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RESUMO

Os cyclovirus sdo um grupo de virus com genoma de DNA fita simples circular
de organizacdo ambisenso descobertos em 2010 e desde entdo detectados em diferentes
tipos de amostras de aves, mamiferos, insetos, arachideos e peixes dos seis continentes.
No entanto, apesar da ampla gama de hospedeiros, os aspectos epidemiolédgicos e
patogénicos da infeccdo viral permanecem pouco esclarecidos. Este trabalho foi realizado
com o objetivo principal de desenhar e avaliar in silico conjunto(s) de primers para a
deteccdo molecular, através de pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de cyclovirus
associados as aves, de maneira a ampliar as opcbes de deteccdo e contribuir com o
esclarecimento da biologia dos cyclovirus. As 27 sequéncias de genoma completo de
cyclovirus associadas a aves disponiveis em banco de dados foram submetidas a analise
filogenética com Maximum Likelihood como método de inferéncia e o Generalized Time-
Reversible (GTR) como modelo evolucionério de substitui¢do, utilizando 1000 réplicas
de bootstrap como medida de confianca. N&o se observou padréo de clados formados por
hospedeiro, tipo de amostra, ano ou localizacdo geogréfica de coleta, mas sim um
agrupamento irregular das sequéncias associadas, distribuido por todos os clados da
arvore. Com a alta variabilidade gen6mica entre as sequéncias, foi selecionado, em funcédo
do percentual de identidade e da topografia filogenética, determinado conjunto de
sequéncias para ser usado como template para o desenho e a avalia¢do in silico dos
primers, realizados através do software Primer Blast. 15 pares de primers desenhados
através da plataforma foram entéo avaliados in silico em funcdo da regido de anelamento,
tamanho do amplicon, auto-complementaridade, auto-complementaridade na
extremidade 3’, porcentagem de GC, bases proximas a extremidade 3°, temperatura de
melting, e repeticbes de nucleotideos de mesma base e o par
CATCCCACCACTTGCCTCTC e TGGAGTCGTCAAACCCAGAG foi avaliado como
0 mais adequado.

Palavras-chave: Sequéncias. Filogenia. Circoviridae.



ABSTRACT

Cycloviruses are a group of viruses with circular single-stranded DNA genome of
ambisense organization, discovered in 2010 and since detected in different samples of
birds, mammals, insects, arachnids and fish from all six continents. Despite the wide
range of hosts, the epidemiological and pathogenic aspects of their viral infection remain
unclear. This work was carried out with the main objective of designing and in silico
evaluating primer set(s) for the molecular detection of birds associated cycloviruses by
conventional polymerase chain reaction (PCR), in order to expand molecular detection
options and to contribute to with the enlightening of cycloviruses’ biology. The 27
complete genome sequences of birds associated cycloviruses available were subjected to
phylogenetic analysis with Maximum Likelihood as the inference method and the
Generalized Time-Reversible (GTR) as the evolutionary model, using 1000 bootstraps as
a reliability measure. No pattern formed by host, type of sample, year or geographic
location of sample collection was observed, but instead, an irregular grouping of
associated sequences distributed across all clades of the tree. Due to the high genomic
variability between the sequences, and based on the percentage of identity and
phylogenetic topography, a set of sequences was selected to be used as a template for the
design and in silico evaluation of primers, which were performed using the Primer Blast
software. 15 primer pairs designed were evaluated in silico as a function of annealing
region, amplicon size, self-complementarity, self-complementarity at the 3' end, GC
percentage, bases composing the 3' end, melting temperature, and same-base nucleotide
repeats. The pair with CATCCCACCACTTGCCTCTC and
TGGAGTCGTCAAACCCAGAG primers was evaluated as the most suitable.

Keywords: Sequences. Phylogeny. Circoviridae.
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1 INTRODUCAO

Os cyclovirus sdo virus de genoma DNA fita simples circular de organizagdo
ambisenso com aproximadamente 1800 nt descritos pela primeira vez em 2010 (GAINOR
et al., 2021a). Desde entdo, foram identificados nos seis continentes — Africa, Antartica,
América, Asia, Europa e Oceania — em diferentes tipos de amostras de aves, mamiferos,
insetos, aracnideos e peixes, embora seus hospedeiros definitivos e seus possiveis efeitos
patogénicos ainda ndo estejam estabelecidos (ROSARIO et al., 2017). Em aves, ja foram
detectados associados a quadros de proventriculite (YAN et al., 2020).

A deteccdo molecular dos cyclovirus associados a aves tem sido realizada através
de PCR convencional com primers degenerados genéricos para a familia Circoviridae,
virus discovery cDNA-AFLP (VIDISCA), amplificacdo randémica, amplificacdo por
circulo rolante (RCA) ou analises de metagendmica. Embora os cyclovirus associados a
aves possuam genomas bastante diversos, ndo sendo facilmente agrupéveis ou
classificaveis a partir do animal hospedeiro ou tecido de origem da amostra, ampliar as
opcdes de técnicas moleculares para sua deteccdo € importante para que sua
epidemiologia, sua biologia, sua patogenia e suas caracteristicas sejam melhor conhecidas
(ROSARIO et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenhar e avaliar in silico conjunto(s) de primers para a deteccdo molecular de

cyclovirus associados as aves pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Explorar a literatura disponivel sobre os cyclovirus;

Explorar ferramentas de bioinformatica relacionadas a disponibilizacdo de
sequéncias, andlises filogenéticas, e desenho e andlise de primers;

Explorar os principais elementos que influenciam na qualidade de primers;

Comparar e analisar filogeneticamente sequéncias genémicas de cyclovirus;

Desenhar pares de primers e avaliar in silico suas caracteristicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CYCLOVIRUS

Em 2010, um grupo de virus relacionado aos circovirus foram detectados por Li e
colaboradores em amostras de produtos de origem animal e fezes de humanos e
chimpanzés. Os autores propuseram a nomenclatura Cyclovirus, género estabelecido
definitivamente pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) em 2016 e
pertencente a familia Circoviridae (ADAMS et al., 2016) (Quadro 1).

QUADRO 1 - CLASSIFICACAO TAXONOMICA DO GENERO Cyclovirus
Classificacdo taxondmica Caracteristicas
Genoma de DNA fita simples (ssDNA) que codifica endonuclease de
replicacdo em circulo rolante (RCR) da superfamilia HUH
Proteina Rep caracteristica com dominio endonuclease N-terminal e

Dominio Monodnaviria

Reino Shotokuvirae dominio helicase da superfamilia 3 C-terminal
Filo Cressdnaviricota Genoma circular ssDNA codificador de proteina Rep
Classe Arfiviricetes “Arginine finger” conservado no dominio helicase da proteina Rep
s Virus “circo-like” — simetria do capsideo,
Ordem Cirlivirales

tamanho e arquitetura do genoma

Familia Circoviridae Virus de eucariotos e associados a animais € genoma pequeno

Regido intergénica entre as extremidades 5’ das duas ORFs
e intron no gene que codifica a proteina Rep

FONTE: Adaptado de WALKER et al. (2020)

Género Cyclovirus

Os virus pertencentes ao género Cyclovirus possuem genoma de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) de fita simples circular de organizacdo ambisenso
(transcricdes em direcdes opostas) com aproximadamente 1800 nucleotideos (nt)
(GAINOR et al., 2021a), que codifica uma proteina do capsideo (Cp) e uma proteina
iniciadora de replicacdo (Pep) (LIU et al., 2020) e possui uma regido intergénica entre as
extremidades 5’ das duas fases de leitura aberta (ORFs) (DAYARAM et al., 2013), bem
como um intron no gene que codifica a Pep (WALKER et al., 2020) (Figura 1).

Os cyclovirus fazem parte dos virus comumente denominados “CRESS-DNA” -
virus com genoma DNA “circular de fita simples codificador de proteina Rep” - do inglés,
circular rep-encoding single stranded genome (CRESS) (LIU et al., 2020). A Rep,
considerada a proteina mais conservada, € codificada pela ORF1 e atua ligando um
hairpin especifico a sequéncia conservada 5-AGTATTAC-3' na regido intergénica do
genoma (origem de replicacdo), iniciando a replicacdo por circulo rolante (RCR)
(GAINOR et al., 2021a).
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FIGURA 1 - ILUSTRACAO ESQUEMATICA DO GENOMA DA ESPECIE Human Associated
Cyclovirus 8 (HUACyV8). O GENOMA DNA FITA SIMPLES CIRCULAR DE ORGANIZACAO
AMBISENSO CODIFICA DUAS PROTEINAS: A DE REPLICACAO (Rep) E A DO CAPSIDEO (Cp).
AS DUAS ORFs SAO SEPARADAS POR UMA REGIAO INTERGENICA E A rep POSSUI UM
INTRON.

HuACyV-8

[KF031466]
1856 nts

FONTE: Adaptado de ROSARIO et al. (2017)

Os cyclovirus ja foram identificados nos seis continentes — Africa
(GARIGLIANY et al., 2014; GEORGE et al., 2020), Antartica (PATTERSON et al.,
2021), América (PADILLA-RODRIGUEZ; ROSARIO; BREITBART, 2013; GAINOR
et al., 2021b), Asia (WU et al., 2016; ISLAM et al., 2018), Europa (ROSARIO et al.,
2012; FEHER et al. 2017) e Oceania (MALE et al., 2016; CUSTER et al., 2022) — e em
diferentes tipos de amostras bioldgicas, tais como fezes (MALE et al., 2016), secrecdes
respiratérias (PHAN et al., 2014), liquido cefalorraquidiano (SMITS et al., 2013),
proventriculo (YAN et al., 2020) e plasma sanguineo (SAUVAGE et al., 2018).

Os hospedeiros definitivos dos cyclovirus ainda ndo sdo conhecidos (ROSARIO
et al., 2017), mas o genoma desses ja foi amplamente detectado em amostras de aves
(FEHER et al. 2017); mamiferos como focas (PATTERSON et al., 2021), morcegos (WU
et al., 2016) e suinos (GARIGLIANY et al., 2014); insetos (ROSARIO et al., 2012);
aracnideos (ROSARIO et al., 2018) e peixes (GADOIN et al., 2021). O ICTV reconhece
oficialmente 52 espécies associadas a diferentes animais (Anexo 1).

Embora o potencial patogénico envolvendo os cyclovirus ndo esteja esclarecido,
esses ja foram identificados em amostras de humanos com infec¢des respiratérias (PHAN
et al., 2014), liquido cefalorraquidiano de humanos com infec¢Bes agudas do sistema
nervoso central (VAN TAN et al., 2013), de cachorros com gastroenterite hemorragica
(GAINOR et al., 2021b) e galinhas acometidas por um surto de proventriculite (YAN et
al., 2020).

Apesar da ampla distribuicdo mundial dos cyclovirus, as anélises filogenéticas ndo
tém revelado clusters definitivos relacionados as localizagdes geograficas ou espécies de

origem das amostras (ROSARIO et al., 2017). Além disso, ainda sdo amplamente
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desconhecidos seus hospedeiros definitivos (CHRZASTEK et al., 2021), bem como suas
informac0es estruturais (BREITBART et al., 2017); e pouco se sabe sobre sua biologia
(DENNIS et al., 2018) ou importéncia patoldgica (GARIGLIANY et al., 2014).

Desde que foram identificados pela primeira vez por Li et al. (2010), os cyclovirus
tém sido majoritariamente detectados por meio de reacBes de PCR com primers
degenerados (cuja sequéncia tem posi¢es com duas ou mais bases nitrogenadas possiveis
e que muitas vezes ndo sdo género-especificos) ou randdmicos, exigindo a posterior
realizacdo de sequenciamento; ou ainda por analises metagendmicas (ROSARIO et al.,
2017).

A metagendmica € o screening de DNA em amostras através de hibridizacdo com
sondas marcadas ou reagdes de PCR, produzindo sequéncias curtas (com dezenas ou
centenas de pares de bases e sem identificacdo do organismo de origem) denominadas
reads, que, através de algoritmos computacionais baseados em sobreposicdes, sdo unidas
em sequéncias maiores e continuas chamadas contigs, que podem subsequentemente ser
combinadas em genomas completos (PEREIRA, 2014; PEREIRA, 2019).

A sequéncia do genoma completo dos cyclovirus pode ainda ser determinada
através da técnica de PCR inversa (YAN et al., 2020). Na PCR inversa, apés
sequenciamento de fragmento amplificado, primers sdo desenhados para anelarem-se as
extremidades da regido conhecida direcionados para a regido cuja sequéncia é
desconhecida; e a PCR entdo produz amplicon (produto) com pequenos segmentos de
regido conhecida nas extremidades e um novo sequenciamento pode ser realizado
(CLARK; PAZDERNIK, 2015) (Figura 2).

Na literatura, também ha relatos de amplificacdo do genoma de cyclovirus por
circulo rolante (RCA) (CUSTER et al., 2022), um processo enzimatico isotérmico, que
pode ser realizado em temperatura ambiente, em que um primer curto é amplificado para
formar uma fita simples longa utilizando um template de DNA circular e polimerases
especiais; sendo 0 produto um concatémero contando dezenas ou centenas de repeti¢oes
em tandem complementares ao template circular (ALI et al., 2014).

A dependéncia da realizagdo de sequenciamentos para confirmacdo da detec¢do
molecular existente em muitos casos pode representar uma limitacdo no avango dos
estudos sobre caracteristicas e a epidemiologia dos cyclovirus. A técnica tem custo
relativamente alto e 0s recursos computacionais e humanos podem ser limitados,
especialmente em paises em desenvolvimento (PRIFTI; ZUCKER, 2015; HELMY;
AWAD; MOSA, 2016).
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FIGURA 2 - PCR INVERSA: OS PRIMERS SAO DESENHADOS PARA SE ANELAREM-SE AS
EXTREMIDADES DA REGIAO CONHECIDA. A PCR ENTAO AMPLIFICA O DNA
DESCONHECIDO E O AMPLICON POSSUI PEQUENOS SEGMENTOS DE SEQUENCIA
CONHECIDA NAS EXTREMIDADES.

primers

PCR

Segmento pequenc de Segmento pequeno de
sequéncia conhecida sequéncia conhecida

4 \
I [e=7] ]

FONTE: adaptado de CLACK; PAZDERNIK (2016)

3.1.1 Cyclovirus associados a aves

Em galinhas, os cyclovirus foram identificados em amostras de proventriculo
(YAN et al., 2020), fezes/excretas (VAN TAN et al., 2013; LIMA et al., 2019) e suabes
orais (CHRZASTEK et al., 2021), bem como em amostras de carne de frango (LI et al.,
2010). Genoma de cyclovirus também foi identificado em suabes cloacais de patos e
gansos (FEHER et al., 2017; KASZAB et al., 2020) e em fezes/excretas de péassaros
(CUSTER et al., 2022). A deteccdo de cyclovirus associados a aves ja foi realizada por
diferentes métodos moleculares (Quadro 2).

Yan et al. (2020) detectaram genoma de cyclovirus em amostras de 80% das
galinhas acometidas por um surto de proventriculite em 2018 na China, enquanto o virus
ndo foi detectado em nenhum animal saudavel. Simultaneamente, os autores obtiveram
resultados negativos para possiveis causas conhecidas, como bactérias patogénicas,
reovirus aviario, gyrovirus 3, circovirus aviario e para 0s virus da anemia infecciosa das
galinhas, da bronquite infecciosa das galinhas, da proventriculite necrosante das aves, da
leucose aviaria, da doenca de Marek, da reticuloendoteliose aviaria e da doenca infecciosa

da bursa.
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QUADRO 2 - METODOS DE DETECGAO MOLECULAR DE CYCLOVIRUS ASSOCIADOS A AVES
RELATADOS NA LITERATURA

Estratégia de obtencéo da

Referéncia Método de deteccao A
sequéncia do genoma completo

PCR convencional com primers
degenerados genéricos para a
familia Circoviridae

Lietal. (2010) /
Lietal. (2011)

PCR inversa com primers especificos para
as sequéncias de cada amostra positiva

VIDISCA PCR inversa com primers especificos para
Van Tan etal. (2013) (Virus discovery cDNA-AFLP) as sequéncias de cada amostra positiva
PCR convencional com primers

Back-to-back PCR com primers especificos

Féher et al. (2017) degenerados genéricos para a - S
P L para a sequéncia da amostra positiva
familia Circoviridae
Lima et al. (2019) Sequenciamento de nova geracao Analise de metagenomas — Plataforma
(NGS) Illumina
PCR convencional com primers . -
Kaszab et al. (2020) degenerados genéricos para a Back-to-back PCR com primers especificos

familia Circoviridae para as sequéncias de cada amostra positiva

PCR inversa com primers especificos para

Yan et al. (2020) Amplificacdo randémica . .
as sequéncias de cada amostra positiva
Chrzastek et al. (2021) Sequenciamento de nova geragao Andlise de metageno_mas — Plataforma
(NGS) Illumina
Custer et al. (2022) Amplificacdo por circulo rolante Back—to-baclf P(_:R com primers especn‘_l(_:os
(RCA) para as sequéncias de cada amostra positiva

FONTE: a autora (2022)

A proventriculite € uma doenca emergente de etiopatologia pouco conhecida
caracterizada pelo aumento da espessura do proventriculo (LEAO, 2019). Embora o
cyclovirus detectado possa estar associado ao quadro de proventriculite, a possivel
relacdo dos cyclovirus com os sinais clinicos e/ou a doenca ndo esté clara e outros estudos
sd0 necessarios para esclarecer a patogenicidade, a epidemiologia e os efeitos para a satde
publica (YAN et al., 2020).

Lima et al. (2019) avaliaram a associacdo dos virus entéricos com quadros de
sindrome da méa-absorcdo em galinhas determinando o viroma de excretas de animais
saudaveis e com sintomatologia (atraso no crescimento, fezes/excretas diarreicas e
desenvolvimento prejudicado das penas). Os autores detectaram genoma de cyclovirus,

mas sem diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos de animais.

3.2 FILOGENIA

A analise filogenetica estima a relacdo entre genes ou fragmentos de genes

inferindo sua histéria comum (CALDART et al., 2016). O pipeline (sequéncia de etapas)
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filogenético (obtencéo e alinhamento das sequéncias, selecdo dos métodos de substituicao
e de reconstrucdo e inferéncia, reconstrugdo e anotacdo da arvore filogenética) tem inicio
com a disponibilidade das sequéncias gendmicas dos organismos de interesse e tem como
objetivo principal produzir arvores (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020) que representam
hipdteses de relacdes evolucionarias, sendo estruturadas com as sequéncias conectadas
aos ancestrais pelos ramos, que por sua vez sdo originados em nos; arvores enraizadas
incluem um outgroup, grupo de sequéncias que polariza a arvore mostrando quais as
sequéncias mais ancestrais (CALDART et al., 2016).

3.2.1 Sequéncias genémicas

As sequéncias gendmicas sdo obtidas a partir do sequenciamento, técnica de
biologia molecular usada para determinar a sequéncia exata de nucleotideos e suas
respectivas bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina e timina) em uma molécula de
DNA (GREEN, 2022). O desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento
resulta em aumento na magnitude de sequéncias disponiveis (KAPLI; YANG;
TELFORD, 2020).

O formato de arquivo (layout ou arranjo da sequéncia e sua descricdo) mais
utilizado para a anotacao/registro e para a analise de sequéncias € o .fasta (CHOUDHURI,
2014). Os arquivos contendo as sequéncias podem ser submetidos por seus autores a
bancos de dados de biologia molecular - cole¢bes organizadas e acessiveis que permitam
que as sequéncias sejam encontradas e obtidas (McLEOD e UPTON, 2017). Ao todo,
sd0 mais de 1600 os bancos de dados de biologia molecular disponiveis (RIGDEN;
FERNANDEZ, 2021), incluindo bancos de dados especificamente relacionados a

virologia (Quadro 3).

3.2.1.1 NCBI Virus

O NCBI Virus (do National Center for Biotechnology Information) é um banco de
dados integrativo de sequéncias virais que utiliza curadoria humana e automatizada para
padronizar as sequéncias e seus atributos/informacdes (hospedeiro, natureza da amostra,
etc.) e disponibiliza uma interface de pesquisa através da qual é possivel filtrar facilmente

os dados através de termos simples (HATCHER et al., 2017). A plataforma pode ser usada
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tanto para encontrar sequéncias quanto para gerar e exportar relatérios e conjuntos de

informagdes.

QUADRO 3 — ALGUNS DOS PRINCIPAIS BANCOS DE DADOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
ASSOCIADOS AO ESTUDO DOS VIRUS

Banco de dados/ferramenta Dados disponiveis
Cenote-Taker 2 Sequéncias virais
Database of bat-associated viruses (DBatVir) Virus associados a morcegos
Database of Plant Viruses (DPV) Virus associados a plgntas,
fungos e protozoarios
Genome Detective Virus Tool (Genome Detective) Taxonomia
NCBI Virus Sequéncias virais
Phage Genomes Genomas de bacteriéfagos

Phylogenetic Exploration of Viruses’

Evolutionary Relationships (PhEVER) Relacdes evolucionarias entre virus

Reference Viral Database (RVDB) Sequéncias virais
Virus Pathogen Resource (ViPR) Sequéncias de virus patogénicos
The Global Virome, in One Network (VIRION) Viroma de vertebrados

Viral Informatics Resource for
Metagenome Exploration (VIROME)
Virus Variation Variantes virais
FONTE: a autora (2022)

Sequéncias virais coletadas por metagenémica

O NCBI Virus retne dados de toda a International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (INSDC), iniciativa colaborativa de troca diaria de informacGes
relacionadas a sequéncias, que inclui os principais bancos de dados: o European
Molecular Biology Laboratory Nucleotide Sequence Database (EMBL-Bank), que é
parte do European Nucleotide Archive (ENA), o DNA Data Bank of Japan (DDBJ) e o
GenBank (BENSON et al., 2013). Até 14 de abril de 2022 estavam disponiveis 8.447.940

sequéncias virais na plataforma.

3.2.2 Alinhamento

A etapa de alinhamento das sequéncias é realizada para garantir que a comparagao
seja realizada entre residuos homologos, ou seja, que cada coluna do alinhamento
descenda do mesmo residuo ancestral: devido a gaps, insergdes e dele¢des, genes podem
ter tamanhos diferentes em variadas sequéncias (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020). Os
métodos de alinhamento podem ser classificados em trés principais categorias:
abordagem progressiva (mais amplamente utilizadas), baseada em consisténcia; e

evolucéo diferencial (Quadro 4).


https://github.com/mtisza1/Cenote-Taker2
http://www.mgc.ac.cn/DBatVir/
https://www.dpvweb.net/
https://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/
https://www.ebi.ac.uk/genomes/phage.html
http://pbil.univ-lyon1.fr/databases/phever/help.html
https://rvdb.dbi.udel.edu/
https://www.viprbrc.org/brc/home.spg?decorator=vipr
https://viralemergence.github.io/virion/
http://virome.dbi.udel.edu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation/
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QUADRO 4 - METODOS DE ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E RESPECTIVOS PROGRAMAS

Método de L .
alinhamento Principio do método Programas
Estimam a similaridade entre pares de sequéncias e
, RS - Muscle, Clustal e
Abordagem produzem uma arvore inicial; depois, constroem o algumas versdes
progressiva alinhamento a partir do par mais semelhante, adicionando do MAFET
progressivamente as sequéncias mais distantes
. . T-Coffee,
Baseada em Estimam os alinhamentos entre todos 0s pares, mantendo ProbCons e
AR registro das alternativas; depois, identificam o alinhamento ~
consisténcia - PR outras versdes do
que maximiza a consisténcia entre todos os pares
MAFFT
Evolucio Usam um modelo evoluuona}rlo de insercdes e delegdes e inferem Bali-Phy e
diferencial ambos o alinhamento e a arvore que relaciona as sequéncias StatAlign

FONTE: adaptado de KAPLI; YANG; TELFORD (2020)

3.2.2.1 MAFFT

O Multiple Alignment using Fast Fourier Transform (MAFFT) é um servidor de
alinhamento de multiplas sequéncias baseado na transformacdo de Fourier, usada no
software para permitir a rapida detec¢cdo de segmentos homologos. O programa também
funciona com base em um sistema de pontuacdo simplificado desenvolvido com o
objetivo de reduzir o tempo de processamento e ampliar a acuracia dos alinhamentos,
mesmo quando as sequéncias comparadas sdo distantes e/ou possuem grandes insercoes
(KATOH et al., 2002).

3.2.3 Andlise filogenética

3.2.3.1 Modelos de substituicao

Os modelos de substituicdo descrevem as taxas de mudancas de mutacdes fixas
entre sequéncias e constituem a base da andlise filogenética a nivel molecular, embasando
os métodos de reconstru¢cdo (GATTO; CATANZARO; MILINKOVITCH, 2006;
ARENAS, 2015). Embora mais de 1600 modelos ja tenham sido descritos, 0 modelo
Generalized Time-Reversible (GTR) +G +I, 0 mais complexo, que incorpora diferentes
taxas para cada mudancga e diferentes frequéncias de nucleotideo, e adiciona uma
proporcao de sitios invaridveis (+l) e uma taxa de variacdo através dos sitios (+G),
normalmente é o que melhor acomoda dados reais (ARENAS, 2015).

A selecdo do modelo de substituicdo mais adequado para a analise de cada

conjunto de dados pode ser automatizada com o uso do ModelFinder, um método de
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selecdo rapida de modelo que melhora a acurdcia das estimativas filogenéticas,
incorporando e avaliando 22 e 36 diferentes modelos de substituicdo para anélises de
conjuntos de dados de DNA e proteinas, respectivamente (KALYAANAMOORTHY et
al., 2017).

Um dos critérios de selecdo que podem utilizados na selecdo do modelo de
substituicdo é o Critério de Informacdo de Akaike (AIC), desenvolvido com base na
distancia de Kullback-Laiber (K-L), uma medida da distancia entre o modelo verdadeiro,
que geralmente € uma abstracdo, e 0 modelo candidato. O AIC é usado para escolher,
dentre o grupo de modelos avaliados, aquele que minimiza a K-L. Para a selecdo a partir
de pequeno nimero de amostras, usa-se o Critério de Informacdo de Akaike corrigido
(AICc) (DAL BELLO, 2010).

3.2.3.2 Métodos de reconstrucdo filogenética

A partir de um conjunto de sequéncias alinhadas, é possivel inferir arvores
filogenéticas a partir de dois métodos principais de reconstrucdo (matrizes de distancia
ou de caracteristicas) e varios métodos de inferéncia, como o neighbor joining; maxima
parsiménia, maximum likelihood e a inferéncia bayesiana (KAPLI; YANG; TELFORD,
2020) (Quadro 5).

QUADRO 5 — ANALISE FILOGENETICA: METODOS DE RECONSTRUCAO E DE INFERENCIA
Meétodo de
reconstrucéo Principio do método
filogenética

Algoritmo para

; P Programas
inferéncia

A distancia entre cada par de

Matriz de sequéncias €é calculada e a reconstrucao MEGA, Mesquite,

Neighbor joining

distancia da arvore é baseada na matriz de PAUP, PHYLIP
distancia

MEGA, Mesquite,

Maxima parsiménia NONA, PAUP,

PHYLIP, TNT
Matriz de Tpdas as sequéncias sé_o comparadas Méxima GAFIQ(SITEI\E(EPHY

caracteristicas mmulftaneamen';e considerando uma vids - '

posicao do alinhamento por vez verossimilhanca ou | Mesquite, MEGA,

maximum likelihood PAML PAUP,
PHYLIP, PhyML,

Inferéncia Bayesiana | BEAST, MrBayes
FONTE: adaptado de YANG; RANALLA (2012)

3.2.3.3 Maxima verossimilhanca ou maximum likelihood (ML)


https://www.megasoftware.net/
https://www.mesquiteproject.org/
https://paup.phylosolutions.com/
https://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
https://www.megasoftware.net/
https://www.mesquiteproject.org/
https://ngphylogeny.fr/
https://paup.phylosolutions.com/
https://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
http://www.lillo.org.ar/phylogeny/tnt/
https://code.google.com/archive/p/garli/
http://www.hyphy.org/
https://www.mesquiteproject.org/
https://www.megasoftware.net/
http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/
https://paup.phylosolutions.com/
https://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/binaries.php
http://beast.community/
http://nbisweden.github.io/MrBayes/
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A estimativa por maximum likelihood (ML) é uma abordagem estatistica
amplamente utilizada para estimar um ou mais parametros desconhecidos de um modelo
probabilistico baseado em dados observados (VELLA; ALONSO, 2020). Na filogenia, 0
likelihood é o produto da probabilidade de observar os dados como funcao dos parametros
de substituicdo e do comprimento dos ramos da arvore; ou seja, 0 parametro que faz com
que os dados observados sejam mais provaveis no modelo é considerado mais proximo
da realidade (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020).

Embora exija grande esforgo computacional, a ML permite a inferéncia de arvores
filogenéticas utilizando modelos complexos e busca a arvore mais verossimil de acordo
com as sequéncias fornecidas, calculando estimativas de menor variancia, ou seja, menos
erros de amostragem (CALDART et al., 2016). A confianca de uma arvore filogenética
formada através de estimativa por ML é comumente medida pelos bootstraps, pseudo-
conjuntos de dados de mesmo tamanho e formados a partir de sorteios (com possibilidade
de repeticdo) das colunas alinhamento original formando arvores-réplicas (KAPLI;
YANG; TELFORD, 2020); ao final, todos os pseudo-conjuntos de dados ou arvores-
réplicas sao comparados a arvore original e o valor mostrado corresponde ao percentual

de vezes em que o clado foi recuperado nos pseudo-conjuntos (CALDART et al., 2016).

3.3 DESENHO E AVALIACAO IN SILICO DE PRIMERS

3.3.1 Primers e softwares de desenho e avaliacdo

A PCR é uma técnica de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA, capaz
de gerar milhdes de copias a partir de uma quantidade pequena de acido nucleico (alvo
ou template) (LORENZ, 2012). A PCR ocorre em ciclos com trés etapas principais:
desnaturacdo (separacdo das fitas), anelamento ou hibridizacao (dos primers a sequéncia
alvo) e extensdo (sintese das novas fitas) (JOSHI; DESHPANDE, 2010).

A amplificacdo pela PCR depende da presenca e eficiéncia de primers — pequenos
fragmentos de DNA (também chamados oligonucleotideos) que delimitam a regido-alvo
de amplificacdo e sdo complementares a fita de DNA que servird de molde (JOSHI;
DESHPANDE, 2010). A polimerizacdo da nova fita ocorre em funcdo da acéo
nucleofilica da hidroxila da pentose (3’-OH) fornecida pelo primer sobre o fosfato o
ligado ao carbono 5’ da pentose (5’-PO4) do nucleotideo que sera incorporado
(OLIVEIRA et al., 2007).
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Embora a eficiéncia da PCR possa ser influenciada por diversos fatores, o desenho
dos primers é considerado um fator critico (YE et al., 2012). Primers sdo desenhados em
softwares de bioinforméatica, como o Primer-BLAST, a partir do alinhamento de
sequéncias disponiveis em bancos de dados para que sejam complementares apenas as
sequéncias alvo: as comparagdes in silico visam garantir a especificidade dos primers
(FREELAND, 20186).

O acrénimo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) se refere a suite de
programas utilizada para gerar alinhamentos entre sequéncias de nucleotideos ou
proteinas (WHEELER; BHAGWAT, 2007). O template submetido ou selecionado pelo
usuario € submetido ao BLAST para que as regides similares a sequéncias indesejadas no
banco de dados sejam identificadas; posteriormente, o algoritmo do software € instruido
a desenhar pelo menos um dos primers fora de tais regifes. Se o template possui um
nimero de acesso RefSeq, o software é capaz de identificar SNPs (single nucleotide
polymorphisms ou polimorfismos de nucleotideo Unico), éxons e introns associados a
sequéncia (YE et al., 2012).

3.3.2 Critérios para avaliacdo in silico dos primers

Para o desenho e a analise dos primers sdo elencadas quatro caracteristicas
principais: especificidade, eficiéncia, temperatura de melting, e porcentagem de G/C
(HUNG; WENG, 2016).

3.3.2.1 Especificidade

Uma das propriedades criticas do primer é a especificidade com o DNA alvo (YE
et al., 2012). Os primers devem ser longos o suficiente para que sejam especificamente
complementares ao DNA alvo, ja que para a amplificacdo, ambos precisam se anelar a
extremidade 3’ das fitas do template (HUNG; WENG, 2016). No entanto, a amplificagcéo
pode ocorrer mesmo sem complementariedade em algumas bases, especialmente na
extremidade 5°, j& que a falta de complementariedade de duas bases na extremidade 3’
tende ser suficiente para inibir a amplificagéo (YE et al., 2012).

A auto-complementaridade do primer, que deve ser evitada, pode levar a
formacédo de grampo, também chamado hairpin (estrutura secundaria estavel do proprio

primer), ou de homodimero, estrutura derivada do anelamento de duas copias do mesmo
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primer. Existem também os heterodimeros, formados com a interacdo entre primers
diferentes. Todas essas estruturas inibem a amplificacdo (YE et al., 2012; HUNG;
WENG, 2016).

3.3.2.2 Eficiéncia

De maneira geral, primers mais curtos tem maior eficiéncia de anelamento que 0s
mais longos, embora os primers muito curtos também percam eficiéncia (HUNG;
WENG, 2016). Pares com primers de 16 a 28 nucleotideos (nt), sem que a diferenca de
comprimento entre um e outro seja maior que 3 nt, sdo considerados ideais (CHUANG;
CHENG; YANG, 2013).

3.3.2.3 Temperatura de melting

A temperatura de melting (Tm) pode ser definida como a temperatura em que 50%
dos pares de bases de uma molécula de DNA dupla fita estdo desnaturados em fita simples
- 0 valor depende do comprimento da sequéncia, da porcentagem de G/C e da
concentracéo da solucdo (GOMES; MENDES; LIMA, 2012). De maneira geral, um bom
par de primers deve possuir Tm proximas (YE et al., 2012).

O célculo da Tm é importante para a determinacdo das condicdes ideais de reacéo.
A temperatura da etapa de anelamento (Ta) é normalmente de 3 a 5 °C menor que a Tm
calculada (GOMES; MENDES; LIMA, 2012). O valor de Tm pode ser manualmente
calculado por férmulas bésicas, dependentes da concentracdo de sal ou baseadas na
termodinamica (ARRUDA JUNIOR, 2010).

As formulas basicas consideram apenas a composicdo do primer, assumindo que
0 pareamento ocorre em condicdes padrdo: 50 nM de concentragdo de primers e de sais
e pH préximo de 7,0, enquanto a formulacdo dependente de sal considera a concentracdo
desse no mix de PCR, requerendo um termo logaritmico de ajuste (ARRUDA JUNIOR,
2010).

Ja as metodologias baseadas na termodindmica sdo construidas a partir do
“método do vizinho mais préximo” ou, no inglés, nearest neighbor (HUNG et al., 2016)
e “consideram a composi¢ao da sequéncia do primer em termos das interacdes entre 0s
pares de bases vizinhos definidas pelos valores de variagdo de entalpia e entropia”
(ARRUDA JUNIOR, p. 25, 2010).
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3.3.2.4 Porcentagem de GC

A porcentagem de GC é um valor que indica a propor¢do das bases nitrogenadas
guanina (G) e citosina (C) na sequéncia do primer (CHUANG; CHENG; YANG, 2013).
A porcentagem ideal varia entre 40% e 60%; valores acima de 60%, devido a estabilidade
da ligacdo G-C, poderdo implicar em temperaturas de anelamento mais altas, dificultando
ou até mesmo inviabilizando a padronizacdo da reacdo. Do contrario, uma porcentagem

pequena de GC pode levar a um anelamento instavel (HUNG; WENG, 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SEQUENCIAS

Inicialmente, foi realizada uma busca por sequéncias e respectivas informacoes na
plataforma NCBI Virus: Sequences for discovery. Na guia “Search by virus”, o termo
“cyclovirus” foi utilizado como palavra-chave, resultando em 458 sequéncias gendémicas
completas e parciais submetidas a plataforma até marco de 2022.

Em seguida, a partir da mesma plataforma, realizou-se download, na forma de
planilha .xls, dos atributos como Accession Number, Submitters, Release date, Length,
Sequence Type, Nuc Completeness, Publications, Geo location, Host, Isolation Source e

Collection Date de cada uma das sequéncias (Quadro 6).

QUADRO 6 - INFORMAGOES OBTIDAS DE CADA SEQUENCIA DISPONIBILIZADAS PELA
PLATAFORMA NCBI Virus

Accession number

Nimero de acesso a sequéncia no GenBank

Submitters Autores indicados na submissdo da sequéncia
Release Date Data de submisséo da sequéncia na plataforma
Length Tamanho da sequéncia, em nucleotideos
Sequence Type Genbank ou refseq (sequéncia de referéncia)

Nuc Completeness

Sequéncia completa ou parcial

Publications

Namero de publicacdes listadas no

PubMed associadas a sequéncia
Localizag8o geografica de realizacdo
de coleta da amostra bioldgica
Hospedeiro a partir do qual foi realizada
a coleta da amostra bioldgica
Tipo de amostra bioldgica coletada
Data de coleta da amostra bioldgica
FONTE: a autora (2022)

Geo Location

Host

Isolation Source
Collection Date

Posteriormente, a partir da analise da planilha, todas as sequéncias de cyclovirus
associadas a aves disponiveis no banco de dados foram filtradas e selecionadas e, através
de consultas individuais dos numeros de acesso, foram baixadas no formato .fasta.
Dessas, as sequéncias de genoma completo foram ainda individualmente submetidas a
ferramenta BLAST para verificagdo de similaridade com outras sequéncias.

Por fim, observando-se os percentuais de cobertura, que indica quanto da
sequéncia em questdo é coberta pela sequéncia alvo, e identidade (sendo o ponto de corte
= 90%), que descreve a similaridade da sequéncia em questdo com a sequéncia alvo, foi

realizado o download de sequéncias de cyclovirus .fasta homologas associadas a outros
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hospedeiros. Cada sequéncia foi devidamente identificada com nome do hospedeiro, pais

de coleta, ano de coleta e tipo de amostra bioldgica.

4.2 ALINHAMENTO, IDENTIDADE E ANALISE FILOGENETICA

A anélise filogenética foi realizada no software PhyloSuite (suite que retne
diversos softwares relacionados a analises filogenéticas em uma interface Unica) versao
1.2.2. Inicialmente, as sequéncias em formato .fasta foram submetidas ao mddulo de
alinhamento MAFFT. Em seguida, através do modulo ModelFinder, a partir do critério
de selecdo AICc, selecionou-se o modelo evolucionario de substituicdo Generalized
Time-Reversible (GTR) como o mais adequado para a analise dos dados.

A reconstrucdo da arvore filogenética foi realizada através do 1Q-TREE (mddulo
de inferéncia filogenética disponivel também no PhyloSuite), utilizando maximum
likelihood como método de inferéncia e 1000 réplicas de bootstrap como medida de
confianga. Como outgroup, foram incluidas sequéncias de circovirus também associadas
a aves — apos reverso complemento, ja que a orientacdo das ORFs dos genomas dos virus
pertencentes a esse género é espelhada quando comparada aos cyclovirus. A arvore
reconstruida foi entdo submetida ao software FigTree versdo 1.4.4 para formatagdo.

J& a andlise de identidade entre os pares de sequéncias, quando aplicavel, foi
realizada utilizando o software Bioedit Sequence Alignment Editor versdao 7.2.5. O
arquivo da matriz gerada pelo software foi entdo convertido para o formato .xls e as
celulas correspondentes foram submetidas, no Microsoft Excel, a formatacdo condicional
de cor com base nos valores de identidade entre os pares de sequéncias, para facilitar a

visualizacao.

4.3 DESENHO E ANALISE DOS PRIMERS

O desenho dos primers foi realizado através do software Primer Blast, utilizando
as configuracdes padréo (Quadro 7). Na aba “Primers common for a group of sequences ”,
foram adicionados como templates os arquivos .fasta das sequéncias selecionadas a partir
da andlise filogenética realizada neste trabalho. A especificidade dos primers foi checada
no banco de dados Nucleotide collection contra todas as sequéncias de cyclovirus

disponiveis.



32

Para selecionar o par mais adequado aos objetivos do trabalho, 15 pares de primers
sugeridos pela plataforma foram entdo avaliados in silico em funcdo da regido de
anelamento, tamanho do amplicon, auto-complementaridade, auto-complementaridade
na extremidade 3°, porcentagem de GC, bases proximas a extremidade 3°, temperatura de

melting, e repeticdes de nucleotideos de mesma base.

QUADRO 7 - PARAMETROS DE BUSCA DO PRIMER-BLAST

Parametro de busca Va!or do
parametro
Minimo de nucleotideos incompativeis 2
Minimo de nucleotideos incompativeis na
. , 2
extremidade 3

Tamanho méaximo do amplicon 1000
Tamanho minimo do amplicon 70
Tamanho méximo dos primers 25
Tamanho minimo dos primers 15
Tamanho 6timo dos primers 20
Tm méxima 63
Tm minima 57
Tm 6tima 60

FONTE: Primer-BLAST (2022)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SEQUENCIAS, IDENTIDADE E ANALISE FILOGENETICA

A busca no banco de dados NCBI Virus resultou em 55 diferentes sequéncias
(Anexo 2) parciais ou completas do genoma de cyclovirus identificadas a partir de
amostras respiratorias, de fezes/excreta, de musculo e de proventriculo de aves em cinco
continentes diferentes, indicando ampla distribuicdo - América (Brasil e Estados Unidos
da América), Europa (Hungria), Asia (China e Vietnd), Oceania (Nova Zelandia) e Africa

(Nigéria) (Figura 3) — os resultados estéo resumidos no Quadro 8.

QUADRO 8 - CYCLOVIRUS ASSOCIADOS A AVES: HOSPEDEIROS E TIPO DE SEQUENCIAS

Origem da amostra (hospedeiro) Sequéncias

Nome cientifico Nome popular Completas | Parciais
Anas platyrhynchos Pato-real 2 0
Anatidae (familia) | Patos, cisnes e gansos 0 4
Anser erythropus | Ganso-de-frente-branca 1 0
Gallus gallus Galinha 12 24
Petroica australis Robin 10 0
Podiceps cristatus Mergulho-de-crista 2 0
Total 27 28

FONTE: a autora (2022)

FIGURA 3 - CYCLOVIRUS ASSOCIADOS A AVES: PAISES DE ORIGEM DAS AMOSTRAS

W .

[E————

FONTE: a autora (2022)

Entre as aves, ha relatos de detecgdo tanto em amostras isoladas de aves
domeésticas quanto de selvagens, bem como, em outra classificacdo, anseriformes (patos,

gansos), galiformes (galinhas) e passeriformes (passaros). Indicar o(s) hospedeiro(s)
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definitivo(s) dos cyclovirus, entretanto, ndo é simples: devido a auséncia de estudos de
inoculagdo experimentais in vivo ou in vitro, e como muitos dos cyclovirus foram
detectados em amostras associadas ao sistema digestdrio (como fezes, por exemplo), ndo
se descarta que pelo menos parte deles tenha origem da dieta animal (ROSARIO et al.,
2017).

Dentre as sequéncias completas de cyclovirus associados a aves, o tamanho do
genoma varia entre 1760 e 1939 nucleotideos. Duas sequéncias, MG254875 e
MG254876, apesar de idénticas, foram isoladas a partir de hospedeiros diferentes (Anser
erythropus e Podiceps cristatus). A média de identidade entre os pares de sequéncias, no
entanto, é bem inferior: 44,5%. Os pares de cyclovirus associados a aves mais distantes
possuem apenas cerca de 20% de identidade entre seus genomas. Apesar da variabilidade
gendmica, a classificacdo taxondmica dos cyclovirus é justificada principalmente pela
arquitetura do genoma e perfil de transcricdo (ROSARIO et al., 2017).

As identidades discrepantes entre os cyclovirus associados a aves sdo observaveis
nos resultados da andlise filogenética desenvolvida neste trabalho (Figura 4). Nao se
observa um padrdo claro de clados formados por hospedeiro, tipo de amostra, ano ou
localizacdo geogréafica de coleta. As sequéncias HQ738643 e HQ738644, de isolados de
musculo de galinhas na Nigéria, por exemplo, agrupam com isolados em abdome de
libélulas de Tonga (localizada na Oceania).

De maneira geral, as sequéncias de cyclovirus associadas a aves estdo distribuidas
pelos quatro grandes clados observaveis na arvore, 0 que, mais uma vez, demonstra a
variabilidade entre as sequéncias. O clado inferior (em laranja), inclui os isolados de
galinha da Nigéria anteriormente mencionados e um isolado de fezes/excretas de galinha
do Vietnd (KF031471), que por sua vez esta agrupado com outras sequéncias do Vietna
(isolados de humanos e suino) e algumas de Madagascar (humanos). O clado inclui ainda
isolados de Camardes, Tunisia e Paquistdo (suinos, humanos, cabra e boi) (Figura 4).

Ja o segundo clado (em rosa) reune, além de isolado de galinha da China
(MN428468), Unica sequéncia derivada de amostra de proventriculo, isolados de roedores
da Zambia e outras sequéncias derivadas de libélulas de Tonga. Ja o terceiro clado (em
roxo) retine todos os isolados do chamado robin, um passaro neozelandés (MZ350964-
MZz350973). O quarto (em azul), por sua vez, agrupa isolados de galinha brasileiros
(MG846358-MG846362) e estadunidenses (MN379598- MN379600); isolados de pato,
ganso e mergulhdo da Hungria (KY851116, MG254873- MG254876) e isolados de
cachorro (OK148728 e OK148729).
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FIGURA 4 - ANALISE FILOGENETICA DAS SEQUENCIAS COMPLETAS DE C'YCLOVI'RUS: AR\[ORE RECONSTRUIDA ATRAVES DO MODULO
IQ-TREE NO PHYLOSUITE, UTILIZANDO MAXIMUM LIKELIHOOD COMO METODO DE INFERENCIA E 1000 REPLICAS DE BOOTSTRAP COMO
MEDIDA DE CONFIANCA. COMO OUTGROUP, SEQUENCIAS DE CIRCOVIRUS ASSOCIADOS A AVES APOS REVERSO COMPLEMENTO.
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A partir da analise das sequéncias que compde cada clado, observou-se que, dentre
as sequéncias associadas a aves, somente o conjunto de sequéncias identificado em
amarelo (MN379599, MN379600, MG254876, MG254875, MG254874, MG254873,
KY851116, MG846360, MG846359, MG846362 e M(G846361) possuia percentual de
identidade entre pares suficiente (>79%) para ser usado como template. O desenho e a
andlise dos primers seguiram entdo a partir das onze sequéncias. Nem mesmo entre as
sequéncias neozelandesas, advindas todas de um mesmo tipo de amostras, coletadas em
um mesmo trabalho, foi possivel encontrar uma regido consenso que pudesse servir como
molde para o desenho dos primers sem um alto indice de degeneracéo.

Embora possa parecer um recorte pequeno de sequéncias, o conjunto selecionado
inclui a maioria dos isolados no continente americano e no Brasil, além disso, em um
conjunto tdo diverso de virus, restringir as sequéncias template se mostra necessario para
que se possam ampliar as op¢des de deteccdo molecular dos cyclovirus e assim melhor
conhecer sua epidemiologia, sua biologia, sua patogenia e suas caracteristicas.

Ademais, o desenho de primers para detec¢do molecular de cyclovirus por PCR
convencional tem sido relatado como eficaz e importante: Prades et al. (2021) desenharam
primers apenas para a espécie Human associated cyclovirus 10 (apenas uma das dez
associadas a humanos) e observaram prevaléncia de 19,05% em adultos com pneumonia
e de apenas 0,96% em assintomaticos, sugerindo possivel papel patogénico dos
cyclovirus em infeccdes respiratdrias.

Entre as sequéncias de isolados associados a outros hospedeiros, um conjunto de
sequéncias associadas a humanos também seria passivel de uso como template para o
desenho e a avaliacdo de primers para deteccdo molecular por reacdo de PCR. No entanto,

os cyclovirus associados a humanos fogem do escopo/interesse deste trabalho.

5.2 DESENHO E AVALIACAO DOS PRIMERS

As sequéncias e as caracteristicas dos pares de primers avaliados neste trabalho
estdo resumidas no Quadro 9. Embora Prades et al. (2021) — em testes de deteccéo
molecular de Human associated cyclovirus 10 — ndo tenham observado diferencga
significativa na sensibilidade entre primers desenhados para anelarem-se aos genes que
codificam proteinas do capsideo ou de replicacdo, quase todos (14/15) os primers
avaliados neste trabalho anelam-se ao gene que codifica a Rep, regido mais conservada

do genoma (GAINOR et al., 2021a). Entre as sequéncias comparadas neste trabalho, as
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mutacgdes/insercdes/delecbes pontuais do gene rep estdo concentradas principalmente na

regido do intron (Figura 5).

FIGURA 5 - COMPARAGAO ENTRE AS SEQUENCIAS SUBMETIDAS COMO TEMPLATE PARA
DESENHO DOS PRIMERS (GENE QUE CODIFICA A PROTEINA DE REPLICACAO). BARRAS
VERTICAIS REPRESENTAM AS MUTACOES/INSERCOES/DELECOES
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Os valores de auto-complementariedade e auto-complementaridade na
extremidade 3’ sdo indicadores numéricos da tendéncia de formacao de dimeros entre um
par de primers e devem minimizados sempre que possivel (AGGARWAL, 2009). A
complementaridade entre as extremidades 3’ é especialmente importante por que a
formacéo dos dimeros se inicia pelo anelamento entre essas regides (CHOU et al., 1992).

A plataforma primer-BLAST, portanto, sugere (e sugeriu neste trabalho) apenas
primers cujos valores de auto-complementaridade s&o inferiores a 8,00 e que tendem a
ser suficientemente baixos, ja que a temperatura de melting dos dimeros costuma ser
significativamente menor que a menor temperatura (de anelamento) empregada em uma
reacdo de PCR (ROCHE, 1999).

A porcentagem de GC entre todos os primers avaliados variou entre 50 e 60%,
valores que atendem as recomendac6es da literatura (VIEIRA, 2021). J4 as temperaturas
de melting dos primers avaliados variaram entre 58,76 e 61,18°C, com diferencas entre
as Tm de um mesmo par entre 0,0 e 1,29°C; também dentro do intervalo recomendado na
literatura, que € de 50-62 °C com diferenca que ndo exceda 5°C no par, tendo em vista
que gquanto mais proximas forem as temperaturas, maior sera a eficiéncia da reagéo
(CHUANG; CHENG; YANG, 2013).

Ja o tamanho dos produtos esperados a partir dos oligonucleotideos sugeridos pela
plataforma variou entre 74 e 592 pares de base (pb). Em rea¢des de PCR convencional, o
tamanho do amplicon costuma variar entre 200 e 1000 pb, sendo que, para produtos
maiores, a duracdo dos ciclos de extensdo também deve ser maior; embora o tamanho

ideal dependa dos objetivos e especificidades de cada desenho (IDT, 2022). Para este
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trabalho, cujo objetivo é o desenho de primers que facilitem e simplifiguem a deteccéo
molecular de cyclovirus associados a aves, dentre os desenhados, foram pré-selecionados
os pares 1,6, 7,9, 11 e 13, com produtos esperados de 322, 374, 310, 253, 380 e 225 pb,
respectivamente.

Submetidos a verificacdo de especificidade em busca no BLAST, os seis pares
pré-selecionados apresentaram resultados muito semelhantes e de acordo com o esperado:
anelamento as sequéncias utilizadas como template com 100% de cobertura e identidade,
sem que houvesse anelamento dos primers que compde determinado par as mesmas
sequéncias inespecificas. Na avaliacdo in silico, o anelamento inespecifico indica
problema no desenho apenas quando ocorre entre uma mesma sequéncia inespecifica em
ambos os primers que formam um par, j& que a amplificacdo do fragmento de
determinado tamanho depende do anelamento dos dois primers (JOSHI; DESHPANDE,
2010).

Continuando a avaliacéo in silico, observou-se que primers dos pares 1 e 7 (entre
o0s pré-selecionados) possuem as repetices CCCC e GGGG, respectivamente. Primers
com repeticbes de 4 ou mais nucleotideos de mesma base aumentam o risco de
anelamentos inespecificos e, por isso, devem ser evitados (MUBARAK et al., 2020). Os
demais quatro pares foram classificados considerando as bases mais proximas da
extremidade 3’ de cada primer: residuos das bases nitrogenadas guanina e citosina
promovem um anelamento mais forte do primer a fita template, ja que, na estrutura do
DNA, sdo conectados por trés ligacGes de hidrogénio — e ndo duas, como as bases adenina
e timina (WAIN-HOBSON, 2006; MUBARAK et al., 2020).

Assim, finalmente, dentre os pares de primers avaliados, op¢des desenhadas a
partir das sequéncias selecionadas através de analise filogenética, e considerados 0s
parametros aplicados, o par 9 (primers 5-CATCCCACCACTTGCCTCTC-3" e 5'-
TGGAGTCGTCAAACCCAGAG-3") foi avaliado como o mais adequado. O par 11
também aparece como op¢ao, ja que apesar de possuir uma base T na extremidade 3°,
tanto a fita forward como a reverse possuem bases C e G proximas a essa extremidade.

Espera-se que os primers desenhados neste trabalho possam ser utilizados na
deteccdo molecular de cyclovirus em amostras bioldgicas de aves da regido do estado do
Parana e de outras localidades, de maneira a contribuir com a elucidacdo de sua

epidemiologia e patogenia.



QUADRO 9 — SEQUENCIAS 5°->3’ E CARACTERISTICAS DOS PARES DE PRIMERS AVALIADOS
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4+ bases Regido Auto-
Par Sequéncia 5°->3° iguais em o?e Produto Start | Stop | Tm | GC% Auto- . complementaridade
A (pb) complementaridade . ,
sequéncia | anelamento na extremidade 3
1 TAACCATCCCACCACTTGCC 0 rep 322 1179 | 1198 | 59,96 | 55,00 2,00 1,00
GCAGCCGATTACCCCTCAAT 1 1500 | 1481 | 60,18 | 55,00 3,00 2,00
5 GTCGAAGCTGAGCCATCCAT 0 rep 86 1124 | 1143 | 60,18 | 55,00 5,00 2,00
ATAAGCCGAGAGGCAAGTGG 0 1209 | 1190 | 59,82 | 55,00 3,00 1,00
3 CCACTTGCCTCTCGGCTTAT 0 rep 592 1190 | 1209 | 59,82 | 55,00 3,00 2,00
TCGACTACGCTATCTGGGGT 1 1781 | 1762 | 59,82 | 55,00 4,00 2,00
4 CAGGAACTCGTCGAAGCTGA 0 rep 81 1115 | 1134 | 59,76 | 55,00 5,00 1,00
AAGTGGTGGGATGGTTACGC 0 1195 | 1176 | 60,32 | 55,00 3,00 2,00
5 TAGTATTACCCGTGAGCCGC 0 e 189 1 20 | 59,33 | 55,00 5,00 3,00
GGGGTTATATAGCCGCACCC 0 189 | 170 | 60,04 | 60,00 8,00 2,00
6 GCGTAACCATCCCACCACTT 0 rep 374 1176 | 1195 | 60,32 | 55,00 3,00 0,00
TGAACTGGTGTGCCAAATGC 0 1549 | 1530 | 59,61 | 50,00 3,00 2,00
7 ATTGAGGGGTAATCGGCTGC 1 rep 310 1481 | 1500 | 60,18 | 55,00 3,00 3,00
AACACCTGTTCGACTACGCT 0 1790 | 1771 | 59,33 | 50,00 6,00 0,00
8 GGCGCTTGGTTACTGGTGAT 0 rep 124 1020 | 1039 | 60,68 | 55,00 4,00 2,00
ATGGATGGCTCAGCTTCGAC 0 1143 | 1124 | 60,18 | 55,00 5,00 2,00
9 CATCCCACCACTTGCCTCTC 0 rep 253 1183 | 1202 | 60,39 | 60,00 2,00 0,00
TGGAGTCGTCAAACCCAGAG 0 1435 | 1416 | 59,32 | 55,00 3,00 1,00
10 CTTTGACTTCCACACGGCAG 0 rep 170 1075 | 1094 | 59,41 | 55,00 3,00 2,00
CGCGGCAGAGTTATGTGGAT 0 1244 | 1225 | 60,53 | 55,00 4,00 2,00
1 TTGGTTGGCGTAACCATCCC 0 rep 380 1169 | 1188 | 60,61 | 55,00 6,00 2,00
GAACTGGTGTGCCAAATGCT 0 1548 | 1529 | 59,32 | 50,00 3,00 0,00
12 GGTGAACTCAGCAAACCCCC 1 rep 74 1055 | 1074 | 61,18 | 60,00 4,00 0,00
TCGACGAGTTCCTGCGAATC 0 1128 | 1109 | 60,18 | 55,00 5,00 3,00
13 GCATTTGGCACACCAGTTCA 0 rep 995 1530 | 1549 | 59,61 | 50,00 3,00 1,00
TCGCTCCTGAAACTGGAACTC 0 1754 | 1734 | 60,00 | 52,38 3,00 2,00
14 GATGCGCTTTGAGGTGAACT 0 rep 92 1043 | 1062 | 58,84 | 50,00 4,00 3,00
TCAGCTTCGACGAGTTCCTG 0 1134 | 1115 | 59,76 | 55,00 5,00 1,00
15 GAGGTGAACTCAGCAAACCC 0 rep 77 1053 | 1072 | 58,76 | 55,00 5,00 1,00
TTCGACGAGTTCCTGCGAAT 0 1129 | 1110 | 59,76 | 50,00 6,00 2,00

FONTE: a autora (2022)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo in silico é importante porque concede autonomia aos pesquisadores,
que, com pleno acesso a bancos de sequéncias e ferramentas de bioinformatica, podem
desenhar e avaliar primers sob diferentes critérios para o objetivo proposto; alem de
permitir antecipar a eficicia e a eficiéncia de primers em reacfes em cadeia da
polimerase, representando melhor aproveitamento de tempo e recursos laboratoriais e
humanos.

Para o estudo dos cyclovirus, tdo diversos genomicamente e ndo agrupaveis
diretamente por organismo de origem, tipo ou localizacdo geogréfica de coleta de amostra
bioldgica, o desenho e a avaliacdo in silico de primers é ainda mais importante, ja que o
desenvolvimento de reacdes de PCR deve facilitar a deteccdo molecular dos cyclovirus e
ser essencial para que sua epidemiologia e aspectos patogénicos sejam esclarecidos.

Embora ndo tenha sido possivel desenhar um Unico par de primers passivel de ser
utilizado com eficécia na detec¢do molecular de todos os cyclovirus associados a aves, a
analise filogenética desenvolvida neste trabalho foi importante para que a identificacéo
de clados formados baseasse o desenho de primers funcionais que serdo Uteis na
ampliacdo das opcOes de deteccdo molecular dos cyclovirus associados a aves,
especificamente em frangos de corte.
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ANEXO 1 - ESPECIES DE CYCLOVIRUS RECONHECIDAS PELO ICTV E

Espécie Abreviacdo NiUmero de acesso Refseq
Ant associated cyclovirus 1 AntACyV1 MH545511 NC_040325
Bat associated cyclovirus 1 BatACyV1 HM228874 NC_034547
Bat associated cyclovirus 2 BatACyV2 JF938079 NC_038393
Bat associated cyclovirus 3 BatACyV3 JF938081 NC_038394
Bat associated cyclovirus 4 BatACyV4 JF938082 NC_038395
Bat associated cyclovirus 5 BatACyV5 HQ738637 NC 014929
Bat associated cyclovirus 6 BatACyV6 KJ641712 NC_038396
Bat associated cyclovirus 7 BatACyV7 KJ641740 NC_038397
Bat associated cyclovirus 8 BatACyV8 KJ641715 NC_038398
Bat associated cyclovirus 9 BatACyV9 KJ641720 NC_038399
Bat associated cyclovirus 10 BatACyV10 KM382270 NC 025792
Bat associated cyclovirus 11 BatACyV11 KJ641717 NC_038400
Bat associated cyclovirus 12 BatACyV12 KM382269 NC 025791
Bat associated cyclovirus 13 BatACyV13 KJ641728 NC_038401
Bat associated cyclovirus 14 BatACyV14 KT732785 NC_038402
Bat associated cyclovirus 15 BatACyV15 KT732786 NC_038403
Bat associated cyclovirus 16 BatACyV16 KT732787 NC_038404
Bovine associated cyclovirus 1 BoACyV1 HQ738634 NC_038405
Capybara associated cyclovirus CapCyV MK947371 -
Chicken associated cyclovirus 1 ChickACyV1 HQ738643 NC_038406
Chicken associated cyclovirus 2 ChickACyV2 MG846358 NC_040639
Chimpanzee associated cyclovirus 1 ChimpACyV1 GQ404849 NC_038407
Cockroach associated cyclovirus 1 CroACyV1 JX569794 NC 020206
Dragonfly associated cyclovirus 1 DfACyV1 JX185419 -
Dragonfly associated cyclovirus 2 DfACyV2 JX185422 NC_023869
Dragonfly associated cyclovirus 3 DfACyV3 JX185424 NC_023868
Dragonfly associated cyclovirus 4 DfACyV4 KC512916 NC 039214
Dragonfly associated cyclovirus 5 DfACyV5 JX185426 NC_023866
Dragonfly associated cyclovirus 6 DfACyV6 KC512918 NC_038408
Dragonfly associated cyclovirus 7 DfACyV7 KC512919 NC_038409
Dragonfly associated cyclovirus 8 DfACyV8 KC512920 NC 038410
Duck associated cyclovirus 1 DuACyV1 KY851116 NC 034977
Feline associated cyclovirus 1 FeACyV1 KMO017740 NC_024700
Goat associated cyclovirus 1 GoACyV1 HQ738636 NC 014928
Horse associated cyclovirus 1 HoACyV1 KR902499 NC 038411
Human associated cyclovirus 1 HuACyV1 GQ404847 NC 038412
Human associated cyclovirus 2 HUACyV?2 GQ404844 NC_036877
Human associated cyclovirus 3 HUACyV3 GQ404846 NC 038413
Human associated cyclovirus 4 HUACyV4 GQ404857 NC 038414
Human associated cyclovirus 5 HUACyV5 GQ404845 NC 038415
Human associated cyclovirus 6 HUACyV6 GQ404854 NC 038416
Human associated cyclovirus 7 HUACyV7 GQ404855 NC 038417
Human associated cyclovirus 8 HuACyV8 KF031466 NC_039215
Human associated cyclovirus 9 HUACyV9 KC771281 NC_021568
Human associated cyclovirus 10 HuACyV10 KF726984 NC_023874
Human associated cyclovirus 11 HuACyV11 KJ831064 NC 038418
Human associated cyclovirus 12 HuACyV12 KU053483 NC_032682
Mouse associated cyclovirus 1 MoACyV1 KT878836 NC_031755
Rodent associated cyclovirus 1 RoACyV1 KY370028 NC_055150
Rodent associated cyclovirus 2 RoACyV2 KY370026 NC_055148
Spider associated cyclovirus 1 SpACyV1 MH545516 NC_040324
Squirrel associated cyclovirus 1 SgACyV1 LC018134 NC_027530
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Referéncia s A Pais de coleta da Espécie de origem Ano de
Acesso (NCBI) Nt (RefSeq) Espécie de referéncia amostra P da amostreg coleta
1 MZ350965,1 1939 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
2 MN428468,1 1936 Né&o China Gallus gallus 2019
3 MZ350972,1 1933 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
4 MZ350968,1 1930 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
5 MZ350971,1 1929 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
6 MZ350964,1 1916 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
7 MZ350970,1 1914 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
8 MN379600,1 1910 Né&o - EUA Gallus gallus 2017
9 MG846361,1 1905 Né&o - Brasil Gallus gallus 2015
10 MG846362,1 1905 Né&o - Brasil Gallus gallus 2015
11 MN379599,1 1902 Né&o - EUA Gallus gallus 2017
12 MG254873,1 1902 Né&o - Hungria Podiceps cristatus 2013
13 MG254874,1 1902 Né&o - Hungria Anas platyrhynchos 2013
14 MG846359,1 1902 Né&o - Brasil Gallus gallus 2015
15 MG846360,1 1902 Né&o - Brasil Gallus gallus 2015
16 KY851116,1 1902 | Sim (NC 034977,1) Duck associated cyclovirus 1 (DUACyV1) Hungria Anas platyrhynchos 2013
17 MG254875,1 1899 N&o - Hungria Anser erythropus 2013
18 MG254876,1 1899 N&o - Hungria Podiceps cristatus 2013
19 MZ350967,1 1882 Né&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
20 KF031471,1 1856 Né&o - Vietnd Gallus gallus 2011
21 MN379598,1 1847 N&o - EUA Gallus gallus 2017
22 MZ350973,1 1846 N&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
23 MZ350969,1 1829 N&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
24 MZ350966,1 1806 N&o - Nova Zelandia Petroica australis 2015
25 MG846358,1 1778 | Sim (NC 040639,1) Chicken associated cyclovirus 2 (ChickACyV?2) Brasil Gallus gallus 2015
26 HQ738643,1 1760 | Sim (NC 038406,1) Chicken associated cyclovirus 1 (ChickACyV1) Nigéria Gallus gallus 2009
27 HQ738644,1 1760 Né&o - Nigéria Gallus gallus 2009
28 KF031491,1 669 Né&o - Vietnd Anatidae 2011
29 KF031489,1 494 Né&o - Vietnd Gallus gallus 2011
30 KF031490,1 494 Né&o - Vietnd Gallus gallus 2011
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31 KF031487,1 494 Néo Vietna Anatidae 2011
32 KF031488,1 494 Néo Vietna Anatidae 2011
33 KF031492,1 438 Néo Vietna Anatidae 2011
34 GQ404977,1 400 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
35 GQ404951,1 390 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
36 G0Q404963,1 389 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
37 GQ404957,1 388 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
38 GQ404970,1 388 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
39 GQ404950,1 387 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
40 GQ404953,1 387 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
41 GQ404966,1 387 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
42 GQ404954,1 386 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
43 GQ404968,1 386 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
44 GQ404949,1 385 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
45 GQ404956,1 385 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
46 GQ404961,1 379 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
47 GQ404952,1 378 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
48 GQ404962,1 378 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
49 GQ404965,1 370 Néo Nigéria Gallus gallus 2009
50 G0404971,1 362 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
51 G0404958,1 356 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
52 G0404967,1 348 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
53 G0404978,1 342 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
54 G0Q404976,1 336 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
55 GQ404975,1 318 Né&o Nigéria Gallus gallus 2009
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