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RESUMO

A infeccdo por Senecavirus A (SVA) é uma das doencas vesiculares clinicamente
indistinguiveis de febre aftosa, sendo comumente detectada em estabelecimentos de abate de
suinos a partir de lesdes em cicatrizagdo ou cicatrizadas. Desta forma, implica em prejuizos
tanto diretos, por queda na produtividade decorrente das vesiculas e por mortes neonatais;
quanto prejuizos indiretos, diante das restricdes comerciais e do dispéndio de recursos para
investigacdo pelo servigo veterinario oficial, resultantes da similaridade clinica com a febre
aftosa. O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) determina as medidas a serem adotadas
diante de suspeita de doenca vesicular, como a coleta de material para diagndstico, a
investigacdo epidemiologica que busque determinar a origem e o risco de disseminagdo do
evento sanitario; e a adocdo de medidas de biosseguranca. Ressalta-se que o Laboratério de
Defesa Agropecuaria (LFDA), situado em Pedro Leopoldo — MG, € o tinico laboratério de nivel
de biosseguranga 4 reconhecido pela World Organisation for Animal Health (WOAH) no
Brasil, estando exclusivamente autorizado a realizar o diagndstico de doengas vesiculares no
pais. Além de dificuldades referentes as longas distancias entre algumas regides € o acesso a
este laboratorio, os testes soroldgicos e moleculares preconizados no Programa Nacional de
Vigilancia para a Febre Aftosa (PNEFA) sdo laboriosos e demandam equipamentos especificos
e pessoal treinado, gerando morosidade ao processo investigativo. Neste contexto, a prevengao
da circulacdo de Senecavirus A e do aparecimento de sintomas por meio da vacinagao, evitando-
se a necessidade de investigagdes, bem como a eficacia diagnostica para diferenciar de forma
célere a infec¢do por SVA da infecgdo pelo virus da febre aftosa, sdo pontos fundamentais para
a prosperidade da suinocultura nacional e internacional. Assim, o objetivo do trabalho foi
encontrar moléculas-alvo adequadas para o diagnostico sensivel e especifico da infec¢do por
Senecavirus A, e possiveis antigenos para formulacdo vacinal. Ferramentas de bioinformatica
foram utilizadas para realizar analise filogenética de sequéncias de SVA disponiveis nos bancos
de dados e para predizer epitopos de linfocitos B e ligantes de MHC de classes I e II. Os epitopos
identificados foram utilizados para constru¢do de duas proteinas multi-epitopo, com bons
resultados nas andlises de antigenicidade, alergenicidade, toxicidade, estrutura e parametros
fisico-quimicos. Assim, as proteinas construidas possuem potencial para uso em testes
diagnosticos e formulagdes vacinais, o qual devera ser confirmado futuramente por anélises in

Vitro € in vivo.

Palavras-chave: Senecavirus A; proteina multi-epitopo; predicdo in silico; diagndstico

sorologico; vacina multi-epitopo.



ABSTRACT

Senecavirus A (SVA) infection is one of the vesicular diseases clinically indistinguishable from
foot and mouth disease, and is commonly detected in swine slaughter establishments from
healing or healed lesions. In this way, it implies both direct losses, due to a drop in productivity
because of vesicles and neonatal deaths; as well as indirect losses, due to commercial
restrictions and the expenditure of resources for investigation by the official veterinary service,
because of the clinical similarity with foot-and-mouth disease. The Ministry of Agriculture and
Livestock (MAPA) determines the measures to be adopted in the event of suspect vesicular
disease, such as the collection of material for diagnosis, epidemiological investigation to
determine the origin and risk of dissemination of the health event; and the adoption of
biosecurity measures. It is noteworthy that the Agricultural Defense Laboratory (LFDA),
located in Pedro Leopoldo — MG, is the only biosafety level 4 laboratory recognized by the
World Organisation for Animal Health (WOAH) in Brazil, being exclusively authorized to
carry out the diagnosis of vesicular diseases in the country. In addition to difficulties related to
the long distances between some regions and access to this laboratory, the serological and
molecular tests recommended in the National Foot and Mouth Disease Surveillance Program
(PNEFA) are laborious and require specific equipment and trained personnel, causing slowness
in the investigative process. In this context, the prevention of the circulation of Senecavirus A
and the appearance of symptoms through vaccination, avoiding the need for investigations, as
well as the diagnostic efficacy to quickly differentiate SVA infection from foot-and-mouth
disease virus infection, are fundamental points for the prosperity of national and international
pig farming. Thus, the objective of the work was to find suitable target molecules for the
sensitive and specific diagnosis of Senecavirus A infection, and possible antigens for vaccine
formulation. Bioinformatics tools were used to perform phylogenetic analysis of SVA
sequences available in databases and to predict B lymphocyte epitopes and MHC class I and II
ligands. The identified epitopes were used to construct two multi-epitope proteins, with good
results in the analyses of antigenicity, allergenicity, toxicity, structure and physicochemical
parameters. Thus, the constructed proteins have potential for use in diagnostic tests and vaccine

formulations, which should be confirmed in the future by in vitro and in vivo analyses.

Keywords: Senecavirus A; multi-epitope protein; in silico prediction; serological diagnosis;

multi-epitope vaccine.
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1 INTRODUCAO

O Senecavirus A (SVA) foi incidentalmente identificado em 2002, no estado de
Maryland, nos Estados Unidos (EUA), como contaminante da linhagem celular PER.C6
(origindria de células retinais embrionarias humanas). A identificacdo ocorreu devido ao efeito
citopatico atipicamente rapido observado nestas células, que levou a anélises por SDS-PAGE,
sequéncia N-terminal, microscopia eletronica e estudos ultraestruturais, até que o agente
citopatico foi clonado em placa e inicialmente denominado Seneca Valley virus, em alusdo ao
parque Seneca Creek State Park, proximo ao laboratério onde ocorreu o isolamento. O
sequenciamento completo do virus foi posteriormente realizado e seu genoma foi depositado
nos bancos de dados sob a denominagdo SVV-001 (acesso Genbank: . 1 3 1 ') (Hales et
al., 2008; Leme et al., 2017).

A correlacdo do virus com casos de doenga vesicular em suinos, entretanto, sé ocorreu
a partir de 2007, com a identificagdo do RNA de Senecavirus A em amostras bioldgicas
coletadas de animais sintomaticos durante o transporte do Canada para os Estados Unidos
(Pasma et al., 2008). Em 2012, um novo caso de lesdo vesicular por SVA foi detectado em um
animal no estado de Indiana (EUA). Os primeiros surtos por doenca vesicular e mortalidade
neonatal associados ao SVA foram relatados a partir de 2014, ano em que o agente foi
identificado no Brasil (Vannucci et al., 2015). Atualmente, a doenga ¢ considerada endémica
em algumas regides do pais, sendo comumente detectada nos estabelecimentos de abate a partir
de lesdes em cicatrizagdo ou recentemente cicatrizadas (Brasil, 2020).

A importancia do virus pode ser compreendida a partir dos prejuizos diretos e indiretos
causados. De forma direta, a infec¢do provoca perda de desempenho dos animais, diante da dor
provocada pela presenca das vesiculas, localizadas principalmente nos cascos, focinho e 1abios;
além de casos de mortalidade neonatal, que atingiram até 70% desta categoria nos primeiros
surtos brasileiros por Senecavirus A (Vannucci et al., 2015). Indiretamente, o SVA tem sua
importancia sustentada pela similaridade com as lesdes causadas pelo virus da febre aftosa,
doenca de notificacdo obrigatdria que exige medidas severas para sua contengao.

Diante de suspeita de doenga vesicular, sdo impostas pelo Ministério da Agricultura e
Pecudria (MAPA) a coleta de material para diagnostico, a investigag@o para determinar o inicio,
aorigem e o risco de disseminagdo do evento sanitario; e a ado¢do de medidas de biosseguranga,
como interdicdo da propriedade e proibicdo da saida de animais e de produtos que oferegam
risco para disseminacdo da doenga (Brasil, 2020). Neste contexto, qualquer indicio de doenga

vesicular leva a paralisacdo das atividades da granja e/ou frigorifico até que se descarte a
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hipotese de febre aftosa, causando perdas economicas diretas e o estremecimento das relagdes
comerciais com paises importadores da carne brasileira.

O impacto financeiro poder ser compreendido pela posicao de destaque do Brasil na
suinocultura mundial, considerado o quarto maior produtor e exportador de carne suina no
mundo. Em 2022, a producao foi de 4,983 milhdes de toneladas, com exportacdo de 1,120
milhdo de toneladas para 88 paises, equivalente a US$2,5 bilhdes (ABPA, 2023).

A indistinguibilidade clinica das lesdes causadas pelo virus da febre aftosa, SVA e
outras doengas como estomatite vesicular, doenga vesicular dos suinos e exantema vesicular
dos suinos (as duas ultimas consideradas exoticas no Brasil), impde a utilizacdo de métodos
diagnosticos para confirmagao do patdgeno associado ao quadro. Ressalta-se que o Laboratdrio
Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA), situado em Pedro Leopoldo — MG, esta
exclusivamente autorizado a realizar o diagnostico de doencgas vesiculares no pais, por atender
ao nivel de biosseguranga 4 dentro dos padrdes reconhecidos pela World Organisation for
Animal Health (WOAH) (Brasil, 2017).

A realizagdo do diagnostico de doenga vesicular por um tUnico laboratério implica em
morosidade ao processo investigativo e exposi¢ao prolongada aos prejuizos ja descritos, ndo
apenas pela distancia entre algumas regides e o LFDA, o que pode prejudicar a adequada
conservacdo das amostras e a eficacia diagnostica, mas também pelas caracteristicas inerentes
aos testes de soroneutralizacdo e de reagdo de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia
da polimerase (convencional — RT-PCR; ou em tempo real — RT-qPCR), preconizados no
Programa Nacional de Vigilancia para a Febre Aftosa (PNEFA) (Brasil, 2020; Brasil, 2022),
que demandam tempo, equipamentos e treinamentos especificos.

O cendrio atual de retirada progressiva da vacinagdo contra febre aftosa no pais reforga
a importancia da investigacdo do agente etioldgico envolvido no quadro de doenga vesicular e
do fortalecimento do sistema de vigilancia. Isso porque falhas ou lentiddo na investigacao
colocariam em risco o status de pais livre de febre aftosa sem vacinagao, pretendido pelo Plano
Estratégico 2017-2026 do PNEFA, e causariam prejuizos imensuraveis ao agronegocio
brasileiro, especialmente considerando-se os receios existentes quanto ao alto poder de difusao
do virus e a maior susceptibilidade de animais diante da suspensao da vacinagao (Brasil, 2017).

Neste contexto, a preven¢do da circulacdo de Senecavirus A e do aparecimento de
sintomas por meio da vacinagdo, evitando-se a necessidade de investigacdes; bem como a
eficdcia diagndstica para diferenciar de forma célere a infecgcao por SVA da infecgdo pelo virus

da febre aftosa, sdo pontos fundamentais para a prosperidade da suinocultura nacional e
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internacional. Diversas pesquisas vém sendo realizadas neste sentido, e a bioinformatica se

apresenta como uma ferramenta viavel para a identificacdo de alvos vacinais e de diagnoéstico.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar novos alvos para a deteccdo sensivel e especifica de Senecavirus A, que
posteriormente possam ser utilizados para o desenvolvimento de testes diagnosticos, bem como

potenciais proteinas para desenvolvimento de vacina.

2.2 Objetivos especificos

e Sequenciar e mapear o genoma da amostra de SVA disponivel no Laboratério de
Pesquisa em Virologia Animal (LPVA);

e Realizar alinhamento e anélise filogenética com o genoma sequenciado e as principais
sequéncias de nucleotideos disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology
Information);

e Selecionar epitopos-alvo de células B de regides imunogénicas conservadas do genoma
de Senecavirus A para posterior desenvolvimento de testes sorologicos;

e Selecionar ligantes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I e

II para construcdo de proteina multi-epitopo a ser usada como antigeno vacinal.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Senecavirus A
3.1.1 Taxonomia e principais caracteristicas

O sequenciamento do genoma do SVV-001 permitiu sua caracterizagdo como um virus
tipico da familia Picornaviridae, com o padrao L-4-3-4 (Leader — 4 polipeptideos da proteina
P1 — 3 polipeptideos da proteina P2 — e 4 polipeptideos da proteina P3), apresentado na figura
1. Apesar de compartilhar caracteristicas principalmente com o género Cardiovirus, no que diz
respeito aos polipeptideos P1, 2C, 3C e 3D, existem diferencas relacionadas aos polipeptideos
2B e 3A e ao sitio interno de entrada dos ribossomos (internal ribossomal entry site — IRES),
que ¢ do tipo IV no Senecavirus A e do tipo Il nos Cardiovirus. Além disso, diferencas
significativas nas regides gendmicas 2A, 2B, 3A e 3B de outros picornavirus justificaram que

o SVA fosse considerado uma nova espécie dentro de um novo género (Hales ez al., 2008; Leme

etal., 2017).
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Esta classificacdo foi confirmada pelo International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) em 2009, ocasido na qual foi criado o género Senecavirus e a espécie Seneca Valley
virus. A classificacdo mais recente dada pelo ICTV, em 2022, reconhece o SVA como
pertencente a familia Picornaviridae, subfamilia Caphthovirinae, género Senecavirus e espécie
Senecavirus A - a Unica deste género (ICTV, 2022).

Como principais caracteristicas, o virus possui genoma RNA linear, de fita simples, ndo
segmentado e de polaridade positiva, com aproximadamente 7300 nucleotideos (nt). Apresenta
formato icosaédrico e auséncia de envelope (Wang et al., 2023).

Conforme ilustrado na figura 1, o RNA genomico possui uma extremidade 5’UTR de
aproximadamente 660 nt, que contém uma sequéncia IRES do tipo IV e esta covalentemente
ligada a proteina viral VPg; uma ORF unica; uma extremidade 3’ UTR poliadenilada de
aproximadamente 70 nt; e uma cauda poli (A). A ORF origina uma extensa poliproteina, com
cerca de 2180 aminoécidos, que consiste na proteina Leader (L) e em trés regides proteicas

principais (P1, P2 e P3) (Liu et al., 2020; Wang et al., 2023).

Estrutural Nao estrutural

iTradugéo

Poliproteina _
A 3cero

‘ Salto ribossomal

L ||[VP4|[ VP2 || VP3 | VP1 . - 3A ||3B| 3C 3D

A T N T U R U U N T |

¢ —

Figura 1 — Adaptada de Wang et al., 2023. Representagdo esquemadtica do genoma de SVA e do
processamento da poliproteina. O arranjo gendmico inicia-se pela proteina Vpg, ligada covalentemente a
extremidade 5’ flanqueada por regido ndo traduzida (untranslated region — UTR), seguida por uma tnica e longa
sequéncia aberta de leitura (open reading frame — ORF), a extremidade 3’UTR e a cauda poli (A). A tradugdo da
OREF resulta em uma poliproteina que pode ser processada em proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3 e VP4) e ndo

estruturais, a partir da clivagem mediada por 3C, salto ribossomal ou outros mecanismos desconhecidos.
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A poliproteina pode ser processada pela protease 3CP™, por salto ribossomal e por outras
formas ainda ndo elucidadas. O precursor P1 ¢ clivado pela protease 3CP™ em VPO, VP1 e VP3,
sendo VPO posteriormente clivada em VP2 e VP4 por um mecanismo ainda desconhecido. P2
¢ processado nas proteinas ndo estruturais 2A, 2B e 2C, ocorrendo salto ribossomal na regido
entre 2A e 2B; e P3 é clivado em 3A, 3B, 3C e 3D, também néo estruturais. VP1, VP2 e VP3
participam da formacao do capsideo viral e estdo envolvidas na ligagdo aos receptores celulares
e entrada do virus nas células-alvo, além de possuirem epitopos em suas superficies, que
interagem com o sistema imunoldgico do hospedeiro e sdo bons alvos para diagnosticos
sorologicos e vacinas. Ja as proteinas ndo estruturais estdo envolvidas na replicagdo do genoma
viral, no metabolismo da célula hospedeira e na evasdo do sistema imune (Liu et al., 2020;

Wang et al., 2023).

3.1.2 Caracterizac¢ido funcional das proteinas

Wang e colaboradores (2023) revisaram sistematicamente as fungdes moleculares das
proteinas estruturais e ndo estruturais de SVA, baseado em informagdes disponiveis na
literatura para este e outros picornavirus.

Em relagdo as proteinas estruturais, sabe-se que VP1, VP2 e VP3 estdo presentes na
parte externa do capsideo viral (figura 2-A), estando associadas a invasdo das células-alvo e a
indugdo de resposta imune. Especificamente em relacio a VP1 e VP3, estudos recentes
demonstram participacdo destas também na ativacdo de vias de sinalizacdo para inducdo de
autofagia (Song et al., 2022). A VP2, por sua vez, além de ser alvo de anticorpos do hospedeiro,
possui residuos de aminoéacidos que determinam mudangas na viruléncia e participam da
clivagem de VPO (Strauss et al., 2018).

Quanto a imunidade celular e humoral induzida pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, estudo
de Maggioli e colaboradores (2018) demonstrou que a frequéncia de células T, a producao de
interferon gama (IFN- y) por estas células e os titulos de IgG contra VP2 e VP3 foram superiores
aqueles contra VP1. Além disso, no que diz respeito aos titulos de IgM, estes foram
direcionados principalmente contra VP2 e VP3, e ndo foram consistentes contra VP1. Estes
resultados sugerem que VP2 e VP3 podem conter um maior numero de epitopos de SVA, sendo
a VP2 considerada a mais imunogénica dentre as trés proteinas, baseado em ensaio sorologico
realizado por Dvorak e colaboradores (2017).

A proteina estrutural VP4 esta localizada na parte interna do capsideo (figura 2-B), e
estudos baseados em outros picornavirus demonstram que esta exerce funcdo especial de

formacao de poros na membrana endossomal, permitindo assim a entrada do RNA viral no
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citoplasma da célula hospedeira para que seja iniciada a traducdo e replicacdo (Panjwani ef al.,

2014).

A

Figura 2 — Adaptada de Liu ef al., 2020. Representagdo esquematica do Senecavirus A. O capsideo viral
¢ composto por um arranjo icosaédrico de 60 protdmeros, cada um formado por quatro proteinas estruturais — VP1,
VP2, VP3 e VP4. As proteinas VP1, VP2 ¢ VP3 se unem para formar o invélucro externo (A), enquanto a VP4

esta localizada na face interna do capsideo (B).

Além das proteinas estruturais, o Senecavirus A possui oito proteinas ndo estruturais,
que possuem fungdes associadas a replicagdo e maturagdo viral, a evasdo do sistema imune, e
a outros aspectos ainda ndo compreendidos (Wang et al., 2023).

A proteina leader (L) € a primeira codificada pelo SVA, e apresenta sequéncia e funcao
variaveis dentre os diferentes picornavirus. No caso do virus da febre aftosa, essa proteina
assume funcdo de clivagem de fatores de iniciagdo eucaridticos e modulagdo da transcri¢do e
traducdo do virus, restringindo a sintese de proteinas da célula hospedeira. No entanto, a
proteina L do SV A ndo possui aptidao para atividade proteolitica, e seu papel na dindmica viral
permanece indefinido (Wang et al., 2023).

A presenca de um motif NPG/P no terminal carboxila do peptideo 2A induz um evento
de co-traducao denominado “salto ribossomal” (ribosomal skipping), separando a proteina viral
no sitio “G|P” e, assim, promovendo a clivagem entre 2A e 2B. Até 0 momento nio existem
outras atividades conhecidas da proteina 2A (Wang et al., 2023).

A proteina 2B exerce atividade semelhante a viroporina, aumentando a permeabilidade

da membrana celular para promover a replicagao e libera¢ao do virus durante a infec¢ao celular.



19

Ademais, estudo recente demonstra potencial participacdo desta proteina na resposta imune do
hospedeiro, inibindo a producdo de interferon tipo I ao degradar a proteina de sinalizagao
antiviral mitocondrial (MAVS) (Liu et al., 2022a).

Estudos apresentados por Wang e colaboradores (2023) elucidam diversas fungdes da
proteina 2C, como participacdo na sintese de RNA, no desnudamento viral, em rearranjos da
membrana hospedeira, na replicagdo, na morfogénese e na evasdao imunologica. Apesar de
existirem evidéncias quanto as fungdes mencionadas, os mecanismos bioquimicos envolvidos
em cada uma delas ainda ndo foram esclarecidos.

Parte do conhecimento a respeito da proteina 3A baseia-se nos estudos realizados com
outros picornavirus, que sugerem o envolvimento desta proteina na replicagdo viral e na
patogénese (Wang et al., 2023). Um estudo recente, voltado para o virus da febre aftosa (foot-
and-mouth disease virus - FMDV), avaliou o papel da proteina 3A também para SVA, e
demonstrou potencial desta em inibir a sinalizacdo de interferon e neutralizar respostas
antivirais inatas no hospedeiro por autofagia, nestes e em outros picornavirus (Yang ef al.,
2020).

A regido 3B codifica a proteina VPg, covalentemente ligada a extremidade 5’ do
genoma, € que atua como iniciador proteico para sintese de RNA. Além deste envolvimento na
replicacdo, a proteina 3B também interage com fatores antivirais do hospedeiro, bloqueando a
sinalizagdo imunologica mediada por RIG-I e a resposta antiviral, tanto para FMDV quanto
para SVA (Zhang et al., 2020).

Diversos estudos destacados por Wang e colaboradores (2023) elucidam que as
caracteristicas estruturais da proteina 3C contribuem para a clivagem de poliproteinas virais e
montagem do complexo de replicagdo viral. Além disso, esta proteina esta envolvida no
antagonismo da imunidade antiviral do hospedeiro, seja na degradacdo de moléculas envolvidas
na sinalizagdo antiviral, como RIG-I, ou na supressdo de fatores reguladores de interferon
(IRF3 e IRF7), dentre outros mecanismos. A morte celular também ¢é regulada pela proteina
3C, a partir da clivagem de PARP1 e NF-xB p65 de forma direta ou por ativagdo da caspase-3.
A proteina 3C também atua na manipulagdo do mecanismo de autofagia, visando favorecer a
replicacdo do virus; e na inibicdo da maquinaria de traducdo do hospedeiro, priorizando a
traducdo do RNA viral. Quanto a replicagdo viral, a proteina 3C atua por diferentes processos,
como na prevencao da formacdo de granulos de estresse que regulam a traducdo e possuem
efeito antiviral; e na degradacao de fatores antivirais importantes como DDX21 e DHX30.

Por fim, a proteina 3D ¢ uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),

fundamental para replicacdo viral e evolugdo genética do virus. Esta interage com outras
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proteinas virais e com fatores do hospedeiro para iniciar e regular a sintese de RNA viral, além
de induzir a produgdo de IL-1f, citocina pro-inflamatdria associada a modulagdo da resposta

imune inata contra infec¢des virais (Choudhury et al., 2022; Wang et al., 2023).

3.1.3 Ciclo de replicaciao

A adequada interag@o do virus com os receptores das células do hospedeiro ¢ a condicao
inicial para a infeccdo viral. O receptor para a infec¢do de células humanas e suinas por
Senecavirus A ¢ o receptor 1 da toxina do antraz (ANTXR1), também conhecido como
marcador endotelial tumoral 8 (TEMS), e consiste em uma glicoproteina transmembrana na
superficie celular. Este receptor estd envolvido na fixacdo, internalizacdo e desnudamento
(Miles et al., 2017; Chen et al., 2022). Além do ANTXR1, estudos sugerem a participagdo de
outras moléculas, como acido sidlico, na infec¢do por SVA (Liu et al., 2013).

Apos a ligagdo com o receptor ANTXRI, o virion ¢ internalizado na célula hospedeira
por uma via endocitica — macropinocitose ndo mediada por receptor ou vias de colesterol
mediadas por receptor (Hou et al., 2022; Jia et al., 2022). A maioria dos picornavirus se liga
aos seus receptores em uma depressdo da superficie viral chamada de “canion”, mas essa
estrutura estd ausente no SVA devido ao maior comprimento de suas algas expostas a superficie.
A microscopia crioeletronica do SVA indica que o ANTXRI pode se ligar ao virus pelos loops
VP2-DF e VP1-CD, causando mudangas estruturais na alca VP1-GH e na alga VP3-GH, que
atenuam as interagdes entre protdmeros e desestabilizam a montagem do capsideo (Cao et al.,
2018).

Ap6s a internalizacdo, ocorre o desnudamento do virus e liberagdo do RNA viral no
citoplasma da célula hospedeira. O mecanismo do desnudamento de SVA ainda ndo esta
esclarecido (Wang et al., 2023). Para que o genoma de SVA seja liberado no citosol € necessario
que a tradugdo seja iniciada pela maquinaria celular do hospedeiro. As moléculas de RNA
produzidas podem ser usadas como molde na proxima tradugdo ou replicagdo, ou podem ser
montadas em particulas virais maduras. A montagem e maturacao dos virions ainda ndo foram
compreendidas (Kinobe et al., 2022 apud Wang et al., 2023). A transmissdo ocorre célula a

célula, mediante auxilio de exossomos, semelhante a0 que ocorre com outros picornavirus

(Zhang et al., 2019b; Xu et al., 2020).
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3.1.4 Epidemiologia

Quadros de doenga vesicular associados a infeccdo por Semecavirus A ja foram
reportados no Brasil (Vannucci et al., 2015), Canadéa (Pasma et al., 2008), Chile (Bennett et al.,
2022), China (Wu et al., 2017), Colombia (Sun et al., 2017), Estados Unidos (Singh et al.,
2012), México (Navarro-Lopez et al., 2023), Tailandia (Saeng-chuto et al., 2018) e Vietna
(Arzt et al., 2019).

No Brasil, os primeiros casos da doenga foram reportados em 2014 e 2015, nos estados
de Minas Gerais (setembro ¢ novembro/2014), Goias (outubro/2014), Parana (novembro/2014),
Sao Paulo (dezembro/2014), Mato Grosso (fevereiro/2015), Mato Grosso do Sul (margo/2015),
Rio Grande do Sul (margo/2015) e Santa Catarina (maio/2015) (Linhares et al., 2015). No
segundo semestre de 2018, novos surtos de doenga vesicular foram notificados nos mesmos
estados, com exce¢ao do Mato Grosso do Sul, e a confirmagao laboratorial de SVA fez com
que estes casos fossem relacionados a segunda onda da doenga no pais (Vieira et al., 2022). A
terceira onda ocorreu em maio de 2020, com relatos de doenca vesicular por SVA em Santa
Catarina e no Parand (Vieira et al., 2022). A infec¢do por SVA ¢ considerada endémica em
algumas regides do pais (Brasil, 2020).

Dados de soroprevaléncia sdo escassos no Brasil e no mundo. Nos Estados Unidos,
estudo de Houston ef al. (2019) realizado com amostras de propriedades sem historico prévio
de SVA encontrou soroprevaléncia de 42,7% em granjas de recria e terminagdo e 75,8% em
granjas de matrizes reprodutoras. J& no estudo de Preis (2022), também em granjas norte-
americanas, o resultado foi de 7,4% em granjas de recria e terminacdo e 17,3% em granjas de
matrizes, discrepancia que o autor buscou justificar a partir das particularidades das granjas
analisadas nos dois estudos, periodo de coleta de amostras, interpretacdo de exames
soroldgicos, dentre outros aspectos. Mais da metade das provincias chinesas relataram casos de
SVA, mas ndo existem dados concretos quanto a soroprevaléncia (Liu et al., 2020). A
prevaléncia da doenca no Brasil também permanece desconhecida (Rieger et al., 2023), sendo
que o dado mais recente, referente a estudo conduzido com amostras de rebanhos de suinos do
sul do Brasil, no ano de 2020, ¢ de que 36,5% das 263 amostras avaliadas foram positivas para
SVA, sendo 89 amostras de porcos sintomaticos e 7 de animais assintomaticos (Vieira et al.,
2022).

Quanto a susceptibilidade, até o momento, apenas os suinos foram identificados como
hospedeiros de Senecavirus A, mas poucos trabalhos investigaram a possibilidade de infec¢ao
de outras espécies domésticas ou selvagens (Alexandersen et al., 2019). A identificacdo de

baixos titulos de anticorpos neutralizantes contra o virus no soro de bovinos domésticos
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(Knowles et al., 2006), bem como o isolamento de SVA a partir de suabes orais de bufalos
apresentando ulceras orais e claudicacio (Zhou et al., 2021), justificaram a realizagdo de estudo
para investigar a susceptibilidade de Bos taurus a infec¢do experimental por SVA (Buckley et
al., 2022). Os resultados apontam que, apesar de demonstrada susceptibilidade de células
bovinas ao SV A nos testes in vitro, as andlises in vivo indicam que ndo ha replicacao eficaz do
virus nos bovinos domésticos. Assim, até o momento, foi descartada a hipotese de importancia
epidemiologica da espécie na infeccdo por SVA. Ressalta-se que ndo existem indicios de que a
infec¢do por SVA tenha potencial zoondtico (Knowles ef al., 2006; Alexandersen et al., 2019).

O RNA de Senecavirus A também ja foi detectado e isolado em camundongos e moscas.
Em camundongos, o isolamento de SVA viavel ocorreu a partir de amostras de fezes e de
intestino delgado desses animais (Joshi et al., 2016b). Quanto as moscas domésticas, estudo
demonstrou a viabilidade prolongada do virus e a possibilidade de este ser transportado pelas
moscas por longas distancias e por pelo menos 48 horas (Turner ef al., 2022). Estes estudos
sugerem a participacdo de moscas e roedores na transmissdo mecanica do virus, o que torna o
controle de pragas uma ferramenta essencial na dindmica da infecgao.

O virus ¢ transmitido, além da forma mecanica mencionada, principalmente pelo contato
direto entre animais infectados e susceptiveis, a partir de secre¢des nasais e orais, fluido das
vesiculas e fezes (Joshi et al., 2016b). A transmissao indireta do virus a partir do ambiente e de
fomites contaminados, semelhante ao que ja foi descrito para outros patdogenos, também ja foi
confirmada, inclusive com isolamento de virus infeccioso de suabes de botas e macacoes de
pessoas em contato com animais infectados (Preis, 2022) e confirmagdo da infeccdo pelo
consumo de alimentos contendo particulas virais (Caserta et al., 2022). A transmissao vertical
do virus pelas matrizes foi associada & imunossupressao induzida por estresse (Maggioli ef al.,
2019). A eliminacdo persistente e prolongada de SVA no sémen também ja foi demonstrada
(Sturos et al., 2022).

A deteccdo do RNA viral em amostras de animais infectados perdura por cerca de 28
dias, mas o periodo para isolamento de virus vidvel varia com o tipo de amostra: 7 dias nas
secrecOes nasais, 14 dias nas fezes e 21 dias nas secre¢des orais. Assim, o tempo de excre¢ao
viral € superior a duragdo dos sinais clinicos, que ¢ em média de 14 dias (Maggioli et al., 2018).
Ressalta-se que estudos recentes sugerem a possibilidade de infec¢do persistente em alguns
animais afetados, com deteccdo de SVA infeccioso nas tonsilas até 60 dias apds a infec¢ao
(Maggioli et al., 2019).

A taxa de morbidade ¢ variavel conforme a categoria afetada: até 70% em neonatos, 0,5-

5% em leitdes desmamados; 5-40% em suinos de terminagdo e reprodutores; e até 90% em



23

porcas. Em relacdo a mortalidade, esta ¢ expressiva em neonatos (até 70%, relatada por
Vannucci et al., 2015), mas pouco significativa (0,2%) nas demais categorias (Leme et al.,

2017).

3.1.5 Patogenia

Ap6s a infeccdo do animal susceptivel, o Senecavirus A realiza sua replicagdo inicial
nas tonsilas, conforme detalhado no item 3.1.3 — Ciclo de replicag@o. Entre um e dez dias ocorre
viremia, € o SVA alcanga seus sitios de predilecdo, como o focinho, ldbios, banda coronéria e
espacos interdigitais. O periodo de incubagdo ¢ curto, entre trés e cinco dias, quando entdo o
virus induz a sintomatologia aguda e autolimitada caracterizada por dreas eritematosas que
evoluem para vesiculas de tamanho variavel, que se rompem apo6s cerca de 5 dias e progridem
para erosdo dérmica e ulceragdo, estando completamente cicatrizadas em aproximadamente
duas semanas. Outros sinais clinicos frequentemente observados sdo claudicagdo, letargia e
anorexia (Leme et al., 2017; Houston et al., 2020).

Apesar de a resolugdo clinica ser rapida, destaca-se novamente que a eliminagdo viral
persiste por até 28 dias, com detecgdo de virus infeccioso nas secre¢des nasais, fezes e secre¢des
orais por até 7, 14 ou 21 dias, respectivamente; e que ha indicios de animais com infec¢ao
persistente, o que deve ser levado em consideracao devido ao risco de transmissdao (Maggioli

etal.,2018 e 2019).

Figura 3 - Adaptada de Segalés ef al, 2017. Porcas naturalmente infectadas por SVA, com focinho

apresentando pele ulcerada ap6s ruptura de vesicula (A); e casco com ulceragao da banda coronaria (B).

Macroscopicamente, observam-se areas de descamacgao, erosoes, vesiculas e ulceragoes,
principalmente nos labios, focinho e membros distais. Ao nivel histoldgico, ja foram descritas

dermatite da banda coronaria, com separacdo da derme e epiderme e formacdo de fenda
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contendo queratinocitos necroticos, células inflamatérias, hemorragia e edema. Além disso,
foram observadas alteragdes em outros tecidos, como hiperplasia linfoide leve a moderada nas
tonsilas, baco e ganglios linfaticos; e 4reas de atelectasia multifocal leve e congestdo difusa,
com acumulo de células de defesa, nos pulmdes (Joshi et al., 2016a; Leme et al., 2017).

Nos neonatos, a infeccdo por SVA resulta em quadro clinico multissistémico, sendo
comumente detectada sintomatologia de doenga vesicular nas porcas. Os sinais clinicos
observados em leitdes neonatos afetados sao fraqueza, letargia, salivagdo excessiva, diarreia e
sinais neuroldgicos, com até 70% dos animais evoluindo a 6bito. Este quadro ficou conhecido
como Perdas Neonatais Epidémicas Transientes (PNET), devido a alta mortalidade e a

resolug¢do do quadro em até 12 dias (Vannucci ef al., 2015; Leme et al., 2016).

Figura 4 - Adaptada de Leme ef al., 2016. Lesdes identificadas em leitdes infectados
com Senecavirus A: gengivite multifocal (A), glossite e gengivite (B), nefrite hemorragica (C)

e congestao dos vasos meningeos (D).

As lesdes macroscopicas ja relatadas em casos de PNET foram impressdes fracas de
costelas na superficie pleural dos pulmdes, edema pulmonar, congestdo de vasos meningeos,
hemorragias petequiais nos rins, glossite, gengivite, lesdes ulcerativas na banda coronaria e
fezes liquidas, indicativas de diarreia, no intestino delgado. Como alteragdes histoldgicas,

foram reportadas pneumonia intersticial, deple¢do linféide no bago, tonsilas ou ganglios
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linfaticos; degeneragdo hidropica (balonosa) do epitélio da bexiga urindria e dos ureteres;
encefalite linfoplasmocitica e atrofia das vilosidades intestinais nos leitdes que apresentavam

diarreia (Leme et al., 2016).

3.1.6 Imunidade

Diversas moléculas estdo envolvidas no reconhecimento do RNA de Senecavirus A e no
desenvolvimento da resposta imune a infec¢do. Dentre elas, merecem destaque os receptores
do tipo Toll 3 e 7 (toll-like receptors — TLRs 3 e 7), o gene I induzivel por acido retindico
(RIG-]) e a proteina 5 associada a diferenciacdo de melanoma (MDA—S5) (Zhao et al., 2022).

Apb6s o reconhecimento viral sdo produzidos titulos importantes de anticorpos
neutralizantes, que podem ser detectados a partir do quinto dia pds infec¢do, havendo
expressiva correlagdo destes com o isotipo IgM (figura 5). Estudo de Maggioli e colaboradores
(2018) verificou que a produgdo de IgM e IgG foi direcionada contra as trés proteinas estruturais
localizadas na face externa do capsideo (VP1, VP2 e VP3), entretanto as respostas mais robustas
foram associadas a VP2 e VP3. Neste trabalho, as imunoglobulinas do tipo IgM nao foram
detectadas apos 21 dias pos-infec¢do, assim como a resposta de IgG contra VP1 e VP3. Quanto
a VP2, anticorpos IgG foram detectados até 35 dias pds infec¢ao. J& no trabalho de Gimenez-
Lirola e colaboradores (2016), a deteccdo de IgG anti-VP1 se estendeu por seis semanas apos

surto de SVA.
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Dinamica da infeccao por Senecavirus A

12-14 dias Doenga clinica
Viremia
1-10 dias
NA Resposta humoral
/1gM T G
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CD4*'IFN-y*
CD8*IFN-y*
Eliminagao viral
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Figura 5 - Adaptada de Maggioli et al., 2018. Os sinais clinicos causados pela infec¢do por SVA, como
presenca de vesiculas, letargia e claudicagdo, surgem de trés a cinco dias apds a infeccdo, e perduram por até 14
dias. A viremia € curta, de 1 a 10 dias. Anticorpos neutralizantes (NA) sdo detectados do quarto ou quinto dia até
pelo menos 35 dias ap6s a infecgdo. A resposta celular pode ser detectada a partir de 7 dias pos-infecgao e €
intensificada até o 14° dia. A eliminagdo viral ocorre por até 28 dias, com isolamento de virus infeccioso de

secregdes nasais, fezes e secregdes orais até os dias 7, 14 e 21 apo6s a infecgdo, respectivamente.

A presenca do virus estimula também a imunidade celular, com forte resposta de células
T CD4+ a partir do sétimo dia pos infec¢do. A partir do décimo dia, sdo também detectadas
células T CD8+ e células T duplamente positivas (T CD4+ CD8+). A identificacdo de células
T em amostras coletadas no 35° dia ap6s a infeccdo, em teste de reestimulacdo in vitro, indica
uma provavel inducao de células T de memoria (Maggioli et al., 2018; Houston et al., 2020).

As células T CD4+ se diferenciam em células Thl, essenciais na defesa contra
patdgenos intracelulares, sob estimulo de IFN-y secretado por células natural killer (NK). Estas
células Thl irdo também secretar IFN-y, que por sua vez ird intensificar a diferencia¢do neste
tipo celular e inibir o desenvolvimento das células Th2 e Thl7; estimular a expressdo de
proteinas que contribuem para a apresentacdo de antigenos e ativacdo de células T; e ativar
macrofagos e outras células para que ocorra a morte de patdgenos fagocitados e a producgdo de

citocinas amplificadoras da resposta imune (Abbas et al., 2022).
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Conforme brevemente mencionado, o RIG-I e o MDA-5 estdo associados ao
reconhecimento viral, e apds se ligarem ao RNA do virus desencadeiam uma cascata de
sinalizacdo que ativa fatores de transcri¢do, como o fator regulador do IFN n. 3 (IRF3) e o fator
nuclear kappa B (NF-kB). Um dos resultados da cascata ¢ a produgdo de IFN do tipo I,
importante para a expansao e maturagdo da resposta imune adaptativa (Zhao et al., 2022).

Embora estudos mais aprofundados sobre os aspectos imunolégicos da infec¢do por
Senecavirus A sejam escassos, alguns mecanismos de evasao do sistema imune utilizados pelo
virus vém sendo elucidados. Dentre eles, a inibicdo da producdo de IFN do tipo I a partir da
regulacdo da expressdo do IRF3 e do IRF7 pela proteina 3C; a degradacdo de RIG-1 associada
as proteinas 2C e 3C; a atuacdo das proteinas 2B e 3C no comprometimento da funcionalidade
da proteina de sinalizac¢do antiviral mitocondrial (MAVS), que medeia a ativacdo de NF-kB e
IRFs e induz a producdo de IFN; a inibi¢do da autofagia, a partir da clivagem do receptor
sequestossomo-1 (SQSTM1) pela proteina 3C e da interagdo da proteina 2AB com a ubiquitina
ligase MARCHFS; e a suposta inibigdo, pela proteina 3C, da formacao de granulos de estresse
reguladores da traducdo do mRNA, que requer maiores investigagdes (Houston et al., 2020;

Zhao et al., 2022).

3.1.7 Diagnoéstico

A infec¢do por Semecavirus A ¢ clinicamente indistinguivel de outras doencgas
vesiculares classicas como febre aftosa, estomatite vesicular, doenga vesicular dos suinos ¢ o
exantema vesicular dos suinos (as duas ultimas exoéticas no Brasil) (Brasil, 2020). Desta forma,
aliar o historico da granja, os sinais clinicos e o diagndstico laboratorial ¢ imprescindivel para
associar um quadro de doenga vesicular a um agente especifico. Devido a similaridade clinica
com febre aftosa, deve ser feita a notificacdo da suspeita de doenga vesicular ao servigo
veterindrio oficial, para que a investigagdo clinica e epidemioldgica seja iniciada e, caso
identificados sinais clinicos compativeis, seja feita a interdicdo da propriedade e a coleta e
remessa de amostras para diagnostico no LFDA-MG (Becker et al., 2020).

Me¢étodos diretos e indiretos estdo disponiveis para detec¢ao laboratorial de SVA. Dentre
os métodos diretos, o isolamento viral a partir de suabes e esfregacos de vesiculas foi bem
sucedido em diferentes linhagens de células, evidenciado pelo efeito citopatico caracteristico
de arredondamento e lise celular. Como exemplos de células usadas para o isolamento de SVA
tem-se células de retinoblastos fetais (PER.C6) (Venkataraman et al., 2008), células de rim de
suino (PK-15) (Leme et al., 2015), células de testiculo de suino (ST) (Zhang et al., 2015) e
células de carcinoma pulmonar humano (NCI-H1299) (Yang et al., 2012). Devido a
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complexidade, gasto de materiais e tempo envolvidos na execugdo da técnica de cultivo celular,
sua utilizagdo ¢ mais comum no desenvolvimento de pesquisas do que na rotina diagndstica.

A RT-PCR (reagdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase)
¢ outro método de diagndstico direto, que se destaca por sua alta sensibilidade e especificidade
e por ser uma técnica que ja estd amplamente disponivel na maioria dos laboratorios. Diferentes
alvos virais j& foram utilizados neste teste diagnostico, como o gene da polimerase 3D, em RT-
PCR convencional (Laguardia-Nascimento et al., 2016) e em tempo real (RT-qPCR)
(Laguardia-Nascimento et al., 2016; Fowler et al., 2017); e regides conservadas da VP1, em
RT-gPCR e também em ensaio de nested RT-PCR (Dall Agnol et al., 2017, Feronato et al.,
2018). A regido 3D também foi utilizada por Pinheiro-de-Oliveira ef al. (2019) na técnica de
RT-PCR digital em gotas (RT-ddPCR). Quanto as amostras utilizadas nos testes de RT-PCR, o
RNA viral ja foi detectado nas fezes, fluido oral, soro e tecidos diversos, como figado, intestino
delgado, cérebro, pulmao, linfonodos, tonsilas, dentre outros (Gimenez-Lirola et al., 2016;
Resende et al., 2017; Preis, 2022). Ressalta-se que ja foi detectado RNA de SVA em amostras
de animais sem sinais clinicos, demonstrando a ocorréncia de quadros subclinicos da infec¢ao
(Bracht et al., 2016).

A técnica de amplificagdo isotérmica mediada por loop de transcricdo reversa (RT-
LAMP) também ja foi desenvolvida para diagnostico de SVA, utilizando amostras de vesiculas
e tecidos (Zeng et al., 2018). A combinagdo da técnica de RT-LAMP com dispositivo de fluxo
lateral, descrita por Li e colaboradores (2019), ¢ uma op¢do promissora para diagnostico a
campo, assim como o RT-PCR isotérmico isolado (RT-iiPCR) associado a dispositivo portatil
POCKIT™ desenvolvido por Zhang et al. (2019a). Os dois métodos portateis foram
desenvolvidos utilizando soro como amostra, mas no trabalho de Zhang e colaboradores
(2019a) além do soro foram testados suabes vesiculares, suabes de tonsila, fluidos orais e suabes
retais. Considerando o curto periodo de viremia, de até 10 dias, entende-se que a detecgdo a
campo deve utilizar prioritariamente espécimes clinicos alternativos ao soro, como os testados
por Zhang et al. (2019a), os quais permitem a detec¢ao viral em um intervalo maior de tempo
de infecgdo, conforme destacado no topico 3.1.4 (Maggioli ef al., 2018 ¢ 2019).

A detecg@o de antigeno ou acido nucleico de SVA nos tecidos pode ser realizada por
imunohistoquimica (IHQ) e hibridizagao in situ (ISH). Estudo de Leme e colaboradores (2016)
utilizou anticorpos monoclonais para deteccdo de antigeno de SVA em tecidos fetais,
observando marca¢do imunohistoquimica na lingua, gengiva, pelve renal, bexiga, cérebro,
cerebelo e intestino delgado. Sondas especificas de RNA, projetadas contra regides do gene

VP1 e aplicadas na técnica de ISH por Resende e colaboradores (2017), demonstraram a



29

presenga de SVA em lesdo vesicular, coracdo, linfonodos, bago, pulmao, figado, célon,
intestino delgado, lingua e tonsila.

Outro método que vém sendo utilizado para Senecavirus A € o sequenciamento,
inclusive de amostras brasileiras (Vannucci et al., 2015; Vieira et al., 2022). Trata-se de uma
tecnologia apta a identificar com precisdo o agente etioldgico e fornecer informagdes valiosas
a nivel molecular, mas devido ao custo mais elevado de equipamentos e reagentes e a
necessidade de etapas de andlise de bioinformadtica, o sequenciamento ¢ uma técnica mais
restrita a area de pesquisa. A metodologia de sequenciamento serd detalhada no item 3.2.1.

A importancia da deteccdo direta do virus € incontestavel, mas, conforme destacado por
Gimenez-Lirola e colaboradores (2016), variagcdes quanto ao tempo de excre¢do do virus e a
carga viral nas diferentes amostras biologicas podem comprometer o diagndstico. Assim,
métodos indiretos assumem relevancia, especialmente para monitorar a circulagdo viral
silenciosa em granjas endémicas, nas quais ndo ¢ comum a manifestacao de sinais clinicos, mas
o risco de transmissdo da doenca perdura, especialmente no contexto de introducao de animais
susceptiveis a infec¢do (Houston et al., 2020).

Dentre os métodos indiretos, o indirect enzyme-linked immunosorbent assay (1IELISA)
¢ comumente utilizado. Gimenez-Lirola e colaboradores (2016) desenvolveram iELISA a partir
de proteina VP1 recombinante, obtendo sensibilidade de 93% e especificidade de 99%. Estudo
de Dvorak et al. (2017) descreve o uso das proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3 em iELISA,
com melhores resultados associados a VP2 (sensibilidade de 94,2% e especificidade de 89,7%).
Ja no trabalho de Rieger et al. (2023), iIELISA com VP2 recombinante apresentou sensibilidade
de 74,4% e especificidade de 100%. Epitopo linear identificado na proteina VP2 foi utilizado
como antigeno em iELISA desenvolvido por Ma et al. (2022), no qual a sensibilidade e a
especificidade foram de 91,13% e 91,17%, respectivamente; com concordancia de 90,41% com
o kit comercial Swinecheck® SVA bELISA (BioVet Inc., Canad4). Outro grupo de pesquisa
desenvolveu iELISA com a proteina 3AB recombinante, obtendo sensibilidade de 91,30% e
especificidade de 92,59% (Yan et al., 2023).

Testes de ELISA competitivos (cELISA) também ja foram descritos. O cELISA
desenvolvido por Yang et al. (2012) alcangou 100% de especificidade ao utilizar antigeno de
SVA inativado e anticorpos monoclonais. J4 no estudo de Goolia et al. (2017), foram
observadas especificidade de 98,2% e sensibilidade de 96,9%. Bai e colaboradores (2021)
desenvolveram cELISA a partir de particulas semelhantes a virus (virus-like particles — VLPs),
encontrando especificidade de 100%, sensibilidade de 94% e concordancia de 90% com o kit

comercial As I e m B <it (BioStone Animal Health, EUA).


https://biostoneah.com/asurdx-senecavirus-a-antibody-test-kit/
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Ma e colaboradores (2023) descrevem o desenvolvimento de cELISA para detec¢do de
anticorpos neutralizantes contra SVA, no qual foi observada sensibilidade de 98,11% e
especificidade de 100%.

Outros testes indiretos que ja foram descritos na literatura para diagnoéstico de SVA sdo
a imunofluorescéncia indireta (Dvorak et al., 2017; Goolia et al., 2017), a soroneutralizagao
(Goolia et al., 2017) e a imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC) (Rocha, 2022).

Ressalta-se que, no Brasil, o laboratorio oficial (LFDA-MGQG) preconiza as técnicas de
soroneutralizacdo, com células NCI-H1299, e de RT-qPCR, com o gene da polimerase 3D como

alvo, para diagnostico de SVA (Brasil, 2022).

3.1.8 Prevencio e controle

As medidas preventivas contra Senecavirus A coincidem com as medidas comuns para
biosseguridade nas granjas, como controle da entrada de veiculos, pessoas, alimentos, animais
e equipamentos — componentes que podem estar associados ao transporte do virus para o
interior da granja; controle de moscas e roedores — dada a provavel atuacdo como vetores
mecanicos do virus; aquisicdo de animais de reposicao em granjas livres do agente; respeito ao
tempo de quarentena; limpeza e desinfec¢do adequada das instalagdes; realizagdo de vazio
sanitario; monitoramento soroepidemioldgico do rebanho; dentre outras medidas (Houston et
al., 2020).

Especificamente quanto ao uso de desinfetantes, Leme e colaboradores (2017) sugerem
a adocdo do protocolo de desinfec¢do recomendado para o virus da febre aftosa, que inclui
hidroxido de sédio (2%), carbonato de sodio (4%), acido citrico (0,2%), acido acético (2%),
hipoclorito de sddio (3%), peroximonossulfato de potassio/cloreto de sddio (1%) e dioxido de
cloro. No que diz respeito ao SVA, estudos foram conduzidos para avaliar a eficacia de
diferentes desinfetantes. Singh e colaboradores (2017) observaram que o hipoclorito de sodio
(5,25%) na dilui¢do 1:20 inativou de forma eficaz (> 99,99%) o virus a 25°C, em até 15 minutos,
em superficies como aluminio, borracha e plastico. Em aco inoxidavel e cimento, a inativa¢ao
viral foi de 99,97% e 99,98%, respectivamente. A 4°C a eficacia foi similar a descrita para 25°C,
em todas as superficies, com exce¢do da borracha, na qual a inativagdo foi de 99,91% apds 15
minutos. O desempenho de outros desinfetantes testados, como compostos a base de fenol e de
amonia quaternaria, foi inferior. Estudo de Hole et al. (2017) avaliou a eficicia de produtos
comerciais a base de perdxido de hidrogénio (1:20) e monopersulfato de potassio (1%) contra

SVA, sendo demonstrada a inativacao viral apds dez minutos de exposi¢do aos produtos.



31

Além dos desinfetantes mencionados, a luz ultravioleta C (UVC) foi avaliada como
alternativa para inativacdo de SVA em superficies comumente encontradas em granjas, como
papeldo, tecido e plastico. A exposi¢do a UVC foi considerada eficaz apenas em materiais
plasticos livres de matéria organica, ndo sendo uma opgao satisfatoria para inativacao do virus
em plasticos contaminados com elementos organicos ou em superficies como papeldo e tecido
(Ruston et al., 2021).

No Brasil, no ano de 2021, foi licenciada no MAPA a Senevac (registro n® 10.443/2021),
uma vacina comercial inativada contra Senecavirus A, produzida pela empresa Inata Produtos
Biologicos (Inata, [s.d.]). A recomendagdo da bula ¢ a aplica¢do intramuscular de duas doses
de 2mL, com intervalo de 21 dias, sendo a primeira aos 40 dias de idade. Apesar de a vacina
estar licenciada ha dois anos, até 0 momento ndo foram disponibilizados estudos a respeito da
sua eficécia.

A nivel experimental, outras op¢des vacinais vém sendo desenvolvidas. Yang e
colaboradores (2018) desenvolveram vacina inativada contra SVA, utilizando Montanide™
ISA 206 (Seppic, Franca) como adjuvante em suinos. Os animais vacinados desenvolveram
altos titulos de anticorpos neutralizantes e ndo apresentaram sinais clinicos apos o desafio.
Estudo de Mu e colaboradores (2020) comparou a eficacia de vacina inativada com formulagao
baseada em particulas pseudovirais (VLPs), composta pelas proteinas do capsideo VPO, VP1 e
VP3, demonstrando que as duas opgdes vacinais induziram protecdo semelhante em suinos
desafiados com o virus. Li ef al. (2021) utilizaram uma amostra de SVA isolada de granja
chinesa em 2018 como antigeno em vacina inativada, associada ao adjuvante Montanide™ ISA
201. Leitdes de 100 dias imunizados com essa formulagdo por via intranasal produziram altos
titulos de anticorpos neutralizantes, ndo desenvolveram lesdes e ndo excretaram o virus nas
fezes apds desafio com virus homoélogo. Outra vacina inativada, elaborada com amostra viral
contendo mutagdes de aminoacidos em VPI, VP3 e 3C demonstrou seguranga e
imunogenicidade promissora em camundongos, evitando lesdes e presenca viral nos tecidos (Li
et al., 2022). Amostra viral chinesa de 2017 inativada com etilenoimina bindria (BEI) e -
propiolactona (BPL) apresentou bons resultados em suinos de terminagdo, com ambos os
adjuvantes testados (Montanide™ ISA 201 e Montanide™ IMG 1313) (Liu et al., 2022b).
Buckley e Lager (2022) avaliaram a efic4cia de vacina inativada em leitdes desmamados e
porcas, bem como a transferéncia de imunidade passiva, com resultados promissores.

Outros tipos de vacina, além da inativada, ja foram testados experimentalmente contra
SVA. A vacina viva atenuada desenvolvida a partir de tecnologia recombinante e genética

reversa por Sharma et al. (2019) resultou em protecdo de leitdes contra o desafio heterdlogo de
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SVA, constatada pela auséncia de sinais clinicos e pela redugdo da viremia, excrecdo viral e
carga viral nos tecidos. Tao e colaboradores (2023) desenvolveram vacina recombinante
utilizando virus da pseudoraiva como vetor para expressdo da proteina VP2 de SVA. Testes
conduzidos em camundongos induziram altos niveis de anticorpos neutralizantes contra os dois
virus. A predicdo in silico de epitopos de células B foi utilizada por Zhang et al. (2023) para
identificar alvos vacinais no SVA. Os epitopos detectados nas proteinas VP1 e VP2 foram
utilizados como antigeno em vacina recombinante multi-epitopo, que induziu anticorpos
neutralizantes e proporcionou 80% de prote¢cdo em leitdes imunizados e desafiados com virus
homologo.

A utilizacdo de ferramentas de bioinformatica, semelhante ao descrito no trabalho de
Zhang et al. (2023), vem trazendo perspectivas promissoras para o desenvolvimento de vacinas
e métodos diagnosticos. Tendo em vista o potencial desta metodologia e sua relagdo direta com

o presente trabalho, conceitos importantes serdo aprofundados a seguir.

3.2 Ferramentas de bioinformatica
3.2.1 Métodos de sequenciamento genémico

O sequenciamento gendmico consiste na identificacdo, na ordem correta, da sequéncia
de nucleotideos de moléculas de DNA ou RNA. Assim, o sequenciamento vem se consolidando
como uma ferramenta importante para identificagdo de patdgenos e para estudos de expressao
génica, diversidade genética, relagdes evolutivas, dentre outros (Fietto e Maciel, 2015).

O primeiro método de sequenciamento foi descrito em 1977 por Sanger e colaboradores.
Nesta tecnologia, que ficou conhecida como sequenciamento Sanger, a sequéncia
complementar a fita molde ¢ obtida a partir da adicdo de dideoxinucleotideos de terminagdo de
cadeia marcados — anteriormente com compostos radioativos, e depois fluorescentes —, e da
separagdo e andlise dos fragmentos por eletroforese em gel para determinagdo da sequéncia
(Sanger et al., 1977; Hu et al., 2021).

O rendimento limitado da metodologia Sanger motivou o desenvolvimento de novas
tecnologias, culminando no sequenciamento de nova geracao (NGS). Como exemplos, tem-se
as plataformas 454, Illumina e Ion Torrent, tecnologias de sequenciamento de leitura curta, de
até 600nts/leitura (short-read sequencing), que seguem etapas de preparagdo de biblioteca,
sequenciamento e analise de dados (Hu et al., 2021).

A preparagdo da biblioteca de DNA envolve inicialmente a obtencdo de moldes

correspondentes as moléculas de interesse — por meio de PCR ou captura de hibridizacdo, por
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exemplo. Outras etapas sdo a fragmentagdo, que utiliza métodos fisicos, enzimaticos ou
quimicos para cortar o DNA na faixa ideal de tamanho conforme cada plataforma; o reparo
final, que prepara as bibliotecas para a ligagdo aos adaptadores; a ligacdo propriamente dita,
com sequéncias que serdo reconhecidas pela plataforma de sequenciamento como ponto de
inicio e fim da leitura; e a selecdo do tamanho a partir de esferas ou eletroforética, para
enriquecer os fragmentos de DNA dentro de uma faixa de tamanho definida e remover
contaminantes. Apds estas etapas, ¢ realizado o sequenciamento conforme o principio de cada
plataforma. Quando se trata de patogenos que possuem RNA como material genético, a
preparacdo da amostra inclui o isolamento do RNA, o enriquecimento do RNA alvo e a
transcrigdo reversa do RNA em DNA complementar (¢cDNA). Ao final, o produto da
amplificacdo ¢ processado para sequenciamento (Hu et al., 2021).

A etapa de sequenciamento nas plataformas NGS ocorre a partir da incorporacio de
nucleotideos na fita de DNA (sequenciamento por sintese), que sdo detectados por diferentes
tecnologias conforme a plataforma utilizada. No sequenciador 454 (Roche), NGS de primeira
geracdo, a construcdo da sequéncia decorre da liberacdo de pirofosfato enquanto sdo
adicionados os nucleotideos, resultando na emissao de luz, que ¢ detectada e interpretada pelo
equipamento. Ja nas plataformas NGS ///umina (figura 6) e lon Torrent, de segunda geracdo, a
incorporagao de nucleotideos ¢ identificada pela fluorescéncia emitida; ou pela liberagao de ion
hidrogénio; respectivamente (Rothberg & Leamon, 2008; Hu et al., 2021).

O uso de plataformas para sequenciamento de trechos curtos de DNA apresenta
desvantagens, como a dificuldade de identificar variantes estruturais, grandes inserg¢des ou
delegdes (indels), elementos repetitivos e diferentes mutagdes no mesmo genoma. Estes
inconvenientes assumem importancia especialmente quando se trata de genomas virais, nos
quais diferentes fontes de variagdo coexistem, como mutagdes pontuais, recombinacao e indels

(Hu et al., 2021; Quer et al., 2022).
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Figura 6 - Adaptada de Mardis (2008), por Balbinot (2020). Representacdo esquematica da
tecnologia /l//lumina. A preparagio da biblioteca, passo inicial do protocolo, envolve a fragmentagdo do DNA
de forma randomica e adi¢do de adaptadores nas extremidades 3’ e 5°. Em seguida, os fragmentos sdo
injetados em uma lamina (flow cell) e clonados por amplificagdo de ponte. Posteriormente, nucleotideos
marcados s@o sequencialmente adicionados para que se liguem reversamente aos nucleotideos dos

fragmentos, com liberagdo de fluoroforo e leitura deste pelo laser do equipamento.

Os desafios referentes ao sequenciamento de genomas virais levaram ao
desenvolvimento de solucdes alternativas, como o sequenciamento a partir de primers
aleatorios, do enriquecimento de regides alvo, do uso de amplicons ou de plataformas de leitura
longa.

A primeira alternativa, conhecida como sequenciamento metagendmico, envolve o uso
de primers aleatorios, que consistem em oligonucleotideos curtos de DNA de fita simples (6-9
nucleotideos) em todas as combinagdes possiveis de bases. Desta forma, os iniciadores podem

se ligar a qualquer sequéncia alvo de DNA ou RNA, que poderd ser amplificada em PCR e

Nucleotideos marcados se ligam reversamente



35

posteriormente sequenciada em plataforma NGS apo6s a composicdo de biblioteca. Como
vantagens, este método exclui a necessidade de conhecimento prévio do genoma para o desenho
de primers ou sondas e permite a identificagdo dos patdgenos em amostras variadas (plasma,
soro, fezes, esgoto, etc.). Como desvantagens, genomas minoritarios podem ser perdidos, por
exemplo quando hd baixa carga viral, uma vez que o genoma do hospedeiro e de
microrganismos comensais também sera amplificado. Com isso, o custo computacional para
recuperagdo de dados de interesse ¢ alto. Uma solug@o seria concentrar o agente infeccioso
antes do sequenciamento, a partir do uso de anticorpos, filtragdo, ultracentrifugacao ou deplecao
de material do hospedeiro com métodos de filtragdo de DNAse (Quer et al., 2022).

Outro método utilizado para genomas virais ¢ o sequenciamento a partir do
enriquecimento de regides alvo. Neste, pequenas sondas sobrepostas de RNA ou DNA sao
projetadas de forma complementar as sequéncias de referéncia do patdégeno. As sondas sdo
ligadas & uma fase solida, como esferas (beads) magnéticas, e usadas para capturar as
sequéncias complementares. Apos a ligacdo a adaptadores, as sequéncias sdo enriquecidas com
poucos ciclos de PCR e entdo sequenciadas. As principais vantagens deste método sdo a
obtencao de sequéncias de microrganismos especificos dentre outros genomas que podem estar
presentes na mesma amostra, a partir das regides alvo selecionadas pelas sondas; e o0 menor
custo para sequenciar o genoma inteiro, pois a contaminagdo por presenca de material genético
de outros organismos ¢ reduzida. Como desvantagens, o desenho das sondas requer
conhecimento sobre o genoma do microrganismo, inviabilizando o uso da técnica para
descoberta de novos patégenos; ¢ exigido pré-tratamento especifico das amostras; e a cobertura
do sequenciamento ¢ em regra baixa (Quer et al., 2022).

O sequenciamento mediante uso de amplicons também foi descrito como estratégia para
sequenciamento de genomas virais, e consiste em projetar primers especificos para amplificar
parcial ou completamente um genoma por PCR. O produto da PCR ¢ entdo utilizado para o
sequenciamento. A sensibilidade alta, a amplifica¢do especifica de agentes infecciosos com
reduzida contaminagdo por outros genomas, o bom custo-beneficio, e a boa cobertura mesmo
diante de baixa carga viral sdo as principais vantagens da técnica. Entretanto, os resultados sao
dependentes da qualidade e especificidade dos primers, € quanto mais ciclos necessarios na
PCR maior o numero de artefatos que podem comprometer a exatidao dos dados (Quer et al.,
2022).

Por fim, o sequenciamento de leitura longa corresponde ao sequenciamento de terceira
geracdo (TGS), representado por plataformas como Nanopore (Oxford, Reino Unido) e

Quantapore (Roche, EUA). De forma simplificada, a tecnologia consiste na passagem de uma
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molécula de DNA ou RNA de fita simples por nanoporos e na analise das interrup¢des da
corrente ionica, que cada nucleotideo promove de forma distinta, para determinacdo da
sequéncia. Como essa metodologia supera os inconvenientes relatados para o sequenciamento
de leitura curta, como a dificuldade de identificar indels, sua utilizacdo estd associada a
melhores resultados para o sequenciamento de genomas virais. O maior percentual de erros
sistematicos devido a falhas na consisténcia dos sinais elétricos, as dificuldades para obtencao
de leituras sobrepostas, a grande quantidade de material genético necessaria para o
sequenciamento direto e o baixo rendimento sdo as principais desvantagens citadas (Hu et al.,
2021; Quer et al., 2022)

A tabela 1 destaca as principais caracteristicas das trés geragdes de sequenciamento:

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens das principais plataformas de sequenciamento

(Adaptada de Quer et al., 2022 e Pervez et al., 2022)

Primeira geracio Segunda geracéo Terceira geracio
Exemplos de plataformas Sanger Illumina, Ion Torrent Nanopore, PacBio
Leituras longas permitem
reconstru¢do mais precisa

Alta acuracia e
auxilio na validagdo  Alto rendimento com baixa

Vantagen ; custo ai
gens de resultados de taxa de erros; custo menor. do ger'10ma, custo qlnda
NGS menor; sem necessidade
de amplificagdo por PCR.
Lei rt .
. quadas par: £ 20%) dificulta a
Alto custo e baixo e caracterizagdo de regides : . ~
Desvantagens . . identificagdo de
rendimento gendmicas complexas/ R ~
e . substitui¢des, inser¢des e
repetitivas; necessidade de ~ .
. ~ delegdes reais.
amplificacdo por PCR.

3.2.1.1 Sequenciamento de amostras de Senecavirus A

Diferentes grupos de pesquisa sequenciaram, parcial ou totalmente, amostras de
Senecavirus A. Na plataforma NCBI Virus (www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/; acesso
em 08/01/2024), 421 sequéncias de nucleotideos estdo disponiveis, enquanto a plataforma BV-
BRC (www.bv-brc.org/view/Virus/10239; acesso em 08/01/2024), que abriga o ViPR, retne
431 sequéncias. Em ambas as plataformas ha apenas uma sequéncia de referéncia, denominada
SVV-001 (acesso Genbank n. NC_011349). Ao aplicar filtros a busca realizada na plataforma
BV-BRC ¢ possivel verificar que a maioria das sequéncias foi obtida pela metodologia de
Sanger. Outras metodologias que constam nos resultados da pesquisa sdo 454, [llumina,

lonTorrent € Nanopore Minlon.
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3.2.2 Processamento dos dados do sequenciamento

Os dados obtidos no sequenciamento devem passar por etapas de controle de qualidade,
filtragens, montagem, identificacdo taxonOmica, validagdo e analise. Diferentes ferramentas
estdo disponiveis, e varios fluxogramas de trabalho ja foram descritos (Cantalupo e Pipas,
2019).

Apoés a obtencdo das leituras brutas, no formato fastq, estas devem passar por uma
verificagdo de qualidade (Andrews, 2014; Cantalupo e Pipas, 2019). A ferramenta FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) ¢ uma das opgdes para esta etapa, e traz
as seguintes informagdes (Babraham Bioinformatics, [s.d.], a):

e Estatisticas basicas (figura 7): traz informagdes como o nome do arquivo analisado,

o tipo de arquivo, o padrdo de codificacdo, o total de sequéncias, nimero de
sequéncias marcadas como de ma qualidade e filtradas da andlise, o comprimento
das sequéncias e o conteudo GC (% GC) médio de todas as bases. Nao existem

adverténcias ou falhas associadas as estatisticas basicas.

@Basic Statistics

= e T e

Filename good sequence_short.txt
File type Conventional base calls
Encoding Illumina 1.5

Total Sequences 250000

Total Bases 10 Mbp

Sequences flagged as poor quality 0
Sequence length 40

3GC 45

Figura 7 - Babraham Bioinformatics, [s.d.],b. Estatisticas basicas apresentadas em resultado hipotético

de sequenciamento //lumina.

¢ (Qualidade da sequéncia por base (figura 8): o grafico mostra uma visao geral da faixa
de valores de qualidade de todas as bases, em cada posi¢do. A linha vermelha central
¢ o valor mediano, a caixa amarela representa o intervalo interquartil (25-75%), os
limites superior e inferior do boxplot representam os pontos de 10% e 90% e a linha

azul representa a qualidade média. O eixo y mostra os indices de qualidade, e o fundo



38

do grafico mostra areas coloridas de acordo com a qualidade: a area verde indica
qualidade muito boa, a amarela indica qualidade razoavel e a vermelha estéd associada
a uma qualidade ruim. E esperado que a qualidade decaia ao longo da execucdo do
sequenciamento, por limitagdes inerentes a propria técnica, como o numero de pares
de bases coberto pelo kit ou o consumo de reagentes. Este pardmetro emite
adverténcia (simbolo !) se o quartil inferior de qualquer base for inferior a 10, ou se
a mediana de qualquer base for inferior a 25. Serd emitido um erro (simbolo X) caso
o quartil inferior de qualquer base for inferior a 5 ou se a mediana de qualquer base
for inferior a 20. O motivo mais comum para adverténcias e falhas ¢ a degradacdo
esperada da qualidade ao longo de longas execugdes, o que pode ser resolvido com
um corte de qualidade (truncamento das leituras com base na qualidade média) e
remocao do contetdo de adaptadores. Uma outra possivel fonte de erros ¢ uma perda
de qualidade no inicio da execu¢do, com posterior recuperagdo, o que pode estar
relacionado com problemas transitorios como a presenga de bolhas em uma célula de
fluxo. Neste caso ndo se recomenda o corte, pois pode causar a perda de regides
importantes da sequéncia. Coberturas baixas em determinado intervalo base também

podem ocasionar adverténcias neste modulo.

Duality scores across all bases (lllumina 1.5 encoding)
38
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Figura 8 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Qualidade de sequéncia por base, em bom resultado de
sequenciamento //lumina, obtido a partir de dados hipotéticos. A area verde (pontuacdo superior a 28) indica
qualidade muito boa, a amarela (pontuagao entre 20 e 28) indica qualidade razoavel e a vermelha (pontuagdo

inferior a 20) est4 associada a uma qualidade ruim.
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¢ (Qualidade da sequéncia por bloco (figura 9): este grafico esta restrito a casos de
utilizagdo de biblioteca lllumina que retenham os identificadores de sequéncia
originais. Os identificadores codificam o bloco da célula de fluxo associado a cada
leitura. O grafico permite observar os indices de qualidade de cada bloco em todas
as suas bases, a fim de verificar se houve perda de qualidade em apenas uma parte da
célula de fluxo, representando com cores frias as posi¢cdes em que a qualidade estava
igual ou acima da média daquela base na execugdo, e com cores quentes os blocos
com qualidades piores do que outros para aquela base. Quanto mais o grafico
apresentar tons azuis, melhor o resultado. A queda de qualidade por bloco pode estar
associada a problemas transitdrios, como bolhas, ou problemas permanentes, como
detritos na célula de fluxo. Uma adverténcia ¢ emitida se algum bloco mostrar uma
pontuacdao média de Phred (valores no eixo y) mais que duas vezes inferior & média
dos outros blocos. J4 um erro serd reportado caso a diferenca de pontuagdo seja maior
que cinco vezes. Erros que afetem pequeno niimero de blocos em regra sdo ignorados,

enquanto erros persistentes por varios ciclos demandam investigacdes.

Cuality pertile

1

123456 7 8 910 12 14 16 i3 20 22 24 26 28 3 32 34 3E 38 40
Pasitian in read (bp)

Figura 9 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Qualidade de sequéncia por bloco, em bom resultado de

sequenciamento //lumina (hipotético), evidenciado pela cor azul presente no grafico como um todo.
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e Scores de qualidade por sequéncia (figura 10): este grafico permite avaliar se um
subconjunto de sequéncias possui valores de qualidade universalmente baixos. E
aceitavel que um ou outro subconjunto possua qualidade inferior, por falhas pontuais
na execu¢do, mas estas devem representam uma pequena porcentagem do total de
sequéncias. Uma adverténcia sera emitida se a qualidade média observada com maior
frequéncia for inferior a 27, o que equivale a uma taxa de erro de 0,2%. J4 um aviso
de erro sera gerado se a qualidade média mais frequente for inferior a 20, ou seja, se
a taxa de erro alcangar 1%. A critério do pesquisador, podem ser feitos cortes de

qualidade, especialmente tratando-se de corridas longas.

Cuality seare distribution over all sequences

Average Quallty per. read
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Mean Sequence Duality (Phred Score)

Figura 10 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Score de qualidade por sequéncia, em resultado hipotético

de sequenciamento //lumina, onde se vé uma boa média da qualidade por leitura.

e Conteudo da sequéncia por base (figura 11): espera-se que a quantidade relativa de
cada base reflita a quantidade total das bases no genoma e, portanto, elas ndo devem
apresentar desequilibrios marcantes. Assim, quanto mais paralelas as linhas neste
grafico, melhor o resultado. Algumas bibliotecas podem produzir uma composi¢ao
de bases tendenciosa no inicio da leitura, como as de RNA-Seq e aquelas

fragmentadas por transposase — nestes casos, ha um viés intrinseco nas posi¢des em
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que as leituras comeg¢am, que ndo parecem comprometer a andlise posterior, mas
resultam em alertas de adverténcia ou erro. A adverténcia serd emitida caso a
diferenca entre A e T, ou G e C, seja maior que 10% em qualquer posi¢ao; enquanto
o erro sera emitido se a diferenca entre A e T, ou G e C, for maior que 20% em
qualquer posicao. As principais causas de falhas associadas a este mddulo, além da
j& mencionada fragmentacdo tendenciosa por transposase ou por bibliotecas RNA-
Seq, sdo a presenca de sequéncias sobrerepresentadas, identificadas por dimeros
adaptadores ou rRNA; bibliotecas que possuem algum viés, como aquelas tratadas
com bissulfito de sddio, que convertem a maior parte das citosinas em timinas; e
bibliotecas que foram cortadas por adaptadores de forma agressiva, causando desvios

repentinos na composi¢ao de bases observada.

Sequence content across all bases
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Figura 11 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Conteudo de sequéncia por base, em resultado hipotético
de sequenciamento //lumina. As linhas paralelas indicam um equilibrio das bases no genoma, o que ¢ considerado

um bom resultado.

e Conteudo GC por sequéncia (figura 12): o grafico apresenta uma curva teorica de
distribuicdo normal do conteudo GC (em azul), permitindo a comparagdo com o
conteudo GC da sequéncia. Uma distribuicao anormal pode indicar contaminacao da

biblioteca ou que ha subconjuntos tendenciosos. Picos agudos em uma distribuicao
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suave geralmente estdo associados a um contaminante especifico, como um
adaptador, que pode facilmente ser identificado; enquanto picos amplos podem
representar contaminagdo por uma espécie diferente. Uma adverténcia sera gerada se
a soma dos desvios da distribuicdo normal representar mais de 15% das leituras. Caso

a soma atinja mais de 30% das leituras, serd emitido um sinal de erro.

GC distribution over all sequences

GE count per read
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Figura 12 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Conteido GC por base, em resultado hipotético de
sequenciamento [llumina. O grafico mostra que as leituras seguem distribui¢do normal, indicando um bom

resultado.

e Conteudo N por base (figura 13): quando a plataforma de sequenciamento ndo
consegue determinar qual o nucleotideo presente em determinada posi¢do com
confiabilidade suficiente, é adicionada uma base N ao invés de uma base
convencional. Serd emitida uma adverténcia ou um erro se alguma posi¢ao apresentar
um conteudo N superior a 5% ou 20%, respectivamente. A razado mais comum para
o excesso de Ns ¢ uma perda geral de qualidade ou desvios devido a bibliotecas

tendenciosas, que afetam a confiabilidade das leituras.
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Figura 13 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Contetido N por base, em resultado hipotético de
sequenciamento //lumina. A auséncia de contetdo N indica um resultado positivo, compativel com uma boa

cobertura.

e Distribuicdo de comprimento das sequéncias (figura 14): algumas plataformas de
sequenciamento geram fragmentos de comprimento uniforme, enquanto outras
fornecem leituras de tamanhos variados. No primeiro caso, serd gerado um grafico
simples, mostrando um pico apenas em determinado tamanho; ao passo que no
segundo caso o grafico ira apontar as quantidades relativas de cada tamanho de
fragmento. Uma adverténcia serd gerada caso os fragmentos ndo tenham o mesmo
tamanho, o que como dito poder ser apenas uma caracteristica da plataforma de
sequenciamento utilizada; e um erro sera reportado se alguma sequéncia possuir

comprimento zero.
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Distribution of sequence lengths over all sequencas
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Figura 14 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Distribui¢do do comprimento das sequéncias, em
resultado hipotético de sequenciamento ///umina. O resultado mostrado ¢ caracteristico desta plataforma, a qual

fornece fragmentos de tamanho uniforme.

e Sequéncias duplicadas (figura 15): em regra, a maioria das sequéncias ocorre apenas
uma vez no conjunto final da biblioteca. Neste modulo, o grau de duplicagdo ¢
calculado e plotado em um grafico que mostra o niimero relativo de sequéncias com
diferentes graus de duplicacdo: a linha azul indica o conjunto completo de sequéncias
e como seus niveis de duplicagdo sdo distribuidos; e a linha vermelha mostra a
distribuicdo dos niveis de duplicacdo das sequéncias deduplicadas (ou seja,
sequéncias que foram processadas para eliminar dados repetidos e reduzir o conjunto
de dados analisados). O esperado para este grafico, para as duas linhas, ¢ que a
maioria das sequéncias esteja reunida na extremidade esquerda do grafico, ou seja,
com nivel baixo de duplicacdo, indicando boa cobertura. Um alto nivel de duplicagao,
por outro lado, sugere uma tendéncia de enriquecimento, por artefatos de PCR, por
exemplo. Niveis gerais de enriquecimento estdo associados ao sequenciamento
excessivo da biblioteca, levando ao achatamento de linhas. Quando o enriquecimento
¢ mais especifico a determinado subconjunto ou oriundo da presenga de

contaminantes, serdo observados picos a direita, especialmente na linha azul, pois
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constituem grande proporcdo da biblioteca original (quando consideradas as
sequéncias deduplicadas, em vermelho, a proporcdo ¢ insignificante). Quando os
picos da linha azul persistem, grande parte das sequéncias esta altamente duplicada,
revelando problemas como por exemplo a presenca de contaminantes diversos. Se
sequéncias duplicadas representarem mais de 20% do total serd emitida uma
adverténcia; enquanto um erro serd indicado quando o percentual de duplicacdes for
acima de 50%. Uma adverténcia ou erro neste modulo ¢ uma declaragdo de que foi
esgotada a diversidade em pelo menos parte da biblioteca, com novo sequenciamento
das mesmas sequéncias. Em alguns tipos de biblioteca, como nas de RNA-Seq, essa
situacdo ¢ comum, visto que para poder observar transcri¢des de baixa expressao, ¢
comum sequenciar demasiadamente as transcricdes de alta expressdo, o que
potencialmente resulta em um grande conjunto de duplicatas. Andlise das regides de
maior ocorréncia de duplicatas podem auxiliar na distingdo entre sequéncias

excessivas biologicas e duplicacdo técnica.

Percent of segs remaining if deduplicated 94 81%

% Total sequences
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Figura 15 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Nivel de sequéncias duplicadas, em resultado hipotético

de sequenciamento /llumina. O resultado mostrado atende ao esperado, com a maioria das sequéncias reunidas no

lado esquerdo do grafico, indicando um nivel de duplicagio aceitavel.
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e Sequéncias super-representadas (figura 16): a presenca de sequéncias super-
representadas no conjunto pode indicar uma maior importancia bioldgica destas, ou
a presenga de contaminantes, ou uma biblioteca de menor diversidade. Considera-se
como super-representadas todas as sequéncias que representam mais de 0,1% do
total. Para cada sequéncia super-representada, o programa procura correspondéncias
em base de dados de contaminantes comuns, em uma tentativa de identificar a fonte
da contaminacdo. Estes dados sdo apresentados na forma de tabela. Sequéncias que
representem mais de 0,1% do total sinalizam uma adverténcia; e aquelas que

representem mais de 1% do total geram um erro.

@Overrep resented sequences
No overrepresented sequences

Figura 16 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Sequéncias super-representadas. Em um bom resultado
de sequenciamento pela plataforma I//lumina, é esperada a auséncia de sequéncias super-representadas. No caso

de estas existirem, sdo apresentadas na forma de tabela, com coluna indicando possivel fonte de contaminagao.

e Conteudo do adaptador (figura 17): este modulo avalia a presenca de subsequéncias
de leitura de mesmo comprimento, buscando identificar adaptadores comumente
utilizados nas plataformas de sequenciamento (adaptador universal [llumina,
adaptador de RNA [/lumina, transposase Nextera e adaptador de RNA SOLID, por
exemplo). O grafico mostra o percentual cumulativo da sequéncia de adaptadores em
cada posi¢ao, de modo que a curva do grafico vai aumentando ao longo da leitura. A
adverténcia ¢ emitida caso alguma sequéncia esteja presente em mais de 5% de todas
as leituras; enquanto mais de 10% de presenca resulta em erro. A remog¢ao dos

adaptadores deve ser feita antes da montagem do genoma para evitar interferéncias.
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Figura 17 - Babraham Bioinformatics, [s.d.], b. Contetido de adaptadores. O resultado mostrado ¢ o ideal,

no qual ndo

sdo identificadas sequéncias de adaptadores interferindo nos dados sequenciados.

Conteudo K-mer: K-mers sdo subsequéncias de mesmo comprimento (K) presentes
em uma leitura. Os adaptadores, abordados no mddulo anterior, sdo exemplos de K-
mers. A andlise parte do pressuposto de que qualquer fragmento de sequéncia nio
deve ter um viés posicional em uma biblioteca diversificada. O teste mede o nimero
de cada 7-mer em cada posi¢do, e utiliza um teste binomial para buscar desvios de
cobertura posicionais. Quaisquer K-mers com enriquecimento posicional sdo
relatados em uma tabela, e os seis mais frequentes aparecem plotados no gréfico.
Caso haja um desequilibrio de K-mers com valor de p binomial < 0,01, serd emitida
uma adverténcia. Valores de p binomial < 10 geram um erro. Comumente
sequéncias super-representadas aparecem enriquecidas no modulo K-mer, mesmo
que ndo atinjam o patamar necessario para constarem no modulo correspondente a
super-representacdo, aparecendo como picos acentuados em um unico ponto da
sequéncia. Quando ha um bom resultado neste modulo, ou seja, quando ndo ha
identificagdo de K-mers com viés posicional, nenhum grafico ou tabela ¢

apresentado.
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Programas como Prinseq (prinseq.sourceforge.net) podem ser utilizados para remover
leituras de baixa qualidade e adaptadores, dentre outras func¢des (Schmieder e Edwards, 2011).
Outra filtragem que pode ser aplicada ¢ a remocdo de contetido celular ou do hospedeiro
(Cantalupo e Pipas, 2019).

A montagem do genoma ¢ outra etapa necessaria apos a obten¢do dos dados do
sequenciamento, e consiste na ordenacao dos contigs, ou seja, dos agrupamentos das leituras
(reads) fornecidas pela plataforma de sequenciamento. Existem trés principais formas de
montagem: montagem de novo, montagem por referéncia ou mapeamento, e a combinagao entre
elas. A montagem de novo ¢ baseada na tentativa de determinar conexdes entre as leituras, ou
seja, no alinhamento destas, e resulta em uma sequéncia consenso criada a partir de algoritmos.
Uma vantagem desta metodologia ¢ dispensar um genoma de referéncia, o que pode ser
favoravel para microrganismos recém estudados. O mapeamento por referéncia, por sua vez,
ocorre a partir do alinhamento dos contigs com um genoma de referéncia, levando a obtengao
de uma sequéncia similar a este. E uma alternativa que permite rapidamente identificar se os
genes e proteinas esperados estdo presentes, mas podem existir perdas de regides importantes,
que sdo descartadas por ndo constarem na referéncia. Quando ndo s3o identificadas
determinadas regides na referéncia, os montadores inserem espagos (gaps) no genoma em
processo de montagem, representados por sequéncias Ns com tamanho superior a 10. A
combinagdo dos métodos mencionados aumenta a precisdo da montagem (Cantalupo e Pipas,
2019; Kremer, 2020).

A qualidade da montagem pode ser inferida pela proximidade do tamanho obtido do
genoma com o esperado para a espécie e por indices como a cobertura, que reflete a quantidade
de reads associadas a determinado fragmento de DNA. Uma cobertura de 10X, por exemplo,
indica que cada nucleotideo foi encontrado em pelo menos 10 reads naquele determinado
genoma. A montagem de genomas obtidos por plataformas NGS de segunda geracao,
caracterizadas por leituras curtas, pode ser desafiadora do ponto de vista da cobertura, uma vez
que comumente ha dificuldade em sequenciar regides repetitivas, que podem levar a lacunas no
genoma devido a incerteza na montagem dessas regides; ou regides com conteido GC
excessivamente alto ou baixo, que podem nao ser tdo bem sequenciadas comparado com regides
com conteudo GC balanceado. Outro parametro utilizado ¢ o N50, que revela o quanto do
genoma ¢ coberto por contigs grandes. Por exemplo, um valor de N50 igual a 100.000 indica
que 50% das reads estdo associadas a contigs de 100.000 bases ou maiores. Assim, quanto

maior o valor de N50, melhor a qualidade da montagem (Staats et al., 2014; Wang et al., 2021).
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Apds a montagem do genoma € possivel realizar o alinhamento, no qual sequéncias sao
organizadas em linhas e algoritmos especificos buscam a melhor correspondéncia entre elas.
Quando necessario, sdo criados gaps entre os caracteres, de modo que ao final todas as
sequéncias tenham o mesmo comprimento e seja mais facil visualizar a similaridade entre elas.
A identificagdo taxonomica pode ser obtida por meio de algoritmos baseados em alinhamento,
como BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ou Bowtie2 (bowtie-
bio.sourceforge.net/bowtie2/) (Altschul et al., 1990; Langmead e Salzberg, 2012; Cantalupo e
Pipas, 2019). Apds o alinhamento, a filogenia molecular pode ser utilizada para esclarecer
relacdes evolutivas, processos biologicos, dindmicas populacionais, distribuicdo geografica,
dentre outras possibilidades (Braun et al., 2014; Staats et al., 2014).

Outra etapa posterior 2 montagem ¢ a anotacdo do genoma. Esta consiste na predigdo da
fun¢do de genes e proteinas, permitindo que seja dada interpretagdo bioldgica aos dados
obtidos. A anotacdo pode ser feita baseada em homologia ou por meio de abordagens ab initio,
que sdo baseadas em modelos estatisticos (Ejigu e Jung, 2020). Um exemplo de programa
recomendado para anotacdo de genomas virais ¢ o BV-BRC (Bacterial and Viral
Bioinformatics Resource Center - www.bv-brc.org), que engloba o ViPR (Virus Pathogen
Resource) (Olson et al., 2023). Para anotagdo de proteinas, o Uniprot (Www.uniprot.org/) é
comumente utilizado (The Uniprot Consortium et al., 2023). A curadoria manual do genoma,
processo pelo qual sdo utilizados programas para verificar e corrigir eventuais erros oriundos
das etapas anteriores, pode aumentar a confiabilidade da montagem (McDonnell ef al., 2018;

Howe et al., 2021).

3.2.3 Analises de filogenia

A filogenética ¢ a ciéncia que busca inferir sobre a histéria evolutiva dos organismos a
partir das sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos. Seus resultados podem ser expressos
graficamente a partir das chamadas arvores filogenéticas, que sdo formadas por estruturas
conhecidas como nds, ramos, raiz e unidades taxondmicas operacionais (OTUs - operational
taxonomical units), conforme representado na figura 18 (Braun ef al., 2014). A construcio das
arvores filogenéticas envolve o alinhamento das sequéncias, a escolha do modelo evolutivo e

do método de construcao e a validag¢ao das informacdes.
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Figura 18 - Braun ef al., 2014. Representagdo esquematica das estruturas de uma arvore filogenética.

Os nds correspondem aos pontos que sao ligados por diversos ramos (linhas). Dentre os
nds, existem os mais externos, chamados de nds terminais, que identificam os individuos, genes
ou proteinas incluidos na analise filogenética; e os nds internos, que representam uma inferéncia
evolutiva do ancestral comum. A liga¢do entre 0s nds terminais € 0s nds internos ocorre por
meio dos ramos terminais; e a ligagdo entre diferentes nos internos ¢ feita por meio de ramos
internos (Braun et al., 2014).

Como as analises filogenéticas podem envolver genes, proteinas, individuos, espécies,
géneros, familias, dentre outros, os noés terminais sdo também denominados OTUs. A
disposicao das OTUs na filogenia ¢ denominada topologia. A partir da andlise da topologia ¢
possivel identificar grupos monofiléticos ou clados, que incluem todos os membros
descendentes de um tUnico ancestral; grupos parafiléticos, que se originam de um unico
ancestral, mas ndo reunem todos os organismos derivados do ancestral comum; e os grupos
polifiléticos, que englobam OTUs com caracteristicas comuns, mas que sdo oriundos de dois
ou mais ancestrais diferentes (Braun et al., 2014).

Outra estrutura importante nas arvores filogenéticas ¢ a raiz. Esta corresponde a um
grupo externo, uma OTU ancestral a todo o grupo que esté sob andlise, conferindo uma dire¢ao
temporal a arvore e permitindo observar mudangas que partem das sequéncias mais antigas
(mais proximas a raiz) até as sequéncias mais recentes (mais distantes). Arvores com auséncia
de raiz ndo indicam o ancestral comum, sendo mais comuns falhas na interpretagdo (Braun et

al., 2014).
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Apo6s o alinhamento das sequéncias, um modelo evolutivo deve ser escolhido para
descrever matematicamente as mudancgas de nucleotideos ou aminoacidos ao longo do tempo,
levando em consideragdo processos de substituicdo, insercdo, delecdo, duplicacdo, transi¢ao
(troca de purina por outra purina; ou de pirimidina por outra pirimidina) e transversao (troca de
purina por pirimidina ou vice-versa). A distancia genética ¢ a medida que expressa a magnitude
das alteragdes entre as sequéncias, podendo indicar uma relagdo evolutiva mais ou menos
proxima. Em regra, a distancia pode ser inferida a partir do tamanho dos ramos, mas uma escala
de distancia que especifique o numero de mudancas ao longo do ramo confere maior
confiabilidade a esta analise (Braun et al., 2014).

O modelo de substitui¢ao mais simples para sequéncias de nucleotideos foi proposto por
Jukes e Cantor em 1969 (JC69). Este modelo assume que as mudangas entre nucleotideos
podem ocorrer com a mesma probabilidade, atribuindo 25% de chance para cada nucleotideo
ocorrer na sequéncia. Em 1980, as primeiras publicagdes a respeito de genomas mitocondriais
levaram a necessidade de criar um modelo que considerasse que transi¢des eram mais comuns
que transversdes. Assim, foi proposto um novo modelo por Kimura, o K80 ou K2P, que no ano
seguinte foi aperfeicoado com a adi¢do de um novo pardmetro, passando a ser chamado K3P.
Posteriormente, Felseinstein criou o modelo F81, baseado no fato de que alguns genomas
apresentam maior quantidade de guaninas e citosinas comparado com timinas e adeninas.
Diante da maior frequéncia de algumas bases, seria esperado que algumas substitui¢des fossem
mais frequentes que outras, o que foi considerado para computar diferentes proporgdes de cada
nucleotideo neste modelo. O modelo de Hasegawa, Kishino e Yano (HKYS85) combina os
modelos K2P e F81, ao supor que a frequéncia das bases ¢ varidvel e permitir que transigdes e
transversdes ocorram com taxas diferentes. Um modelo mais complexo, resultado da
combinagdo dos anteriores, ¢ o modelo geral reversivel no tempo (GTR - general time
reversible), que incorpora seis parametros para taxas de substitui¢do e quatro parametros para
frequéncia das bases. Extensdes incorporadas ao GTR sdo a adi¢do de proporc¢ao de sitios
invariaveis nos alinhamentos (+I) e da taxa de variagdo entre os sitios (+G) (Luo et al., 2010;
Braun et al., 2014).

Dentre os diversos modelos existentes de substituicdo de aminoacidos, as matrizes PAM
consideram que estes sdo substituidos aleatoriamente e de forma independente, conforme uma
probabilidade inerente ao proprio aminoacido. Ja as matrizes BLOSUM sdo estabelecidas
considerando a observacdo de regides de proteinas distantes evolutivamente, atribuindo
porcentagens minimas de identidade aos blocos de aminoacidos utilizados para construir o

alinhamento. Por exemplo, a matriz BLOSUM®62 agrupa sequéncias com pelo menos 62% de
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identidade. Outro modelo ¢ a matriz WAG, que aperfeicoou modelos de substituicdo anteriores
(Braun et al., 2014).

Os modelos evolutivos propostos diferem principalmente quanto ao nimero de
parametros aplicados para explicar as mudancas de nucleotideos ou aminoacidos, podendo ser
mais ou menos complexos. A maior complexidade nem sempre resultard no melhor resultado,
uma vez que o maior nimero de pardmetros pode aumentar a probabilidade de erros. Assim, é
necessario avaliar cada caso, o que pode ser feito com o auxilio de ferramentas que selecionam
o modelo de substitui¢do que melhor se adapta a cada alinhamento, como Modeltest e
Jmodeltest (Braun et al., 2014). Um dos pardmetros mais utilizados pelos preditores de modelos
evolutivos ¢ o critério de informagdo Bayesiano (BIC), que combina simplicidade
computacional e desempenho eficaz para escolha do modelo mais adequado. A selecdo do
modelo parte do pressuposto de que os candidatos sdo igualmente provaveis a priori, sendo
comparados a partir da aplicagdo de probabilidades baseadas na estatistica Bayesiana, para
escolha do modelo mais provavel a posteriori dentro daquele conjunto de dados. O melhor
modelo serd aquele com o menor valor de BIC (Neath e Cavanaugh, 2012).

A proxima etapa ¢ a escolha de métodos quantitativos ou qualitativos para construir a
arvore. Os métodos quantitativos utilizam as diferencgas entre as sequéncias alinhadas para
calcular uma arvore final, a partir de matrizes de distancia, e compreendem o método de
agrupamento par a par usando médias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA - unweighted pair-
group method using arithmetic averages) e a aproximacao de vizinhos (neighbor joining). A
principal vantagem dos métodos quantitativos ¢ a eficiéncia computacional, uma vez que
apresentam apenas uma filogenia como resultado final, sendo este o principal ponto negativo.
Os métodos qualitativos, representados pela maxima parcimdnia, maxima verossimilhanga e
inferéncia Bayesiana, inferem a filogenia conforme critérios especificos. Estes métodos
envolvem algoritmos que atribuem valores a todas as filogenias que sdo construidas e as
ordenam segundo os fatores estabelecidos a fim de identificar a filogenia que melhor explica a
relag@o evolutiva entre as OTUs. A principal vantagem ¢ a robustez destes métodos, entretanto
o custo computacional elevado ¢ um desafio importante (Braun ef al., 2014).

O UPGMA ¢ considerado o método mais simples para reconstrugdo filogenética. Este
consiste em uma matriz que mede a distancia evolutiva computada para par, e considera que
todas as linhagens evoluem a uma taxa de substituicdo de nucleotideos ou proteinas constante.
Caso os dados nao satisfacam esse pressuposto, drvores com topologias incorretas podem ser

geradas (Braun et al., 2014).
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O método de aproximagdo de vizinhos se baseia no principio de evolu¢do minima, e
consiste na identificagdo do par que apresenta a menor distancia a partir de uma matriz. Este
par serd unido por um nd, incorporado na arvore e utilizado para calcular uma nova matriz de
distancia corrigida, que serd aplicada para calcular a distancia dos pares vizinhos. Este processo
vai se repetindo a cada rodada, até que seja dada a arvore que agrupa ao maximo as sequéncias
(Braun et al., 2014).

A maxima parcimonia parte do principio de que a natureza opta pelos caminhos mais
simples, de modo que a filogenia com menor nimero de eventos evolutivos ¢ considerada a
mais provavel. A probabilidade de ocorréncia de cada nucleotideo em cada sitio do alinhamento
¢ calculada por uma matriz de custo, segundo a qual substituicdes de nucleotideos sao
penalizadas. Os menores custos determinam a topologia da arvore. Por simplificar
demasiadamente os processos evolutivos, esta metodologia vem perdendo espaco,
especialmente quando se trata de linhagens com taxas evolutivas variaveis ou muito rapidas
(Braun et al., 2014).

A maxima verossimilhang¢a busca a arvore que melhor explica os dados do alinhamento
dentre todas as filogenias construidas, a partir de modelos estatisticos complexos. Sua aplicacao
exige a constru¢ao de uma filogenia inicial, geralmente por métodos quantitativos. A esta arvore
inicial ¢ aplicado um modelo evolutivo, que ird atribuir parametros que auxiliardo no célculo
da probabilidade de uma sequéncia ocupar determinada posi¢cdo na topologia da arvore. Para
cada sitio do alinhamento sera calculada a verossimilhanga, e ao final os valores de cada sitio
serdo multiplicados para encontrar a verossimilhanca de cada uma das arvores geradas, que
serdo entdo comparadas. Assim, a arvore que apresentar o maior valor de verossimilhanga ¢ a
que melhor reflete a histéria evolutiva, considerada a de maxima verossimilhanga. Este método
estima as relagdes evolutivas com maior confiabilidade, mas exige alto poder computacional e
maior tempo para analise (Braun et al., 2014).

A inferéncia Bayesiana, por sua vez, engloba a maxima verossimilhanga, mas inclui
informagdes disponiveis a priori, como a taxa evolutiva, distribuicdo geografica, dados de
dindmica populacional, dentre outros. Esses pardmetros sdo incorporados na forma de modelos
de probabilidade, e sdo levados em consideragdo para o calculo da arvore mais provavel. O
resultado final considera também probabilidades posteriores, como a de uma topologia estar
correta de acordo com os dados do alinhamento, e ¢ calculado para cada filogenia proposta a
partir de parametros especificados pelo usuario. Dado o alto custo computacional e a lentidao

das andlises, a estatistica Bayesiana utiliza amostragens para estimar os valores esperados de
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cada parametro. Este método calcula a filogenia de maneira robusta, e pode ser utilizado para
andlises temporais e de dindmica populacional sob uma 6tica evolutiva (Braun ef al., 2014).

Por fim, deve ser feita a validacdo da inferéncia filogenética, para garantir maior
precisdo. Esta validacdo ocorre por meio de algoritmos que produzem amostragens distintas a
partir do mesmo conjunto de dados, partindo do principio de que quanto mais a mesma filogenia
se repetir maior serd a probabilidade de ser adequada. Dentre os diferentes algoritmos de
validacdo, o método de bootstrap ¢ um dos mais utilizados. O algoritmo reconstroéi a filogenia
a partir do alinhamento dado e, posteriormente, diversas replicatas sdo construidas. Os sitios do
alinhamento sdo aleatoriamente amostrados e agrupados para formar novos alinhamentos com
o0 mesmo numero de sitios do alinhamento original, conforme o nimero de vezes € o método
de construgdo especificado pelo usuario. Ao final, o algoritmo ird atribuir a confiabilidade da
topologia de cada clado conforme o niumero de vezes que esta se repetiu dentre as replicatas. A
maioria dos trabalhos cientificos utiliza 1000 replicatas para validar a filogenia, e
confiabilidades acima de 70% dadas pelo método de bootstrap sao consideradas sustentadas.
Ressalta-se que na inferéncia Bayesiana a validagdo estatistica ¢ inerente ao processo, sendo
considerados relevantes valores de confiabilidade acima de 90%. (Braun et al., 2014).

Todos os métodos para inferéncia filogenética apresentam vantagens e desvantagens,
reunidas na tabela 2. A escolha adequada sera aquela avaliada caso a caso e em conformidade

com uma justificativa biologica.
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Tabela 2 - Principais caracteristicas dos métodos de construgdo de arvores filogenéticas

(Adaptada de Braun et al., 2014)

Tipo Método de construcio Principio Vantagens Desvantagens
Agrupa
sequencialmente as
UPGMA OTUs com a menor Menor
Métodos distancia evolutiva exigéncia de Maior probabilidade
quantitativos entre si poder de erros
- Busca a arvore com computacional
Aproximagao de
. menor soma total de
vizinhos
ramos
Menor
exigéncia de
Busca a filogenia com poder Simplifica de forma
Maxima parciménia ~ menor numero de computacional excessiva os
eventos evolutivos dentre os processos evolutivos
métodos
qualitativos
Métodos Busca a arvore com Mais lenta
qualitativos . maior valor de que inferéncia
Méxima . .
. verossimilhanga Robustez Bayesiana; Alta
verossimilhanga .
dentre as filogenias demanda
construidas computacional
. Robustez; Parametros devem ser
Realiza a amostragem S .
- . . Mais rapida que  especificados; Alta
Estatistica Bayesiana de filogenias e busca (o
. , maxima demanda
a mais provavel S .
verossimilhanca computacional

3.2.3.1 Analises de filogenia para Senecavirus A

A maior acessibilidade das tecnologias de sequenciamento ao longo dos anos resultou

em uma maior abundancia de estudos sobre a epidemiologia molecular de Senecavirus A. A
filogenia ¢ uma das ferramentas utilizadas nestes trabalhos, permitindo a analise da relagao
evolutiva entre amostras virais isoladas em diferentes momentos e regides geograficas.
Vannucci e colaboradores (2015) sequenciaram duas amostras de SVA isoladas de
porcas afetadas em Minas Gerais e Goids e avaliaram a proximidade dessas com linhagens dos
Estados Unidos e Canadd. Para isso, construiram duas arvores filogenéticas de maxima
verossimilhanga, com 1000 bootstraps. A primeira, a partir da regido VP1, e a segunda baseada
em parte da proteina 3Dpol e regido 3’UTR completa. Nos dois casos, foi demonstrado que as
amostras brasileiras possuiam maior proximidade com a amostra canadense do que com as
oriundas dos EUA. A identidade com amostras disponiveis no GenBank foi de 94,2 a 96,5%.
Também utilizando a regido da proteina VP1, Laguardia-Nascimento e colaboradores
(2016) construiram arvore filogenética de maxima verossimilhanga, utilizando Kimura 2 como
modelo evolutivo e 1000 bootstraps. Nesta arvore foram analisadas sequéncias parciais de SVA

isoladas no Rio Grande do Sul, Goids, Minas Gerais e Santa Catarina, que se agruparam no
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mesmo clado, indicando uma origem genética comum. Estas amostras se mostraram proximas
as isoladas nos EUA no ano de 2015, e mais relacionadas a sequéncia canadense de 2011,
abordada no estudo de Vannucci e colaboradores mencionado anteriormente, do que as
sequéncias norte-americanas dos anos de 1988 a 1997. A taxa de mutagdo calculada para as
sequéncias de SVA brasileiras foi de 4 x 10-3/sitio de substitui¢do/ano, considerada consistente
com outros picornavirus.

Joshi e colaboradores (2016b) executaram reconstru¢des filogenéticas baseadas na
regido VP1 e também em sequéncias completas do genoma, as quais revelaram nitida separagao
entre amostras historicas (anteriores a 2002) e contemporaneas (2007 a 2015). De fato, a
identidade genética entre isolados historicos e contemporaneos variou de 86 a 88% em relagao
ao gene VP1 e 93 a 94% quanto ao genoma completo; enquanto a identidade compartilhada
dentre todas as amostras contemporaneas foi superior, de 96 a 99%. Novamente a filogenia
indicou proximidade entre as amostras brasileiras e as amostras estadunidenses de 2015. As
arvores foram construidas segundo o método de aproximacao de vizinhos, com 1000 replicatas.

A separagdo entre amostras historicas e contemporaneas também foi observada por
Leme e colaboradores (2017), com agrupamento das sequéncias em trés clados temporais
distintos a partir da comparagao da regido VP1. O primeiro clado inclui amostras identificadas
inicialmente, como SVV-001; o segundo clado inclui sequéncias dos EUA identificadas entre
1988 e 1997; e o terceiro clado retune os virus de diferentes paises detectados entre os anos de
2001 e 2016. A arvore construida pelo método de aproximagdo de vizinhos, com 1000
replicatas, evidenciou ainda o agrupamento das sequéncias contemporaneas conforme a
localizacdo geografica. Esta caracteristica também foi observada no trabalho de Chen ef al.
(2017) e de Joshi e colaboradores (2020). Neste tltimo, a arvore filogenética foi construida com
117 sequéncias completas do genoma de SVA, utilizando o método de maxima
verossimilhang¢a, o modelo GTR e 500 replicatas. Segundo os autores, 0 agrupamento por regiao
geografica encontrado sugere que a maioria das amostras virais evolui de forma independente
dentro da populagdo suina de cada pais afetado, mas a relagdo filogenética observada entre
algumas linhagens chinesas e uma colombiana com amostras dos EUA indica a possibilidade
de transferéncia do virus entre areas geograficas distintas. Os autores afirmam também que as
mutagoes identificadas nas sequéncias de nucleotideos das amostras histdricas, em comparagao
com as contemporaneas, indicam evolucao viral continua (Joshi et al., 2020).

Vieira e colaboradores (2022) descrevem a terceira onda de surtos de doenca vesicular
por Senecavirus A no Brasil, utilizando arvore de maxima verossimilhanga construida a partir

do gene VPI e baseada no modelo Kimura 2, com 1000 bootstraps. Nesta, foi evidenciado o
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agrupamento temporal das sequéncias brasileiras, com as amostras de 2018 e 2020 formando
um cluster separado das amostras de 2015 e 2016. A utilizag¢ao de sequéncia do virus da febre
aftosa como raiz da arvore (outgroup) resultou em ramos excessivamente curtos, realcando a
proximidade genética entre as sequéncias de SVA (identidade de 93 a 95,9% entre amostras
brasileiras e amostras contemporaneas de outros paises; e de 96,1 a 98,6% entre as amostras
brasileiras). A partir das analises realizadas, os pesquisadores afirmam que as ondas de surtos
de SV A estao ocorrendo no Brasil em intervalos cada vez mais curtos, com redugao do intervalo
de 3 para 1,5 anos, o que buscam associar a evolucdo molecular do virus, que pode estar
associada a maior patogenicidade das amostras contemporaneas; a duragdo da imunidade, que
ainda ndo estd bem estabelecida; e/ou a taxa anual de reposi¢cdo de reprodutores (40%), que
culmina na substitui¢do de todas as porcas do rebanho a cada 2 a 2,5 anos.

O trabalho de Wu e colaboradores (2022) avaliou a evolucdo e dinamica espago-
temporal global de Senecavirus A, a partir de 249 sequéncias completas utilizadas para
construcao de arvore filogenética por inferéncia Bayesiana. De acordo com os autores, as
sequéncias podem ser divididas em dois clados principais: o clado I, formado pelas amostras
anteriores ao ano de 2007, e o clado I, posterior a esse periodo. A taxa evolutiva calculada foi
de 3,3522 x 1073/sitio de substitui¢do/ano, com 27 locais da poliproteinas sob forte sele¢do
positiva. As linhagens chinesas foram associadas a maior diversidade genética em comparagao
com outros paises. Os autores também afirmam que as analises demonstraram que o Brasil seria
a fonte mais provavel de surtos a partir de 2015. Entretanto, trabalhos recentes a respeito dos
primeiros relatos de doenca vesicular por SVA no México (dezembro/2021) e no Chile
(abril/2022) demonstraram que os virus detectados nestes paises sdo mais proximos
geneticamente de linhagens estadunidenses isoladas em 2017 e 2020, respectivamente (Bennet
et al., 2022; Navarro-Lopez et al., 2023). Esta percep¢ao esta alinhada com os resultados da
inferéncia Bayesiana apresentada por Gao et al. (2022), que demonstraram a propagacao
historica do virus a partir dos Estados Unidos e identificaram este pais como a principal fonte
de transmissdo viral. Neste trabalho, a taxa evolutiva calculada foi de 3,93 x 107/sitio de
substituicdo/ano, mais semelhante a calculada para as amostras brasileiras por Laguardia-

Nascimento e colaboradores, em 2016.

3.2.4 Predicoes in silico
A constante evolugdo das ferramentas de bioinformatica culminou em um novo campo:
a imunoinformatica. Esta inclui o uso de algoritmos e métodos computacionais para estudar

interacdes patdgeno-hospedeiro, identificar fatores de viruléncia e predizer estruturas
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imunoldgicas que possam ser utilizadas no desenvolvimento de vacinas, testes diagnosticos e
farmacos (Bahrami et al., 2019).

A estratégia de produgdo de vacinas a partir de alvos identificados por ferramentas de
bioinformatica é conhecida como vacinologia reversa. A grande vantagem desta metodologia ¢
limitar os testes in vitro e in vivo a uma menor quantidade de moléculas, garantindo economia
e agilidade no avango das pesquisas para controle de doencas. A primeira etapa do processo ¢
a predicao de proteinas por ferramentas computacionais, seguida da expressdo e purificacao
destas, imunizagao dos animais e avaliacdo da imunidade induzida (Bruno et al., 2015). Vérios
estudos na area de medicina veterinaria vém aplicando esta metodologia, para diferentes
patogenos, como Brucella melitensis (Vishnu et al., 2015), Cryptosporidium parvum (Tomazic
et al., 2018) e virus da febre aftosa (Qadeer et al., 2021) .

Uma abordagem de destaque na vacinologia reversa, especialmente para patdogenos
virais, ¢ a constru¢do de proteinas multi-epitopo que reinam determinantes antigénicos de
células B e T para estimular a resposta imune humoral e celular. A metodologia, revisada em
detalhes por Shawan et al. (2023), ¢ iniciada com a obten¢do da sequéncia de proteina do
patdégeno de interesse, em plataformas como NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) ou
Uniprot (www.uniprot.org). Em seguida, a sequéncia ¢ submetida a programas como ABCPred
(Saha e Raghava, 2006) ou BepiPred (Larsen et al., 2006), para busca de epitopos de linfocitos
B; e a outros como NetMHCpan e NetMHClIpan (Reynisson et al., 2020) para predicdo de
ligantes de MHC de classe I e II, respectivamente. Selecionados os epitopos, conforme os
parametros destacados a seguir, estes podem ser conectados pelos chamados /inkers, pequenas
sequéncias ligantes que atuam na expressdo, dobramento, estabilizacdo e apresentagdo
antigénica da proteina construida (Chen et al., 2013). Sequéncias de adjuvantes proteicos
podem também ser incluidas para maior estimulacdo do sistema imune (Shawan et al., 2023).
Um parametro utilizado para avaliar a afinidade de ligacdo de peptideos ao MHC ¢ a
concentragdo inibitoria média (IC50). Os programas fornecem resultados em unidades de
IC50nM, sendo os peptideos com valores de IC50 < 50nM considerados de alta afinidade (Zhao
e Sher, 2018).

Posteriormente, sdo avaliados aspectos como antigenicidade, alergenicidade,
toxicidade, solubilidade e parametros fisico-quimicos. Exemplos de programas utilizados para
estes fins sdo VaxiJen (Doytchinova e Flower, 2007), AllerTOP (Dimitrov et al., 2014),
ToxinPred (Gupta et al., 2013), Protein-Sol (Hebditch et al., 2017) e ProtParam (Gasteiger et
al., 2005). O ProtParam fornece informagdes sobre o nimero de aminodacidos, peso molecular,

ponto isoelétrico (indica o comportamento basico ou acido da proteina), composicdo de
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aminoacidos, carga dos residuos, composi¢do e formula atdmica, coeficiente de extingdo
(indica a absorc¢do de luz por determinada proteina em um comprimento de onda especifico,
sendo util para purificagdes em espectrofotdmetro), meia-vida estimada (previsdo do tempo
necessario para metade da quantidade de uma proteina em uma célula desaparecer apds sua
sintese), indice de instabilidade (estimativa da estabilidade da proteina em um tubo de ensaio,
onde proteinas com II <40 s3o consideradas estaveis), indice alifatico (volume relativo ocupado
por cadeias laterais alifaticas, com valores maiores associados a maior estabilidade da proteina
em faixas diferentes de temperatura), e grande média de hidropaticidade (GRAVY —valores
negativos indicam a hidrofilicidade e valores positivos sugerem hidrofobicidade da proteina)
(Gasteiger et al., 2005).

Para avaliagdo da estrutura da proteina, programas como PSIPRED (McGuffin et al.,
2000), ColabFold (Mirdita et al., 2022), AlphaFold (Jumper et al., 2021), RaptorX (Xu et al.,
2021), e PROCHECK (Laskowski et al., 1993) estao disponiveis. Uma forma de medir a
confiabilidade da predicdo da estrutura tridimensional da proteina ¢ o teste de diferenga de
distancia local prevista (pLDDT), que produz uma estimativa de confianca por residuo em uma
escala de 0 a 100. Regides modeladas com pLDDT > 90 sdo consideradas de alta precisdo; de
70 a 90 sao bem modeladas; de 50 a 70 sdo de baixa confiabilidade e aquelas com pLDDT <
50 possuem aparéncia de fita e sugerem desordem estrutural (Tunyasuvunakool et al., 2021).
A estrutura predita pode também ser avaliada a partir de Ramachandran plot, gerado pelo
PROCHECK. Para cada residuo em uma proteina, sdo possiveis dois angulos de torcao,
denominados ¢ (phi) e v (psi). Um grafico de Ramachandran (figura 19) mostra os angulos
phi-psi, o que permite inferir a estrutura da proteina, uma vez que existem combinacdes de
angulos tipicos para cada estrutura: no quadrante A estdo as combinagdes de folha-f; no
quadrante B estdo as combinagdes de a- hélice esquerda; no quadrante C estdo as combinagdes
alfa-hélice direita e no quadrante D estdo angulos de tor¢ao estereoquimicamente inviaveis, sob
risco de colisdo entre atomos. As cores mais quentes representam as regides mais favoraveis de
valores phi-psi, enquanto a escala de cores mais claras indica gradativamente residuos em
regides menos favoraveis, que podem comprometer a funcionalidade da proteina. Idealmente,
90% dos residuos de uma proteina devem estar localizados nas regides mais favoraveis (Birbeck
College, [s.d.]; Laskowski et al., 1993). Caso ndo seja atingida a porcentagem minima
considerada ideal, a estrutura tridimensional pode ser refinada a partir de programas como
GalaxyRefine (Heo et al., 2013), mediante protocolos baseados em dindmica molecular ou
atribuicao de pontuagdes para diferenciar conformagdes nativas de nao-nativas (Adiyaman e

McGuffin, 2019).
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Figura 19 - Adaptada de Birbeck College, [s.d.]. Representacao das estruturas secundarias de proteinas
por quadrante do Ramachandran plot. Em vermelho estdo os residuos localizados em regidoes mais favoraveis; em
amarelo as regides menos permissivas; e em branco sdo as regides consideradas proibidas devido ao risco de

colisdo entre atomos.

Além disso, podem ser realizadas analises mais complexas, como ancoragem (docking)
molecular (Torchala et al., 2013; Yan et al., 2017), simulagdo de resposta imunologica (Rapin
et al., 2010), inclusive quanto a induc¢ao da producao de interferon (Dhanda et al., 2013), e a
clonagem in silico (Grote et al., 2005; SnapGene, [s.d.]).

Alguns desafios enfrentados ao trabalhar com vacinologia reversa sdo o
desenvolvimento laboratorial complexo e oneroso apds a predi¢do da vacina, o que demanda
diversas etapas, recursos financeiros e infraestrutura (Plotkin ez al., 2017); a impossibilidade de
predizer antigenos nao proteicos, como polissacarideos, que atuam como componentes ativos
incrementando a imunogenicidade (Heinson et al., 2015); e falhas na inducao de imunidade in
vivo, por fatores associados a estrutura ou expressao da proteina (Bahrami et al., 2019), ou por
limitacdes das predicdes in silico para modelos animais, uma vez que a maioria dos programas
disponiveis foram desenvolvidos para utilizacdo com dados humanos (Bili¢ et al., 2018).

A predicado in silico de epitopos também vem sendo utilizada no desenvolvimento de
métodos diagnosticos sorologicos. Ferramentas de bioinformatica voltadas para linfécitos B,
como ABCPred (Saha e Raghava, 2006) e ElliPro (Ponomarenko et al., 2008) estao disponiveis,
respectivamente, para identificar epitopos lineares, conectados sequencialmente na cadeia
polipeptidica; e epitopos conformacionais destes, que nao estdo dispostos de forma sequencial,

mas se aproximam a partir de dobramentos da proteina (Zhou et al., 2022). Os epitopos de
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linfocitos B selecionados podem ser sintetizados para uso de forma isolada, ou associados na
constru¢do de proteina multi-epitopo, semelhante ao discutido para vacinologia reversa. A
vantagem que se pretende obter com o uso destes epitopos em testes diagndsticos ¢ a melhoria
da sensibilidade, a partir da escolha racional e associa¢do dos melhores alvos disponiveis; e da
especificidade, pela eliminacdo de determinantes antigénicos inespecificos encontrados nas
proteinas nativas. Os inconvenientes envolvem principalmente limitagcdes inerentes aos
algoritmos de predi¢do, cujos resultados nem sempre coincidem com o observado nos testes in
vitro; e o custo associado a obtencdo dos peptideos preditos, que ao longo dos anos vem se

tornando mais acessivel (Vale et al., 2021; Zhou et al., 2022).

3.2.4.1 Predicdes in silico para Senecavirus A

Diversos grupos de pesquisa vém aplicando ferramentas de bioinformatica para predizer
e/ou analisar determinantes antigénicos de Senecavirus A, com o objetivo de utiliza-los no
desenvolvimento de vacinas e de testes diagndsticos. Conforme abordado anteriormente, as
proteinas VP1, VP2 e VP3 sdo externas ao capsideo viral, razdo pela qual frequentemente sao
alvo dos estudos voltados para a identificagcdo de epitopos.

O primeiro trabalho a respeito de epitopos de SVA foi desenvolvido por Fan e
colaboradores (2020), que nao utilizaram abordagens in silico, mas sim anticorpos monoclonais
e técnicas como Western blot e ELISA indireto para mapear epitopos de células B das proteinas
VP1 e VP2. Como resultados, seis epitopos lineares foram identificados, sendo um da proteina
VP1 (>!GELAAP?®) e cinco da proteina VP2 (?DRVITQT!®, "WTKAVK’, ®GGAFTA!*,
ISOKSLQELN!%¢ ¢ 28YKEGAT??). Chen et al. (2021) utilizaram uma metodologia semelhante,
com foco na proteina VP3, encontrando o epitopo linear de linfocito B > GWFSLHKLTK?'!,
Ma e colaboradores (2022) sintetizaram peptideos sobrepostos da proteina VP2 e utilizaram
iELISA para mapear o epitopo 2?GLRNRFTTGTDEEQ?%, que foi entdo empregado como
antigeno para desenvolvimento de iELISA para fins diagndsticos. Nos trés trabalhos
mencionados, a utilizacdo da bioinformatica se restringiu a analises quanto a conservagao e a
estrutura dos epitopos.

Rieger e colaboradores (2023) utilizaram ferramentas de bioinformatica para alinhar as
sequéncias brasileiras disponiveis nos bancos de dados, com a finalidade de verificar se estas
possuiam os epitopos encontrados no trabalho de Fan ef al. (2020) mencionado. Além disso,
foi gerado modelo 3D da proteina VP2, com indicagao da localizagdo dos epitopos.

Utilizando uma abordagem in silico, Zhang e colaboradores (2023) identificaram quatro

epitopos de células B na proteina VP1 (posi¢des de aminoécidos: 7-26, 48—74, 92—-109 e 129—
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144) e cinco na proteina VP2 (posigdes: 38-57, 145-160, 154-172, 193-208, 249-284). A
sequéncia utilizada foi a linhagem chinesa CH-FuJ-2017 (Genbank n. MH490944). Anélises de
hidrofilicidade, estrutura secundaria, flexibilidade, valor antigénico e probabilidade de
superficie foram conduzidas no software DNAStar (DNAStar Inc., EUA). Epitopos de células
B identificados no estudo e dois epitopos universais de células T foram utilizados para
construcao de trés genes multi-epitopo. Sequéncias GGC ou KK foram utilizados como linkers
entre os epitopos de células B e os de células T; enquanto os fragmentos de epitopos de células
B foram conectados entre si pelo ligante GGSSGG. Apos etapas de validagdo, os genes foram
expressos em plasmideo e as proteinas obtidas foram utilizadas para a imunizacdo de leitdes.
Dentre as formulagdes, a denominada rP2 foi considerada mais eficaz, induzindo 80% de
protecdo contra o desafio com amostra homologa.

Ru et al. (2023) avaliaram a imunogenicidade e atividade de neutralizagdo de quatro
epitopos de linfécitos B, oriundos da proteina VP2, preditos por ferramentas de bioinformatica
(Y*"TKSDPPSSSTDQPTTT?S, 'S PDGKAKSLQELNEEQW!'®, 18" WVEMSDDYRTGKNMPF!73
e 2PYFNGLRNRFTTGT?Y). As analises foram baseadas na mesma linhagem chinesa
utilizada no trabalho de Zhang et al (2023). Além das predi¢des in silico, foi utilizada uma
abordagem Pepscan. Os quatro peptideos foram sinteticamente produzidos para imunizagdo de
cobaias e demonstraram capacidade de induzir resposta humoral especifica. Testes de
neutralizacdo in vitro foram conduzidos apds a imunizacdo e obtencdo do antissoro, com

resultados promissores associados ao segundo peptideo, correspondente aos residuos 145-160.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostra viral

A amostra viral utilizada foi isolada durante o surto de Senecavirus A ocorrido no Brasil
no ano de 2015. Esta amostra foi gentilmente cedida pelo Professor Roberto Guedes, do
Laboratorio de Patologia Molecular da Escola de Veterinaria da UFMG. Apds a multiplicagao
do virus em monocamada de células da linhagem NCI-H1299 (ATCC® CRL-5803TM),
estoques virais foram obtidos e congelados a -80°C. A amostra isolada por cultivo celular foi
denominada LPVA4. Na ocasido do congelamento, o titulo viral calculado pela técnica de Reed
and Muench (1983) foi de 2 x 10°% TCID50/mL. Ressalta-se que as etapas referentes a
obtencdo dos estoques virais foram realizadas por Brenda Rocha, durante a execucdo de seu

projeto de mestrado. A metodologia detalhada pode ser consultada na dissertacdo publicada

(Rocha, 2022).
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4.2 Preparo da amostra para sequenciamento

Para o envio da amostra para sequenciamento, inicialmente foi realizada a extragdo de
RNA com o QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen Inc., Alemanha) e a analise do rendimento
pelo fluordmetro Qubit (Invitrogen™, EUA). A técnica de RT-PCR foi executada para
confirmar a presenca do RNA viral no in6culo utilizado. Para tal, foi utilizado o kit
SuperScript™ Il One-Step  RT-PCR  (Invitrogen™, EUA), os primers 5’-
GAAGGTGCGCAGCAGGATGAT-3’ (forward) e 5’-
GGTCGTAGACAAAGCTGGAAGCCTGG-3’ (reverse), para amplificagdo do gene da
proteina VP1 (Knowles ef al., 2006); e as seguintes ciclagens: 45°C por 30 minutos, 94°C por
2 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos e 68°C por 45 segundos;
e um ciclo de 68°C por 5 minutos (protocolo desenvolvido no laboratorio). O material extraido
foi enviado para a empresa Neoprospecta (Neoprospecta Microbiome Technologies, Santa
Catarina, Brasil), que procedeu a sintese do DNA complementar (cDNA) necessario para o

sequenciamento, como prestacdo de servigo.

4.3 Sequenciamento da amostra e analise de qualidade

A amostra LPVA4 foi sequenciada pela empresa Neoprospecta, via prestacdo de
servigos, utilizando a plataforma de sequenciamento de nova geracdo MiSeq (//lumina Inc.,
EUA). A qualidade do sequenciamento foi avaliada pela ferramenta FastQC

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

4.4 Mapeamento e montagem do genoma

A montagem do genoma foi realizada em parceria com o Laboratoério de Bioinformatica
Integrativa (LBI), coordenado pela Professora Flavia Aburjaile. Trés programas foram
utilizados para comparagdo e escolha do melhor resultado: Bowtie2 (www.bowtie-
bio.sourceforge.net/bowtie2/), Burrows-Wheeler Aligner (BWA - bio-bwa.sourceforge.net) e
RNASTAR (code.google.com/p/rna-star/). Em todos os casos a montagem foi realizada apos
remo¢do inicial de conteidos de adaptadores pelo programa Trimmomatic
(www.usadellab.org/cms/index.php?page=trimmomatic) e a partir do mapeamento contra a

sequéncia referéncia SVV-001 (acesso Genbank: NC_011349).
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4.5 Alinhamento e analise filogenética

Sequéncias de Senecavirus A disponiveis no NCBI Virus
(www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/) foram selecionadas para alinhamento com a
sequéncia LPVA4 (data de acesso para obtencdo das sequéncias: 30/10/2024). Como critério
de escolha, foram priorizadas sequéncias com tamanho superior a 7.000 pares de bases, visando
aquelas com tamanho proximo do esperado para a espécie (~7.3kb). Informagdes sobre as
sequéncias utilizadas, como o numero de acesso Genbank, estao disponiveis no Apéndice 1. No
total, 280 sequéncias, incluindo a LPVA4, foram alinhadas utilizando o MAFFT
(https://maftt.cbrc.jp/alignment/software/). Quanto a analise filogenética, o método utilizado
foi a maxima verossimilhanga, com 1000 bootstraps. O modelo evolutivo utilizado, GTR + G
+ I, foi escolhido a partir da analise de modelos evolutivos do MEGA 11.0 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis - www.megasoftware.net/). A constru¢do da arvore foi feita no
software IQTree (www.iqtree.org), e o FigTree 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
foi utilizado para visualizagdo e edicdo. A arvore foi enraizada com a linhagem referéncia SVV-
001 (acesso Genbank:” 1 33 1 '), semelhante ao trabalho de Joshi ef al. (2016b) e Buckley
et al. (2021). Uma matriz de distancia foi gerada pelo MEGA 11.0 para avaliar a distancia

genética entre as 14 sequéncias brasileiras depositadas no NCBI Virus.

4.6 Predicao de epitopos e avaliacio da conservacgio

Para as etapas de predicdo, foi utilizada a sequéncia SVA/BRA/MG1/2015 (acesso
Genbank: KR063107), também isolada em Minas Gerais, Brasil, no mesmo ano que a sequéncia
LPVA4 (2015). As analises foram realizadas com proteinas estruturais e ndo estruturais de
Senecavirus A. A predi¢ao de ligantes de MHC de classes I e II foi realizada a partir das
ferramentas NetMHCpan e NetMHClIpan, acessadas pela plataforma TepiTool
(http://tools.iedb.org/tepitool/), do Immune Epitope Database & Tools (IEDB). Para MHC 1,
foram preditos epitopos com 9 aminoacidos; enquanto para MHC II o comprimento
estabelecido foi de 15 aminodcidos. Foram selecionados os epitopos com IC50 < 25nM,
visando maior afinidade de ligacdo. A ferramenta MHC [ Immunogenicity
(http://tools.immuneepitope.org/immunogenicity/), do IEDB, foi também utilizada para filtrar
os epitopos de MHC I com maior potencial imunogénico. Para predi¢do de epitopos lineares de
linfocitos B, com 16 aminoacidos de comprimento, o programa ABCPred
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/) foi utilizado. Os epitopos de linfécitos B, T CD4+

e T CD8+ foram concatenados para remog¢ao de redundancias. Além disso, os epitopos lineares
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de linfocitos B preditos pelo ABCPred com score maior ou igual a 0.90 foram selecionados
para posterior avaliacdo do potencial para uso em métodos sorologicos. A conservagdo dos
epitopos selecionados foi avaliada a partir do alinhamento das proteinas, feito pela ferramenta
AliView (https://ormbunkar.se/aliview/), utilizando as sequéncias elencadas nos Apéndices II e

I1I.

4.7 Construcio de proteinas multi-epitopo

Os epitopos preditos que preencheram os requisitos mencionados no item anterior foram
conectados com /inkers para obtengdo da sequéncia da proteina multi-epitopo para vacina (M-
E1). O ligante AAY foi utilizado para os epitopos de linfocitos T citotoxicos (ligantes de MHC
I); enquanto GPGPG foi utilizado para conectar os epitopos de linfocitos T auxiliares (ligantes
de MHC 1II), conforme trabalho de Vilela Rodrigues e colaboradores (2022). Seguindo o
exemplo de estudos para outros patdogenos virais que acometem suinos, foram testados trés
adjuvantes, conectados no inicio da sequéncia construida pelo ligante EAAAK: cadeia B da
enterotoxina termoldbil de Escherichia coli (Sun et al., 2013), GPX1 - glutationa peroxidase-1
suina (Du et al., 2017) e proteina de choque térmico GP96, também conhecida como
endoplasmina (Chen et al., 2013). Os epitopos das proteinas do capsideo com score maior ou
igual a 0.90, preditos pelo programa ABCPred, contendo 16 aminoécidos, foram utilizados para

construcdo de outra proteina multi-epitopo (M-E2), voltada para fins diagndsticos.

4.8 Analises de antigenicidade, alergenicidade e toxicidade

As duas proteinas multi-epitopo construidas foram submetidas a andlises de
antigenicidade, alergenicidade e toxicidade. Estas andlises foram realizadas, respectivamente,
pelos programas: VaxiJen 2.0 (www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html),
AllerTOP 2.0 (www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/ToxinPred) e ToxinPred
(http://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/protein.php) (Vilela Rodrigues et al., 2022).

4.9 Avaliacio de parametros fisico-quimicos

Parametros como massa molecular, ponto isoelétrico (pl), coeficiente de extingao,
indice alifatico, grande média de hidropaticidade (GRAVY), meia-vida estimada para
organismos modelo (E. coli, levedura e células de mamiferos) e indice de instabilidade das duas

proteinas multi-epitopo foram analisados utilizando 0 ProtParam
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(https://web.expasy.org/protparam/). A solubilidade foi calculada pelo programa Protein-Sol

(https://protein-sol.manchester.ac.uk).

4.10 Analises de homologia

A existéncia de homologia entre as proteinas construidas e o proteoma de suinos
domésticos (Sus scrofa domesticus) foi avaliada pela ferramenta Basic Local Alignment Search
Tool — Protein (BLASTp) do servidor NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), para prevenir reagdes de
autoimunidade ou interferéncias no diagndstico (Vilela Rodrigues ef al., 2022). A homologia
foi verificada também em relagdo ao proteoma de outros virus causadores de doenca vesicular
em suinos (virus da febre aftosa, estomatite vesicular, doenga vesicular dos suinos e exantema

vesicular dos suinos), a fim de avaliar riscos quanto a especificidade do diagnostico.

4.11 Analises estruturais

O programa PSIPRED 4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) foi utilizado para
determinar a estrutura secundéria das proteinas multi-epitopo; enquanto o AlphaFold2
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/v1.2.0/AlphaFold2.ipyn)
foi utilizado para predizer a estrutura terciaria. O Ramachandran plot foi gerado pelo programa
PROCHECK, acessado através da ferramenta SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu). Por fim, o
GalaxyRefine (https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) foi utilizado para
refinar as estruturas obtidas, com avaliagdo das estruturas finais novamente pelo

Ramachandran plot (Vilela Rodrigues et al., 2022).

4.12 Predi¢ao de epitopos conformacionais de células B

As estruturas tridimensionais refinadas das duas proteinas multi-epitopo construidas
foram submetidas ao programa ElliPro (http://tools.iedb.org/ellipro/), com os parametros
padrdo, para busca de epitopos conformacionais de linfécitos B, indispensaveis na estimulacao

do sistema imune (Vilela Rodrigues et al., 2022).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preparo da amostra para sequenciamento

O rendimento do extraido da amostra LPVA4 foi satisfatorio, de 2.048ng/ml. O
resultado do RT-PCR foi positivo.
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5.2 Sequenciamento da amostra e analise de qualidade

O sequenciamento de nova geracdo realizado pela empresa Neoprospecta resultou em
dois arquivos contendo as sequéncias brutas do genoma sequenciado, um referente a fita
forward (R1) e o outro a fita reverse (R2), ambos no formato fastq. A analise destes arquivos

pelo programa FastQC retornou os resultados apresentados nas figuras 20 a 32.

A @Basic Statistics

T e e

Filename 230301110085-1-1-1_5457_L001_R1_001.fastq.gz
File type Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 1274812

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 305
%GC 41

B DBasic statistics

Filename 230301110085-1-1-1_5457_L001_R2_001.fastq.gz
File type Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 1274812

Sequences flagged as poor quality ©
Sequence length 205
%GC 43

Figura 20 - Estatisticas basicas obtidas pelo sequenciamento da amostra LPVA4: fita forward (A) e fita

reverse (B).

As estatisticas basicas mostradas na figura 20 confirmam o uso da plataforma ///umina
para sequenciamento, com comprimentos de sequéncia fixos em 305 pares de bases, no caso da
fita forward, e 205 pares de base na fita reverse. O conteudo GC encontrado foi de 41 e 43%,
enquanto no genoma de referéncia SVV-001 este foi reportado como 51,6% (Hales et al., 2008).
A diferenca observada pode ser justificada pelo contetido celular associado ao virus

sequenciado.
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A OPer base sequence quality

Qually scores across all bases (Sanger / Thumina 1.3 encoding)
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Figura 21 - Qualidade da sequéncia por base, nas fitas forward (A) e reverse (B).

Ao analisar a figura 21, é possivel notar uma perda de qualidade do sequenciamento,
com a mediana (linha vermelha) de algumas bases apresentando valor inferior a 20, o que
ensejou um alerta de erro (simbolo X). No caso da fita reverse (figura 21-B), essa perda de
qualidade foi mais restrita ao fim do sequenciamento, o que inicialmente estaria dentro do
esperado para longas execugdes, com perspectiva de melhoria apds cortes de qualidade e
remog¢ao do contetido de adaptadores. Entretanto, ao analisar o resultado conjuntamente com a
fita forward (figura 21-A), que apresentou queda de qualidade de forma mais precoce, em cerca

de metade das bases, entende-se que outro fator pode estar relacionado, como uma
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contamina¢do por adaptadores (figura 30) ou por vestigios do cultivo celular utilizado para

obtenc¢do da amostra viral (Babraham Bioinformatics, [s.d.], a).

A Per tile sequence quality

Qualky per tie

123456789 1519 3034 4549 6064 7579 90-94 105109 120-124 135139 1SO-154 165-169 160-184 195-199 210-204 225-229 240-244 265-259 20-74 265-299 300-304

B Per tile sequence quality

Qualty per tile

1234567 89 1519 2529 35-39 4549 55-59 65-69 75-79 85-89 95-39  110-114 125-129 140-144 155-159 170-174 185-183 200-204

Posion in read (bp)

Figura 22 - Qualidade da sequéncia por bloco, nas fitas forward (A) e reverse (B).

O predominio de tons frios observado na figura 22 indica que, na andlise da qualidade
da sequéncia por blocos, a maioria destes apresentou qualidade satisfatoria. Entretanto, tanto
na fita forward (figura 22-A) quanto reverse (figura 22-B) foi emitida adverténcia (simbolo !),
o que ocorre quando algum bloco apresenta pontuagdo média de Phred (eixo y) mais que duas
vezes inferior a média dos demais blocos, corroborando com a perda de qualidade evidenciada

na figura 21 (Babraham Bioinformatics, [s.d.], a).
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Per sequence quality scores

A Quality score distribution over all sequences
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Figura 23 - Scores de qualidade por sequéncia, nas fitas forward (A) e reverse (B).

O grafico apresentado na figura 23-B est4 coerente com o esperado, com a qualidade
média observada com maior frequéncia equivalente a pontuacao phred de 37. Por outro lado,
na figura 23-A, relacionada a fita forward, esta pontuacgao ¢ de 26, inferior ao minimo estipulado
para que ndo seja emitida uma adverténcia (phred de 27). Neste contexto, a taxa de erro
observada na fita forward foi discretamente superior a 0,2%, condizente com o previsto para

corridas longas (Babraham Bioinformatics, [s.d.], a).
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A @Per base sequence content

Sequence content across all bases
100
w7
%C
0

123456789 1599 303 &4 6064 7579 9094 105109 120-124 135139 1SO-1S4 I65-169 160-184 195-199 210214 205-229 240244 255259 270-274 205-289 300-304
Position in resd (bp)

B ©Per base sequence content

Sequence content across all bases

9%T

%C

1234567 8 9 15192629 35-39 45-43 55-59 6569 75-79 95-89 95-99  110-114 125-129 140-144 1S5-159 170-174 185-189 200-204

Position in read (bp)

Figura 24 - Conteudo da sequéncia por base, nas fitas forward (A) e reverse (B).

O conteudo da sequéncia por base, mostrado na figura 24, demonstra certa desproporc¢ao
entre as porcentagens de adenina (A), citosina (C), timina (T) e guanina (G) no genoma
sequenciado, quando o esperado seria a adequada propor¢ao entre A-T e G-C, com maior
paralelismo entre as linhas, indicando a auséncia de desequilibrios marcantes. O padrao
observado no inicio da leitura ndo desperta preocupacdo, tendo em vista a utilizacdo de
transposase como adaptador, o que pode enviesar as posi¢cdes de inicio da leitura. O final
também pode ser desconsiderado, por se tratar provavelmente de ruidos do equipamento.

Entretanto, quando avaliadas as porcentagens de cada base, nota-se diferencga superior a 20%
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em algumas posi¢des ao decorrer da leitura, o que justifica o aviso de erro observado e indica

possivel contaminagdo, semelhante as outras analises mencionadas (Babraham Bioinformatics,

[s.d.], ).

Per sequence GC content

A GC distribution over 3l sequences

35000 GC count per read

Theoretical Distribution

25000

15000
10000
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0246 810 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 4 49 52 S5 S8 61 64 €7 70 73 6 79 62 5 88 91 94 97 100
Mean GC content (%)

B Oper sequence GC content

GC distribution over all sequences

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

S000

0246810 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 4 49 52 55 S8 61 €4 67 70 U3 F6 79 82 85 83 91 94 97 100
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Figura 25 - Conteudo GC por sequéncia, nas fitas forward (A) e reverse (B).

O grafico da figura 25 representa o conteudo GC por sequéncia, sendo esperada
distribuicdo normal. A adverténcia observada no grafico referente a fita forward (figura 25-A),

e o aviso de erro relacionado a fita reverse (figura 25-B) ocorrem pela soma dos desvios da
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distribuicdo normal ser superior a 15% e 30% das leituras, respectivamente. Os picos agudos
constatados estdo associados a presenca do adaptador, evidenciada na figura 30 (Babraham

Bioinformatics, [s.d.], a).

A @per base N content

N contert across o bases
100

123456789 1519 3034 4549 60-64 7579 9054 105109 120-124 135139 ISO-154 165163 180-184 195-199 210-214 225229 240244 255-259 270-274 285289 300-304

Position in read (bp)

B @per base N content

N content scross all bases

123456 78 9 15192529 35-39 45-49 S5-59 65-69 7579 9589 95-99  110-114 125129 140-144 I55-159 170-174 185-189 200-204
Position in read (bp)

Figura 26 - Conteudo N por base, nas fitas forward (A) e reverse (B).

Apesar das falhas reveladas pelos graficos anteriores, o grafico apresentado na figura
26 demonstra a auséncia de conteudo N por base, indicando que a plataforma de
sequenciamento ndo teve dificuldade em determinar quais nucleotideos estavam presentes em
quais posi¢des (Babraham Bioinformatics, [s.d.], a). Este resultado favoravel refor¢a a hipotese

de que as alteracdes observadas no sequenciamento até entdo estdo relacionadas ao conteudo
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de adaptadores e ao conteudo celular, uma vez que a amostra viral utilizada foi obtida apos

passagens em cultivo de células.

A @sequence Length Distribution
Distribution of sequence lengths over all sequences
2 Length
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B @Sequence Length Distribution
Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 27 - Distribui¢cdo do comprimento de sequéncia, nas fitas forward (A) e reverse (B).

A obtencdo de fragmentos de comprimento uniforme, evidenciada na figura 27,
corrobora com o esperado para utilizacdo da plataforma ///umina (Babraham Bioinformatics,
[s.d.], a). No caso da fita forward, este comprimento foi de 305 pares de base; enquanto na fita

reverse o comprimento foi de 205 pares de base.
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Sequence Duplication Levels
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Figura 28 - Nivel de duplicagdo das sequéncias, nas fitas forward (A) e reverse (B).

O nivel de duplicacdo de sequéncias das fitas forward e reverse foi similar, com
observagdo de picos a direita na linha azul culminando em adverténcias (figura 28). Estas
indicam que as sequéncias duplicadas representam mais de 20 e menos de 50% do total, o que
mais uma vez esta correlacionado com a presenca de adaptadores e de contaminagdo celular.
Adicionalmente, bibliotecas de RNA-Seq comumente apresentam sequéncias em niveis
diferentes na populacdo inicial, uma vez que para observar transcrigdes de baixa expressao sao
sequenciadas a mais transcrigcdes de maior expressdo, resultando em grande conjunto de

duplicatas (Babraham Bioinformatics, [s.d.], a).
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" Overrepresented sequences
A GTATAGGGGTTAGTCCTTGCTATATTATGCTTGGTTATAATTTTTCATCT 4754 0.37291773218325525 No Hit
CCCCTATACCTTCTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAG 3889 0.3050645899168033 No Hit
ACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGGCGATAGAAATTGAA 3380 0.2651371339460625 No Hit
GTGTACCACCTGTCGATGGCAGTAAAAGTGGTGGTGGGTTGATCTGTGCT 2772 0.2174438270113554 No Hit
ATATAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAG 2272 0.17822235749271265 No Hit
GTGGTACACTGGACGCCTCAATTCTTGGACAAAAGCTGTAAAAACCTTCT 2214 0.1736726670285581 No Hit
CTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAGTCCAAAGAGGAACAGCTCT 2013 0.15798563628205573 No Hit
GATTTAGAGGGTTCTGTGGGCAAATTTAAAGTTGAACTAAGATTCTATCT 1953 ©.15319905993981858 No Hit
CCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCCGTCTATGTAGCAAAATAGTGGGA 1926 0.15108110058581187 No Hit
AGATATAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAAAATTATAACCAAGCATAATAT 1878 0.14731583951262218 No Hit
GTTCTTAGGTAGCTCGTCTGGTTTCGGGGGTCTTAGCTTTGGCTCTCCTT 1874 0.14700206775587304 No Hit
GGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTTTARATTTGC 1791 0.14049130381577832 No Hit
CGTCTATGTAGCAAAATAGT GGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACC 1692 0.13272545285108706 No Hit
GTACTATATCTATTGCGCCAGGTTTCAATTTCTATCGCCTATACTTTATT 1688 0.13178413758263865 No Hit
GCTATCACCAGGCTCGGTAGGTTTGTCGCCTCTACCTATAAATCTTCCCA 1609 0.12621468891099238 No Hit
ATCTATCACCCTATAGAAGAACTAATGTTAGTATAAGTAACATGAAAACA 1601 0.1255871453986941 No Hit
ATCTTGGACAACCAGCTATCACCAGGCTCGGTAGGTTTGTCGCCTCTACC 1587 0.12448894425217288 No Hit
ATATTATGCTTGGTTATAATTTTTCATCTTTCCCTTGCGGTACTATATCT 1558 0.12221409902809881 No Hit
CCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGAAAGCGTTCAAGCTCA 1553 0.12182188432490439 No Hit
GTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTTTAAATTTGCCCACAGAACCCTCT 1537 0.12056679738030782 No Hit
GCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTTCTGCATAATGAATTAAC 1486 0.11656620748940625 No Hit
GGCTTATGCGGAGGAGAATGTTTTCATGTTACTTATACTAACATTAGTTC 1415 0.11099675873775898 No Hit
ACATAGACGGGTGTGCTCTTTTAGCTGTTCTTAGGTAGCTCGTCTGGTTT 1462 0.10997700053027427 No Hit

“”'Overrepresented sequences

B Seqerce [Coun | parcnage | resie s
GTATAGGGGTTAGTCCTTGCTATATTATGCTTGGTTATAATTTTTCATCT 5090 3992745596997832 No Hit

CCCCTATACCTTCTGCATAATGAATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAG 3912 3068687775138609 No Hit

ACCTTAGCCAAACCATTTACCCAAATAAAGTATAGGCGATAGAAATTGAA 3212

GTGTACCACCTGTCGATGGCAGTAAAAGTGGTGGTGGGTTGATCTGTGLT 2754

ATATAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAG 2211

25195872018776105 No Hit
21603185410868425 No Hit
17343733821143825 No Hit
GTGGTACACTGGACGCCTCAATTCTTGGACAAAAGCTGTAAAAACCTTCT 2147
GATTTAGAGGGTTCTGTGGGCAAATTTAAAGTTGAACTAAGATTCTATCT 2131
GTTCTTAGGTAGCTCGTCTGGTTTCGEGGGTCTTAGCTTTGGCTCTCCTT 2057
CTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAGTCCAAAGAGGAACAGCTCT 2006
CCTAAGAACAGCTAAAAGAGCACACCCGTCTATGTAGCAAAATAGTGGGA 1969
ATATTATGCTTGGTTATAATTTTTCATCTTTCCCTTGCGGTACTATATCT 1869
GTACTATATCTATTGCGCCAGGTTTCAATTTCTATCGCCTATACTTTATT 1832

16841699011385197 No Hit
16716190308845538 No Hit
16135712559969626 No Hit
1573565357087947 No Hit
+15445414696441515 No Hit
1466098530606866 No Hit
14370746431638784 No Hit
AGATATAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAAAATTATAACCAAGCATAATAT 1799 1411188473280766 No Hit
CGTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAAACC 1741
GGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTTTARATTTGE 1639
GCTATCACCAGGCTCGGTAGGTTTGTCGCCTCTACCTATAAATCTTCCCA 1629

13656915686391485 No Hit
12856797708211093 No Hit
12778354769173888 No Hit
ATCTTGGACAACCAGCTATCACCAGGCTCGGTAGGTTTGTCGCCTCTACC 1603
ATCTATCACCCTATAGAAGAACTAATGTTAGTATAAGTAACATGAAAACA 1584
GGCTTATGCGGAGGAGAATGTTTTCATGTTACTTATACTAACATTAGTTC 1510
GTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTTTAAATTTGCCCACAGAACCCTCT 1469
ACATAGACGGGTGTGCTCTTTTAGCTGTTCTTAGGTAGCTCGTCTGGTTT 1448
CCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGAAAGCGTTCAAGCTCA 1435
GCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTTCTGCATAATGAATTAAC 1410
ACTATATCTATTGCGCCAGGTTTCAATTTCTATCGCCTATACTTTATTTG 1348

12574403127676867 No Hit
12425361543506022 No Hit
1184488379463011 No Hit
1152326774457724 No Hit
1135853757259894 No Hit
11256561751850469 No Hit
11860454404257256 No Hit
109574198182226086 No Hit

S P eI P e P ® O IO DS S D

GGGTTAGTCCTTGCTATATTATGCTTGGTTATAA CATCTTTCCCT 1344 .10542731006611171 No Hit

Figura 29 - Dados das sequéncias super-representadas e possivel fonte de contaminagdo (ndo

identificada), nas fitas forward (A) e reverse (B).

As sequéncias super-representadas, ou seja, aquelas que representam mais de 0,1% do
total, estdo elencadas na figura 29. A super-representacdo pode estar associada a maior
importancia bioldgica destas sequéncias ou a contaminagao (Babraham Bioinformatics, [s.d.],
a). Tendo em vista que ndo se tem conhecimento de nenhuma descri¢do na literatura, até o
momento, a respeito de sequéncias com papel de destaque na biologia de Senecavirus A4, a
segunda hipotese parece ser a mais factivel, visto que pode ser inferida pela analise conjunta

com os demais resultados.
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Figura 30 - Conteudo de adaptadores, nas fitas forward (A) e reverse (B).

Conforme mencionado, os resultados obtidos pela ferramenta FastQC sugerem a
existéncia de contaminagdes que resultaram em uma menor qualidade do sequenciamento. A
figura 30 confirma a hipdtese da presenga de adaptadores como uma das fontes de
contaminac¢do, sendo identificado o uso de transposase, em consondncia como o que foi
informado pela empresa responsavel pelo sequenciamento. A remog¢do de adaptadores ¢ uma
etapa importante durante o processamento dos dados do sequenciamento, que tende a promover
melhoria significativa dos resultados, recomendando-se nova andlise por meio do FastQC apos

este passo.
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A QKmer Content
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Figura 31 - Contetdo K-mer, nas fitas forward (A) e reverse (B). Em cada grafico estdo representadas as seis

sequéncias K-mer mais frequentes.

Corroborando com as demais andlises, pode ser observado no sequenciamento contetido
K-mer (figuras 31 e 32), especialmente na forma de picos acentuados em pontos especificos no
inicio das leituras. Este padrdo em regra estd associado ao enriquecimento posicional das
sequéncias super-representadas observadas anteriormente, indicativas de contaminagao

(Babraham Bioinformatics, [s.d.], a).
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CGATAGG 1220 8.8 161.7538 1
A AGTCACG 2435 8.0 128.31804 1
CGATAAG 985 8.0 127.49215 1
CGATATG 1370 e.o 114.58007 1
GTCACGA 3385 0.0 96.280464 1
CGATACC 1745 0.0 85.673195 1
CGATATT 1470 0.0 85.42842 1
CGATACG 715 0.0 79.4544 1
TCACGAT 4230 0.0 77.400566 2
AGGGCGG 180 1.8189894E-12 74.75279 5
GATAGGC 655 0.0 73.03803 2
CGATAAT 1755 0.0 68.99988 1
CGATAAA 2135 0.0 67.22236 1
CGATATA 1835 0.0 66.80642 1
GATACGG 390 0.0 65.16655 2
CGATAGC 1450 0.0 59.79989 1
GATATGG 1095 e.e 58.707653 2
GACTGGG 1020 0.0 55.698162 7
GATAGGT 755 0.0 55.443607 2
CGGTGGG 110 2.767867E-4 54.365665 7

B m Obs/Exp Max | Max Obs/Exp Position

CGATAGG 1205 0.0 113.95021

AGTCACG 2030 0.0 107.34237 i
CGATATA 870 0.0 101.78735 1
CGATAAG 535 0.0 98.57009 1
CGATACG 485 0.0 98.47423 1
CGATATG 965 0.0 96.92228 1k
GGGCTCG 115 0.0 86.52174 4
CGATACC 1270 0.0 85.397644 1
CGATAAT 900 0.0 75.17777 1
TAACGGG 40 0.001726229 74.625 4
GTCACGA 3025 0.0 73.35042 2
CGATATT 980 0.0 73.10204 1
CGATATC 805 0.0 72.92547 1
TATGGCG 75 3.910456E-6 66.333336 4
GATACGG 340 0.0 64.382355 2
TCACGAT 3590 0.0 60.974934 3
CGATACT 655 0.0 59.244274 1
GATAGGT 595 0.0 58.529408 2
TCGGAGA 230 0.0 56.239132 8
CACGATA 4145 0.0 52.818616 4

Figura 32 - Dados das sequéncias K-mer identificadas nas fitas forward (A) e reverse (B).

A analise conjunta dos resultados dos graficos apresentados nas figuras a 20 a 32
evidencia que os desvios observados podem ser justificados pelo conteudo de adaptadores e
contetido celular associado a amostra viral sequenciada. A remog¢ao do conteudo de adaptadores
¢ uma etapa comum apds o sequenciamento, tendo sido realizada pelo Trimmomatic
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Quanto ao contetido celular, este ¢

identificado e eliminado a partir do mapeamento da sequéncia contra um genoma de referéncia.
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5.3 Montagem do genoma

A montagem do genoma da amostra LPVA4 pelos programas Bowtie2 ¢ BWA foi
semelhante, enquanto a montagem pelo RNASTAR apresentou resultado inferior. A sequéncia
obtida ap6s montagem pelo programa BWA (figura 33), a partir do mapeamento contra a
referéncia SVV-001 (acesso Genbank: NC _011349), possui 7.253 pares de base, tamanho
compativel com o genoma completo de Senecavirus A (Wang et al., 2023).

De maneira geral, o sequenciamento e montagem do genoma foram bem-sucedidos.
Entretanto, varias regides de gaps foram observadas na sequéncia LPVA4 (figura 33). Isto
porque, ao fazer o mapeamento contra a referéncia, o montador ndo conseguiu identificar e/ou
ordenar adequadamente o conteido de determinadas regides do genoma. Este ¢ um
inconveniente comum das plataformas que realizam o sequenciamento a partir de leituras
curtas, como ¢ o caso da tecnologia //lumina utilizada (Quer et al., 2022).

Uma alternativa que pode ser adotada para obter um melhor resultado na montagem da
amostra LPVA4 ¢ o mapeamento contra uma sequéncia mais proxima geneticamente, como a
SVA/BRA/MG1/2015 (acesso Genbank: KR063107), oriunda do mesmo local (Minas Gerais),
ano (2015) e que se alinhou no mesmo clado (figura 35).

Sendo possivel realizar novo sequenciamento, uma opg¢ao ¢ a amplificagdo do genoma
por primers especificos, com utilizagdo do produto da PCR para o sequenciamento. Desta
forma, ¢ possivel obter menor quantidade de residuos celulares, que contaminam a sequéncia e
prejudicam o processamento dos dados, sem que haja prejuizos a boa cobertura do genoma
(Quer et al., 2022). Outra possibilidade, caso haja disponibilidade de equipamento, ¢ a
realizagdo de sequenciamento de leitura longa por meio de plataforma de terceira geragao, como
Nanopore. Leituras longas favorecem a correta montagem do genoma, uma vez que menos
contigs serdo gerados para serem ordenados, com menor risco de que estes sejam posicionados

de maneira incorreta ou resultem na insercao de gaps (Quer et al., 2022).
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SLPVA_4

GTGTTTGCTAGAGGCACAGAGGAGC
AACATCCAACCTGCTTTTGTGGGGAACGGTGCGGCTCCAATTCCTGCGTCGCCAAAGGTGTTAGCGCACC
CAAACGGCGCATCTACCAATGCTATTGGTGTGGTCTGCGAGT TCTAGCCTACTCGTTTCTCCCCTATCCA
TTCACTCACGCACAAAAAGTGTGCTGTAACTACAAGATT TAGCCCTCGCACGAGATGTGCGATAACCGCA
AGATTGACTCAAGCGCGGAAAGCGCTGTAACCACATGCTGTTAGTCCCTTNATGGCTGCGAGATGGCTAT
CCACCTCGGATCACTGAACTGGAGCTCGACCCTCCTTAGTAAGGGAACCGAGAGGCCTTCTTGCAACAAG
CTCCGACACAGAGTCCACGTGATTGCTACCACCATGAGTACATGGTTCTCCCCTCTCGACCCAGGACTTC
TTTTTGAATATCCACGGCTCGATCCAGAGGGTGGGGCATGATCCCCCTAGCATAGCGAGCTACAGCGGGA
ACTGTAGCTAGGCCTTAGCGTGCCTTGGATACTGCCTGATAGGGCGACGGCCTAGTCGTGTCGGTTCTAT
AGGTAGCACATACAAATATGCAGAACTCTCATTTTTCTTTCGATACAGCCTCTGGCACCTTTGAAGACGT
AACCGGAACAAAAGT CAAGATCGTTGAATACCCTAGATCGGTGAACAATGGTGTTTACGATTCGTCCACT
CATTTAGAGATACTGAACCTACAGGGTGAAATTGAAATT TTAAAGTCTTTCAATGAATACCAAATTCGCG
CCGCCAAACAACAACTTGGACTGGACATCGTGTACGAACTACAGGGTAATGTTCAGACAACCT CAAAGAA
TGATTTTGATTCCCGCGGTAATAATGGTAACATGACCTTCAATTACTACGCAAACACTTACCAGAATTCA
GTAGACTTCTCGACCTCCTCGTCGGLGTCAGGCGCCGGACCLGGGAACTCCCGGEGCGGATTAGCGGGTC
TCCTCACAAATTTCAGTGGAATCTTGAACCCTCTTGGCTACCTCAAAGATCACAATACCGAAGAAATGGA
AAACTCTGCTGATCGAGT CATAACGCAAACGGCGGGCAACACTGCCATAAACACGCAATCATCACTGGGT
GTGTTGTGTGCCTACGTTGAAGACCCGACCAAATCTGACCCTCCGTCCAGCAGCACAGATCAACCCACCA
CCACTTTTACTGCCATCGACAGGTGGTACACTGGACGCCTCAATTCTTGGACAAAAGCTGTAAAAACCTT
CTCTTTTCAGGCCGTCCCGCTCCCTGGAGCCTTCCTGTCTAGACAGGGAGGCCTCAACGGAGGGGCCTTC
ACGGCTACCCTACATAGACATTTCTTAATGAAGTGCGGGTGGCAGGTGCAGGTCCAATGCAATTTGACGC
AATTCCACCAAGGTGCTCTTCTTGT TGCCATGGTCCCCGAAACCACCCTTGATGTCAAACCTGACGGCAA
GGCAAAGAGCTTGCAGGAGCTGAATGAAGAACAGT GGGT GGAAATGTCTGACGATTACCGGACCGGGAAA
AACATGCCTTTCCAGTCTCTTGGCACATACTATCGGCCCCCTAACTGGACTTGGGGCCCCAATTTCATCA
ACCCCTATCAAGTAACAGTTTTCCCACACCAAATTCTGAACGCGAGAACCTCTACCTCGGTAGACATAAG
TGTCCCATACATCGGGGAGACTCCTACACAAT CCTCAGAGACACAGAACTCCTGGACCCTCCTCGTTATG
GTGCTTGTCCCCCTGGACTACAAGGAGGGAGCCACAACT GACCCAGAAATTACATTTTCTGTAAGGCCTA
CAAGTCCTTACTTCAATGGGCTACGTAACCGTTTCACGACCGGGACGGACGAGGAACAGGGGCCCATTCC
CACAGCACCCAGAGAAAATTCGCTTATGTTTCTCTCAACCATCCCTGACGACACTGTCCCTGCTTACGGG
AATH

A GGCTTGAACT CNNNNNGGACCTTT
NNNNNCCCCTACATCNNI AAACTCGGGCTATTACCAACTCAGTTTATTCTGCTG
ATGGTTGGTTTAGCCTGCACAAGCTGACTAAAATTACTCTACCACCTGACTGCCCACAGAGTCCCTGTAT
TCTCTTTTTCGCCTCTGCTGGTGAGGATTACACCCTCCGTCTCCCTGTTGATTGTAATCCTTCCTACGTG
TTCCACTCCACCGACAACGCCGAGACTGGGGTTATTGAGGCGGGTAACACTGACACCGATTTCTCTGGTG
AGCTGGCGGCTCCTGGCTCTAACCACACTAATGTCAAGT TCCTGTTTGACCGATCTCGATTACTGAATGT
AATTAAGGTACTGGAGAAGGACGCCGTCTTCCCCCGTCCTTTCCCCACAGCAACAGGTGCACAGCAGGAC
GATGGTTACTTTTGCCTTCTAACACCCCGCCCAACAGTCGCTTCCCGACCCGCCACTCGTTTCGGCCTGT
ACGTCAATCCGTCTGACAGTGGCGT TCTCGCTAACACTTCACTGGATTTCAATTTTTACAGCTTGGCCTG

TTTCACTTACTTTAGATC

I GGCTCATGATGC
CTTCATGGCCGGTTCCGGGCCCCCTCTTAGNNACGACCAGAT TGAATATCTCCAGAACCTCARATCTCTT
GCCCTAACACTG

I VAGAGCTTGGCCTCCAC
GTTGATTGCCCAGGCTGTGTCCAAGC

A ACATTCTGACCGTCANNN
A GCTCCGGGTCTGCCTTACGCCAT

TAGCGGCCTTCGACGTACTGATCTCGTCGATTTTGCGAACGGCACGGTGGACCCGACACTGGCCATGCAA
ATCCAAAAATTCTTAGACGGTGACTACTCTGATCATGTCTTCCAAACTTTTCTGAAAGATGAAATCAGAC
CCTCAGAGAAGGTCCGAGCGGGAAAAACCCGCATTGTCGATGTGCCCTCCCTGGLGCACTGCATTGTGGG
CAGAATGTTGCTTGGGCGCTTTGCCGCCAAGTTTCAATCCCATCCTGGCTTTCTCCTTGGCTCTGCTATC
GGGTCTGACCCTGATGTCTTCTGGACCGTCATAGGGGCT CAGCTCGAGGGAAGAAAGAACACGTATGACG
TGGACTACAGTGCCTTTGACTCTTCACACGGCACTGGCTCCTTCGAGGCTCTCATCTCTCACTTTTTCAC
CGTGGACAATGGTTTTAGCCCTGCGCTGGGACCGTATCTCAGATCCCTGGCNGTCTCGGTGCACGCTTAC
GGCGAGCGTCGCATCAAGATTACCGGAGGCCTCCCCTCTGGTTGTGCTGCGACCAGCCTGCTGAACACAG
TGCTCAACAATGTGATCATCAGGACTGCTCTGGCATTGACCTACAAGGAATTTGAATATGACATGGTTGA
TATCATCGCCTACGGTGACGACCTTCTGGTTGGTACGGATTACGATCTGGACTTCAATGAGGTGGLGCGG
CGCGCTGCCAAACTGGGGTATAAGATGACTCCTGCCAACAAAGGTTCTGTCTTCCCTCCGACTTCCTCTC
TCTCCGACGCTGTTTTTCTAAAACGCAAATTCGTCCAAAACAATGACGGCTTATACAAACCAGTTATGGA
TTTAAAGAATT TGGAAGCCATGCTCTCCTACTTCAAACCAGGAACACTACTCGAGAAGCTGCAATCTGTT
TCTATGTTGGCTCAACAT TCTGGAAAAGAAGAATATGATAGATTGATGCACCCCTTTGCTGACTACGGTG
CCGTACCGAGTCACGAGTACCTGCAGGCAAGATGGAGGGCCTTGTTCGACTGACCTAGATAGCCCAACGC
GLTCCGGTGCTGCCGLCGATTCTGGGAGAACT CAGTCGGAACN

Figura 33 - Sequéncia da amostra LPV A4, obtida pelo software BWA, a partir de mapeamento contra a
sequéncia SVV-001 (acesso Genbank: NC_011349).
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5.4 Alinhamento e analise filogenética

Ap6s o alinhamento das 280 sequéncias completas de Senecavirus A (amostra LPVA4
e 279 sequéncias elencadas no Apéndice I), foi feita a predicdo do modelo evolutivo GTR + I
+ G como o mais adequado para a inferéncia filogenética, devido ao menor valor BIC

apresentado (figura 34) (Neath e Cavanaugh, 2012). A arvore construida a partir deste modelo,

pelo método de maxima verossimilhanga e 1000 replicatas, estd representada na figura 35.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models

Model Parameters BIC AlCc inL (+) (+G) R flA) f(T)
GTR+G+l 567 141612.449 134510.640 -66688.162 0.44 0.89 8.27 0.235 0.246
TNO3+G+| 564 141685.552 134621.317 -66746.502 0.44 0.89 9.92 0.235 0.246
HKY+G+I 563 141720.579 134668.869 -66771.278 0.44 0.84 8.28 0.235 0.246
GTR+G 566 141810.234 134720.950 -66794.317 n/a 0.30 8.21 0.235 0.246
K2+G+l 560 141810.379 134796.243 -66837.967 0.44 0.82 9.45 0.250 0.250
T92+G+l 561 141816.506 134789.845 -66833.767 0.44 0.83 8.44 0.241 0.241
HKY+G 562 141907.163 134867.977 -66871.833 n/a 0.29 8.27 0.235 0.246
TN93+G 563 141925.242 134873.532 -66873.610 n/a 0.30 9.17 0.235 0.246

K2+G 559 142009.298 135007.687 -66944.689 n/a 0.29 8.42 0.250 0.250

T92+G 560 142022.640 135008.504 -66944.097 n/a 0.28 8.42 0.241 0.241

GTR+I 566 143228.559 136139.275 -67503.480 0.59 n/a 8.16 0.235 0.246
TNI3+| 563 143356.052 136304.342 -67589.015 0.58 nfa 8.42 0.235 0.246

HKY+I 562 143374.228 136335.042 -67605.366 0.59 nfa 8.24 0.235 0.246

K2+l 559 143502.338 136500.726 -67691.209 0.59 n/a 8.35 0.250 0.250

Figura 34 - Comparacdo entre os diferentes modelos evolutivos, conforme o alinhamento realizado. O
modelo GTR + G + I foi considerado o mais adequado, uma vez que seu Bayesian Information Criterion (BIC)

foi inferior (Neath e Cavanaugh, 2012).

Das 279 sequéncias obtidas no NCBI Virus, 265 informam no préprio banco de dados a
data de coleta da amostra, e apenas 24 revelam neste o material biologico utilizado para
isolamento, sendo citados cavidade abdominal, tecidos (sem especifica¢do), cérebro, banda
corondria, fezes, lesdes, pulmao, nasofaringe, tonsilas, linfonodo e bago — individualmente ou
em combinacdo (informagdes extraidas do NCBI Virus, disponiveis no Apéndice I). Isto,
associado ao fato de que ndo sdo incluidos genomas completos na respectiva pagina, mas apenas
na sec¢ao de nucleotideos, demonstra a necessidade de que a deposi¢ao de genomas em bancos
de dados seja realizada com maior cuidado, uma vez que informagdes simples, porém

relevantes, poderiam ser incluidas sem dificuldade e enriquecer diversas analises.
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Figura 35 - Arvore de méxima verossimilhanga construida a partir do modelo GTR + I + G, com 1000
bootstraps, obtida pelo IQTree e editada com o FigTree. Foram utilizadas 280 sequéncias, incluindo a LPVA4,
destacada com o simbolo estrela. O nimero de acesso, origem e data de coleta de cada amostra (quando disponivel)
estdo indicados em cada taxon. As cores nos ramos representam os valores de bootstrap, com cores mais quentes
indicando maior confiabilidade, conforme legenda; enquanto as cores utilizadas em cada taxon indicam o pais de

origem da amostra.
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A arvore construida corrobora com os resultados de filogenia encontrados por outros
grupos de pesquisa, com tendéncia de agrupamento das sequéncias conforme o ano de
isolamento e a regido geografica (Leme et al., 2017; Joshi et al., 2020). A relagdo filogenética
entre linhagens de diferentes paises, que levou a formulacao da hipdtese de transferéncia viral
entre areas geograficas distintas, por Joshi et al. (2020), também foi observada na arvore obtida
no presente trabalho.

Assim como observado por Joshi e colaboradores (2016b), as 15 amostras brasileiras se
agruparam e se aproximaram das amostras estadunidenses do ano de 2015. A amostra
MZ456812.1, isolada em Santa Catarina no ano de 2020, apresentou ramo notadamente maior
do que as demais sequéncias brasileiras, o que levou a andlise de matriz de distancia. O
resultado, exposto na figura 36, demonstra que todas as 14 sequéncias brasileiras disponiveis
nos bancos de dados sdo muito proximas geneticamente, mas, comparativamente, a amostra
sequenciada em 2020 ¢ mais distante das demais. Este dado sugere uma possivel evolugao
molecular do virus ao longo dos anos, reforcando os achados de Vieira e colaboradores (2022).
Especificamente quanto a amostra LPVA4, conforme esperado, esta foi agrupada proximo as
sequéncias KR063107.1 e KR063108.1, isoladas na mesma regido (Minas Gerais, Brasil) e ano
(2015) (Vannucci et al., 2015).

MZ456812.1 | MF615501.1 | KR063107.1 | KR063108.1 | KR063109.1 | MF615507.1 | MF615510.1 | MF615508.1 | MF615509.1 | MF615503.1 | MF615504.1 | MF615506.1 | MF615505.1 | MF615502.1

MZ456812.1

MF615501.1 | 0,0203347357

KR063107.1 | 0,0204238042 462

Fd

KR063108.1 | 0,0204238042 | 0,0025352462 | 0,0000000000

KRO063109.1 | 0,0202399507 | 0,0028869706 | 0,0031126243 | 0,0031126243

MF615507.1 | 0,0217399573 | 0,0041316302 | 0,0043965010 | 0,0043965010 | 0,0038662143

MF615510.1 0,0044078137 | 0,0046735072 | 0,0046735072 | 0,0041415255 | 0,C

o
o

MF615508.1 | 0,0219276183 | 0,0043134367 | 0,0046607687 | 0,0046607687 | 0,0041302445 | 0,C 0,0007886953

o

MF615509.1 | 0,0218340672 60941 | 0,0044914010 | 0,0044914010 0,0004379188 | 0,0007009787 | 0,0000874490

o
o

MF615503.1 | 0,0213249696 | 0,0063761067 | 0,0068213317 | 0,0068213317 | 0,0062854000 | 0,0077295434 | 0,0079995843 | 0,0078981091 | 0,0078117633

MF615504.1 | 0,0211388325 | 0,0063198539 | 0,0067683114 | 0,0067683114 | 0, 0,0076746091 | 0,0079458259 | 0,0078506985 | 0,0077605593 | 0,0000000000

o

MF615506.1 |0,0 0,0053627329 | 0,0054489491 | 0,0054489491 | 0, 0,( 0,0067288736 0,0065434026 | 0,0048: 0,0047948536

o

MF615505.1 | 0,0223094986 | 0,0060896327 | 0,0065345232 | 0,0065345232 | 0,0060005014 | 0,0061863107 | 0,0064570044 0,0062720581 | 0,0097037675 | 0,0095735304 | 0,0084209084
MF615502.1 | 0,0238764494 | 0,0065371956 | 0,0069884787 | 0,0069884787 | 0,0062657643 | 0, 0,0C 0, 0,0063753766 | 0,0100505859 | 0,0100051075 | 0,0088127741 | 0,0076455721

Figura 36 — Distancia genética entre as 14 sequéncias brasileiras disponiveis no NCBI Virus.

Ressalta-se que a auséncia de distdncia genética entre as amostras KR063107.1 e
KR063108.1 ¢ explicada pelo fato de que ambas sdo referentes ao mesmo animal, entretanto a
primeira foi isolada de fluido vesicular, enquanto a segunda foi isolada do soro (informagdes
indisponiveis no NCBI Virus, mas extraidas da publicacdo de Vannucci et al., 2015). O mesmo
argumento ¢ valido para as sequéncias MF615503.1 e MF615504.1, obtidas a partir de amostra
de pulmao e de vesicula na banda coronaria, respectivamente (dados extraidos do NCBI Virus).

A figura 37, que relaciona o nimero de amostras sequenciadas com diferentes anos,
demonstra que ap6s os surtos de 2015 houve queda acentuada da quantidade de genomas de

SVA sequenciados. Tendo em vista o perfil endémico que a doenca assumiu no Brasil e em
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outros paises (Brasil, 2020; Houston et al., 2020), e o fato de que sua distribui¢do vem se
ampliando para outras regides, a exemplo do Chile, mais recentemente (Bennett et al., 2022), a
falta de sequenciamento nao pode ser justificada pela menor ocorréncia da doenga. Assim, ¢
importante alertar que a pesquisa continua ¢ necessaria para que informagdes relevantes para
maior compreensao e vigilancia do virus, independentemente do pais, estejam constantemente

disponiveis.

Sequenciamento de Senecavirus A ao longo dos anos
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Figura 37 - Sequéncias completas de Senecavirus A disponibilizadas no NCBI Virus ao longo dos anos.

A atribuigdo de cor conforme o pais de origem da amostra (figura 35), além de facilitar
a visualizagdo do agrupamento geografico, permite observar a quantidade superior de
sequéncias depositadas pelos Estados Unidos (em azul escuro) e China (em vermelho). O
namero de sequéncias depositadas por cada pais estd apresentado na figura 38, considerando
apenas aquelas com tamanho préximo ao genoma completo (mais de 7000 pares de base),
extraidas do NCBI Virus em 30/10/2023. Como os dados de prevaléncia de Senecavirus A sao
escassos no Brasil e no mundo, ndo € possivel estabelecer uma relagao entre o nimero de casos
da doenga em cada pais e a geragdo de dados de sequenciamento, mesmo porque a incompativel
disponibilidade de recursos financeiros para pesquisa em diferentes paises ndo pode ser
desconsiderada. Outro aspecto que deve ser ponderado ¢ o poder que a suinocultura assume em
diferentes economias. Neste contexto, China e Estados Unidos ocupam a primeira e terceira
posicdes, respectivamente, no ranking dos principais produtores de suinos do mundo (ABPA,
2023), o que justifica a preocupacido com patdégenos de importancia econdmica, como € o caso

do SVA. Ao seguir este raciocinio, fica evidente que o Brasil, quarto maior produtor e
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exportador de carne suina (ABPA, 2023), deve buscar alternativas para ampliar o acesso as
ferramentas de sequenciamento, seja mediante esforcos politicos junto a instituigdes como o
Centro Pan-Americano de Febre Aftosa e Satde Publica Veterinaria (PANAFTOSA), ao qual
interessa o controle de SVA e de outros diagnosticos diferenciais de febre aftosa; ou por meio
de parcerias com empresas privadas, que podem se beneficiar das informagdes fornecidas para
desenvolvimento de produtos como vacinas, kits de diagnostico e farmacos. Desta forma, o
investimento no sequenciamento de amostras de SVA beneficia os diferentes elos do
agronegodcio brasileiro, sendo fundamental para avancos quanto a vigilancia epidemiologica,

prevencao e controle das infec¢des por Senecavirus A.

Sequenciamento de amostras de Senecavirus A por pais
(atribui¢io de cor conforme o niimero de sequéncias depositadas)

1 6 14 W 117 W 124

Da plataforma Bing
D Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Geospatial Data Edit, Microsoft, Microsoft Crowdsourced Enrichments, Navinfo, Open Places, OpenStrectMap, TomTom, Wikipedia, Zenrin

Figura 38 — Numero de sequéncias completas de SVA disponibilizadas no NCBI Virus por diferentes
paises. Chile, Colémbia, México e Vietnd depositaram um genoma cada. A Tailandia depositou 6 genomas,
seguidos de Brasil e Canad4, que contribuiram para o banco de dados com 14 sequéncias. China e Estados Unidos

s30 0s paises que mais sequenciaram, tendo depositado 117 e 124 sequéncias, respectivamente.

5.5 Predicao de epitopos e avaliacio da conservacio

Como a montagem do genoma da amostra LPVA4 apresentou muitos gaps, ¢ a
utilizacdo de alternativas para melhorar o resultado do sequenciamento e montagem foi
postergada, optou-se por escolher outra sequéncia que estivesse disponivel nos bancos de dados

para a etapa de predi¢do de epitopos. Dentre as opg¢des, foi dada preferéncia para sequéncias
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brasileiras isoladas em data proxima da sequéncia LPVA4, o que culminou na escolha da
sequéncia SVA/BRA/MG1/2015 (acesso Genbank: KR063107), oriunda do mesmo estado
(Minas Gerais) e isolada no mesmo ano (2015). A proximidade genética entre as duas
sequéncias pode ser confirmada pela topologia da arvore construida, com a LPVA4 e a MG1
ocupando o mesmo clado (figura 35).

Apds a busca por epitopos nas ferramentas disponiveis no IEDB e no ABCPred,
filtragem e sobreposicdo dos determinantes antigé€nicos preditos para MHC I, MHC 1I e
linfocitos B, foram selecionados 45 epitopos para construcao da proteina M-E1, pretendida para
uso em formulacdo vacinal (sequéncias ndo divulgadas). O alinhamento de 316 sequéncias de
proteinas com tamanho proximo ao esperado para SVA (2181 aminodcidos) revelou boa
conservagdo dos epitopos selecionados (dados ndo apresentados). Informagdes sobre as
sequéncias utilizadas para a analise de conservagdo podem ser acessadas no Apéndice II.

A busca por epitopos de linfocitos B para fins diagndsticos, pela ferramenta ABC Pred,
retornou inicialmente 70 epitopos com score maior ou igual a 0.80, referentes as proteinas
Leader, 2B, 2C, 3A, 3C, VP1, VP2, VP3 e VP4 (dados ndo apresentados). A fim de reduzir o
conjunto de epitopos e selecionar os mais antigénicos, foi alterado o pardmetro da busca para
epitopos com score maior ou igual a 0.90, restringindo os resultados para 16 epitopos (dados
ndo apresentados). Por fim, foi feita nova filtragem, para priorizar os epitopos com score maior
ou igual a 0.90 referentes as proteinas do capsideo (VP1, VP2, VP3 e VP4), devido a maior
exposicao destas as células de defesa in vivo. Assim, foram selecionados 10 epitopos de
interesse, cujas informacdes estdo disponiveis na tabela 3 (a sequéncia dos peptideos foi omitida
devido ao possivel requerimento de patente). Dos 10 epitopos preditos, D2, D3, D4, D6, D7 e
D9 coincidem parcialmente com determinantes antigénicos observados por outros grupos de

pesquisa (Ru et al., 2023; Zhang et al., 2023).
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Tabela 3 - Dados dos epitopos de linfocito B selecionados.

Epitopo Proteina Posicao Score
D1 VP1 80 0.96
D2 VP2 34 0.94
D3 VP2 220 0.93
D4 VP4 2 0.92
D5 VP2 239 0.92
D6 VP2 211 0.92
D7 VP2 158 0.92
D8 VP2 260 0.91
D9 VP1 162 0.91

D10 VP3 148 0.90

O alinhamento de proteinas das 14 sequéncias brasileiras disponiveis no NCBI Virus
(codigos de acesso disponiveis no Apéndice III) revelou que, dos 10 epitopos selecionados, 7
estdo conservados em todas as linhagens do Brasil, enquanto 3 epitopos (D1, D6 e D9) possuem
alteracdao pontual de um aminodcido (indicada pelas setas) em todas as linhagens brasileiras
(figura 39). Inicialmente, tem-se a perspectiva de sintetizar estes 7 peptideos conservados em
sintetizador automatico para avaliar o potencial em testes diagnodsticos diretos ou indiretos,
individualmente e em combinagdo, semelhante ao descrito no trabalho de Santos e
colaboradores (2022). De toda forma, os peptideos D1 a D10 foram também utilizados para
construcdo de proteina multi-epitopo (M-E2), para ampliar as possibilidades de aplicagdo destas

moléculas.



Figura 39 - Alinhamento das 14 sequéncias de proteinas de SVA oriundas do Brasil e disponiveis no

NCBI Virus, com indicagao da regido de cada um dos dez peptideos preditos (moldura preta), conforme
identificagdo a direita. Cada cor na coluna representa um aminoacido diferente, e cada linha é uma sequéncia. A
manuten¢do do mesmo padrdo de cor em todas as linhas demonstra a conservagdo dos epitopos nas amostras
brasileiras. As setas pretas apontam o sitio de alteragdo de aminoacido nos peptideos D1, D6 e D9. Ressalta-se que
a alteracdo apontada ocorre em todas as sequéncias brasileiras. Foi utilizado recurso de distor¢do da imagem a fim

de manter a confidencialidade da sequéncia de aminoacidos de cada peptideo.
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5.6 Construcio de proteinas multi-epitopo

Os 45 epitopos de linfocitos T CD4+/B e T CD8+/B foram conectados pelos /linkers
GPGPG e AAY, respectivamente. Os ligantes desempenham fungdes na expressao,
dobramento, estabilizagdo e atividade biologica da proteina (Vilela Rodrigues ef al., 2022). Ao
todo, a proteina multi-epitopo M-E1, construida para ser testada como opg¢do vacinal, possui
658 aminoacidos. Conforme destacado na metodologia, além da sequéncia pura, a proteina foi
testada associada aos adjuvantes cadeia B da enterotoxina termolabil de E. coli (Sun et al.,
2013), GPX1 (Du et al., 2017) e GP96 (Chen et al., 2013), conectados no inicio da sequéncia
pelo ligante EAAAK.

Do ponto de vista das estratégias in silico empregadas, a constru¢ao da proteina M-E1
se destaca para uso como antigeno vacinal em comparagdo com a proteina obtida por Zhang et
al. (2023), uma vez que a M-E1 foi construida mediante associag¢do de epitopos de linfocitos T
CD4+, T CD8+ e B preditos especificamente a partir de genoma brasileiro de Senecavirus A;
enquanto a proteina obtida no trabalho mencionado utilizou epitopos universais de linfocitos T,
portanto, menos especificos. Por outro lado, cabe ressaltar que a vacina produzida por Zhang e
colaboradores (2023) ja obteve resultados promissores em experimentos in vitro € in vivo, que
ainda sdo necessarios para a proteina M-E1.

Para construcdo da proteina multi-epitopo M-E2, voltada para diagndstico, foram
testados trés linkers descritos na literatura: GGSSGG (Zhang et al., 2023), GSGSG (Shams et
al.,2021) e KK (Shawan et al., 2023). Os melhores resultados, abordados no topico 5.7, foram
associados ao uso do ligante KK, de modo que a constru¢do da M-E2 com este /inker resultou

em uma proteina com 178 aminoacidos.

5.7 Analises de antigenicidade, alergenicidade e toxicidade

Os resultados das analises de antigenicidade, alergenicidade e toxicidade da proteina

multi-epitopo M-E1 estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Resultados das analises da proteina multi-epitopo M-E1, com e sem adjuvantes.

Sem Cadeia B toxina

Parametro . . GPX1 GP96
adjuvante E. coli
Antigenicidade 0.5076 0.5059 0.5209 0.4082
Alergenicidade Nao Nao Nao Nao

Toxicidade Nao 1 peptideo 3 peptideos 11 peptideos
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Como a analise de toxicidade apontou a existéncia de peptideos toxicos nas construgcdes
vacinais associadas a adjuvantes, sem que houvesse incremento significativo na antigenicidade,
optou-se por seguir as analises com a sequéncia da proteina sem associa¢des. Neste contexto,
na hipdtese de futuramente serem realizados testes in vivo, serd importante associar adjuvantes
de uso bem relatado na suinocultura, a fim de intensificar o estimulo a resposta imune.

Em relacdo a proteina M-E2, os resultados estdo apresentados na tabela 5. Nenhuma das
construcdes testadas apresentou alergenicidade ou toxicidade. Devido & maior antigenicidade
obtida pela utilizacao do linker KK, este foi escolhido para construgdo da proteina e foi a opg¢ao

mantida para as demais analises.

Tabela 5 - Resultados das analises da proteina multi-epitopo M-E2, com diferentes opgoes de linkers,

Parimetro GGSSGG GSGSG KK
Antigenicidade 0.5100 0.5159 0.7032
Alergenicidade Nao Nao Nao

Toxicidade Nao Nao Nao

5.8 Avaliacio de parametros fisico-quimicos e homologia com o hospedeiro

As analises dos pardmetros fisico-quimicos das proteinas M-E1 e M-E2 revelaram os
resultados apesentados na tabela 6.

A proteina M-E1 ¢ formada por 658 aminoécidos, possui massa molecular de 70.606,83
(70,6 1KD) e ponto isoelétrico 9,14, sugerindo o carater basico da proteina. O coeficiente de
extingdo calculado (127900 M ! cm™!) devera ser considerado como referéncia na hipotese de
purificagdo da proteina por espectrofotometro. O indice alifatico de 72.87 indica uma boa
estabilidade da proteina diante de mudancas de temperatura. A meia-vida calculada ¢ de 30
horas em reticulocitos de mamiferos (in vitro), >20 horas em leveduras (in vivo) ¢ >10 horas
em E. coli (in vivo), o que ja foi considerado como um resultado promissor para candidatos
vacinais em outros estudos (Vilela Rodrigues et al., 2022). O indice de instabilidade (II),
calculado em 26.63, indica a estabilidade da proteina. O GRAVY calculado ¢ de 0, 018, valor
positivo que sugere o carater hidrofobico da proteina. Por outro lado, o resultado da ferramenta
Protein-Sol (0,289) sugere solubilidade da proteina, ainda que inferior a média das proteinas de
E. coli (0,45) (Hebditch et al., 2017; Vilela Rodrigues et al., 2022). Os resultados obtidos
indicam um bom potencial para o uso da proteina como antigeno vacinal, sendo suficientes para

justificar a realizacdo futura de testes in vitro e in vivo.
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Tabela 6 - Parametros fisico-quimicos das proteinas multi-epitopo M-E1 e M-E2.

Parametro M-E1 M-E2
N°aminoacidos 658 178
Peso 70606.83 19975.58
molecular
pI 9.14 9.85
Coeficiente 127900 23045/22920
extincao
Indice alifatico 72.87 44.89
Meia-vida 30h/>20/>10 1.4h/3min/>10h
estimada
Indice de , ,
instabilidade 26.63 (estavel) 30.35 (estavel)
GRAVY 0.018 -1.046
Solubilidade 0.289 0.698

Quanto a proteina M-E2, esta ¢ formada por 178 aminoacidos, possui massa molecular
de 19.975,58 (19,98KD) e carater basico, evidenciado pelo ponto isoelétrico de 9,85. Foram
calculados dois coeficientes de extingdo (23045 € 22920 M ! ecm™), que devem ser considerados
para eventual purificacdo da proteina. O primeiro valor calculado assume que os pares de
cisteina formam cistinas, enquanto o segundo considera que todos os residuos de cisteina
sofrem reducdo. O indice alifatico de 44.89 e o indice de instabilidade de 30.35 sugerem a
estabilidade da proteina. O GRAVY de -0.146 indica que a proteina ¢ hidrofilica, com
solubilidade de 0,689 calculada pelo Protein-Sol. O resultado da meia-vida para a proteina M-
E2 foi inferior ao obtido para a M-E1, com estimativa de 1.4 horas de meia-vida em reticulocitos
de mamiferos (in vitro), 3 minutos em leveduras (in vivo) ¢ > 10 horas em E. coli (in vivo).
Apesar de este resultado estar abaixo do esperado para mamiferos e leveduras, a meia-vida
superior a 10 horas em E. coli, provavel vetor para a expressao da proteina, permite supor que
a M-E2 seja adequada para fins diagndsticos. Outras analises em perspectiva, como a de
simulacdo dindmica, poderdo esclarecer mais detalhes a respeito da funcionalidade da proteina,
assim como futuros testes in vitro. Desta forma, o resultado de meia-vida estimada, avaliado
em conjunto com os demais resultados e pensado no contexto flexivel de predi¢des in silico,

ndo invalida a perspectiva de uso da M-E2 em testes diagnosticos.

5.9  Anailises de homologia

Em relagdo a andlise de homologia com o hospedeiro (Sus scrofa domesticus), nenhuma

proteina similar & M-E1 (figura 40-A) ou M-E2 (figura 40-B) foi identificada. Assim, ndo ha
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indicio de que as proteinas multi-epitopo construidas possam desencadear reacdes de
autoimunidade em suinos domésticos ou reacdes inespecificas em métodos diagndsticos com

amostras de suinos.
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Figura 40 - Resultado do BLASTp realizado para verificar a existéncia de homologia entre o proteoma de suinos

domésticos e as proteinas M-E1 (A) e M-E2 (B). Nao foram identificadas proteinas similares.

Quanto a homologia entre as proteinas construidas e o proteoma dos virus da febre
aftosa, estomatite vesicular, doenga vesicular dos suinos e exantema vesicular dos suinos, nao
foi verificada similaridade significativa entre estes e a proteina M-E1 (figura 41-A a 41-D).
Entretanto, foi verificada homologia parcial entre a proteina M-E2 e 94 sequéncias do proteoma
do virus da doenca vesicular dos suinos (figura 42-C), com identidades de até 47,83%. Apesar
da correspondéncia encontrada, o que inicialmente preocupa quanto a especificidade
diagnostica diante do uso da proteina, como se trata de uma doenga ainda considerada exotica
no Brasil o maior prejuizo seria quanto a ndo detec¢ao deste virus e alerta para sua entrada no
pais. Todavia, esta preocupagdo ndo merece prosperar, uma vez que a doenca vesicular dos
suinos ¢ de baixa incidéncia mundial, registrada apenas em paises europeus e asiaticos; mesmo
que houvesse demora para confirmar a entrada do agente, as medidas de controle sdo baseadas

em principios de biosseguranca, da mesma forma que o controle de SVA; e ndo haveria
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implica¢do quanto ao diagndstico diferencial de maior importancia, febre aftosa, que de fato
exigiria as restricdes comerciais e prejuizos econdmicos discutidos previamente (Brasil, 2020).
De toda forma, a avaliacdo in vitro pretendida para proteina M-E2, bem como para os epitopos
de linfocito B preditos, isoladamente e em pares, € a ferramenta que ira responder efetivamente
quanto a real possibilidade de interferéncia diagndstica. SO a partir destes resultados sera
possivel avaliar se os epitopos preditos e a proteina M-E2 poderdo servir ao propdsito de

promover um diagnostico sensivel e especifico de Senecavirus A.
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Figura 41 — Analise de homologia entre a proteina M-E1 e o virus da febre aftosa (A),

estomatite vesicular (B), doenga vesicular dos suinos (C) e exantema vesicular dos suinos (D). Nao foi

verificada similaridade significativa.
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Figura 42 - Analise de homologia entre a proteina M-E2 e o virus da febre aftosa (A), estomatite vesicular

94 sequéncias do proteoma do virus da doenca vesicular dos suinos.

(B), doenga vesicular dos suinos (C) e exantema vesicular dos suinos (D). Foi identificada correspondéncia com
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5.10 Analises estruturais
A estrutura secunddria da proteina M-E1 estd representada na figura 43. A estrutura
tercidria inicial, anterior ao refinamento, esta ilustrada na figura 44, e o Ramachandran plot

correspondente na figura 45.
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Figura 43 - Estrutura secundaria da proteina M-E1, dada pelo PSIPRED 4.0, indicando as regides de folha

B (amarelo), a-hélice (rosa) e bobinas (cinza).

plDDT: == Very low (<50) Low (60) mmm OK (70) Confident (80) == Very high (>90)

Figura 44 - Estrutura tercidria inicialmente predita pelo AlphaFold2 para a proteina M-E1.
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PROCHECK

Ramachandran Plot

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB.L] 258 48.4%
Residues in additional allowed regions [ab.l.p] 163 30.6%
Residues in generously allowed regions [~a~b.~l,~p] 75 14.1%
Residues in disallowed regions 37 6.9%
Number of non-glycine and non-proling residues 533 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1

Number of glycine residues (shown as triangles) 72

Number of proline residues 52

Total number of residues 658
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over $0% in the most favoured regions.

saves_01.ps
Figura 45 - Ramachandran plot da estrutura inicialmente predita para a proteina M-El, gerado pelo

programa PROCHECK, na qual apenas 48,4% dos residuos estavam localizados nas regides mais favoraveis.

Os resultados iniciais obtidos para a estrutura terciaria da proteina M-E1 foram
insatisfatorios. A estrutura predita pelo Alphafold? (figura 44) revela que todas as regides da
proteina foram modeladas com confiabilidade muito baixa (pLDDT < 50), o que sugere
desordem estrutural (Tunyasuvunakool et al., 2021). Além disso, o Ramachandran plot (figura
45) aponta que apenas 48,4% dos residuos estavam em regides favordveis, com angulos de
tor¢ao vidveis; enquanto 30,6% estdo em regides permitidas, 14,1% em regides generosamente
permitidas (ou seja, permitidas quando analisadas com menor rigor) e 6,9% estdo em regides

proibidas, nas quais os angulos de tor¢do assumem valores incompativeis estereoquimicamente,
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havendo risco de colisdo entre atomos e comprometimento da funcionalidade da proteina
(Birbeck College, [s.d.]; Laskowski et al., 1993).

O refinamento da proteina pelo GalaxyRefine resultou na predicdo de cinco modelos
tridimensionais, dos quais o modelo 1 apresentou melhor qualidade, com 95,3% dos residuos
em regides favoraveis (figura 46). O Ramachandran plot referente a estrutura refinada (figura
47) evidenciou a presenca de 92,7% dos residuos em regides favoraveis, 6,4% em regides
permitidas, 0,6% em regides generosamente permitidas e 0,4% em regides proibidas. Assim, a
estrutura refinada atende ao padrao necessario para uma estrutura tridimensional de qualidade,
na qual ao menos 90% dos residuos devem estar nas regides mais favoraveis (Birbeck College,

[s.d.]; Laskowski et al., 1993).

Structure Information

Poor Rama
4.058 nr
0.0 95.3

Initial 1.0000 0.000 65.9 A 52.6
MODEL 1 0.8302 0.751 1.691 6.6
MODEL 2 0.8560 0.651 1.682 58 0.2 94.7
MODEL 3 0.8549 0.659 1.703 6.0 0.2 94.5
MODEL 4 0.8587 0.644 1.718 6.0 0.0 94.2
MODEL & 0.8321 0.760 1.654 5.8 0.0 95.1

Figura 46 - Estrutura terciaria da proteina M-E1, ap6s refinamento pelo GalaxyRefine. Dos cinco modelos preditos,

o modelo 1 teve o melhor resultado, com 95,3% dos residuos em regides favoraveis.
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PROCHECK

Ramachandran Plot
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [ABL] 494 929%
Residues in additional allowed regions [a b p] 34 6.4%
Residues in generously allowed regions [~a~b.~1,~p] 3 0.6%
Residues in disallowed regions 2 0.4%
Number of non-glycine and non-proline residues 533 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1

Number of glycine residues (shown as triangles) 72
Number of proline residues 52
Total number of residues 658

Based on an analysis of |18 structures of resolution of af least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%. a good quality mode] would be expected
o have over %0% in the most favoured regions.
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Figura 47 - Ramachandran plot da estrutura refinada da proteina M-El, gerado pelo programa
PROCHECK, na qual 92,7% dos residuos estdo localizados nas regides mais favoraveis, sugerindo uma estrutura

tridimensional de qualidade.

A estrutura secundaria da proteina M-E2 apresenta regides de alfa-hélice, folhas beta e
bobinas, semelhante ao predito para a proteina M-E1 (figura 48). A predicdo tridimensional
inicial (figura 49), dada pelo AlphaFold2, revelou regides de confiabilidade muito baixa
(pLDDT < 50) arazoavel (pLDDT entre 70 e 80). O Ramachandran plot correspondente (figura
50) demonstrou que 29,6% dos residuos estavam em regides favoraveis, 47,4% em regides

permitidas, 17,8% em regides generosamente permitidas e 5,3% em regides proibidas.
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Figura 48 - Estrutura secundaria da proteina M-E2, dada pelo PSIPRED 4.0, indicando as regides de folha

B (amarelo), a-hélice (rosa) e bobinas (cinza).
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Figura 49 - Estrutura terciaria inicialmente predita pelo AlphaFold?2 para a proteina M-E2.
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Figura 50 - Ramachandran plot da estrutura inicialmente predita para a proteina M-E2, gerado pelo

programa PROCHECK, na qual apenas 29,6% dos residuos estavam localizados nas regides mais favoraveis.

O modelo 1 obtido pelo GalaxyRefine apos o refinamento da proteina M-E2 apresentou

96% dos residuos em regides favoraveis (figura 51). J4 o Ramachandran plot (figura 52), apos

o refinamento, indicou a presenca de 89,5% de residuos em areas mais recomendadas, valor

discretamente abaixo do limite de 90% para uma estrutura ser considerada de qualidade
p q

(Birbeck College, [s.d.]; Laskowski et al., 1993). Além disso, foram identificados 7,9% dos

residuos em regides permitidas, 0,7% em regides generosamente permitidas e 2% em regides

proibidas. Desta forma, a estrutura refinada apresenta uma qualidade aceitavel, mas que pode

ser aprimorada por novos refinamentos.
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Figura 51 - Estrutura terciaria da proteina M-E2, ap6s refinamento pelo GalaxyRefine. Dos cinco modelos

preditos, o modelo 1 teve o melhor resultado, com 96% dos residuos em regides favoraveis.
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Figura 52 - Ramachandran plot da estrutura refinada da proteina M-E2, gerado pelo programa

PROCHECK, na qual 89,5% dos residuos estao localizados nas regides mais favoraveis.
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5.11 Predicio de epitopos conformacionais de células B

A busca por epitopos conformacionais de linfocitos B no programa ElliPro resultou em
25 epitopos conformacionais identificados para a M-E1, sendo 10 deles com score acima de
0,80, ou seja, com confiabilidade apropriada da predi¢do (dados ndo apresentados). Quanto a
proteina M-E2, foram encontrados 9 epitopos conformacionais, 3 com score superior a 0,80.
Os epitopos conformacionais sdo aqueles associados ao dobramento tridimensional da proteina,
favorecendo a imunogenicidade para além da promovida pelos epitopos lineares (Lo et al.,
2021). Assim, a identificacdo dos epitopos conformacionais nas duas proteinas construidas
refor¢a os resultados promissores encontrados nas demais analises realizadas, atestando o
potencial de utilizagdo das proteinas M-E1 e M-E2 para fins vacinais e de diagndstico,

respectivamente, a ser validado futuramente pelas andlises in vitro e in vivo cabiveis.

6 CONCLUSAO

O sequenciamento, alinhamento e andlise filogenética realizados favoreceram a
compreensdo e ensejaram reflexdes relevantes a respeito da epidemiologia molecular de
Senecavirus A. As informagdes apresentadas indicam que esfor¢os devem ser feitos por parte
do Brasil e de outros paises para manter os bancos de dados gendmicos e protedmicos
atualizados. As duas proteinas multi-epitopo construidas apresentaram resultados promissores
nas andlises in silico, demonstrando potencial para uso em formulacdo vacinal e métodos
diagnosticos. Da mesma forma, foi possivel predizer epitopos lineares de linfocitos B para fins
diagndsticos, com alta pontuagdo, com indicios favoraveis de que possam ser Uiteis em ensaios
sorologicos. Assim, testes in vitro e in vivo devem ser conduzidos para confirmar as predi¢des

obtidas por ferramentas de bioinformatica.

7 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados promissores encontrados durante o desenvolvimento deste
trabalho, surgem perspectivas para a continuidade da pesquisa. Um novo sequenciamento da
amostra LPVA4 pode ser realizado futuramente, a partir do uso de amplicons para melhorar a
qualidade do sequenciamento, ou de plataformas de terceira geracdo. Uma nova montagem,
seguida de anotagdo funcional de genes e proteinas, pode ser conduzida, com disponibilizagao
da sequéncia nos bancos de dados gendmicos. Andlises mais complexas de bioinformatica
como as de docking molecular, simulagdo dindmica, selecdo positiva, resposta imune e

clonagem in silico podem aumentar a confiabilidade quanto a imunogenicidade e
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funcionalidade da proteina. Apos a sintese dos peptideos preditos, por sintetizador automatico,
bem como apos a expressdo recombinante das proteinas multi-epitopo, poderdo ser efetuados
testes in vitro e/ou in vivo necessarios para confirmar as predi¢des e conferir maior robustez aos

resultados obtidos até entdo.
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APENDICE I - Dados das 279 sequéncias de SVA disponiveis no NCBI Virus, com

tamanho superior a 7000pb, utilizadas no presente trabalho (acesso em 30/10/2023).

Acesso Origem Tipo de amostra Ano da coleta
Fluido vesicular
KR063109 Brasil (GO) (informado na 2015
publicacdo)
Fluido vesicular
KR063107 Brasil (MG) (informado na 2015
publicacdo)
KR063108  Brasil (MG) Soro (informado na 2015
publicacdo)
MF615508 Brasil (SC) Cavidade abdominal 2015
MF615506 Brasil (SC) Banda corondria 2015
MF615509 Brasil (SC) Banda corondria 2015
MF615510 Brasil (SC) Banda corondria 2015
MF615504 Brasil (SC) Banda corondria 2016
MF615507 Brasil (SC) Lesdo vesicular 2015
MZ456812 Brasil (SC) Lesdo vesicular 2020
MF615503 Brasil (SC) Pulmao 2016
MF615501 Brasil (SC) Nasofaringe 2015
MF615502 Brasil (SC) Nasofaringe ¢ banda 2016
coronaria
MF615505  Brasil (SC) Nasofaringe ¢ banda 2016
coronaria
KY486165 Canadé Tecidos ndo 2015
especificados
KY486166 Canadé Tecidos ndo 2015
especificados
KY486156 Canada Nao informado 2015
KY486157 Canada Nao informado 2015
KY486158 Canada Nao informado 2015
KY486159 Canada Nao informado 2015
KY486160 Canada Nao informado 2015
KY486161 Canada Nao informado 2015
KY486162 Canada Nao informado 2015
KY486163 Canada Nao informado 2015
KY486164 Canada Nao informado 2015
KC667560 Canada Cérebro 2011
MT360257 Canada Nao informado 2011
MN233023 Canada Nao informado 2007
ONS843710 Chile Nao informado 2022
KY038016 China Lesao vesicular 2016
MF460448 China Lesao vesicular 2016
MF460449 China Lesao vesicular 2017
MNO017170 China Pulméo 2018
OP562896 China Tecidos ndo 2022
especificados
MNS885796 China Nao informado 2017
MK170056 China Nao informado 2017
0Q162219 China Nao informado 2018
MW713118 China Nao informado 2018
MW713120 China Nao informado 2018
MT840202 China Nao informado 2018
MK252002 China Nao informado 2018
MK170054 China Nao informado 2018




MK170055 China Naio informado 2018
MW713116 China Naio informado 2019
MW713117 China Naio informado 2019
MW713119 China Naio informado 2019
MW713121 China Naio informado 2019
MW713122 China Naio informado 2019
MW713123 China Nio informado 2019
MT457474 China Naio informado 2019
KT321458 China Naio informado 2015
KX173338 China Naio informado 2015
KX173339 China Naio informado 2015
KX751943 China Naio informado 2015
KX173340 China Naio informado 2015
KX751944 China Nio informado 2016
KX751945 China Naio informado 2016
KX751946 China Naio informado 2016
KX377924 China Naio informado 2016
MF893200 China Naio informado 2016
KY747510 China Naio informado 2017
KY747511 China Naio informado 2017
KY747512 China Nio informado 2017
MG765566 China Naio informado 2017
MF189000 China Naio informado 2017
MF189001 China Naio informado 2017
MG765564 China Naio informado 2017
MG765561 China Naio informado 2017
MG765563 China Naio informado 2017
MG765562 China Nio informado 2017
MG765560 China Naio informado 2017
MG765559 China Naio informado 2017
ONO024061 China Naio informado 2017
MG765557 China Naio informado 2017
MG428680 China Naio informado 2017
MG428681 China Naio informado 2017
MG428682 China Nio informado 2017
MZ818785 China Naio informado 2017
MG765553 China Naio informado 2017
MG765550 China Naio informado 2017
MG428683 China Naio informado 2017
MH490944 China Naio informado 2017
MG765552 China Naio informado 2017
MG765565 China Nio informado 2017
MG428684 China Naio informado 2017
MG765556 China Naio informado 2017
MG428685 China Naio informado 2017
MG765551 China Naio informado 2017
MF967574 China Naio informado 2017
MG765558 China Naio informado 2017
MH316113 China Nio informado 2017
MH316114 China Naio informado 2017
MH316115 China Naio informado 2017
MH316116 China Naio informado 2017
MH316117 China Naio informado 2017
MG765555 China Naio informado 2017
MG765554 China Nio informado 2017
MNO922286 China Nio informado 2017
MH064433 China Nio informado 2017
MHO064434 China Nio informado 2017
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MHO064435 China Naio informado 2017
MHO064436 China Naio informado 2017
MN433300 China Naio informado 2018
MH716015 China Naio informado 2018
MK802890 China Nio informado 2018
MK802891 China Naio informado 2018
MK802892 China Naio informado 2018
MK463618 China Naio informado 2018
MK463619 China Naio informado 2018
MH779611 China Naio informado 2018
MK284515 China Naio informado 2018
MH817445 China Nio informado 2018
MHS817446 China Naio informado 2018
MH588717 China Naio informado 2018
MN700930 China Naio informado 2018
MKO039162 China Naio informado 2018
MN615881 China Naio informado 2018
MK?284514 China Naio informado 2018
MK357115 China Nio informado 2018
MK357116 China Naio informado 2018
MK357117 China Naio informado 2018
MN887248 China Naio informado 2019
MN887250 China Naio informado 2019
MT713137 China Naio informado 2019
MN887249 China Naio informado 2019
MN887251 China Nio informado 2019
MW117126 China Naio informado 2020
MW117127 China Naio informado 2020
MW117128 China Naio informado 2020
MW117129 China Naio informado 2020
OM654411 China Naio informado 2021
MN781981 China Naio informado Nao informado
MN781982 China Nio informado Nao informado
MN781983 China Naio informado Nao informado
MN781984 China Naio informado Nao informado
MN423333 China Naio informado Nao informado
MN423334 China Naio informado Nao informado
MN171528 China Naio informado Nao informado
MH844686 China Naio informado Nao informado
MH844687 China Naio informado Nao informado
MH844688 China Naio informado Nao informado
MG983756 China Naio informado Nao informado
MK256736 China Tonsila, linfonodo, bago 2018
e cavidade abdominal
KY419132 China Naio informado 2016
OP714192 China Naio informado 2022
KX857728 Colombia Naio informado 2016
MN812936 EUA Nao informado 1988
MN812937 EUA Nao informado 1988
MN812938 EUA Nao informado 1989
MN812939 EUA Nao informado 1989
MN812940 EUA Naio informado 1992
MN812941 EUA Naio informado 1997
MN812942 EUA Naio informado 2001
MN812943 EUA Nao informado 2006
MN812944 EUA Naio informado 2007
MN812945 EUA Nao informado 2007
MN812946 EUA Nao informado 2009
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MN812947 EUA Naio informado 2013
MN812948 EUA Naio informado 2013
MN812949 EUA Naio informado 2015
MN812952 EUA Naio informado 2015
MN812950 EUA Naio informado 2015
MN812956 EUA Naio informado 2015
MN812951 EUA Naio informado 2015
MN812953 EUA Naio informado 2015
MN812955 EUA Nio informado 2015
MN812957 EUA Naio informado 2015
MN812954 EUA Naio informado 2015
MN812958 EUA Naio informado 2016
MN812959 EUA Naio informado 2017
MN812960 EUA Naio informado 2017
KU359211 EUA Fezes 2015
KU058182 EUA Lesdo vesicular 2015
KU058183 EUA Lesdo vesicular 2015
MN233030 EUA Naio informado 1990
MN233019 EUA Naio informado 2001
MT360258 EUA Naio informado 2002
MT360259 EUA Nao informado 2012
MT360260 EUA Naio informado 2015
MT360261 EUA Naio informado 2015
MT360262 EUA Nio informado 2015
MN164664 EUA Naio informado 2015
MH634523 EUA Naio informado 2015
MH634524 EUA Naio informado 2015
MH634525 EUA Naio informado 2015
MH634526 EUA Naio informado 2015
MH634527 EUA Naio informado 2015
MH634528 EUA Naio informado 2015
MH634529 EUA Naio informado 2015
MH634530 EUA Naio informado 2015
MH634531 EUA Naio informado 2015
MH634532 EUA Naio informado 2015
MH634533 EUA Naio informado 2015
MH634534 EUA Naio informado 2015
KX019804 EUA Naio informado 2015
KTR827250 EUA Nio informado 2015
KTR827251 EUA Naio informado 2015
KTR827253 EUA Naio informado 2015
MH634506 EUA Naio informado 2017
MH634507 EUA Naio informado 2017
MH634508 EUA Naio informado 2017
MH634509 EUA Naio informado 2017
MH634510 EUA Naio informado 2017
MH634511 EUA Naio informado 2017
MH634512 EUA Naio informado 2017
MH634513 EUA Naio informado 2017
MH634514 EUA Naio informado 2017
MH634515 EUA Naio informado 2017
MH634516 EUA Naio informado 2017
MH634517 EUA Naio informado 2017
MH634518 EUA Nio informado 2017
MH634519 EUA Nio informado 2017
MH634520 EUA Nio informado 2017
MH634521 EUA Nio informado 2017
MH634522 EUA Nio informado 2017
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MN233026 EUA Nao informado 1988
MN233027 EUA Nao informado 1988
MN233028 EUA Nao informado 1989
MN233029 EUA Nao informado 1989
MN233031 EUA Naio informado 1992
MN233032 EUA Nao informado 1993
MN233034 EUA Nao informado 1997
MN233033 EUA Nao informado 1999
MN233017 EUA Nao informado 2000
MN233018 EUA Naio informado 2001
MN233020 EUA Nao informado 2005
MN233021 EUA Naio informado 2005
MN233022 EUA Naio informado 2006
KY172968 EUA Naio informado 2014
KU954087 EUA Naio informado 2015
KU051391 EUA Naio informado 2015
KU954088 EUA Naio informado 2015
KU051393 EUA Naio informado 2015
KU051392 EUA Naio informado 2015
KT757280 EUA Naio informado 2015
KX778101 EUA Naio informado 2015
KU051394 EUA Naio informado 2015
KT757281 EUA Naio informado 2015
KU954089 EUA Naio informado 2015
KU954090 EUA Naio informado 2015
KT757282 EUA Nio informado 2015
MK333629 EUA Naio informado 2015
MK333630 EUA Naio informado 2015
MK333631 EUA Naio informado 2015
MN233024 EUA Naio informado 2015
MK333632 EUA Naio informado 2015
MN233025 EUA Naio informado 2015
KX223836 EUA Naio informado 2015
KY618834 EUA Naio informado 2015
KU359210 EUA Naio informado 2015
KU359212 EUA Naio informado 2015
KU359213 EUA Naio informado 2015
KY618835 EUA Naio informado 2016
MK333633 EUA Naio informado 2016
MK333634 EUA Naio informado 2016
MK333635 EUA Nio informado 2016
MK333636 EUA Naio informado 2016
MK333637 EUA Naio informado 2016
KY618836 EUA Naio informado 2016
KY618837 EUA Naio informado 2016
MZ733977 EUA Naio informado 2020
MZ733980 EUA Naio informado 2020
MZ733976 EUA Naio informado 2020
MZ7733979 EUA Naio informado 2020
MZ733975 EUA Naio informado 2020
MZ733978 EUA Naio informado 2020
KU954086 EUA Naio informado Nao informado
NC 011349 EUA Naio informado Nao informado
DQ641257 EUA Nao informado Naio informado
KU359214 EUA Cavidade abdominal 2015
ON369393 México Nio informado 2021
MF416217 Tailandia Nio informado 2016
MF416218 Tailandia Nio informado 2016
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MF416219 Tailandia Naio informado 2016
MF416220 Tailandia Nio informado 2016
KY368743 Tailandia Naio informado 2016
KY368744 Tailandia Naio informado 2016
MH704432 Vietna Naio informado 2018
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APENDICE II - Dados das 316 sequéncias de proteina de SVA disponiveis no

NCBI Virus, com tamanho superior a 2000 aminoacidos, utilizadas no presente

trabalho (acesso em 10/01/2024).

Acesso Pais de origem Tipo de amostra Ano da coleta
AWX33680 Brasil Banda coronaria 2015
AWX33683 Brasil Banda coronaria 2015
AWX33684 Brasil Banda coronaria 2015
AWX33678 Brasil Banda coronaria 2016
AWX33682 Brasil Cavidade abdominal 2015
AWX33681 Brasil Lesdo vesicular 2015

USZ79719 Brasil Lesdo vesicular 2020
ALD50007 Brasil Fluido vesicul.ar (i{lformado na 2015
publicacdo)
ALD50008 Brasil Soro (informado na publicacdo) 2015
ALD50009 Brasil Fluido vesicul.ar (i{lformado na 2015
publicacdo)
AWX33675 Brasil Nasofaringe 2015
AWX33676 Brasil Nasofaringe e banda corondria 2016
AWX33679 Brasil Nasofaringe e banda corondria 2016
AWX33677 Brasil Pulmao 2016
AGM16001 Canada Cérebro 2011
QWW20845 Canada Nao informado 2011
QGL52570 Canada Nao informado 2007
ARQ19059 Canada Nao informado 2015
ARQ19060 Canada Nao informado 2015
ARQ19061 Canada Nao informado 2015
ARQ19062 Canada Nao informado 2015
ARQ19063 Canada Nao informado 2015
ARQ19064 Canada Nao informado 2015
ARQ19065 Canada Nao informado 2015
ARQ19066 Canada Nao informado 2015
ARQ19067 Canada Nao informado 2015
ARQ19068 Canada Tecidos (ndo especificados) 2015
ARQ19069 Canada Tecidos (ndo especificados) 2015
WBL45177 Chile Nao informado 2022
ARA15253 China Lesdo vesicular 2016
AWU67609 China Lesdo vesicular 2016
AWU67610 China Lesdo vesicular 2017
QOL09545 China Nao informado 2017
QAX58274 China Nao informado 2017
WIM49553 China Nao informado 2018
UTQ10566 China Nao informado 2018
UTQ10568 China Nao informado 2018
QYM90061 China Naio informado 2018
QCC62184 China Naio informado 2018
QAXS58272 China Nao informado 2018
QAX58273 China Naio informado 2018




UTQ10564 China Naéo informado 2019
UTQ10565 China Nao informado 2019
UTQ10567 China Nao informado 2019
UTQ10569 China Nao informado 2019
UTQ10570 China Nao informado 2019
UTQ10571 China Nao informado 2019
UFQ90508 China Nao informado 2019
QOP59291 China Naéo informado 2019
WO0Z29597 China Naéo informado 2023
ALN69919 China Naéo informado 2015
AQMS55804 China Nao informado 2015
AQMS55805 China Nao informado 2016
AQMS55806 China Nao informado 2016
AQMS55807 China Nao informado 2016
APA28975 China Nao informado 2016
ATD50366 China Naéo informado 2016
ASF79343 China Naéo informado 2016
ARR73599 China Naéo informado 2017
ARR73600 China Naéo informado 2017
ARR73601 China Nao informado 2017
AYA73837 China Naéo informado 2017
AVHS80610 China Nao informado 2017
AVHS80611 China Nao informado 2017
AYA73835 China Naéo informado 2017
AYA73832 China Nao informado 2017
AYA73834 China Nao informado 2017
AYA73833 China Néo informado 2017
AYA73831 China Nao informado 2017
AYA73830 China Nao informado 2017
WBR34710 China Nao informado 2017
AYA73828 China Nao informado 2017
AVK39809 China Nao informado 2017
AVK39810 China Nao informado 2017
AVK39811 China Nao informado 2017
UMMG61519 China Nao informado 2017
AYA73824 China Nao informado 2017
AYA73821 China Nao informado 2017
AVK39812 China Nao informado 2017
AZB53079 China Nao informado 2017
AYA73823 China Nao informado 2017
AYA73836 China Néo informado 2017
AVK39813 China Nao informado 2017
AYA73827 China Nao informado 2017
AVK39814 China Nao informado 2017
AYA73822 China Nao informado 2017
AWWO01209 China Nao informado 2017
AYA73829 China Nao informado 2017
AWU67439 China Nao informado 2017
AWU67440 China Nao informado 2017
AWU67441 China Nao informado 2017
AWU67442 China Nao informado 2017
AWU67443 China Nao informado 2017
AYA73826 China Nao informado 2017
AYA73825 China Nao informado 2017
QO0J79820 China Nao informado 2017
AZV23882 China Nio informado 2017
AZV23883 China Nio informado 2017
AZV23884 China Nio informado 2017

125



AZV23885 China Nao informado 2017
QGR24460 China Nao informado 2018
QBP34349 China Nao informado 2018
QYY49171 China Nao informado 2018
QMS47479 China Nao informado 2018
QYY49165 China Nao informado 2018
QMS47473 China Nao informado 2018
QEP29104 China Nao informado 2018
QEP29105 China Nao informado 2018
QEP29106 China Nao informado 2018
QBI89945 China Nao informado 2018
QBI89946 China Nao informado 2018
QBS54794 China Nao informado 2018
QMS47480 China Naéo informado 2018
QDK54852 China Nao informado 2018
QBZ96258 China Nao informado 2018
QBZ96259 China Nao informado 2018
QBK95561 China Nao informado 2018
QYY49172 China Nao informado 2018
QNC49834 China Naéo informado 2018
QYY49174 China Nao informado 2018
QYY49173 China Nao informado 2018
QMS47481 China Naéo informado 2018
QCP57166 China Naéo informado 2018
UVG61495 China Nao informado 2018
QMS47482 China Nao informado 2018
QMS47475 China Nao informado 2018
QYY49167 China Nao informado 2018
QKV49433 China Nao informado 2018
QMS47476 China Nao informado 2018
QYY49168 China Nao informado 2018
QDK54851 China Nao informado 2018
QEA69442 China Nao informado 2018
QEA69443 China Nao informado 2018
QEA69444 China Nao informado 2018
QYY49166 China Nao informado 2018
QMS47474 China Nao informado 2018
QYY49175 China Nao informado 2019
QYY49170 China Nao informado 2019
QMS47478 China Nao informado 2019
QMS47477 China Nao informado 2019
QMS47483 China Nao informado 2019
QYY49169 China Nao informado 2019
QKV28187 China Nao informado 2019
QMS47484 China Nao informado 2019
QYY49176 China Nao informado 2019
QKV28189 China Nao informado 2019
QZL11397 China Nao informado 2019
QKV28188 China Nao informado 2019
QKV28190 China Nao informado 2019
QXNS58110 China Nao informado 2020
QXNS58111 China Nao informado 2020
QXNS58112 China Nao informado 2020
QXN58113 China Nao informado 2020
UVG61490 China Nao informado 2020
UVG61491 China Nao informado 2020
UVG61496 China Nao informado 2020
UVG61494 China Nao informado 2020
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UvG61492 China Nao informado 2020
UvVG61493 China Nao informado 2020
UvG61497 China Nao informado 2020
WEL12798 China Nao informado 2020
UMF44225 China Nao informado 2021
UVG61498 China Nao informado 2021
UvG61499 China Nao informado 2021
WGTS80121 China Nao informado 2022
QNT22068 China Nao informado Nao informado
QNT22069 China Nao informado Nao informado
QNT22070 China Nao informado Nao informado
QNT22071 China Nao informado Nao informado
QKE43320 China Nao informado Nao informado
QKE43321 China Nao informado Nao informado
QAY30712 China Nao informado Nao informado
QAY30714 China Nao informado Nao informado
QJF53926 China Pulméo 2018
WOVE89872 China Tecidos (ndo especificados) 2020
WES13129 China Tecidos (ndo especificados) 2022
AZL87715 China Tonsila, linfonodo, bago e 2018
cavidade abdominal

APZ85840 Coldémbia Nao informado 2016
AMV75278 EUA Cavidade abdominal 2015
AMV75275 EUA Fezes 2015
ANKS58781 EUA Lesdo vesicular 2015
ANKS58782 EUA Lesdo vesicular 2015
QGL52577 EUA Nao informado 1990
QGL52566 EUA Nao informado 2001
QWW20846 EUA Nao informado 2002
QWW20847 EUA Nao informado 2012
ANNS83864 EUA Nao informado 2015
ANNS83867 EUA Nao informado 2015
ANNS83868 EUA Nao informado 2015
ANNS83865 EUA Nao informado 2015
QWW20848 EUA Nao informado 2015
QWW20849 EUA Nao informado 2015
QWW20850 EUA Nao informado 2015
QGX86393 EUA Nao informado 2015
QDZ58648 EUA Nao informado 2015
QDZ58649 EUA Nao informado 2015
QDZ58650 EUA Nao informado 2015
QDZ58651 EUA Nao informado 2015
QDZ58652 EUA Nao informado 2015
QDZ58653 EUA Nao informado 2015
QDZ58654 EUA Nao informado 2015
QDZ58655 EUA Nao informado 2015
QDZ58656 EUA Nao informado 2015
QDZ58657 EUA Nao informado 2015
QDZ58658 EUA Nao informado 2015
QDZ58659 EUA Nao informado 2015
ANX99825 EUA Nao informado 2015
ANNS83866 EUA Nao informado 2015
QDZ58631 EUA Nao informado 2017
QDZ58632 EUA Nao informado 2017
QDZ58633 EUA Nao informado 2017
QDZ58634 EUA Nao informado 2017
QDZ58635 EUA Nao informado 2017
QDZ58636 EUA Nao informado 2017
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QDZ58637 EUA Nao informado 2017
QDZ58638 EUA Nao informado 2017
QDZ58639 EUA Nao informado 2017
QDZ58640 EUA Nao informado 2017
QDZ58641 EUA Nao informado 2017
QDZ58642 EUA Nao informado 2017
QDZ58643 EUA Nao informado 2017
QDZ58644 EUA Nao informado 2017
QDZ58645 EUA Nao informado 2017
QDZ58646 EUA Nao informado 2017
QDZ58647 EUA Nao informado 2017
QGL52573 EUA Nao informado 1988
QHF16679 EUA Nao informado 1988
QHF16680 EUA Nao informado 1988
QGL52574 EUA Nao informado 1988
QGL52575 EUA Nao informado 1989
QHF16681 EUA Nao informado 1989
QGL52576 EUA Nao informado 1989
QHF16682 EUA Nao informado 1989
QHF16683 EUA Nao informado 1992
QGL52578 EUA Naéo informado 1992
QGL52579 EUA Nao informado 1993
QHF16684 EUA Nao informado 1997
QGL52581 EUA Nao informado 1997
QGL52580 EUA Nao informado 1999
QGL52564 EUA Nao informado 2000
QHF16685 EUA Nao informado 2001
QGL52565 EUA Nao informado 2001
QGL52567 EUA Nao informado 2005
QGL52568 EUA Nao informado 2005
QHF16686 EUA Nao informado 2006
QGL52569 EUA Nao informado 2006
QHF16687 EUA Nao informado 2007
QHF16688 EUA Nao informado 2007
QHF16689 EUA Nao informado 2009
UXT88225 EUA Nao informado 2013
QHF16690 EUA Nao informado 2013
QHF16691 EUA Nao informado 2013
AQA27243 EUA Nao informado 2014
QHF16692 EUA Nao informado 2015
QHF16695 EUA Nao informado 2015
QHF16693 EUA Nao informado 2015
AQMS55550 EUA Nao informado 2015
ANNRS87789 EUA Nao informado 2015
AQMS55551 EUA Nao informado 2015
ANNS87791 EUA Nao informado 2015
ANNS87790 EUA Nao informado 2015
ALF40133 EUA Nao informado 2015
APY18927 EUA Nao informado 2015
ANNS87792 EUA Nao informado 2015
ALF40134 EUA Nao informado 2015
AQMS55552 EUA Nao informado 2015
AQMS55553 EUA Nao informado 2015
ALF40135 EUA Nao informado 2015
QGL52582 EUA Nao informado 2015
QGL52583 EUA Nao informado 2015
QGL52584 EUA Nao informado 2015
QHF16699 EUA Nao informado 2015
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QGL52571 EUA Nao informado 2015
QHF16694 EUA Nao informado 2015
QHF16696 EUA Nao informado 2015
QGL52585 EUA Nao informado 2015
QGL52572 EUA Nao informado 2015
APW78915 EUA Nao informado 2015
AUW36853 EUA Nao informado 2015
AMV75274 EUA Naéo informado 2015
AMV75276 EUA Naéo informado 2015
AMV75277 EUA Naéo informado 2015
QHF16698 EUA Naéo informado 2015
QHF16700 EUA Naéo informado 2015
QHF16697 EUA Naéo informado 2015
AUW36854 EUA Naéo informado 2016
QGL52586 EUA Nao informado 2016
QGL52587 EUA Naéo informado 2016
QGL52588 EUA Naéo informado 2016
QGL52589 EUA Naéo informado 2016
QGL52590 EUA Naéo informado 2016
AUW36855 EUA Naéo informado 2016
AUW36856 EUA Naéo informado 2016
QHF16701 EUA Nao informado 2016
QHF16702 EUA Nao informado 2017
QHF16703 EUA Naéo informado 2017
UEW62690 EUA Naéo informado 2020
UEW62693 EUA Naéo informado 2020
UEW62689 EUA Nao informado 2020
UEW62692 EUA Nao informado 2020
UEW62688 EUA Nao informado 2020
UEW62691 EUA Nao informado 2020
YP 002268402 EUA Nao informado Naio informado
AQMS55549 EUA Nao informado Nao informado
ABG23522 EUA Nao informado Naio informado
UXX39431 México Nao informado 2021
QID77682 Nao informado Nao informado Naio informado
Q15579 Nao informado Nao informado Naio informado
AYQ58338 Nao informado Nao informado Naio informado
AVG70999 Tailandia Nao informado 2016
AVGT71000 Tailandia Nao informado 2016
AVGT71001 Tailandia Nao informado 2016
AVG71002 Tailandia Nao informado 2016
ARQ31641 Tailandia Nao informado 2016
ARQ31642 Tailandia Nao informado 2016
AXS67918 Vietna Nao informado 2018
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APENDICE III - Dados das sequéncias brasileiras de SVA disponiveis no NCBI Virus,
com tamanho superior a 7000 pares de base e 2000 aminoacidos, utilizadas no

presente trabalho (acesso em 30/10/2023 e 10/01/2024, respectivamente).

Sequéncia de  Sequéncia de , . . Ano da
. , Pais de origem Tipo de amostra
nucleotideos proteinas coleta

Fluido vesicular (informado na

KR063107 ALD50007.1 Brasil (MG) oo
publicacdo)

2015

KR063108 ALD50008.1 Brasil (MQG) Soro (informado na publicagao) 2015

Fluido vesicular (informado na

KR063109 ALD50009.1 Brasil (GO) publicagio) 2015
MF615501 AWX33675.1 Brasil (SC) Nasofaringe 2015
MF615502 AWX33676.1 Brasil (SC) Nasofaringe e banda coronaria 2016
MF615503 AWX33677.1 Brasil (SC) Pulmao 2016
MF615504 AWX33678.1 Brasil (SC) Banda coronaria 2016
MF615505 AWX33679.1 Brasil (SC) Nasofaringe e banda coronaria 2016
MF615506 AWX33680.1 Brasil (SC) Banda coronaria 2015
MF615507 AWX33681.1 Brasil (SC) Lesdo vesicular 2015
MF615508  AWX33682.1 Brasil (SC) Cavidade abdominal 2015
MF615509 AWX33683.1 Brasil (SC) Banda coronaria 2015
MF615510 AWX33684.1 Brasil (SC) Banda coronaria 2015

MZ456812 USZ79719.1 Brasil (SC) Lesdo vesicular 2020




