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Resumo

Devido à estreita relação genética entre primatas não humanos e humanos, alguns organismos causadores
de doenças,  especialmente vírus,  podem infectar  ambos.  Diante desse fato,  é extremamente  importante
estudar vírus de primatas não humanos para prever novas doenças emergentes. Para investigar novos vírus
emergentes  em primatas  não  humanos,  sequenciamos  o  ácido  nucleico  total  extraídos  de  amostras  de
sangue total de 56 Callithrix penicillata e 31 Sapajus libidinosus de vida livre do Distrito Federal, Brasil,
usando a plataforma HiSeq ™ 2000 (Illumina). Os resultados revelaram a presença de dois novos vírus da
família Anelloviridae. Os anellovírus são diversos em termos de tamanho e sequência do genoma. Esses
vírus  têm genoma composto de DNA circular,  fita  simples,  variando de 2,0 a  3,9 quilobases  (kb)  em
tamanho.  Um dos  genomas  montados  possui  3.398 nucleotídeos  de  comprimento,  codificando  3  fases
abertas de leitura (ORFs), com 46,4% de similaridade com o vírus Torque teno tamarin (número de acesso
do GenBank AB041960). O outro genoma possui 2.771 nucleotídeos de comprimento, codificando 2 ORFs,
com 25,6% de similaridade com o vírus Torque teno midi (número de acesso do GenBank AB449063).
Desta forma, devido às suas relações filogenéticas, denominamos esses possíveis novos vírus como Torque
teno vírus Bsb1 (TTVBsb1) e Torque teno vírus Bsb2 (TTVBsb2). TTVBsB1 foi encontrado em 18  C.
penicillata e 5 Sapajus libidinosus, TTVBsb2 foi encontrado em apenas dois C. penicillata. De acordo com
o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV), o critério de demarcação de uma nova espécie de
annellovírus é estabelecido em 35% de divergência na sequência de nucleotídeos da ORF1. Uma vez que
TTVBSb1 e TTVBsb2 têm mais de 46% de divergência de sequência em ORF1 com os vírus próximos
filogeneticamente,  eles devem ser classificados como duas novas espécies na família Anelloviridae.  As
sequencias relativas às ORF1s de cada vírus foram clonadas para expressão em células de inseto usando
baculovirus como vetor de expressão. Entretanto, não foi possível detectar a expressão dessas proteínas. O
uso de metodologias de sequenciamento de alto desempenho vem revolucionando o estudo da diversidade
de micro-organismos e na vigilância epidemiológica de vírus zoonóticos. A descoberta de novas espécies
de vírus é de grande importância para a saúde humana, tanto no cenário de surtos de doenças infecciosas
emergentes quanto em síndromes de doenças de etiologia desconhecida.

Palavras-chave: Brasil, primatas selvagens, sangue total, Torque Teno Virus, Anelloviridae, Genoma 
completo.



Abstract

Due  to  the  close  genetic  relationship  between  non-human  and  human  primates,  some
disease-causing  organisms,  especially  viruses,  can  infect  both.  Given  this  fact,  it  is
extremely important to study non-human primate viruses to predict new emerging diseases.
To investigate new viruses emerging in non-human primates, we sequenced genetic material
extracted from whole blood samples of 56 Callithrix penicillata and 31 Sapajus libidinosus
from Distrito Federal, Brazil. Total nucleic acid sequenced using the HiSeq ™ 2000 platform
(Illumina).  The  results  revealed  the  presence  of  two  new viruses  from the  Anelloviridae
family. Anelloviruses are diverse in terms of genome size and sequence. These viruses have
a single-stranded circular  DNA genome ranging from 2.0 to  3.9 kb in  size;  for  example,
human anelloviruses include tenovirus torque (3.6–3.9 kb), teno minivirus torque (2.8–2.9
kb) and teno midi  virus (3.2 kb).  One of  the assembled genomes has a  genome of  3,398
nucleotides in length,  coding for 3 ORFs, with 46.4% nucleotide identity with the Torque
teno  tamarin  virus  (GenBank  accession  number  AB041960).  The  other  genome  is  2,771
nucleotides  long,  encoding 2 ORFs,  with  25.6% nucleotide  identity  with the  Torque teno
midi  virus  (GenBank  accession  number  AB449063).  So,  due  to  their  phylogenetic
relationships, we call these new viruses as Torque teno virus BsB1 (TTVBsB1) and Torque
teno  virus  BsB2  (TTVBsB2).  TTVBsB1  was  found  in  18  C.  penicillata and  5  Sapajus
libidinosus, TTVBsB2 was found in only two C. penicillata. According to the International
Virus Taxonomy Committee (ICTV), the demarcation criterion for a new anellovirus species
is set at 35% divergence in the ORF1 nucleotide sequence. Since TTVBSB1 and TTVBsB2
have more than 46% sequence divergence in ORF1 with their closely related viruses, they
must be classified as two new species in the Anelloviridae family. Sequences relating to the
ORF1s of each virus were cloned for protein expression in insect cells using baculovirus as
an expression system for heterologous proteins.  No protein was detected in the SDS-page
and Western Blot analyzes.

Keywords: Brazil, wild primates, whole blood, Torque Teno Virus, Anelloviridae, Complete genome.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 PRIMATAS

A ordem Primates (Linnaeus, 1758) é formada por lêmures, társios, macacos e grandes primatas:

incluindo nós, seres humanos. Composta por 508 espécies, distribuídas em 80 gêneros (itis.gov junho2020),

é a terceira maior ondem de mamíferos, atrás apenas dos quirópteros (morcegos, Chiroptera) com 1314

espécies e dos roedores (Rodentia) com 2367 espécies. O Brasil é o país com maior diversidade de primatas

do mundo, possuindo cerca de 140 táxons (espécies e subespécies) (sbprimatologia.org.br/). Esses animais

possuem importante  papel  ecológico  ambiental,  por  exemplo,  na  polinização  e  dispersão  de  sementes

(Carthew e Goldmgay,1997; Fuzessy et al., 2017; Nakashima et al., 2008) e são fundamentais para o estudo

e  controle  de  doenças  emergentes.  Aproximadamente  60% das  espécies  de  primatas  do  mundo  estão

ameaçadas  de  extinção  e  75% estão  em  declínio  populacional.  As  principais  ameaças  são  mudanças

climáticas, perda de habitats causada pela exploração humana, a caça para consumo e criação como animal

de estimação. Doenças emergentes, antroponóticas e zoonóticas, também são fatores que ameaçam esses

animais. (Estrada et al., 2018; Peterson e Riley, 2012).

A proximidade evolutiva entre Primatas humanos e Primatas Não Humanos (PNH) faz com que

diversos  patógenos sejam compartilhados  entre  as  espécies  dessa ordem (Majolo  et  al.,  2013).  Muitos

estudos ao longo do tempo demonstraram a ocorrência desse tipo de compartilhamento; entre estes, está o

primeiro isolamento do Zika vírus (Dick et al., 1952). Em 1946, a floresta de Zika em Uganda foi escolhida

como uma das áreas de estudo da febre amarela. Um dos macacos do gênero  Rhesus sp., colocados em

plataformas na copa das árvores, apresentou febre de 40 ºC. A partir do sangue deste animal foi possível

isolar um patógeno que, futuramente, entre os anos 2015/2016, representaria uma das maiores emergências

de saúde pública da história do Brasil (Kelly et al., 2020). A Febre Amarela é outra doença na qual os

primatas possuem um grande e importante papel. Encontrada nas regiões tropicais da África e América do

Sul, o vírus da febre amarela é uma zoonose transmitida pela picada de mosquitos do gênero Haemagogus e

Sabethes, no ciclo silvestre; no ciclo urbano, o vírus é transmitido pela picada da fêmea do mosquito Aedes

aegypti  (Benchimol, 2001; Couto-Lima et al., 2017). O aparecimento de primatas mortos pode ser uma

evidência da presença do vírus em determinada região e o trabalho de monitoramento dessas populações é

uma importante ferramenta de controle da doença (Tranquilin et al., 2013; Jesus et al., 2020; Mares-Guia et



al., 2020). Na Costa Rica, alguns macacos das espécies Ateles geoffroyi, Saimiri oerstedii, Cebus imitato e

Alouatta palliata apresentaram anticorpos contra os vírus da Dengue (DENV) e do Nilo Ocidental (WNV),

além de infecções ativas determinadas pela técnica da reação em cadeia da polimerase chamada (RT-PCR)

em alguns animais (Dolz et al., 2019). Alguns vírus humanos são letais quando contraídos por PNHs, por

exemplo, a infecção por Human herpesvirus 1 (HHV-1) em Callithrix jacchus e  Callithrix penicillata de

cativeiro descrita por Casagrande et al. (2014). 

1.2 ANELLOVÍRUS

Em 1997 no Japão, Nishizawa et al. isolaram um vírus desconhecido a partir de amostra de soro de

um  paciente  com  hepatite  pós-transfusional  de  etiologia  desconhecida  e  elevado  nível  de  alanina

aminotransferase (ALT). A análise de diferença representacional (“Representational Difference Analysis” -

RDA) foi realizada para detecção de sequências de ácidos nucleicos presentes no soro do paciente durante o

período de hepatite aguda, mas que estavam ausentes antes da transfusão. Nove das 36 sequências obtidas

eram semelhantes entre si, e suas sequências foram detectáveis apenas durante o período de hepatite aguda

deste paciente. Um sequência representativa nomeada de N22, com 500 pares de base (pb), mostrou baixa

identidade com qualquer uma das 1.731.752 sequências depositadas em bancos de dados de DNA em 2 de

outubro de 1997. Utilizando oligonucleotídios específicos para região N22, dois pacientes com hepatite

pós-transfusional, também com elevados níveis de ALT, apresentaram a mesma sequência. O plasma de um

desses pacientes foi fracionado por ultracentrifugação em gradiente de densidade de sacarose e o DNA com

a sequência N22 apareceu em frações com densidade de 1,26 g / cm³. O DNA N22 em frações foi resistente

à digestão com DNase I, ao contrário do DNA extraído do plasma do mesmo doador, indicando que o DNA

com a sequência N22 seria coberto por um revestimento em uma possível partícula viral. Esse novo vírus

foi nomeado vírus TT (TTV) devido às iniciais do primeiro paciente (T.T.), de quem o DNA viral foi

isolado.  Coincidentemente,  TTV  também  poderiam  representar  Transfusion  Transmitted  Virus (vírus

transmitido por transfusão) (Nishizawa et al. 1997).

Posteriormente, foi comprovada a natureza de fita simples do DNA do TTV pois o genoma viral foi

sensível à DNase I e resistente à RNase A. Além disso, o material genético do TTV foi sensível à Mung

Bean nuclease,  enzima com atividade para digerir especificamente DNA de fita simples. A densidade do



TTV permaneceu inalterada no gradiente de sacarose, mesmo depois de tratado com Tween 80, assim TTV

foi entendido como um vírus sem envelope (Okamoto et al., 1998b). Amostras de fezes e soro de pacientes

com carcinoma hepatocelular tipo B ou C estavam infectados com o DNA de TTV  (Okamoto et al. 1998a).

Em 1999, com a elucidação de todo o genoma do TTV, foram identificadas a natureza circular e polaridade

negativa, bem como suas diversas formas de transmissão (Hijikata et al., 1999; Mushahwar et al., 1999;

LUO et  al.,  2000;  Tawara  et  al.,  2000).  As  comparações  de  sequências  com outros  vírus  de  genoma

parecido  não  mostraram semelhanças  significativas,  então  foi  criada  a  família  Anelloviridae,  do latim

anello (anel)  e  TTV passou a  significar  “Torque Teno Vírus” (TTV) do latim “Torque” que significa

“colar” e “Tenuis” significa “fino”, se referindo ao formato circular do vírus (Biagini, 2009). 

Após  sua  descoberta,  os  anellovírus  foram  encontrados  em  muitos  hospedeiros  vertebrados,

incluindo primatas não humanos, roedores, morcegos, gambás, pandas e pinípedes (NG et al., 2009; Kluge

et al., 2016; Amatya et al., 2017; Zhang et al., 2017; Souza et al., 2018). Muitos estudos associaram esses

vírus a um amplo espectro de doenças, incluindo hepatite e esclerose múltipla (Borkosky et al.,  2012).

Porém, há estudos que demonstram uma alta prevalência de TTV em pessoas saudáveis (Vasilyev et al.,

2009; MAZZOLA et al., 2015; Al-Qahtani et al., 2016). 

A família  Anelloviridae é composta por vírus não envelopados com genoma de DNA circular fita

simples e polaridade negativa, variando de 2,0 a 4 kb em tamanho. Por exemplo, os anellovírus humanos

incluem os vírus Torque teno vírus -TTV (3,6–3,9 kb) (Nishizawa et al. 1997), Torque teno minivírus -

TTMV (2,8–2,9 kb) (Takahashi et al.,  2000) e Torque teno midi vírus - TTMDV (3,2 kb)(Jones et al.,

2005). Esses vírus possuem partículas virais com simetria icosaédrica, diâmetro de 30-32 nm e densidade

em CsCl de 1,31-1,33 g/cm³ para TTV e 1,27–1,28 g/cm³ para TTMVs em soro (Okamoto et al., 1998; Itoh

et al., 2000). 

Em 2009, o ICTV estabeleceu a nova família Anelloviridae, dividindo-a em 11 gêneros. Três outros

gêneros, Mutorquevirus, Nutorquevirus e Gyrovirus foram acrescentados até 2017 (Manzin et al., 2015;

Rosario et al., 2017). Atualmente, essa família viral, possui aproximadamente 76 espécies distribuídas em

14 gêneros (Tabela 1) (ICTV, 2021). Baseando-se em sua análise filogenética, apresentam pelo menos 39

genótipos com divergência de nucleotídeos maior que 30% um do outro, ou em cinco grupos genéticos



(Genogrupos) principais (grupos 1–5) com uma divergência de sequência maior que 50% um do outro.

Além disso, algumas variantes do TTV ainda não foram classificadas em grupos genômicos  (Devalle &

Niel, 2004; Hsiao et al., 2016; Ninomiya et al., 2009; Nascimento, 2011; WEI et al., 2015).

Tabela 1. Taxonomia da família Anelloviridae (ICTV). Os 14 gêneros com seus representantes e o número de acesso do

GenBank. 

Gêneros Vírus tipo

Alphatorquevirus Torque teno virus 1-TA278 [AB008394]

Betatorquevirus Torque teno mini virus 1-CBD279 [AB026931]

Deltatorquevirus Torque teno tupaia virus-Tbc-TTV14 [AB057358]

Epsilontorquevirus Torque teno tamarin virus-So-TTV2 [AB041960]

Etatorquevirus  Torque teno felis virus-Fc-TTV4 [AB076003]

Gammatorquevirus Torque teno midi virus 1-MD1-073 [AB290918]

Gyrovirus Chicken anemia virus [NC 001427]

Iotatorquevirus Torque teno sus virus 1-Sd-TTV31 [AB076001]

Kappatorquevirus Torque teno sus virus k2a [AY823991]

Lambdatorquevirus Torque teno zalophus virus – ZcAV [FJ459582]

Mutorquevirus Torque teno equus virus 1 [KR902501]

Nutorquevirus Torque teno seal virus 4 [KM262783]

Thetatorquevirus  Torque teno canis virus-Cf-TTV10 [AB076002]

Zetatorquevirus Torque teno douroucouli virus – At-TTV3 [AB041961]

Os anellovírus  possuem uma organização genômica relativamente bem conservada,  dividida  em

duas regiões: uma região codificadora contendo uma ORF principal, ORF1, uma ORF2 sobreposta à ORF1

e várias ORFs adicionais, e uma região não traduzida (do inglês:  untranslated region - UTR) (Figura 1).

Três principais fases de leitura aberta (do inglês:  “Open  Reading  Frame”-ORF), ORF1, ORF2 e ORF3

podem ser identificadas diretamente pela sequência de nucleotídeos ou aminoácidos. A ORF1, maior, pode

corresponder até 67% de todo o genoma. A proteína codificada pela ORF1 possui sequências N-terminais

hidrofílicas, ricas em arginina e acredita-se que codifica a proteína da capsídeo viral. ORF2 apresenta um

motivo altamente conservado, WX7HX3CXCX5H (onde X é qualquer amino ácido, W é o aminoácido

triptofano, H, histidina, e C, cisteína) , identificável em sua parte N-terminal. A ORF3, sobreposta à porção

C-terminal da ORF1, possui um domínio rico em serina capaz de gerar diferentes locais de fosforilação e

pode desempenhar algum papel na manutenção da infecção viral persistente. A presença de uma quarta

ORF não é observada em todos os anellovírus.  A região UTR, relativamente bem conservada entre os

membros  da  família,  contém  uma  ou  duas  sequências  com  alto  teor  de  GC;  duas  sequências  de  15



nucleotídeos (nt) (CGAATGGCTGAGTTT e AGGGGCAATTCGGGC) além das sequências relacionadas

aos processos de transcrição e tradução:  TATA box (ATATAA),  Specificity Protein  1- Sp1 (GGGCGG),

Cap site  (GGGGCAATT) e  Poly(A) signal  (AATAAA) (Hijikata et al., 1999; Okamoto et al., 2000ab, ;

Okamoto et al., 2002; Zhang et al., 2016a; Eibach et al., 2019).

Figura1. Organização genômica dos Anellovírus, DNA circular, fita simples de polaridade negativa. (O esquema mostra as ORFs 1, 2 e

3; a localização da sequência com alto teor de GC na região UTR). Fonte: Adaptado de Viral Zone, 2021 - https://viralzone.expasy.org.

1.3 REPLICAÇÃO E PROTEÍNAS DOS ANELLOVÍRUS

O DNA dos Anellovírus foi detectado em diferentes fluidos biológicos, órgãos e tecidos humanos e

de outros animais saudáveis e doentes. No Japão, Torque teno vírus foi detectado na saliva, fezes, sêmen e

lágrimas de 59% das pessoas saudáveis, todos os casos com soro positivo para TTV-DNA (Matsubara et

al., 2000). TTV também foi encontrado na saliva, no leite materno e em sangue de cordão umbilical de

mães saudáveis (Goto et al. 2000). Por outro lado, o DNA de membros dessa família foi encontrado na

saliva e em tumores de pacientes com carcinoma de cabeça e pescoço (Hettmann et al., 2016). TTV foi

detectado  no pulmão  de  36% dos  pacientes  com fibrose  pulmonar  idiopática  (Bando  et  al.,  2001).  O

genoma de membros do gênero  Betatorquevirus  foi detectado no líquido cefalorraquidiano de 16% dos

pacientes pediátricos internados com encefalite/ meningoencefalite em Gana (Eibach et al., 2019). Todos

esses achados mostram uma ausência de tropismo indicando que a replicação do genoma viral pode ocorrer

em vários tecidos e órgãos. Além disso, as cargas virais e os genótipos podem variar em diferentes amostras

do mesmo indivíduo (Okamoto et al., 1999). Porém, O DNA do TTV foi detectado em todas as células



sanguíneas  periféricas,  exceto  hemácia.  Assim,  devido  a  presença  do  TTV  nas  células  do  sistema

imunológico,  capazes de invadir vários tecidos na inflamação, deve-se determinar cuidadosamente se o

TTV realmente se aloja nas células inerentes a cada um dos tecidos (Takahashi et al., 2002).

O mecanismo exato de replicação do TTV não foi totalmente compreendido. Não há, no genoma

dos Anellovírus, sequência de DNA que codifique uma DNA polimerase para replicação assim, esses vírus

usariam  as  polimerases  celulares.  Experimentos  feitos  com  aphidicolina,  droga  que  bloqueia  a  DNA

polimerase celular, inibiram a replicação do DNA do TTV em Células HEK293T (Kakkola et al., 2007).

Com base  na  análise  das  sequências  de  nucleotídeos  e  aminoácidos,  os  Anellovírus  poderiam usar  o

mecanismo de círculo rolante semelhante ao vírus da Anemia Infecciosa das Galinhas (C.A.V - Chicken

Anemia Virus) (Bendinelli et al., 2001; Hijikata et al., 1999; Mushahwar et al., 1999).  

Os vírus da família Anelloviridae produzem três mRNA distintos com tamanhos de 3-2,9 kb, 1,2 kb

e 1,0 kb. Esses mRNAs foram primeiramente detectados em células da medula óssea de um indivíduo

infectado  por  TTV  (Okamoto  et  al.,  2000c).  Kamahora  et  al.,  (2000)  encontrou  resultados  parecidos

transfectando  o  genoma completo  do  TTV em células  COS1,  derivadas  de  tecido  de  rim de  macaco.

Quarenta e oito h pós-transfecção, três espécies de mRNA de TTV de 3,0, 1,2 e 1,0 kb de comprimento

foram detectados. Além disso, ambos os trabalhos observaram rearranjos (splicing  alternativos) nos três

mRNAs  principais.  Posteriormente,  identificou-se  que  TTVs  expressam  pelo  menos  seis  possíveis

proteínas: ORF1-736 aminoácidos (aa); ORF1/1 – 199aa; ORF1/2 – 142aa; ORF2 – 117aa; ORF2/2 - 281aa

e ORF2/3 - 275 aa (Kakkola et al., 2002; Qiu et al., 2005). O maior mRNA com tamanho entre 3 e 2,9kb

expressa as proteínas ORF1(~81kDa) e ORF2(~13kDa). O mRNA de 1,2 kb expressa as proteínas TTV

ORF2/2 e ORF1/1 com tamanhos de 31 e 22 kDa, respectivamente; o menor mRNA de 1,0 kb expressa as

proteínas  das  ORF2/3  e  ORF1/2  com  tamanhos  de  30  e  16  kDa,  respectivamente.  Qiu  et  al.(2005),

utilizando vetores de expressão com o promotor do Citomegalovirus, expressou em células 293 (células

renais embrionárias humanas), todas as seis proteínas de TTV. As proteínas expressas pelas ORFs 1 e 2

foram predominantemente citoplasmáticas, sendo a proteína da ORF1 com menor expressão entre todas. Já

as  proteínas  das  ORF2/2  e  ORF2/3  foram exclusivamente  nucleares  mostrando  um possível  papel  na

replicação  e  expressão  do  genoma.  As  proteínas  da  ORF1/1  e  ORF1/2  estavam  distribuídas  entre

citoplasma e núcleo. Embora as proteínas ORF1, ORF1/1 e ORF1/2 apresentem a região N-terminal rica

em arginina, um possível sinal de localização nuclear, todas apresentaram localização citoplasmática.



1.4 TTV E PRIMATAS NÃO HUMANOS

Os primeiros estudos sobre as propriedades moleculares, biologia e implicações clínicas do Torque

teno  virus  foram  realizadas  em  primatas  da  espécie  Macaca  mulatta (Rhesus) e  do  gênero  Pan

(chimpanzé). Em 1999, Mushahwar et al inocularam, intravenosamente, soro de pacientes positivos para

TTV em chimpanzés. O DNA de TTV foi detectado no soro de alguns animais até 219 dias pós inoculação.

Porém, não foi encontrado TTV nas fezes e nenhuma evidência bioquímica ou histológica de hepatite foi

obtida (Mushahwar et al, 1999). Em outro estudo, soro e fezes de pacientes humanos infectados por TTVs

foram administrados intravenosa e oralmente em macacos Rhesus, que desenvolveram viremia entre 4 e 10

dias após inoculação. TTV estava presente no citoplasma e nos núcleos dos hepatócitos desses animais,

porém nenhuma alteração patológica significativa foi encontrada. Nos animais que permaneceram vivos, o

vírus foi detectado nas fezes por mais de 6 meses, porém, nenhuma alteração na enzima ALT foi detectada

(LUO et al., 2000). Tawara et al. (2000) também inocularam, por via intravenosa em dois chimpanzés, soro

e sobrenadante de fezes contendo TTV. O DNA do TTV foi detectado até 30 semanas pós infecção e as

taxas da enzima ALT aumentaram pouco antes do título viral de TTV diminuir. Alterações bioquímicas e

histológicas leves em amostras de fígado foram observadas em ambos os chimpanzés em associação com a

redução no título de TTV (Tawara et al., 2000). Esses estudos mostraram que TTV pode ser transmitido

pelas vias sanguínea e fecal. Prescott & Simmonds (1998) identificaram, pela primeira vez, a presença do

vírus  em  soro  de  chimpanzés  silvestres,  na  África,  e  também  em  populações  humanas  distribuídas

globalmente. Cong et al. (2000), utilizando animais de cativeiro, demostraram que o TTV apresenta uma

grande diversidade de espécies semelhantes, algumas das quais não haviam sido detectadas em humanos e

circulavam predominantemente entre  chimpanzés.  Thom et  al.  (2003) detectou  diversos anellovirus  em

macacos  africanos  das  espécies  dril,  mandril,  mangabeys  e  gibões  e  nos  grandes  primatas:  gorilas,

chimpanzés e orangotangos.

Nos primatas do Novo Mundo, os anellovírus já foram detectados em diferentes espécies. Em 2000,

Okamoto  et  al.  identificaram  TTVs  no  soro  de  diferentes  espécies  de  primatas;  entre  eles,  macacos

selvagens  da  América  do  Sul:  Saguinus  labiatus,  Saguinus  oedipus  e  Aotus  trivirgatus.  Neste  estudo,

detectou-se o DNA do TTV em 100% de 4 Saguinus labiatus, 83% de 6 Saguinus oedipus e 100% de 5

Aotus  trivirgatus  (Okamoto  et  al.,  2000a). Leary  et  al.  (1999),  utilizando  diferentes  combinações  de

oligonucleotídios, obteve positividade de 23,5% no soro de Saguinus labiatus e 20% em Aotus trivirgatus



(Leary et al., 1999). Outros estudos com espécies americanas não identificaram esses vírus, incluindo as

espécies  Callithrix  jacchus e  Cebus  apell  (Abe  et  al.,  2000;  Barnett  et  al.,  2004;  Pujol  et  al.,  2005;

Verschoor et al., 1999).

No Brasil, TTVs já foram encontrados em diferentes espécies de primatas a partir de sangue, soro e

swab oral. Catroxo et al.(2008ab), encontrou anellovírus no soro de 4 (5.3%) de 75 Cebus apella, 2 (40%)

de 5  Alouata fusca, 1 (20%) de 5  Alouata caraya, 1 (5.2%) de 19  Callithrix penicilata,  1 (4%) de 25

Callithrix jacchus, 1 (20%) de 5 Saimiri sciureus e 1 (25%) de 4 Leontopithecus chrysomelas. Dos Santos

et al. (2020), usando análises metagenômicas de  swab  oral de 40  Sapajus nigritus, encontrou o genoma

completo  de  uma  nova  espécie  de  TTV.  Muitas  das  espécies  de  TTV  encontradas  em  primatas  sul-

americanos, incluindo os brasileiros, são filogenéticanemte próximas e agrupam-se às espécies encontradas

por Okamoto et al.(2000a) em Saguinus oedipus  e  Aotes trivirgatus  (Catroxo et al., 2008; Dos Santos et

al.,2020).

1.5 PRIMATAS DO DISTRITO FEDERAL

Duas  espécies  principais  de  primatas  não  humanos  ocupam  de  forma  simpátrica  regiões

antropizadas do Distrito Federal: Sapajus libidinosus Spix, 1823 (macaco-prego) e Callithrix penicillata E.

Geoffroy, 1812 (sagui-de-tufo-preto) (da Rosa et al., 2017; De Miranda & De Faria, 2001; Vilela, 2007).

Essas espécies são constantemente observadas em áreas urbanas e semiurbanas da região, por exemplo,

Jardim Zoológico de Brasília (Abreu Sousa et al., 2020;) e Parque Nacional de Brasília (Sacramento, 2014;

Saito et al., 2010); e interagem diretamente com outros animais e seres humanos (figura 2). Essas interações

podem  exercer  um  importante  papel  na  propagação  e  transmissão  de  patógenos  entre  primatas  não-

humanos,  animais  domésticos  e  homem (Favoretto  et  al.,  2001;  la  Salles  et  al.,  2018).  Além disso,  a

presença de primatas selvagens em ambientes urbanos e periurbanos pode ser um risco para esses animais,

como  relatado  por  Pereira  et  al.  (2020)  em  estudo  sobre  C.  penicillata eletrocutados  em  ambientes

antrópicos no Distrito Federal e arredores. 

C.  penicillata  é  uma  espécie  endêmica  do  Brasil  e  tem  uma  distribuição  ampla,  ocorrendo

principalmente na região do Cerrado no centro-leste do Brasil, mas também pode ser encontrada na Mata



Atlântica e na Caatinga e, em alguns locais, é considerado espécie invasora. Seu estado de conservação é

classificado  como  Menos  Preocupante  (LC)  pela  IUCN  -  União  Internacional  para  Conservação  da

Natureza (International Union for Conservation of Nature) (Bicca-Marques et al., 2018).

S.  libidinosus ocorre  em  uma  ampla  gama  de  habitats,  como  floresta  estacional  decidual,

manguezais,  floresta e matagal da Caatinga do nordeste do Brasil,  floresta de galeria e matas secas do

Cerrado  (savana  arbustiva)  no  Brasil  central.  Podem formar  grupos  com nove  indivíduos,  mas  já  foi

relatado um grupo com 53 animais,  no oeste  do Rio Grande do Norte  (Ferreira  et  al.,2009).  Eles  são

capazes de explorar uma ampla gama de recursos alimentares, incluindo uma variedade de frutas, sementes,

artrópodes,  sapos  e  até  pequenos  mamíferos,  complementados  por  caules,  flores  e  folhas.  De  hábitos

alimentares generalistas e com grande flexibilidade comportamental e ecológica, esta espécie é capaz de

usar ferramentas a fim de facilitar a exploração de recursos e é altamente resistente a distúrbios antrópicos

(Salles et al., 2018;). Seu estado de conservação é classificado como Quase Ameaçada (NT) pela IUCN

devido à perda de contínua de habitat (Martins et al., 2019).

Figura 2. S. libidinosus observados em um parque aquático na região administrativa de Santa Maria, DF. 



1.6 EXPRESSÃO HETERÓLOGA EM CÉLULAS DE INSETOS

1.6.1 BACULOVÍRUS – UMA INTRODUÇÃO

Os  baculovírus  são  vírus  de  insetos  pertencentes  à  família  Baculoviridae  (King  et  al,  2012)

encontrados infectando centenas  de espécies de insetos em todo o mundo (Miller.  1997).   Esses vírus

infectam, principalmente, insetos da ordem Lepdoptera, mas há relatos de baculovírus infectando insetos

das ordens Diptera e Hymenoptera. Alguns membros desta família são altamente específicos e patogênicos

fazendo destes  uma importante ferramenta para controle biológico de pragas como, por exemplo, a lagarta

na cultura da soja (Aticarsia gemmatalis) e a lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda). Além

disso,  os  baculovírus  são  usados  como  sistema  de  expressão  de  proteínas  heterólogas  permitindo  a

produção de vacinas e métodos de diagnósticos, bem como sua aplicação como vetores para terapia gênica

(Ribeiro, 2015; van Oers et al, 2015).

São vírus envelopados em forma de bastão, genoma de DNA fita dupla com tamanho variando entre

80 a 180 kpb, codificando entre 90 a 180 open reading frames (ORFs) (Rohrmann, 2013).  O ciclo de

replicação dos baculovírus é bifásico com a formação de dois tipos de virions fenotipicamente distintos

porém, geneticamente  idênticos,  durante  a infecção.  O vírus  extracelular  ou brotado (ECV ou BV, do

inglês, extracellular virus ou budded virus) responsável pela disseminação da infecção célula a célula, e o

vírus derivado da oclusão (ODV, do inglês, occluded derived virus) o qual está envolvido na transmissão

horizontal de inseto para inseto. Estes ODVs podem conter um único nucleocapsídeo por envelope (SNPV,

do inglês single nucleopolyhedrovirus) ou múltiplos (MNPV, do inglês multiple nucleopolyhedrovirus). Os

corpos de oclusão (“Occlusion Body” - OB) são cristais formados pelos ODVs reunidos em uma estrutura

proteica,  composta  principalmente  pela  proteína  viral  poliedrina,  e  capazes  de  resistir  às  condições

ambientais  externas.  O processo de infecção viral  inicia-se quando as larvas de insetos ingerem, ao se

alimentarem,  os OBs contendo as partículas  virais  ODVs. Quando os OBs entram em contato com as

condições alcalinas presentes no intestino médio do inseto, o corpo de oclusão é dissolvido e ODVs são

liberados. Estes ODVs, com o auxílio das enzimas, atravessam a membrana peritrófica do intestino, que é

uma camada composta por quitina e proteína (Hegedus et al, 2009), e iniciam o ciclo de infecção celular

nas células epiteliais do intestino médio (CASTRO et al., 1999; Clem & Passarelli, 2013; Miller, 1997).

Depois do primeiro ciclo de replicação viral no núcleo dessas células, a produção de BVs se inicia (Figura



1, fase 5). Quando liberados,  os BVs são transportados pela hemolinfa para infectar  novas células.  Ao

entrar  na célula-alvo,  o processo de infecção é  semelhante  ao que acontece  na infecção por  ODV: os

nucleocapsídeos são direcionados para o núcleo celular onde ocorre a replicação do DNA e subsequente

expressão  das  proteínas  virais.  Durante  as  fases  tardias  e  muito  tardias  de  infecção,  são  expressas  as

proteínas que constituem a matriz dos OBs. O final do ciclo de infecção se dá com a morte e liquefação das

larvas  pelas  enzimas  virais  quitinase  e  catepsina,  e  liberação  de  OBs  para  o  meio  ambiente,  onde

permanecem estáveis até serem ingeridos por novos insetos.

Figura 3. O ciclo de infecção de um baculovírus  em hospedeiro lepidóptero. Fases 1 :  a ingestão de OBs pelo inseto ao se alimentar.

Fases 3: dissolução da matriz proteica do OB e liberação dos ODVs que rompem e cruzam a membrana peritrófica do lúmen intestinal e

estabelecendo a infecção de células epiteliais do intestino médio. Fase 4: primeiro ciclo de replicação viral no núcleo dessas células com a

produção de BVs se inicia, e em sequência, BVs são transportados para outros tecidos, via hemolinfa,  espalhando a infecção para todo o

inseto. Fonte: Sosa-Gomes , 2020.



1.6.2  SISTEMA  DE  EXPRESSÃO  HETERÓLOGA  USANDO  BACULOVÍRUS  COMO

VETOR 

O principal modelo para o estudo da expressão gênica em baculovírus é o baculovírus da espécie

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) em células de Spodoptera frugiperda. A

regulação da expressão gênica desses vírus pode ser dividida em duas fases principais de acordo com os

genes  expressos:  fase precoce  (early)  e  fase tardia  (late).  Essas fases podem ser  subdivididas  em fase

precoce imediata (immediately early) e fase muito tardia (very late). A fase precoce imediata inicia-se a

partir de 20 min até 8 h pós-infecção e corresponde basicamente à síntese de fatores de transcrição e de

proteínas pertencentes à maquinaria de replicação viral (Friesen, 1997). A transição da fase precoce para a

fase tardia se dá pelo início da replicação do DNA viral, entre 6h e 24h após a infecção, e intensa produção

de proteínas responsáveis pela montagem dos BVs (Lu & Miller, 1997). A fase muito tardia da infecção

inicia com a expressão de proteínas que constituem a matriz que envolverão os ODVs para formação dos

corpos de oclusão (OB). Nessa fase, a poliedrina (POLH), principal constituinte dos OBs, é produzida em

grande  quantidade  (Jarvis,  1997;  Rohrmann,  1986).  Embora  a  poliedrina  seja  produzida  em  grande

quantidade, seu gene não é essencial para a replicação viral em cultura de células. Assim, o locus dessa

proteína e seu promotor são usados para a construção de baculovírus recombinantes capazes de expressar

proteínas heterólogas (Rohrmann, 1986). 

 A maioria  dos  sistemas  comerciais  para  expressão  de  proteínas  em células  de  inseto  usam o

baculovírus  AcMNPV como modelo.  Um dos  métodos  mais  usados  para  a  construção  de  baculovírus

recombinantes  hoje  em  dia  é  o  sistema  comercial  Bac-to-Bac  (Invitrogen).  Esse sistema  utiliza  a

transposição sítio específica Tn7 para gerar um bacmídeo recombinante. Inicialmente, o gene de interesse é

clonado em um plasmídeo doador pFastBac™ em uma região flanqueada pelos sitios Tn7R e TN7L. Este

plasmídeo  é  transformado  em células  competentes  DH10Bac™  contendo  o  genoma  do  AcMNPV  no

cromossomo bacteriano artificial bMON14272 (bacmídeo) com um sítio de transposição mini-attTn7. Além

do bacmídeo, a célula DH10Bac™ possui o plasmídeo auxiliar (pHelper) responsável por produzir uma

enzima de transposição (transposase.). O sítio mini-Tn7 do plasmídeo pFastBac™ é transposto para o sítio

de destino mini-attTn7 no bacmídeo com o auxílio da enzima transposase. Junto aos sítios Tn7 está o gene

heterólogo que passa a integrar o genoma do bacmídeo. A inserção do gene é feita de forma a romper o

gene lacZα presente no bacmídeo. Assim, quando DH10Bac™ é cultivada em  meio LB ágar contendo

IPTG  e  X-gal,  colônias  contendo  bacmídeos  recombinante  apresentam  coloração  branca  devido  ao



rompimento do gene lacZα. O DNA dos bacmídeos recombinantes é extraido e este é, então, usado para

transfecção em células de insetos.

Figura 4. Esquema mostrando as etapas do sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen,  Carlsbad, USA) para formação de baculovírus

recombinantes.  Adaptado  de:  User  Guide  Bac-to-Bac  Baculovirus  Expression  System,  disponível

em:http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/bactobac_man.pdf. 

2. JUSTIFICATIVA

Inicialmente,  com a finalidade de identificar e caracterizar geneticamente amostras de arbovírus

circulantes em primatas do Distrito Federal, foram analisadas amostras de sangue de animais capturados em

diversos locais da região. Apesar da não detecção dos arbovírus, dois anellovírus não descritos em primatas



do Cerrado foram encontrados. As populações de primatas não humanos sofrem pressões em todo o planeta

e a crescente degradação ambiental tem forçado o contato entre seres humanos e animais silvestres. Essas

interações podem oferecer riscos para ambas as espécies. Muitas doenças emergentes têm colocado em

risco  a  saúde  e  o  bem estar  desses  animais.  Os  anellovírus  são  vírus  que  infectam diversos  animais

inclusive o homem. Acreditava-se que os TTVs seriam causadores de hepatite e estudos associaram esses

vírus a possíveis doenças mas, seu papel em doenças ainda permanece controverso. Sabe-se que algumas

espécies de anellovirus podem ser transmitidas entre humanos e outros animais. Portanto, a avaliação da

presença  e  a  caracterização  da  diversidade  genética  viral  em primatas  não  humanos  é  crucial  para  a

compreensão dos padrões de dispersão em populações e comunidades naturais bem como seus possíveis

riscos  à  fauna silvestre  e  ao homem. Este  conhecimento  poderá  auxiliar  tanto no desenvolvimento  de

estratégias  de  conservação  e  preservação  da  fauna  silvestre  quando em ações  de  vigilância  em saúde

humana.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Esse  trabalho  tem  como  objetivo  geral  identificar  e  caracterizar  geneticamente  amostras  de

anellovírus circulantes em primatas silvestres do Distrito Federal encontradas em sequenciamento de alto

desempenho,  bem  como,  a  expressão  proteica  da  ORF1  desses  vírus  em  célula  de  inseto  utilizando

Baculovírus como vetor de expressão.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Identificar anellovírus circulantes em primatas oriundos de diferentes regiões e cidades-satélites

do DF e caracterizá-los geneticamente;

Avaliar comparativamente a presença destes anellovírus entre os animais coletados;

Comparar filogeneticamente os agentes detectados com os já conhecidos anellovírus.



4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ÁREA DE ESTUDO

Localizado na região centro-oeste do Brasil, o Distrito Federal é a menor unidade da Federação 

Brasileira. Possui uma área de 5.799,99 km² dividido em 33 regiões administrativas. Todo o seu território 

está inserido no Bioma Cerrado e o clima é do tipo tropical sazonal, com duas estações bem definidas, uma 

seca de maio a setembro e outra chuvosa de outubro a abril, sendo a precipitação padrão do centro-oeste 

brasileiro (Vilela, 2007).  O Distrito Federal possui 72 parques ecológicos e urbanos, além de outras 22 

unidades de conservação de proteção integral ou de uso sustentável (IBRAN 2013). 

4.1.2 ORIGEM DAS AMOSTRAS

Para  investigar  novos  vírus  emergentes  em  primatas  não  humanos,  foram  coletadas  amostras

biológicas (sangue, pelo e fezes) de primatas selvagens capturados em regiões urbana, periurbanas e rurais

do  Parque  Nacional  de  Brasília,  Asa  Sul,  Asa  Norte,  Lago  Sul,  Lago  Norte,  Sobradinho,  Guará,

Candangolândia e  Park Way; e  de animais internados no Hospital  Veterinário de animais silvestres  da

Faculdade de Medicina Veterinária – UnB (Figura 3).  Todos os animais receberam um microchip para

identificação e tiveram seus dados morfológicos e morfométricos registrados. As coletas foram realizadas

sob licença para coleta de material biológico do Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade

- ICMBio (número: 54107-7 , data da emissão: 13/05/2016) e certificação da Comissão de Ética no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade de Brasília (númeroº 49/2017).



Figura  5.  Mapa do Distrito Federal  dividido em regiões  administrativas. Os números de 1 a 8 representam as regiões

administrativas onde foram realizadas as capturas e os círculos representam os pontos de coleta com tamanhos proporcionais ao número

de indivíduos capturados. 1: Brasília. 2: Sobradinho II. 3: Lago Norte. 4: Lago Sul. 5: Park Way. 6: Candangolândia. 7: Águas Claras. 8:

Guará.  

4.2 PREPARO E EXTRAÇÃO DE ÁCIDO NUCLEICOS

4.2.1 SANGUE

Foram analisadas 87 amostras de sangue de primatas capturados no DF, coletadas entre maio de

2017 e maio de 2019. As amostras de sangue total  de 56  C. penicillata e 31  S. libidinosus  tiveram os

materiais genéticos (DNA e RNA total) extraídos individualmente utilizando High Pure Viral Nucleic Acid

Kit ® (Roche), seguindo o protocolo do fabricante, e agrupadas em grupos de 20 a 30 indivíduos (2 µL de



cada amostra) (Tabela 2). O material foi enviado para sequenciamento (Macrogen, Coreia do Sul) usando a

plataforma HiSeq ™ 2000 (Illumina). 

4.2.2 FEZES

Foram analisadas 12 amostras de fezes de C. penicillata. As extrações de ácidos nucleicos das fezes

foram feitas individualmente e em grupos. Para extração individual, foi pesado 100 mg de fezes e diluída

em 1 mL de Tampão fosfato-salino - Phosphate Buffered Saline [PBS], 137,0 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,0

mM Na2HPO4, 2,0 mM KH2PO4, pH 7,4). Cada amostra foi processada usando TissueLyser II (Qiagen,

EUA), adicionando uma esfera de aço inoxidável de 5 mm durante 5 min a 50 Hz. Os homogeneizados

foram centrifugados a 3000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, misturado com 1mL de

PBS e novamente centrifugado 3000 x g por 10min a 4 °C. Este sobrenadante foi utilizado para a extração

de DNA e RNA usado o kit QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen, USA) conforme recomendações do

fabricante. Para extração em grupos, foi pesado 100 mg de fezes e diluída em 1 mL de PBS e colocados em

microtubos de 1mL. As fezes foram separadas em 2 grupos, um grupo com sete e outro com seis amostras.

Cada  grupo  foi  processado  usando  TissueLyser  II  (Qiagen,  EUA),  adicionando  uma  esfera  de  aço

inoxidável de 5 mm durante 5 min a 50 Hz. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados por 10 min

a  3000  x  g  a  4  ºC.  O  sobrenadante  de  cada  grupo  foi  misturado  com  6  mL  de  PBS  e  novamente

centrifugados: 1 h e 30 min a 2500 x g e 10 min a 6000 x g e a 4°C. O sobrenadante de cada grupo foi

filtrado em filtro de 0,45 μgm e submetidos à centrifugação (190.000 x g por 4 h a 4°C) em um tubo para

ultracentrífuga de 38 mL (Beckman), contendo 5mL de colchão de sacarose (25% de sacarose em PBS). O

sedimento foi ressuspendido em 420 µL de PBS e tratado com 100 U de DNaseI (Promega) e 20 U de

RNAse (Invitrogen) a 37°C por 2 h e as enzimas inativadas por 10 min a 65°C. Todos os sedimentos

ressuspendidos, derivados de grupo foram reunidos em um único tubo (alíquotas de 5µL de cada) de RNA

stable e enviados para sequenciamento (Macrogen, Coreia do Sul)  Todas o restante das amostras foram

armazenadas em freezer -80°C (Tabela 2). 



Tabela 2. Organização dos grupos de amostras. Os materiais genéticos das amostras foram agrupados de acordo com a

ordem de captura dos animais e quantidades variando de 10 a 15 indivíduos por grupo. 

Nome do grupo Espécies

MD1 (DF01 a DF19) C. penicillata (n=9) e S. libidinosus (n=6)

MD2 (DF20 a DF33) C. penicillata (n=3) e S. libidinosus (n=11)

2M1 (DF29 a DF42) S. libidinosu (n=14)

2M2 (DF43 a DF67) C. penicillata (n=9) e S. libidinosus (n=4)

3M1 (DF68 a DF81) C. penicillata (n=14)

3M2 (DF82 a DF95) C. penicillata (n=12)

4M1 (DF96 a DF104) C. penicillata (n=9) e S. libidinosus (n=1)

Fezes C. penicillata (n=12)

4.3 SEQUENCIAMENTO, ANOTAÇÃO E ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

Um  total  de  6  grupos  foram  enviados  para  sequenciamento  (Tabela  2).  Para  sequenciar  o  material

genético extraídos das amostras de sangue e fezes dos macacos, foi utilizada a plataforma HiSeq ™ 2000

(Illumina, San Diego, CA, USA) e a biblioteca usada foi a Illumina TruSeq stranded total RNA with Ribo-

Zero. Os reads brutos resultantes do sequenciamento (Tabela 5) foram trimados pelo programa BBDuk e

montados utilizando  a  ferramenta  De  Novo  Assembly implementados  no  programa  Geneious  11.1.5

(Biomatters Ltd., Auckland, Nova Zelândia) para gerar os contigs. Os contigs resultantes relacionados aos

anellovírus foram identificados usando BLASTx contra um banco de dados (RefSeq viral interno) criado a

partir de sequências  de anellovírus extraída do Genbank. Posteriormente, as sequências foram estendidas

usando  os  reads trimados,  tanto  quanto  possível,  para  completar  os  possíveis  genomas.  Os  genomas

montados foram mapeados contra os reads trimados para verificar a cobertura do genoma. A anotação do

genoma também foi realizada  usando o mesmo software,  no qual  as  ORFs foram confirmadas usando

BLASTx contra o banco de dados de proteínas não redundantes do NCBI (10/2020).

As configurações padrão foram usadas, com a configuração “Mapper: Geneious”; “Sensitivity: Me-

dium - Low Sensitivity/Fast” e “Trim before Mapping: Trim sequences”. Os reads e contigs foram subme-

tidos à analise de inferência filogenética com auxílio do software Kaiju ( http://kaiju.binf.ku.dk) e Genome

Detective (https://www.genomedetective.com/ ). Foi realizado o upload das sequências (fastq.gz) dos reads



no servidor online do programa Kaiju e as análises feitas utilizaram as opções Reference Database:NCBI

BLAST nr +euk, Run mode: Greedy mode, Minimum match length:11, Minimum match score: 75 e Allowed

mismatches: 5.

As  análises  de  identidade,  similaridade  e  homologia  foram  feitas  usando  o  programa  BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) comparando as sequências de bases nitrogenadas e de aminoácidos

montadas com sequências de genomas e de proteínas depositadas no banco de dados do NCBI - GenBank.

As sequências com maior similaridade às sequências montadas foram baixadas do GenBank e alinhadas

usando  as  ferramentas  Pairwise  Align  e  Multiple  sequence  alignment,  Geneious  11.1.5,  nas  opções

Geneious Alignment; Alignment type: Global aligment whit free and gaps; Cost Matrix: 65% Similarity

(5,0/  -4.0),70% Similarity  (5,0/  -4.5)  ou 93% Similarity  (5,0/ -9.026168) ;  Gap open penalty:12;  Gap

extension  penalty:  3;  Refinement  interations:  2. Para  análise  de  sequências  proteicas,  classificando-as

quanto à famílias, presença de domínios e sítios conservados, foi utilizado o programa Interproscan (https://

www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search).

As predições das ORFs foram feitas usando a ferramenta “Finder ORFs” do programa Geneious

11.1.5 e o programa “ORF finder”  disponível no site do NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/.

As  configurações  usadas  no  “Finder  ORFs”  foram  Minimal  ORF  length  (nt):  150,  Genetic  code:  1.

Standart  e  ORF start  codon to use: "ATG" only.  As ORFs encontradas foram submetidas a análise do

programa BLAST. As escolhas e classificação das ORFs foi feita de acordo com a similaridade encontrada

no BLAST e com as homologias encontradas nos Pairwise Align e Multiple sequence alignment. 

Análise filogenética dos TTVs foram feitas com base na sequência de aminoácidos e nucleotídeos

da ORF1 de acordo com as recomendações do ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses)

que estabeleceu os parâmetros de demarcação de novos gêneros e espécies de anellovírus com base em

valores de divergência na sequência de nucleotídeos de toda a ORF1: Divergência >56%, novo Gênero e

Divergência >35%, nova Espécie. 51 sequências de nucleotídeos de anellovírus citadas na página do ICTV

(setembro 2020) foram baixadas do GenBank e uma sequência identificada por dos Santos  et al., 2020

isolado de Sapajus nigritus da região Sul do Brasil. Seis sequências de referência para os cinco Genogrupos

foram utilizadas: Grupo 1 (AB017610), Grupo 2 ( AF261761, AF435014), Grupo 3 (AB017613), Grupo 4

(AB038621) e Grupo 5 (AB064604) (Devalle & Niel, 2004; Ninomiya et al., 2009; Nascimento, 2011; WEI

et al., 2015). As distâncias genéticas foram calculadas com o modelo de evolução Jukes-Cantor. A árvore

https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search
https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search


foi construída pelo método Neighbor-Joining usando o software Geneious 11.1.5 e validada usando 100

pseudo-réplicas de bootstrap.

4.4  DETECÇÃO DA PRESENÇA DOS ANELLOVIRUS NAS AMOSTRAS INDIVIDUAIS

A confirmação da presença dos Anellovírus nas amostras foi realizada por Reação em cadeia de

polimerase  (PCR) utilizando  oligonucleotídios específicos  com alvos  em diferentes  regiões  do genoma

desse vírus (Tabela 3). 

Tabela 3. Oligonucleotídeos usados nesse trabalho. A sequência na direção 5’>3’ e a posição no genoma estão indicados

para cada oligonucleotídeo. As letras sublinhadas representam as sequências dos sítios de restrição de cada enzima. Em

negrito, a sequência de nucleotídeo responsável pela adição 6 histidinas à proteína.

TTV-Bsb1

Oligonucleotídeos Sequência (5’>3’) Posição no genoma Alvo

TTV-Bsb1_FW 

(Completo)

AAAAACCCGCATGCAACGAA 25 - 44 Região UTR

TV-Bsb1_RV 

(Completo)

CCCGCTTCCCGAAAAAAATA 24 - 5 Região UTR

TV-Bsb1_RV_SEQ TACCCCTTCTGAGAGTGCGT 1721 - 1740 ORF 1

TTV-

Bsb1_ORF1_FW_X

baI_6xHis

TACTTCTAGACATCATCATCATCATCATATGGCTTACTGGTGGAGGA

G*

613 - 229 ORF 1 N-terminal

TTV-

Bsb1_ORF1_ReV_

HindIII

TAGCAAGCTTTCACCCGAGGAGTAAGCGG* 2895 - 2913 ORF 1 C-terminal

pFAST-

ORF1_∆Arg_XhoI_

TTV-Bsb1_FW

CTCGAGCTGTGGTGGGGAAGCAACGC* 871 - 896 ORF 1

pFAST-

ORF1_6xHis_∆Arg_

XhoI_TTV-

Bsb1_RV

CTCGA  G  ATGATGATGATGATGATGCAT* 610 - 615 ORF 1/ 

pFAST6xHis

TTV-Bsb2

oligonucleotídios Sequência Posição no genoma Alvo

TTV_Bsb2_Complet

o_FW

TATTTAAGTAACTGGGGTGACGAATGGCTGAGTT 35-68 Região UTR

TTV_Bsb2_Complet

o_R

GGTTTTTGGGTATGACGTATGCTGTTATCAAGAG 34-1 Região UTR

TTV-

Bsb2_RV_SEQ

ACAAATTTAGTGGGTGGTTTTATTCT 1005 - 1030 ORF 1



TTV_Bsb2_ORF1_

FW_6xHis_EcoRI

TAGCGGAATTCATGCATCATCATCATCATCATATGCCTACTTGGTAT

AGGAAAAGA*

348 - 371 ORF 1 N-terminal

TTV_Bsb2_ORF1_

RV_XhoI

TAGCCTCGAGCTACTCCCACATGTTTCGCC* 2093 - 2074 ORF 1 C-terminal

pFAST-

ORF1_∆Arg_XbaI_

TTV-Bsb2_FW

TCTAGACTGTGGATGGGATACAATCA* 621 - 640 ORF 1

pFAST-

ORF1_∆Arg_XbaI_

TTV-Bsb2_RV

TCTAGAATGATGATGATGATGATGCAT* 619 - 616 ORF 1/ 

pFAST6xHis

M13-F GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC* Vetor  pGEM ® -T 

Easy e bacmídeo

M13-R CACAGGAAACAGCTATGACCATGATT Vetor  pGEM ® -T 

Easy e bacmídeo

* A sequência de nucleotídeos em negrito corresponde a adição de 6 aminoácidos Histidina. As sequências sublinhadas correspondem aos sítio de restrição: XbaI

(TCTAGA), HindIII (AGCTT), EcoRI (GAATTC) e XhoI (CTCGAG).

Quatro  combinações  de  oligonucleotídios  foram montadas  para  identificação  dos  genomas  dos

anellovírus em todas as amostras individualmente. 

Para  TTV-Bsb1, a  Combinação A,  oligonucleotídios  TTV-Bsb1_ORF1_FW_XbaI_6xHis e  TTV-

Bsb1_ORF1_FW_XbaI_6xHis, amplifica toda a ORF1. A Combinação B possui os oligonucleotídios TTV-

Bsb1_FW (Completo), para a região UTR, e o oligonucleotídio  TV-Bsb1_RV_SEQ no interior  da OF1,

gerando um fragmento de 1716 pb (Figura 4 e Tabela 4).

Para  TTV-Bsb2,  a  Combinação  C,  oligonucleotídios  TTV_BsB2_ORF1_FW_6xHis_EcoRI e

TTV_Bsb2_ORF1_RV_XhoI,  amplifica  toda  a  ORF1  e  a  Combinação  D,  oligonucleotídios

TTV_Bsb2_Completo_FW e TTV-Bsb2_RV_SEQ, amplifica um fragmento de 1393pb (Figura 4 e Tabela 4).



Figura 6. Combinação de oligonucleotídios utilizados para identificação  dos anellovirus nas amostras individuais.. Os

semicírculos internos com extremidades triangulares mostram as regiões a serem amplificadas. A) Combinação A para

amplificar toda a ORF1TTV-Bsb1. B) Combinação B com oligonucleotídio para região UTR de TTV-Bsb1 e região

interna  da ORF1TTV-Bsb1.  C)  Combinação C para  amplificar  toda a ORF1TTV-Bsb2. D)  Combinação D com

oligonucleotídio para região UTR de TTV-Bsb2 e região interna da ORF1TTV-Bsb2(Tabela 4).

Tabela  4.  Combinação  de  oligonucleotídeos  utilizados  para  identificação  individual  dos  anellovirus  nas  amostras

individuais.

Combinação A (TTV1) Combinação B (TTV1) Combinação C (TTV2) Combinação D (TTV2)

TTV-Bsb1_ORF1_FW_XbaI_6xHis X

TTV-Bsb1_ORF1_ReV_HindIII X

TTV-BsB1_FW (Completo) X

TV-Bsb1_RV_SEQ X

TTV_Bsb2_ORF1_FW_6xHis_EcoRI X

TTV_Bsb2_ORF1_RV_XhoI X

TTV_Bsb2_Completo_FW X

TTV-Bsb2_RV_SEQ X

Tamanho esperado (pb) 2304 1716 1746 1393



4.4.1. AMPLIFICAÇÃO DE DNA CIRCULAR PELA TÉCNICA DE CÍRCULO ROLANTE

(RCA)

Para  aumentar  a  quantidade  de  genomas  circulares  e  enriquecer  as  amostras  com os  possíveis

anellovírus, o DNA total de todas amostras referentes ao grupo MD1 foi amplificado individualmente pela

técnica de círculo rolante, do inglês rolling circle amplification (RCA) (Biagini et al., 2007; Nishiyama et

al., 2014; Zhang et al., 2016b). Cada reação (10µL) continha 1μgl de DNA total (1ng - 10ng), 1μgL dNTPs

(Concentração final de 2 mM de cada), 1μgL do oligonucleotídeo Random Hexamer [5‟-(NNNNNN)-3'] (10

μgM), 4,9 μgL de água destilada, filtrada (0,45µm) e autoclavada, 1 μgL de BSA (10X), 1μgL de tampão 10x da

enzima Phi29 e 0,1μgL de Phi29 DNA polymerase (10 U/μgL)(New England Biolabs Inc). A mistura foi

incubada durante 18 h a 30 ºC. Os produtos da reação de RCA (1µL) foram submetidos à eletroforese em

gel  de  agarose  0,8%,  e  corado  com brometo  de  etídio  (EtBr)  para  verificar  a  eficiência  das  reações

comparando aos controles negativo e positivo (Green & Sambrook, 2012). 

4.4.2 AMPLIFICAÇÃO POR PCR E CLONAGEM NO VETOR DE CLONAGEM 

 Os genomas completos dos vírus existentes no grupo MD1 foram amplificados utilizando a técnica

da PCR como descrito abaixo, a partir do material genético extraído e do produto da reação de RCA diluída

100x.  Todas as  reações  de  PCR  (25  μgL)  foram  preparadas  usando  a  enzima  Taq  DNA  Polimerase

recombinante (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. O programa de PCR consistiu em um

ciclo de desnaturação inicial de 94 °C por 2min, seguido por 35 ciclos (94 °C por 30s, 55 °C por 30s, 72 °C

por 5min) e concluído por um ciclo de polimerização final de 72 °C por 10min. Os ciclos de PCR foram

realizadas  em  termociclador  marca  Switft  Maxi  (ESCO  ®).  O  DNA  amplificado  foi  submetido  à

eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio (EtBr), exposto à luz ultravioleta e

fotografado em um fotodocumentador (Syngene, InGenius 3). Os fragmentos com tamanhos compatíveis

com o tamanho esperado foram cortados do gel com auxílio de uma lâmina e purificados utilizando-se o

‘GFX  PCR DNA  and  Gel  Band  Purification  kit’  (GE  Healthcare).  Os  fragmentos  purificados  foram

clonados  no vetor  pGEM®-T easy (Promega)  de  acordo com instruções  do fabricante.  Os plasmídeos

resultantes  foram  transformados  pelo  método  de  eletroporação  em  células  Escherichia  coli DH10β

eletrocompetentes preparadas como descrito por Sambrook et al. (1989). As células transformadas foram

cultivadas em placas de ágar LB contendo 100 μgg / mL de ampicilina, 100 μgg/mL de X-gal e 40 μgg/mL de

IPTG. Os plasmídeos de clones selecionados foram extraídos usando o kit Wizard ® Plus SV Minipreps



DNA Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, USA). A inserção do fragmento de DNA foi

confirmada por PCR para ORF1 de cada vírus (Tabela 3, 4 e Figura 3) e perfil de digestão com enzimas de

restrição  BglII e  BamHI  (Promega) segundo instruções do fabricante, capazes de digerir  o genoma dos

anellovirus em pontos específicos. Posteriormente, os produtos de PCR bem como os plasmídeos obtidos

foram  sequenciados  pelo  Método  Sanger  na  empresa  Macrogen  Inc.  (Coreia  do  Sul)  usando

oligonucleotídios  M13 (Tabela 3),  que se pareiam em regiões presentes no pGEM®-T easy, e com os

oligonucleotídios usados na reação de amplificação.

4.5  CONSTRUÇÃO DOS VETORES DE TRANSFERÊNCIA PARA EXPRESSÃO DAS ORF1 DOS

VÍRUS TTV-Bsb1 E TTV-Bsb2 EM CÉLULAS DE INSETOS 

Para  facilitar  a  clonagem  no  vetor  de  expressão  pFastBac™1  (Invitrogen),  as  ORFs1  foram

amplificadas  usando  oligonucleotídios capazes  de  acrescentar  sítios  de  restrição  para  as  enzimas  de

restrição XbaI/ HindIII para TTV-Bsb1 e EcoRI/XhoI para TTV-Bsb2 (Promega/NEB) nas extremidades 5’

e 3’ das sequencias amplificadas. A reação de amplificação também adicionou seis códons de histidina

(CATCATCATCATCATCAT/6xHis) na região 5’ da ORF 1 para futura detecção da expressão proteica

usando anticorpo anti-hexa-histidina (anti-6xHis) na técnica de Western blot (Tabela 3). 

Todas as  reações  de  PCR  (50  μgL)  foram  preparadas  usando  a  enzima  Taq  DNA  Polimerase

recombinante (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. O programa de PCR consistiu em um

ciclo de desnaturação inicial de 94 °C por 2min, seguido por 35 ciclos (94 °C por 30s, 55 °C por 30s, 72 °C

por 3,5min) e concluído por um ciclo de polimerização final de 72 °C por 10min. Os ciclos de PCR foram

realizados  em  termociclador  marca  Switft  Maxi  (ESCO  ®).  O  DNA  amplificado  foi  submetido  à

eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio (EtBr), exposto à luz ultravioleta e

fotografado em um fotodocumentador (Syngene, InGenius 3). Os fragmentos com tamanhos compatíveis

com o tamanho esperado foram cortados do gel com auxílio de uma lâmina e purificados utilizando-se o

‘GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit’ (GE Healthcare). Os vetores pFastBac1, bem como os

produtos  da  PCR  foram  digeridos  sequencialmente  usando  as  enzimas  de  restrição  XbaI/  HindIII

(PROMEGA/NEB,  EUA) para  TTV-Bsb1 e  EcoRI/  XhoI  (PROMEGA/NEB,  EUA) para  TTV-Bsb2 e

ligados usando a enzima T4 DNA Ligase (Promega) de acordo com orientações do fabricante.



Para construção dos vetores (pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV1 e pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-

TTV2) contendo uma deleção na sequência 5’ do gene e correspondente à uma região N-terminal rica em

argininas, da ORF1 de cada vírus; foram desenhados  oligonucleotídeos  (Tabela 3) capazes de amplificar

todo pFAST-6xHis-ORF1 sem a região inicial de cada ORF1 e adicionando os sítios de restrição XhoI para

TTV-Bsb1e XbaI para TTV-Bsb2 para digestão única com cada enzima e recircularização dos plasmídeos.

As  reações  de  PCR  foram  feitas utilizando  LongAmp®  Taq  DNA  Polymerase  (NEB)  seguindo  as

recomendações do fabricante. O programa de PCR consistiu em um ciclo de desnaturação inicial de 94 °C

por 30s, seguido por 30 ciclos (94 °C por 30s, 55 °C por 30s, 65 °C por 6 min) e concluído por um ciclo de

polimerização final de 65 °C por 10min. Os ciclos de PCR foram realizados em termociclador marca Switft

Maxi (ESCO ®). O DNA amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com

brometo de etídio (EtBr),  exposto à luz ultravioleta  e fotografado em um fotodocumentador  (Syngene,

InGenius 3).

Os vetores  resultantes  foram transformados por  eletroporação em células  E. coli DH10β, como

descrito  por Sambrook et  al.  (1989),  cultivadas  usando placas de meio LB-ágar contendo 50μgg/mL de

ampicilina  e  7μgg/mL  de  gentamicina (Manual  Bac-to-Bac  Expressiom  System,  Invitrogen,  2004).  Os

plasmídeos  de  clones  selecionados  foram extraídos  usando  o  kit  Wizard  ® Plus  SV Minipreps  DNA

Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Todos os clones positivos foram confirmados

por  PCR  e  perfil  de  digestão  com  as  enzimas  BamHI  e  BglII  (PROMEGA/NEB,  EUA),  além  do

sequenciamento da ORF1 pelo método de Sanger (Macrogen). 

4.6 CONSTRUÇÃO DO BACULOVIRUS RECOMBINANTES CONTENDO AS ORF1S DO TTV-Bsb1

E TTV-Bsb2 

Para expressão das proteínas da ORF1 dos anellovírus TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2, foi escolhido o

baculovírus AcMNPV como vetor de expressão (sistema “Bac-to-Bac ® Baculovirus Expression System”

da empresa Invitrogen). Os plasmídeos pFastBac1 contendo as ORFs1 de TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 com

(pFastBac1-ORF1-6xHis-TTV1/  pFastBac1-ORF1-6xHis-TTV2) e  sem  a  região  rica  em  arginina

(pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV1/  pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV2)  foram  transformados  por

eletroporação  em  células  Escherichia  coli DH10-Bac,  preparadas  como  descrito  por  Sambrook  et  al.

(1989), usando MicroPulser Electroporator (BIO-RAD LABORATORIES, Hercules, CA, USA). Após a

eletroporação, as células foram incubadas por 4 h em meio caldo SOB (Super Optimal Broth), plaqueadas



em placas  de  Petri  com LB-ágar  (50  μgg/mL  de  canamicina,  7  μgg/mL  de  gentamicina,  10  μgg/mL  de

tetraciclina, 100 μgg/mL de X-gal e 40 μgg/mL de IPTG) e incubadas a 37°C por 48 h. As colônias brancas

foram coletadas e cultivadas em 10 mL de LB-caldo (50 μgg/mL de canamicina, 7 μgg/mL de gentamicina, 10

μgg/mL de tetraciclina) a 37ºC por 16h. Foram coletados 10µL de cada cultura para confirmar a correta

transposição das ORFs por reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotídios M13-F/

M13-R e ORF1-FW/ORF1-R de TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 (Tabela 3). Os bacmídeos recombinantes foram

purificados utilizando o kit  Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison,

Wisconsin, USA)

 Para a construção dos baculovírus recombinantes,  um volume de 10 microlitros  (μgL) de DNA

plasmidial  dos  bacmídeos  (1  μgg cada)  foi  adicionado  em 90μgL de  meio  de  cultura  TC-100 sem soro

(VitroCell)  em microtubos  de  1mL (KASVI).  Posteriormente,  foram adicionados  6  μgL de  lipossomos

catiônico  da  marca  FuGENE®  HD  Transfection  Reagent  (Promega).  A  mistura  contendo  os

lipossomos/DNA de cada bacmídeo foram misturados e incubados por 15 min à temperatura ambiente.

Placas  de  6 poços (Greiner  bio-one)  com células  (106)  de  inseto  (TN5B, derivadas  de  Tricoplusia  ni,

Granados et al., 1994) por poço em 2mL de meio TC-100 suplementado com 10% de soro fetal bovino,

foram incubadas com a mistura lipossomos/DNA de cada bacmídeo por 4 horas a 28°C. Após 4 horas, a

placa foi recomposta com mais um mililitro (mL) de meio de cultura TC-100 contendo 10% de soro fetal

bovino e incubada a 28°C por sete dias. As células de inseto que foram transfectadas com o DNA do

bacmídeo recombinante foram capazes de produzir vírus, pois o DNA do baculovírus é infectivo quando

introduzido na célula de inseto (Burand et al.,  1980). Em uma nova garrafa (T-25) de 25cm² contendo

aproximadamente 3x106 células de inseto Tn5B foram adicionados 500 μgL do sobrenadante da transfecção

para  amplificação  dos  vírus  recombinantes.  As  células  foram  mantidas  em  5  mL  de  meio  TC-100

(Invitrogen) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), a 28 °C por 72 h. O DNA viral foi purificado das

células TN5B utilizando High Pure Viral Nucleic Acid Kit ® ( Roche) e usado para confirmação por meio

de reação de PCR utilizando os mesmos oligonucleotídios M13-F/M13-R e ORF1-FW/ORF1-R de TTV-

Bsb1 e TTV-Bsb2 (Tabela 3) usados para confirmação dos bacmídeos.

4.7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

As células TN5B infectadas foram observadas e fotografadas a cada 24 h durante 3 dias (72 h) em

um microscópio de luz invertida Axiovert 100 (Zeiss). As células TN5B foram coletadas 72 h pós-infecção



(h.p.i) e centrifugadas a 2.000 xg por 7min a 4 ° C. O sedimento de células foi lavado três vezes com PBS

1X, ressuspendido em 100 μgL de PBS 1X. A expressão de proteínas foi realizada analisando-se os extratos

de células infectadas pelos vírus recombinantes em gel desnaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%

(Green & Sambrook, 2012) e imuno-detecção de proteínas (Western-blot). O preparo das amostras foi feito

adicionando 5µL de tampão de amostra 4X [50mM Tris-HCl, 10mM Beta-mercaptoetanol, 2% SDS, 0,2%

Azul de bromofenol, 20% Glicerol] em 15µL da suspensão de células, aquecidos por 5 min a 95˚C. Dois

géis  desnaturantes  de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% foram preparados utilizando o aparato Mini-

PROTEAN 3 system ® (Bio-Rad) de acordo com as indicações do fabricante. Um dos géis foi corado e

fixado em solução de 40 % de metanol e 10 % de ácido acético e azul de Coomassie 0,1 %, por cerca de

12h e descorado em solução de 40 % de metanol e 10% de ácido acético por 4 h, sob leve agitação. O outro

gel foi utilizado para transferência das proteínas para uma membrana de Nitrocelulose (GE Healthcare)

utilizada no Western-blot. As proteínas foram transferidas para membrana de Nitrocelulose, ustilizando-se

o aparato de transferência da Bio-Rad (Trans-Blot® SD– Semi Dry Transfer Cell, para transferência semi-

seca),  de acordo com o protocolo do fabricante  e  com tampão  de transferência  Bjerrum and Schafer-

Nielsen (48 mM de Tris; 39 mM de glicina; 20 % metanol, pH 9,2). A seguir, a membrana foi bloqueada

por 16h a 4°C com solução de PBS 1X e 3% de albumina bovina-BSA (Sigma Aldrich). Para retirar toda a

solução de bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes (5 min cada) com PBS Tween (0,05 %). Em seguida, a

membrana foi colocada por 1 h em solução de PBS/albumina bovina (BSA) 0,5 % contendo o anticorpo

primário  anti-6xHIS  (GE  Healthcare)  de  coelho.  Essa  solução  foi  retirada  e  a  membrana  foi  lavada

novamente  por  3  vezes  em PBS Tween  (0,05  %)  sob agitação  suave.  A incubação  da  membrana  de

Nitrocelulose  com  o  anticorpo  secundário,  anti-IgG  de  coelho  conjugado  à  enzima  fosfatase  alcalina

(Sigma), foi realizada diluindo o anticorpo (1:10.000) em uma solução de PBS/BSA 0,5 % e acrescentando

à membrana por mais uma 1 h sob agitação suave. Esta solução foi retirada e a membrana foi lavada com

PBS Tween (0,05%) por 3 vezes novamente. A solução reveladora NBT/BCIP (Promega) foi adicionada

logo em seguida. A reação foi interrompida através de sucessivas lavagens com água destilada para que não

ocorresse marcações inespecíficas ou dano à qualidade do resultado obtido.



5. RESULTADOS

5.1 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS VIRAIS

As  leituras  (reads)  brutos  resultantes  do  sequenciamento  (Tabela  5),  quando  analisados  pelo

software Kaiju,  apresentaram algumas sequências  com maior identidade aos vírus Torque teno tamarin

virus e Torque teno douroucouli virus (número de acesso no GenBank = AB041961) em todos os grupos,

exceto MBPT e Fezes.

Os resultados do De novo assembler para os grupos MD1 e MD2 revelaram dois contigs similares

aos vírus da família  Anelloviridae um com 2.771 nucleotídeos (nt) e outro com 3.398 nt.  A análise de

BLASTX feita com os dois contigs completos também mostrou identidade com anellovírus encontrados em

primatas. Assim, os contigs foram nomeados de TTV-Bsb1(3.398 nt) e TTV-Bsb2 (2.771 nt). Esses dois

genomas montados foram usados como referência no recurso Map to reference do software Geneious para

montagem de possíveis genomas nas amostras dos outros grupos. O genoma de TTV-Bsb1 foi encontrado

nos grupos MD1, MD2, 2M1, 2M2, 3M1 e 3M2 com cobertura de 100% e identidade de 92,5% entre todos

os isolados. Já o genoma de TTV-Bsb2 foi encontrado nos  grupos MD1, 3M1 e 3M2 com cobertura de

100% e identidade de 94%. Não foram encontrados anellovírus nos grupos MBPT e Fezes.

Tabela 5. Número de reads totais resultantes do sequenciamento NGS e número de reads que mapearam nos genomas de

TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2.

Grupo sequenciado Reads totais Reads TTV-Bsb1 Reads TTV-Bsb2

MD1 21,589,506 668 760

MD2 21,590,568 567 435

2M1 e 2M2 30,187,532 753 0

3M1 e 3M2 34,104,54 5951 52916

A pesquisa das ORFs tanto no programa Geneious quanto no Finder ORFs obteve as mesmas ORFs

de no mínimo 150 nt : 10 ORFs em TTV-Bsb1 e 7 ORFs em TTV-Bsb2; e uma região não-codificadora

(UTR). O alinhamento das sequências estudadas com os genomas completos de 50 anellovírus diversos

mostrou compatibilidade com 3 ORFs anotadas nos outros genomas. Em ambos os vírus há uma ORF



principal, maior, chamada de ORF1 com uma região rica em arginina na porção N-terminal; uma ORF

parcialmente  sobreposta  à  porção  inicial  da  ORF1  chamada  de  ORF2,  que  apresenta  um  motivo  de

aminoácidos  altamente conservado (WX7HX3CXCX5H), identificável  em sua parte  N-terminal;  e uma

terceira ORF identificada como ORF3, sobreposta a porção final da ORF1 que possui um domínio rico em

serina na região C-terminal. As regiões não-codificadoras (UTR) apresentaram sequências ricas em GC e 2

sequências  de  15  nt  (CGAATGGCTGAGTTT  e  AGGGGCAATTCGGGC)  conservadas  entre  os

anellovírus (Okamoto  et al., 2000). A análise de BLASTX da sequência de amino ácidos da ORF1TTV-

Bsb1 completa  apresentou maior de similaridade  (46.44%) com  Torque teno tamarin virus  (número de

acesso no GenBank =AB041960). Já a análise de BLASTX da sequência de amino ácidos da ORF1TTV-

Bsb2 apresentou maior similaridade  (25.66%) com Torque teno midi virus  Pt-TTMDV225-1 (AB449063).

Para identificação taxonômica dos vírus encontrados foi construída uma árvore filogenética baseada

nas sequências de nucleotídeos da ORF1, seguindo as recomendações do ICTV. Na árvore filogenética

(Figura 3), TTV-Bsb1 formou um cluster com Torque teno tamarin virus, Torque teno douroucouli virus e

Torque teno virus (MH760402). TTV-Bsb2 apareceu distante, mas ainda próximo ao grupo formado por

TTV-Bsb1. Assim como na análise feita por BLASTX, TTV-Bsb2 se mostrou mais próximo ao Torque

teno midi virus (Betatorquevirus). Quanto aos Genogrupos, TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 se agruparam com os

vírus  que  não estão  classificados  em nenhum dos  5  Genogrupos.  A análise  de  similaridade  feita  por

Pairwise Align  entre TTV-Bsb1, TTV-Bsb2, Torque teno tamarin virus,  Torque teno douroucouli virus,

Torque teno sapajus virus e Torque teno midi virus Pt-TTMDV225-1 mostrou uma divergência maior que

35% e menor que 56% entre os vírus e identidade menor que 65% classificando-os como possíveis espécies

diferentes.

Tabela 6. Genomas encontrados no NGS em cada grupo de amostras de primatas. 

Nome do grupo Genoma encontrado Espécies

MD1 TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 C. penicillata e S. libidinosus 

MD2 TTV-Bsb1 C. penicillata e S. libidinosus 

2M1 e 2M2 TTV-Bsb1 C. penicillata e S. libidinosus 

3M1 e 3M2 TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 C. penicillata 

4M1 Sem presença de TTV C. penicillata e S. libidinosus 

Fezes Sem presença de TTV C. penicillata



Figura 7. Mapa dos genomas de TTV-Bsb1 (A) e TTV-Bsb2 (B) . Em vermelho: ORFs. Preto: Região rica em GC. Roxo:

Região  Conservada  W-X7-H-X3-C-X1-C-X5-H  .  Azul:  Sequências  conservadas  1  e  2.  Verde:  Poly  (A)  signal

(AATAAA) (Tabela 7).

Tabela 7. Características genômicas, ORFs previstas e localizações de elementos de transcrição das possíveis espécies de

Torque teno vírus descobertos em primatas do DF.

TTV-BsB1 TTV-BsB2

Gênero Epsilontorquevirus Indefinido ou Gammatorquevirus

Espécie mais próxima Torque teno tamarin virus  (isolado So-TTV2)

NC_014085

Torque teno midi virus (isolado Pt-TTMDV225-

1) AB449063 

Tamanho do Genoma (nt) 3.398 2.771

Região codante 479-3025 229-2093

Possíveis ORFs ORF1 - 3 ORF1 - 3

ORF1 610-2913 (2304 nt) 348-2093 (1746 nt)

Região rica em Arginina ORF1 610-876 348-620

ORF2 479-778 (300 nt) 229-495 (267 nt)

ORF3 2744-3025 (282 nt) 1657-2031 (375 nt)

TATA box (ATATAA) 209-214 2461-2466

Cap site (GGGGCAATT) 335-343 161-169

Poly(A) signal (AATAAA) 3166-3171 / 3285-3290 2284-2289 / 2298-2303

Região rica em GC 3330-3398 2484-2574 / 2716-2771

Sequência conservada 1 

CGAATGGCTGAGTTT

228-242 55-69

Sequência conservada 2 

AGGGGCAATTCGGGC

334-348 160-174

Motivo conservado ( ORF2 N-terminal) W-

X7-H-X3-C-X1-C-X5-H*

506-568 259-321

* Aminoácidos conservados na ORF2: W Triptofano (Trp), C Cisteina (Cys), Histidina (His) e X (Qualquer aminoácido).



Tabela 8. Identidade e Divergências de nucleotídeos das ORFs dos Torque teno vírus encontrados neste estudo e seus

parentes mais próximos (Geneious).

Anelovírus TTT-Bsb1 Identidade TTT-Bsb1 Divergência TTT-Bsb2 Identidade TTT-Bsb2 Divergência

Torque  teno

tamarin viru

59,4% 40,6% 52% 48%

Torque  teno

sapajus  virus

(MH760402)

59,2% 40,8% 52,4% 47,6%

Torque  teno

douroucouli virus

52% 48% 47.8% 52,2%

Torque  teno  midi

viru  Pt-

TTMDV225-1

51.8% 48,2% 53,1% 46,9%

TTT-Bsb2 52,1% 47,9% 100% 0

TTT-Bsb1 100% 0% 52,1% 47,9%



Figura 8. Árvore filogenética usando os nucleotídeos da ORF1 completa de 55 membros da família Anelloviridae.

construída  pelo  método  neighborjoining,  tendo  p-distance  como  modelo  de  substituição  e  100  repetições  de

bootstrap. 



5.2  PCR  DOS  ANELLOVIRUS  PARA  CONFIRMAÇÃO  NAS  AMOSTRAS  DE  SANGUE  E
CLONAGEM NO VETOR pGEM®-T easy E pFASTBac1.

 Oligonucleotídeos  específicos  para  as  sequências  dos  dois  possíveis  vírus  identificados  foram

usadas em uma reação de PCR para detecção dos vírus nas amostras de ácidos nucleicos extraídos dos

diferentes animais. As amplificações individuais dos genomas completos usando o produto da extração de

material genético do sangue total apresentaram bandas inespecíficas mesmo quando diluídas 100x (Figura

4).  Os  fragmentos  com  tamanhos  compatíveis  ao  TTV-Bsb1  (3398pb)  e  TTV-Bsb2  (2771pb)  foram

purificados e enviados para sequenciamento Sanger.

Figura 9. Amplificação do genoma completo dos Anellovirus. A) gel de agarose a 0,8% mostrando resultado da PCR

para genoma completo de TTV-Bsb1 (3398pb) nas 15 amostras que formam o grupo MD1; Linha - M: marcador 1

kb. B) gel de agarose a 0,8% mostrando resultado da PCR para genoma completo de TTV-Bsb2 (2771pb) nas 15

amostras que formam o grupo MD1; Linha - M: marcador 1 kb.

 As  reações  de  RCA individuais  do  grupo MD1 (Item 4.4.1.)  diluída  100x foram usadas  para

amplificação por PCR do genoma completo nas amostras do grupo MD1. As amostras positivas para TTV-



Bsb1 foram DF02, DF10, DF12 e DF18 (Figura 10A); para TTV-Bsb2 apenas DF02 mostrou amplificação

para genoma completo (Figura 11A). Esse material também foi usado para amplificação da ORF1 de todos

os TTVs. As amostras DF01, DF02, DF10, DF12 e DF18 foram positivas para ORF1 de TTV-Bsb1 (Figura

10B).  Para  ORF1  de  TTV-Bsb2,  apenas  DF02  se  mostrou  positiva  entre  os  indivíduos  do  grupo

MD1(Figura 11B). Os fragmentos correspondentes a ORF1 do TTVBsb1 das amostras DF01, DF02, DF10

e DF18 e do genoma completo de TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 de DF02 foram clonados no vetor de clonagem

pGEM®-T easy (Promega). A ORF1 de TTV-Bsb1 das amostras DF02 e DF10 bem como, a ORF1 de

TTV-Bsb2 foram clonados no vetor de transferência pFASTBac1 (Invitrogen) e as sequências confirmadas

por sequenciamento Sanger.

Figura 10. Amplificação do genoma completo e ORF1 do vírus TTV-Bsb1 A) gel de agarose a 0,8% mostrando

resultado da PCR para genoma completo de TTV-Bsb1 (3398pb) nas 15 amostras que formam o grupo MD1. A seta

vermelha indica uma banda fraca para DF12; Linha - M: marcador  1 kb. B) gel  de agarose  a 0,8% mostrando

resultado da PCR para ORF1 de TTV-Bsb1 (2304pb) nas 15 amostras  que formam o grupo MD1; Linha - M:

marcador 1 kb.



Figura 11. Amplificação do genoma completo e ORF1 do vírus TTV-Bsb2 A) gel de agarose a 0,8%

mostrando resultado da PCR para genoma completo de TTV-Bsb2 (2771pb) nas 15 amostras que formam

o grupo MD1; Linha - M: marcador 1 kb. B) gel de agarose a 0,8% mostrando resultado da PCR para

ORF1 de TTV-Bsb2 (1746pb) nas 15 amostras que formam o grupo MD1; Linha - M: marcador 1 kb.

Também foi realizada PCR para amplificação do genoma completo e ORF1 nas amostras agrupadas

nos diferentes grupos (Tabela 2). Todos os grupos apresentaram fragmentos compatíveis para ORF1 de

TTV-Bsb1. Não houve amplificação para Genoma completo de TTV-Bsb1, TTV-Bsb2 e ORF1 do TTV-

Bsb2 diretamente do grupos, apenas individualmente. Os fragmentos amplificados nos grupos 2M2 e 3M1

foram clonados no pGEM®-T easy e as sequências confirmadas por sequenciamento Sanger.



Figura 12. Amplificação da sequência da ORF1 de TTV-Bsb1 feita nos grupos 3M2, 3M1 e 2M2. Gel de agarose a

0,8% mostrando em no poço M: marcador 1 kb ladder (Ludwig Biotecnologia) e o resultado da amplificação com os

DNAs dos três grupos nos poços 3M2, 3M1 e 3M2.

Utilizando  os  oligonucleotídios  direcionados  para  amplificar  a  ORF1  completa  de  TTV-Bsb1

(Combinação A) (Figura 3 e Tabela 4), o DNA do TTV-Bsb1 foi detectado em 18 das 56 amostras de C.

penicillata  (32%) e em 5 das 31 amostras de  S. libidinosus  (16%). O total de 23 (26%) das amostras de

primatas foram positivas para TTT-Bsb1 (Tabela 9). 

Tabela 9. Amostras positivas para TTV-Bsb1 utilizando as combinações de oligonucleotídios mostradas na tabela 4.

ID ANIMAL ESPÉCIE Combinação A

(TTV1)

Combinação  B

(TTV1)

ORIGEM

DF01 Callithrix penicillata + - Hvet/CETAS - Brasília

DF02 Callithrix penicillata + + Hvet/CETAS - Brasília

DF10 Callithrix penicillata + - Parque Nacional de Brasília - Brasília

DF12 Sapajus libidinosus + + Parque Nacional de Brasília - Brasília

DF18 Callithrix penicillata + + Country Club - Park Way

DF22 Callithrix penicillata + + Brasília/ Lago Sul/ Cond. Verde

DF33 Sapajus libidinosus + - Zoológico de Brasília - Brasília

DF39 Sapajus libidinosus + - Zoológico de Brasília - Brasília

DF40 Sapajus libidinosus + - Zoológico de Brasília - Brasília

DF41 Sapajus libidinosus + - Zoológico de Brasília - Brasília

DF51 Callithrix penicillata + - Lago Norte

DF61 Callithrix penicillata + - Clube do Congresso – Lago Norte

DF62 Callithrix penicillata + + Clube do Congresso – Lago Norte

DF63 Callithrix penicillata + - Clube do Congresso – Lago Norte



DF66 Callithrix penicillata + - Lago Norte

DF67 Callithrix penicillata + - Lago Norte

DF68 Callithrix penicillata + + Lago Norte

DF70 Callithrix penicillata + + Lago Norte

DF74 Callithrix penicillata + + Parque Ecológico do Guará

DF75 Callithrix penicillata + + Parque Ecológico do Guará

DF76 Callithrix penicillata + - Parque Ecológico do Guará

DF85 Callithrix penicillata
+ -

Núcleo Rural Corrego do Urubú – Lago

Norte

DF87 Callithrix penicillata
+ -

Núcleo Rural Corrego do Urubú – Lago

Norte

A presença  de  TTV-Bsb2  foi  confirmada  em 2  (duas)  amostras  de  C.  penicillata  utilizando  a

Combinação C (Figura 3 e Tabela 4) que amplifica a ORF1 completa, o que representa 2,29% do total de

amostras e 3,57% nas amostras de  C. penicillata.  A amostra DF02 apresentou amplificação para os dois

genomas TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2. 

5.2.1 Confirmação das sequências amplificadas

Os  fragmentos  amplificados  por  PCR  das  amostras  individuais  foram  sequenciadas  pela

metodologia Sanger e comparados com o sequenciamento por NGS para os vírus TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2.

Foram  obtidas  sequências  parciais  dos  fragmentos  amplificados  das  diferentes  amostras  mostrando  a

presença de polimorfismo entre as diferentes sequências. A sequência parcial amplificada da amostra DF02

(798 pb) e da amostra DF12 (481pb) mostraram 100% de identidade com a sequência obtida pelo NGS. Já

as sequências parciais da amostra DF18 mostraram uma identidade de 97,7% e 99,9%, respectivamente. As

sequências parciais das amostras DF 01 e DF10 tiveram identidade com TTV-Bsb1 variando entre 71,5% a

68,2% em fragmentos de até 1000 pb. O clone da amplificação do grupo 2M2 teve 90,6% de identidade

com TTV-Bsb1 em um fragmento com 883 pb. Já o clone 3M2 apresentou identidade variando entre 74% e

79,9% com a sequência consenso de TTV-Bsb1 em fragmentos de 850 pb. A sequência amplificada de

TTV-Bsb2 da amostra DF02 mostrou uma identidade de 100%, cobrindo toda a ORF1 além de 309 nt da

Região UTR. 



Um polimorfismo observado nas amostras sequenciadas foi em um sítio de restrição para a enzima

BamHI na porção final da ORF1 da sequência consenso. A ORF1 DF01 apresentou um sítio para BamHI na

região N-terminal, 59 pb após o início da ORF1. Já a ORF1 de DF18 não apresentou esse sítio para BamHI,

enquanto DF02 e DF10 apresentaram esse sítio na posição esperada. A análise eletroforética (Figura 13)

das digestões dos produtos das PCRs das ORFs desses vírus com a enzima BamHI apresentaram padrões

compatíveis com o sequenciamento Sanger. Outras amostras também apresentaram variações quanto os

sítios de restrição BamHI.

Figura 13. Digestão da ORF1 de TTV-Bsb1 com enzima BamHI. A) Digestão dos produtos da PCR para ORF1

TTV-Bsb1 das amostras DF01, DF02, DF18 e DF87. B) : Simulação in silico do perfil de digestão com a enzima de

restrição BamHI. Criado com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelândia).

5.3  CONSTRUÇÃO DOS VETORES DE TRANSFERÊNCIA  COM  OS GENES  DAS ORFS1 DOS

VÍRUS TTV-Bsb1 E TTV-Bsb2

A ORF1 inteira de cada vírus foi amplificada por PCR a partir da extração de DNA, utilizando os

pares de oligonucleotídios para ORF1 acrescentando cauda de histidina na região N-terminal (Tabela 3). A

construção do pFastBac1/ORF1 sem a região N-terminal rica em arginina, foi feita por PCR, utilizando

uma enzima de alta fidelidade,  a partir  do pFastBac1/ORF1 completa  utilizando  oligonucleotídios para

amplificação de todo o plasmídio, porém sem a região N-terminal rica em Arginina (Tabela 3 e 10). A



construção dos plasmídeos, com e sem a região rica em arginina, foi confirmada por digestão (Figuras 14,

15, 16 e  17).  O vetor pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV1 apresentou padrão diferente do simulado no

Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelândia).

Figura 14. A: Mapa do plasmídeo pFastBac1-ORF1-6xHis-TTV1. Em destaque a ORF1TTV-Bsb1 (vermelho) e os

sítios de restrição utilizados para digestões de confirmação (BamHI e  BglII).  B: Simulação in silico do perfil de

digestão com as enzimas de restrição selecionadas Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova

Zelândia) C: Perfil  de digestão de confirmação analisado por eletroforese em gel  de agarose 0,8% mostrando a

liberação de segmentos de DNA de tamanhos esperados.



Figura 15. A: Mapa do plasmídeo pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV1. Em destaque a ORF1TTV-Bsb1 (vermelho) e

os sítios de restrição utilizados para digestões de confirmação (BamHI e  BglII).  B: Simulação in silico do perfil de

digestão com as enzimas de restrição selecionadas Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova

Nova Zelândia) C: Perfil de digestão de confirmação analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a

liberação de segmentos de DNA de tamanhos esperados.



Figura 16. A: Mapa do plasmídeo pFastBac1-ORF1-6xHis-TTV2. Em destaque a ORF1TTV-Bsb2 (vermelho) e os

sítios de restrição utilizados para digestões de confirmação (BamHI e  BglII).  B: Simulação in silico do perfil de

digestão com as enzimas de restrição selecionadas. Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova

digestão com as enzimas de restrição selecionadas Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova

Zelândia) C: Perfil  de digestão de confirmação analisado por eletroforese em gel  de agarose 0,8% mostrando a

liberação de segmentos de DNA de tamanhos esperados.



Figura  17.  A:  Mapa  do  plasmídeo  pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV2.  Em  destaque  a  ORF1∆ArgTTV-Bsb2

(vermelho) e os sítios de restrição utilizados para digestões de confirmação (BamHI e BglII). B: Simulação in silico

do perfil  de digestão com as  enzimas  de  restrição  selecionadas.  Criados com: Geneious  version  11.0 (Biomatters,

Auckland, Nova Zelândia) C: Perfil de digestão de confirmação analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%

mostrando a liberação de segmentos de DNA de tamanhos esperados.

5.4 CONSTRUÇÃO DOS BACULOVÍRUS RECOMBINANTES CONTENDO ORF1 DO TTV-Bsb1 E

TTV-Bsb2 

Os vetores de transferência pFastBac1-ORF1-6xHis-TTV1/ pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV1 e

pFastBac1-ORF1-6xHis-TTV2/  pFastBac1-6xHis-ORF1∆Arg-TTV2  foram  transformados  em  célula

DH10Bac. Os vírus recombinantes foram amplificados em células de inseto e o DNA viral foi purificado e

utilizado  para  confirmação  por  meio  de  de  uma  reação  de  PCR para  os  genes  heterólogo  utilizando

oligonucleotídios para ORF1 dos anellovírus e para região M13 dos bacmídeos (Tabela 3). O resultado das

PCRs  mostraram que  os  DNAs  dos  vírus  recombinantes  continham  os  genes  heterólogos  (dados  não

mostrados)

5.5 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DAS ORFS RECOMBINANTES EM CÉLULAS DE INSETO



As células Tn5B, infectadas (10 pfu/célula) com diferentes vírus recombinantes, foram fotografas e

coletadas 72 h p.i. e apresentaram sinais de infecção como o núcleo hipertrofiado e alterações na forma e

tamanho da célula.  O extrato proteico  foi  analisado por SDS-PAGE a 12% e imuno-marcação após a

transferência das proteínas para uma membrana de nitrocelulose. A análise do extrato celular não detectou a

presença das proteínas dos TTVs na eletroforese em gel de poliacrilamida e western blot.

Figura 18. Análise do efeito citopático na infecção de células Tn5B com diferentes baculovírus a 72h.p.i. (A) Células

Tn5B não infectadas. (B) O painel superior mostra células infectadas com baculovírus construídos para expressar a

ORF1  completa  e   sem a  região  N-terminal  rica  em arginina  do  TTV-Bsb1.  O  painel  inferior  mostra  células

infectadas com baculovírus construídos para expressar a ORF1 completa e a ORF1 sem a região N-terminal rica em

arginina do TTV-Bsb2.



Tabela 10. Características dos possíveis peptídeos traduzidos pela ORF1 de TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2 com e sem a região N-

terminal rica em Arginina. 

Características do

Peptídeo

 ORF1TTV-Bsb1 ORF1TTV-Bsb1∆Arg ORF1TTV-Bsb2 ORF1TTV-Bsb2∆Arg

Tamanho (aa) 767 682 581 494

Peso Molecular kDa 91.805 80.017 68.663 57.136 

Quantidade de Arginina em

toda ORF1

81 43 52 25

6. DISCUSSÃO 

Este foi  o primeiro trabalho a descrever  anellovírus  em primatas  do Distrito  Federal,  Brasil.  A

presença do TTV em primatas não humanos tem sido descrita principalmente em soro e sangue total (Abe

et al., 2000; Barnett et al., 2004; Catroxo et al., 2008; Okamoto et al., 2000a; Pujol et al., 2005; Verschoor

et al., 1999) embora comprovada a presença também em outros materiais biológicos como saliva e fezes

(dos Santos et al., 2020; Sawaswong et al., 2019). 

Este  trabalho  utilizou  três  estratégias  diferentes  e  complementares:  NGS,  RCA/PCR  e

Sequenciamento Sanger; para detecção de anellovírus em amostras de sangue de primatas não humanos.

Essas técnicas permitiram a descoberta de dois novos anellovírus existentes na comunidade desses animais

no Distrito Federal. Inicialmente, as análises de NGS identificaram dois possíveis novos vírus da Família

Anelloviridae  em grupos de sangue de  C. penicillata  e  S. libidinosus. A partir de comparações entre as

sequências  mais  similares  apontadas  pela  análise  de  BLASTX e  utilizando  os  critérios  sugeridos  pelo

Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), esses anellovírus podem ser consideradas duas novas

espécies: Torque teno vírus Bsb1 (TTV-Bsb1) e Torque teno midi vírus Bsb2 (TTV-Bsb2). 

A  metodologia  NGS  tem  sido  usada  em  diversos  estudos  porém,  a  montagem  de  sequências

utilizando grupos de amostras com diferentes isolados pode esconder a diversidade intraespecífica como,

por exemplo, o polimorfismo de nucleotídeo único e pequenas mudanças que ocasionaram alterações nos

sítios de restrição. Devido à grande variabilidade genética do TTV, a escolha da região do DNA viral que

servirá de alvo para sua amplificação tem grande influência na sensibilidade do método de PCR. Existem

muitos protocolos para detecção de TTV utilizando-se oligonucleotídios para a região N22 da ORF1, ou



para  a  região  UTR  do  genoma  do  vírus,  porém  os  resultados  podem  divergir  de  acordo  com  os

oligonucleotídios usados (Leary et al.,  1999; Okamoto et  al.,  1999; Thom et al.,2003; Ninomiya et al.,

2008).  Para pesquisar  a presença de TTV por PCR, foram feitos oligonucleotídeos  específicos  para as

regiões 5’ e 3’ da ORF1 para amplificação da ORF completa, para a região UTR para amplificação do

genoma completo. Uma terceira reação combinou os oligonucleotídios  forward da região UTR com uma

região interna a ORF1 de cada vírus. Os oligonucleotídios direcionados às ORFs tiveram melhor resultado

pois detectaram a presença dos anellovírus num maior número de amostras.

Inicialmente, as reações de PCR para amplificação dos genomas completos a partir do produto da

extração de DNA/RNA como molde apresentou muitas  bandas inespecíficas.  Os oligonucleotídeos  que

amplificaram o genoma completo são direcionados para a região UTR do genoma dos vírus Torque tenos

deste trabalho. Pujol et al. (2005), utilizando oligonucleotídeos direcionados à região UTR, amplificou em

soro de primatas não humanos uma região idêntica ao cromossomo 21 humanos (Pujol et al., 2005). Umas

das sequências amplificadas pelos oligonucleotídeos direcionados a ORF1 de TTV-Bsb1 (Figura 3 e Tabela

4)  e  sequenciada  pelo  método  Sanger,  quando  analisada  pelo  BLASTX,  amplificou  região  com  alta

similaridade com sequências do cromossomo 19 humano e cromossomo 22 de  Callithrix  jacchus,  bem

como sequências de Aotus nancymaae e outros primatas. Além disso, Leppik et al. (2007) e de Villiers et

al., (2011) identificaram,  in vivo e  in vitro, a capacidade dos anellovírus produzirem diversos rearranjos

subgenômicos com diferentes tamanho e capacidade de propagação na ausência de genomas completos.

Assim, a amplificação inespecífica pode corresponder a essas regiões similares ao genoma dos hospedeiros

ou a esses rearranjos produzidos pelos próprios anellovírus.

O uso da metodologia RCA para amplificação dos genomas e ORFs dos anellovírus nos diferentes

grupos  de  amostras  deste  trabalho  aumentou  a  qualidade  diminuindo  a  quantidade  de  fragmentos

inespecíficos em todas as reações. Por exemplo, o produto da RCA usado para amplificar a ORF1 de TTV-

Bsb1 melhorou o resultado da reação, fazendo com que a amostra DF01, antes negativa para ORF1, fosse

amplificada. A técnica de RCA para detecção de anellovírus tem sido amplamente utilizada (Biagini et al.,

2007; Macera et al., 2011; Cornelissen-Keijsers et al., 2012; Nishiyama et al., 2014; Zhang et al., 2016b) e

mostrou-se eficiente na detecção desses vírus neste trabalho.



Fezes

Não houve detecção de Anellovírus em nenhuma amostra de fezes. A amostra DF87 apresentou

resultado positivo para TTV-Bsb1 no sangue, mas não nas fezes. Okamoto et al. (1998a) analisou as fezes

de cinco pacientes infectados por TTV, mas só encontrou o vírus em três, incluindo dois com altos títulos

virais  no  soro.  Em estudos  nos  quais  soro  e  fezes  de  pacientes  humanos  infectados  com TTV foram

administrados pelas vias oral  e intravenosa em macacos,  a presença de TTV nas fezes desses animais

estava, geralmente, associada a elevados títulos virais no sangue (Luo et al., 2000; Mushahwar et al., 1999;

Tawara et al., 2000). Outras análises feitas por NGS em amostras de primatas neotropicais das espécies

Saimiri collinsi, Alouatta caraya e S. libidinosus não identificaram a presença de anellovírus nesses animais

(A Duarte et al., 2019; Moreira, 2016). Desta forma, acreditamos que a não detecção de anellovírus nas

fezes dos animais capturados possa ser devido ao baixo título viral. Isso é corroborado com a quantidade de

sequências (reads) específicas para esses vírus obtidas no sequenciamento por NGS (Tabela 5).

TTV-Bsb1

 As análises metagenômicas e moleculares identificaram a presença de TTV-Bsb1 no sangue das

duas  espécias  de  primatas  não  humanos  estudadas  C.  penicillata  (18  indivíduos) e  S.  libidinosus  (5

indivíduos). Esse vírus possui maior identidade de sequência com os vírus Torque teno tamarin virus e

Torque teno douroucouli virus, ambos anellovírus isolados de primata da América do Sul (Okamoto et al,

2000a). 

Outras espécies semelhantes foram encontradas em primatas do Brasil.  Em 2008, Catroxo et al.

detectou, pela Semi-Nested-PCR das regiões N22 e UTR, a presença de anellovírus similares em Cebus

apella, porém as regiões analisadas foram muito pequenas sendo impossível classificá-los. Dos Santos et al.

(2020) analisando, por metagenômica, a diversidade viral da cavidade oral de Sapajus nigritus encontrou o

vírus  Torque teno sapajus virus 59,2 % idêntico ao TTV-Bsb1 e 56,4% ao  Torque teno tamarin virus,

encontrado por Okamoto et al, (2000a). Muitos anellovírus apresentam especificidade em relação aos seus

hospedeiros demonstrando uma possível coevolução entre eles (Devalle & Niel, 2004; Ninomiya et al.,

2007). Todos os hospedeiros nos quais os anellovírus similares ao TTV-Bsb1 foram encontrados pertencem



às mesmas famílias  Callitrichidae e Cebidae (Schneider & Sampaio, 2015). Neste estudo, encontramos o

mesmo  vírus  infectando  duas  espécies  simpátricas,  porém  os  resultados  do  sequenciamento  Sanger

mostraram uma grande diversidade em relação à sequência consenso, indicando a possível presença de

variantes  virais  na  amostra. Assim,  para  determinar  se  os  vírus  encontrados  são  variantes  da  mesma

espécie, novos sequenciamentos serão feitos com diferentes clones para se obter todos os nucleotídeos que

compõem a ORF1.

TTV-Bsb2

As análises de NGS identificaram TTV-Bsb2 em três grupos: MD1, 3M1 e 3M2. O grupo MD1 é

formado por C. penicillata e S. libidinosus. Já os outros grupos, 3M1 e 3M2 são formados apenas por C.

penicillata. Não houve confirmação por PCR direto dos grupos, mas a presença de TTV-Bsb2 foi detectada

em duas amostras de C. penicillata - DF02 (MD1) e DF86 (3M2).

A análise filogenética com a sequência completa de nucleotídeos da ORF1 para esse vírus (Figura

8) mostrou TTV-Bsb2 afastado de TTV-Bsb1, em um ramo da base que forma os clados TTMV e TTMDV.

Esses  dois  grupos formam os gêneros  Betatorquevirus  e  Gammatorquevirus, respectivamente,  e  foram

isolados principalmente de Humanos e chimpanzés (M. Ninomiya et al., 2007; Masashi Ninomiya et al.,

2009; Okamoto et al., 2000a). Catroxo et al., (2008ab), analisando fragmentos de 271pb da PCR semi-

nested para a região N22 e 110pb para região UTR, encontrou em Leontopitecus crysomelas (Mico-leão-da-

cara-dourada)  uma sequência  com caraterísticas  semelhantes,  porém similar  ao TTMV, mas a  falta  da

sequência de nucleotídeos completa da ORF não permite afirmar a proximidade das sequências. De acordo

com os critérios do ICTV, que usa a sequência completa de nucleotídeos da ORF1, TTV-Bsb2 tem como

parente  mais  próximo  o  Torque  teno  midi  virus  (isolado  Pt-TTMDV225-1)  então  classificado  como

Gammatorquevirus.  Os  resultados  do  sequenciamento  Sanger  mostraram  pouca  divergência  com  a

sequência  consenso. Porém  o  único  vírus  sequenciado  foi  o  TTV-Bsb2  isolado  de  DF02,  assim,  é

necessário a análise  do outro genoma encontrado em DF86 para confirmar se são variantes da mesma

espécie ou são espécies diferentes. 



A amostra DF02,  C. penicillata, foi  a única infectada pelos dois vírus TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2.

Relatos de coinfecção com diferentes anellovírus já foram descritos principalmente em suínos e humanos

doentes e saudáveis, mas não há registro para essa espécie de primata (Al-Qahtani et al., 2016; Huang et al.,

2011; Jelcic et al., 2004; Niel et al., 2000, 2005; Takahashi et al., 2000).

Expressão da ORF1 em células de insetos

Existem  poucos  trabalhos  sobre  expressão  de  proteínas  da  familía  Aneloviridae  em células  de

inseto.  Em 1990, Noteborn et  al.  estudou a expressão genética da proteína gp85 do vírus da leucemia

aviária (  chicken anaemia virus - CAV) em um sistema do baculovírus AcMNPV e células de inseto Sf9

derivadas de Spodoptera frugiperda. O lisado bruto de células Sf9 contendo a proteína  pg85 foi inoculado

em galinhas. Esses animais desenvolveram anticorpos contra o CAV mas, não foram capazes de neutralizar

o vírus (Noteborn et al.,1990). Koch et al. (1995) e Noteborn et al.(1998) expressaram as 3 proteínas VP1,

VP2 e VP3 do CAV utilizando, também, AcMNPV e células Sf9. Ambos chegaram a conclusão que as

proteínas VP1 e VP2 precisam estar juntas para produção de anticorpos neutralizantes e que um baculovírus

recombinante expressando VP1 e VP2 seria um potencial sistema de produção para uma vacina contra a

infecção por CAV (Koch et al., 1995;  Noteborn et al., 1998). O único trabalho de expressão de proteínas

de Anellovírus isolados de mamífero foi realizado por Kakkola et al. (2008). Neste estudo, foram expressas

a  seis  possíveis  proteínas  do  TTV  genótipo-6 isolado  HEL32  (AY666122)  identificado  em  pessoas

assintomáticas.

A maior parte dos estudos de expressão proteica foi realizada em bactérias. Em 2002, Kakkola et al

expressaram três possíveis ORFs do TTV genótipo 6 em E. coli BL21. Duas proteínas foram expressas com

sucesso,  ambas  correspondiam a  porções  diferentes  da  ORF2.  Porém,  não  houve  expressão  da  ORF1

completa. Qiu et al. 2005 expressaram as seis possíveis proteínas também do  TTV genótipo 6 em células

COS  de  primata  utilizando  vetores  com  promotores  de  citomegalovírus  (CMV).  Obtiveram  pouca

expressão da proteína correspondente a  ORF1,  detectada  apenas  por imunofluorescência.  A ORF1 dos

anellovírus  possuem uma região  N-terminal  rica  em arginina  característica  de um sinal  de localização

nuclear  (Hibbard  & Sandri-Goldin,  1995).  Porém,  as  proteínas  d TTV genótipo  6,  geradas  por  splice

alternatico, que possuem essa região apresentam uma distribuição citoplasmática (Qiu et al., 2005). Huang



et al. (2011) e Mankotia & Irshad, (2014) conseguiram expressar peptídeos menores da ORF1 (100kDa),

sem a porção N-terminal, em E. coli Rosetta e BL21. Já em células de inseto, a expressão proteica da ORF1

completa não foi observada. Assim como apontado por Qiu et al. (2005), as proteínas que possuem a região

rica em arginina apresentam pouca ou nenhuma expressão. Porém, quando essa parte é retirada, a expressão

proteica é observada.

Desta maneira, a não expressão da ORF1 completa dos anellovírus (TTV-Bsb1 e TTV-Bsb2) devido

a  região  N-terminal  (Tabela  12)  corrobora  com os  estudos  anteriores.  Porém,  a  não  expressão  dessas

proteínas quando essa região é suprimida não é justificada, fazendo-se necessários novos estudos.

7. CONCLUSÃO

Os dados aqui apresentados mostram a presença de dois novos Anellovírus em primatas de vida

livre no Distrito Federal. Embora a família  Anelloviridae possua uma grande diversidade e distribuição

global,  esses  vírus  compartilham  proximidades  evolutivas  refletidas  no  nível  taxonômico  dos  seus

hospedeiros. Os vírus de primatas encontrados no DF apresentam maior identidade com outros vírus de

primatas  da América do Sul. Além disso,  os vírus de primatas,  incluindo o homem, apresentam maior

identidade entre si quando comparados com anellovírus que infectam outras ordens. Muitas espécies de

anellovírus foram descobertas nos últimos anos, mas pouco se saber sobre sua biologia e sobre seu papel

em  doenças.  Assim,  novos  estudos  são  necessários  para  melhor  caracterização  genética  dos  vírus

identificados.

8. PERSPECTIVAS

Caracterização dos Genomas

Completar as sequências de todas as ORFs clonadas para identificar possíveis variantes;

Depositar as sequências no GenBank;

Redigir um artigo com os resultados obtidos.

Expressão proteica de novos Anellovírus 

Repetir o experimento de expressão em baculovírus das ORFs e outras regiões dos genomas;



Realizar a transfecção dos genomas completos em células Vero;

Analisar a coinfecção dos dois genomas em células Vero;

Redigir um artigo com os resultados obtidos.
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