéncias analisadas (amarelo = Homo sapiens; laranja = suinos; azul = aves; rosa = caninos; verde = felinos).

Ao observar os graficos gerados a partir dos resultados de CAIl para os segmentos 4, 6 e 2 (HA, NA e PB1,
respectivamente), tendo como base a tabela de uso de cddons de hospedeiros Homo sapiens e aves (Avian), obtidas a
partir do CoCoPUTs (do inglés, Codon and Codon Pair Usage Tables), é possivel visualizar que em todos os casos (para
esses trés segmentos), a maioria das sequéncias estao acima da linha do eCAl (ou expected CAl, que é o CAl esperado
para um sequéncia nucleotidica randémica). Isso indica uma adaptagdo ao uso de coédons do hospedeiro, ou seja, a
magquinaria celular hospedeira. Apesar de, para alguns casos, ser possivel reconhecer sequéncias de suinos abaixo da
linha do eCAl (ou seja, ndo serem tdo bem adaptadas), para o caso de humanos (sequéncias de Homo sapiens), se
mostraram praticamente todo o tempo (desde 1968, quando o H3N2 comegou a circular entre humanos até os dias de

hoje) acima do eCAl, ou seja, bem adaptados a tradugao em células hospedeiras.
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Figura 04. Graficos de CAl x Tempo com eCAl para os segmentos 4, 6 e 2 (HA, NA e PB1 respectivamente), com a tabela de uso de cédons de
hospedeiros Homo sapiens e Aves (Avian). (A) Segmento 4 - HA - Homo sapiens; (B) Segmento 4 - HA - Avian; (C) Segmento 6 - NA - Homo sapiens;
(D) Segmento 6 - NA - Avian; (E) Segmento 2 - PB1 - Homo sapiens; (F) Segmento 2 - PB1 - Avian. As cores distintas representam as
fontes/hospedeiros de obtencéo das sequéncias analisadas (amarelo = Homo sapiens; laranja = suinos; azul = aves; rosa = caninos; verde = felinos).
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CONCLUSOES:

Dessa forma, a partir do reconhecimento de diferentes padrées gendmicos caracteristicos dos segmentos virais

do subtipo H3N2, os quais apresentam niveis variados de conservagao e adaptagao ao hospedeiro, torna-se possivel

compreender os processos histéricos e evolutivos da relagao entre o virus Influenza A e os diferentes hospedeiros, em

especial considerando o Homo sapiens. Assim, o avango desse tipo de estudo, pautado em analises como RSCU, CAl e

classificagdo taxondmica, pode elucidar as bases moleculares que sustentam o surgimento, a permanéncia e,

eventualmente, a reemergéncia de variantes virais em diferentes contextos epidemiolégicos, destacando a importancia

da investigacao integrada dos padrdoes gendmicos na vigilancia e controle de virus respiratérios como o Influenza.
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