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RESUMO

Arbovirus séo virus que utilizam vetores artrépodes hematdfagos, como por exemplo, 0s
mosquitos e carrapatos, para serem disseminados, circulando em ciclos urbanos e
silvestres. Os carrapatos sdo artropodes hematdfagos, parasitas obrigatorios, que utilizam
de uma ampla gama de hospedeiros. Como vetores, 0os carrapatos sdo capazes de
transmitir uma grande variedade de patdgenos, e estdo entre 0s mais importantes vetores
de doencas, afetando animais selvagens e domésticos e, os seres humanos, representando
um sériorisco para a saude publica. O Brasil possui umagrande diversidade de artropodes
e de animais vertebrados, que juntamente com as condi¢BGes climéticas, constituem
caracteristicas favoraveis a ocorréncia dessas doencas. A maioria dos virus transmitidos
por carrapatos tem genomas de RNA que tendem a acumular muta¢6es gerando grande
variabilidade genética. Essas mudancas gendmicas podem influenciar a disseminacgéo de
virus para novos habitats e hospedeiros, levando a emergéncia de novos virus que podem
representar uma ameaca a satde publica. Portanto, a investigacao dos virus que circulam
nos carrapatos € importante paraentender sua diversidade, variedade de hospedeiros e de
vetores, prevendo novos patdgenos emergentes. A metagendmicaviral € uma ferramenta
atil para identificar simultaneamente todos os virus presentes em uma amostra, incluindo
novas variantes de virus ja conhecidos ou virus completamente novos. Assim, o objetivo
deste projeto foi investigar o viroma de carrapatos provenientes de animais silvestres
recebidos e atendidos no Zool6gico Municipal de Séo José do Rio Preto — SP, através de
uma abordagem metagenémica. Foram coletados 273 carrapatos, que inicialmente, foram
identificados morfologicamente, e separados em 71 pools, 0 RNA foi extraido e a
identificacdo das espécies foi confirmada, por analise molecular através do gene
mitocondrial, mais especificamente, a subunidade | do citocromo c oxidase (COI). Em
seguida, as bibliotecas gendmicas foram preparadas para a realizacdo do sequenciamento
de nova geracdo (NGS) utilizando a plataforma MiSeq (Illumina). As analises mostraram
evidéncias moleculares importantes sobre um potencial novo virus pertencente ao grupo
dos Jingmenvirus em carrapatos coletados de animais silvestre. E importante ressaltar que
ndo existem estudos sobre 0 viroma de carrapatos na regido estudada, e o foco em animais
silvestres € raro devido a dificuldade de manejo dos mesmos. Além disso, esse estudo
revela a importancia de caracterizar os virus que circulam em carrapatos de animais
silvestres para compreender potenciais riscos de emergéncia de zoonoses, que possam

causar impactos na saude humana, além dos potenciais impactos para a vida silvestre da



regido, e com isso fornecer informacdes para contribuir com a vigilancia epidemiologica
na regido. Em suma, as pesquisas sobre JMTV ainda estdo em estagio inicial, sendo
necessarios mais estudos para elucidar a patogenicidade desse virus aos animais e suas

caracteristicas epidemioldgicas na natureza.

Palavras-chave: Animais silvestres. Virus. Carrapatos. Metagenémica. Jingmenvirus.



ABSTRACT

Arboviruses are viruses that use hematophagous arthropod vectors, such as mosquitoes
and ticks, to be disseminated, circulating in urban and wild cycles. Ticks are
hematophagous arthropods, obligate parasites, which use a wide range of hosts. As
vectors, ticks are capable of transmitting a wide variety of pathogens, and are among the
most important disease vectors, affecting wild and domestic animals and humans,
representing a serious risk to public health. Brazil has a great diversity of arthropods and
vertebrate animals, which, together with climatic conditions, are favorable characteristics
for the occurrence of these diseases. Most tick-borne viruses have RNA genomes that
tend to accumulate mutations, generating great genetic variability. These genomic
changes can influence the spread of viruses to new habitats and hosts, leading to the
emergence of new viruses that may pose a threat to public health. Therefore, the
investigation of the viruses that circulate in ticks is important to understand their diversity,
variety of hosts and vectors, anticipating new emerging pathogens. Viral metagenomics
is a useful tool to simultaneously identify all viruses present in a sample, including new
variants of already known viruses or completely new viruses. Thus, the aim of this project
was to investigate the virome of ticks from wild animals received and treated at the
Municipal Zoo of Sdo José do Rio Preto - SP, through a metagenomic approach. 273 ticks
were collected, which were initially morphologically identified, and separated into 71
pools, the RNA was extracted and the species identification was confirmed, by molecular
analysis through the mitochondrial gene, more specifically, the subunit I of cytochrome
c oxidase (COI). Next, the genomic libraries were prepared for next-generation
sequencing (NGS) using the MiSeq platform (lllumina). The analyzes showed important
molecular evidence of a potential new virus belonging to the Jingmenvirus group in ticks
collected from wild animals. It is important to emphasize that there are no studies on the
virome of ticks in the region studied, and the focus on wild animals is rare due to the
difficulty of handling them. In addition, this study reveals the importance of
characterizing the viruses that circulate in wild animal ticks to understand potential risks
of emergence of zoonoses, which may impact human health, in addition to potential
impacts on wildlife in the region, providing information to contribute to epidemiological
surveillance inthe region. In short, research on JMTV is still at an early stage, and further
studies are needed to elucidate the pathogenicity of this virus to animals and its

epidemiological characteristics in nature.



Keywords: Wild animals. Virus. Ticks. Metagenomics. Jingmenvirus.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I — Consideragdes gerais

Figura 1: RegiGes com maior incidéncia de arboviroses, e distribuicdo das principais
doengas virais emergentes/ressurgentes transmitidas por VEtOres..........cccoceveeveneenieenne. 20
Figura 2: Esquema de como o patogeno é adquirido durante a refei¢do sanguinea nos

(08 1 - 1= (01 TSP OPR PR 23

CAPITULO 11 - Artigo Cientifico

Figura 1: Gréafico Krona mostrando os genomas virais identificados na biblioteca 4, e
SUAS reSPECTIVAS POICENTAGEINS. ... eeiuieeiee ittt e sttt et e st e e ste e st e e e e s e e sbe e st eesbeesnaeabeesnaeereeas 43
Figura 2: Organizacdo do genomade JMTV_Like_Brazil identificado nesse estudo.....44
Figura 3: Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca com base em sequéncias de
nucleotideos representando o segmento 1 de virus relacionados ao grupo
JINGMENVITUS. ..ottt b et b ettt b et ne e b s 45
Figura 4: Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca com base em sequéncias de
nucleotideos representando o segmento 2 de virus relacionados ao grupo
JINGMENVITUS. ...ttt sttt sttt e b et eeneene st 46
Figura 5: Arvore filogenética de maxima verossimilhanga com base em sequéncias de
nucleotideos representando o segmento 3 de virus relacionados ao grupo
JINGMENVITUS. ...ecvtetieiee ettt et et sttt et e e sa et e aeseestesbeareaneeneanens 47
Figura 6: Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca com base em sequéncias de
nucleotideos representando o segmento 4 de virus relacionados ao grupo
JINGMENVITUS. ..ottt bttt sttt b e e e e be e e 48
Figura 7: Representacdo em fita da superposi¢do da estruturamodelo do segmento 1 em
com estruturas cristalinastridimensionais de NS5 de flavivirus...........ccccooeinieninnenn, 50
Figura 8: Representacdo em fita da superposic¢ao daestrutura modelo do segmento 1 com
estruturas cristalinas tridimensionais do NS5 do virus da Dengue...........cccocvevveveieennenn, 51
Figura 9: Representacao em fita da superposicao daestruturamodelo do segmento 3 com

estruturas cristalinas tridimensionais dasequénciadoNS3...........ccccceeveiieveere e ceeenn, 52

Supplementary materials
Figure S1: Grafico Krona mostrando os genomas virais identificados e suas respectivas

porcentagens Na DIDIIOLECA L. euiieiieireiniiniiniieiieeneenieneenteeceecescnsensencescnscncnsnnes 62



Figure S2: Grafico Krona mostrando os genomas virais identificados e suas respectivas

porcentagens Na DIDIIOECA 2. euieeiieiieineiniiniiniiereeerenienteessecscnssnsonsossnssnssnsns 63
Figure S3: Grafico Krona mostrando os genomas virais identificados e suas respectivas

porcentagensNa DIDHOLECA 3. uuieeeiiniiniiniieriirniiniinreersernesnrsasessesnssnssnssssnssns 64



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 11 - Artigo Cientifico

Tabela 1: Descricdo dos dados obtidos das quatro bibliotecas no sequenciamento de nova
0 [=] =10 Lo USSP PP U U URPRPRPPUPRPOR 41
Tabela 2: Descrigcdo das amostras que compuseram as quatro bibliotecas, hospedeiros e

codigo dos respectivos pools de RNA, espécie de carrapato e numero de carrapatos por

Tabela 3: Descri¢do da distanciaentre o virus mais proximoda JMTV_Like Brazil, para

(o o - BT=T 0 | 1 0 =T 0 0 TSSO POPPSPRPRN 49

Supplementary materials
Tabela S1: A tabela apresenta as espécies de carrapatos identificadas, seus respectivos

hospedeiros, numero de carrapatos coletados e sua distribui¢do nos pools............... 59



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BOLD: Barcode of Life Data Systems

bp: do inglés, base pairs

cDNA: DNA complementar

CHIKV: virus Chikungunya

COIl: subunidade I do citocromo c oxidase
CPCV: virus Cacipacoré

DENV: virus da Dengue

DTV: virus do carrapato de veado

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético
FHCC: febre hemorragica da Crimeia e do Congo
GS: gléndulas salivares

GTR: general time-reversible

HCI: &cido cloridrico

HE: hemolinfa

I: intestino

JMTV: Jingmen tick virus

KFDV: virus da floresta de Kyasanur

LIV: virus Louping ill LIV

MGTYV: virus do carrapato Mogiana

mM: milimolar

MTase: metiltransferase

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NGS: sequenciamento de nova geracao
NS: proteinas ndo estruturais

OVA: ovario

PBS: do inglés, Phosphate-buffered saline
PCR: reacdo em cadeia da polimerase
PDB: Protein Data Bank

POWV: virus de Powassan

RdRp: RNA dependente RNA polimerase

S1: segmento 1



S2: segmento 2

S3: segmento 3

S4: segmento 4

TBEV: virus da Encefalite transmitida por carrapatos

TBEV-Eu: virus da Encefalite transmitida por carrapatos europeu
TBEV-FE: virus da Encefalite transmitida por carrapatos Extremo Oriente
TBEV-Sib: virus da Encefalite transmitida por carrapatos siberiano
TBVs: virus transmitidos por carrapatos

TE: tampao de extracdo (Tris-HCI + EDTA)

YFV: virus da Febre Amarela

ZIKV: virus Zika



SUMARIO

(0= Y11 (1] 01 TSROSO 18
(O00] 01 [0 [T = Tof0 Lo o[- = PSSP SRS 18
1. INTRODUGAOD ..ottt snes s 19
1.1 ATDOVITUS ... bbbt 19

1.2 CAITAPALOS. ...ttt ettt ettt ettt ettt e et e et e e sbe e e sb e et e e enbeenbeeebeeennas 21

1.3 Virus transmitid0S POr Carrapalos.........coveverueeeierierieesesie e 24

Y 1= - Yo [T 10 ] o USSR SORPSSR 26

2. OBJIETIVOS ...ttt ettt e te e na st et e et e nneane e 27
2.1 ODJELIVO Eral. ... 27

2.2 ODjetivos ESPECITICOS. ....ccviiiiiiii et 28

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooiiiiiniineieiniinsineissisessssessseesessnes 29
(08 1011 10 [ 1 1 RSO SOPRP SRR 34
F N g AT oI @A LT o () oo TR 34
R 1 (o To [F T 1 [ o ISP 37
2. Materials and MethOdS .........ccoiiiiiiii e 38
2.1 PlaCe OF STUY .....ccueiiicie e 38

2.2 SAMPIE COIECTION. ..o 38

2.3 SaMPIE Preparation.........ccovoieieieieie i 38

2.4 Preparation of Genomic Libraries and Next Generation Sequencing (NGS)....39

2.5 Data Analysis and PRYIOGENY ........ccueuiiieiiee et 39

2.6 Prediction and analyzes of Three-dimensional (3D) protein structures............ 40

B RESUITS .. ettt re e 40
3.1 Tick Collection and 1dentifiCation............ccocuvvririiieie s 40

3.2 Analysis of Metagenomic Data.........cccoccveveeiieiieie e 41

3.3 GENOME OrganiZAtION.......civeiiiiiieiieieeeie sttt nne s 43

3.4 PhylogenetiC ANAIYSIS ........coviieiieiice sttt 44

3.5 Analysis of Three-dimensional StrUCLUIES .........cccccvvvviiieiiiiiee e 49

I ol 1 1] o] o TS 52
5. CONCIUSION ... ettt sre e be s et sre e e 54
B. RETEIENCES. ...ttt bttt be et nbe e 55
7. Supplementary MaterialS...........ccoiiveiiiiieiieie e 59

(O 1011 11 ] [ N 1 1 OSSP PSTSUPSN 64
(070] (o1 11157 To TSSO P PP 64

1.

CONCLUSAO ..o e e, 66



Capitulo |

Consideracoes gerais



19

1. INTRODUCAO
1.1 Arbovirus

O termo arbovirus refere-se a expressao Arthropod-borne virus, que sdo virus
transmitidos por vetores artropodes hemat6fagos, como por exemplo, 0s mosquitos e 0s
carrapatos, estes virus normalmente sdo transmitidos ao homem e aos outros animais
durante o repasto sanguineo (WEAVER; REISEN, 2010).

De acordo com a literatura, mais de 500 espécies de arbovirus foram reconhecidos
mundialmente, sendo que 150 espécies foram documentadas causando doencas em
humanos (YOUNG, 2018). A maioriadas arboviroses que causam doeng¢as em humanos
estdo distribuidas nas familias Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae e Reoviridae, sendo as trés primeiras de maior interesse e importancia
para a saude publica (CLETON; KOOPMANS; REIMERINK; GODEKE et al., 2012;
WEAVER; REISEN, 2010).

Os arbovirus sdo mantidos na natureza em um ciclo de transmisséo entre
artropodes hemat6fagos (vetores) e hospedeiros vertebrados, sendo estes essenciais para
a manutencao dos virus, e sdo chamados de hospedeiros amplificadores ou reservatérios
(CLETON; KOOPMANS; REIMERINK; GODEKE etal.,2012; GUBLER, 2001). Esses
ciclos sdo geralmente silenciosos, e mantidos de forma estavel entre artropodes e animais
em um ciclo silvestre, e ndo sdo detectados na natureza até que alguma mudanca
ambiental permita que o virus escape do ciclo primario por meio de um vetor secundario
ou hospedeiro vertebrado, ou quando os humanos invadem o nicho da infeccéo
(GUBLER, 2001; YOUNG, 2018).

Os arbovirus apresentam umadistribuicao geografica bastante ampla, abrangendo
praticamente todos os continentes, exceto o Antartico (Figura 1). A maior incidéncia de
arboviroses ocorre nas regides tropicais, por apresentarem condi¢des ecoldgicas propicias
para a reproducéo e disseminacao dos insetos vetores (BROOKS; CARROLL; BUTEL;
MORSE et al., 2014; DONALISIO, M. R.; FREITAS, A. R. R.; ZUBEN, A., 2017;
WEAVER; CHARLIER; VASILAKIS; LECUIT, 2018; WEAVER; REISEN, 2010).
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Figura 1: RegiGes com maior incidéncia de arboviroses, e distribui¢do das principais

doengas virais emergentes/ressurgentes transmitidas por vetores.

23 ZikaVirus

[ Japanese encephalitis virus
3 Yellow fever virus

3 West Nile virus

[ Saint Louis encephalitis virus
B Tick-borne encephalitis virus
3 Dengue virus

Togaviridae (alphaviruses)
3 Venezuelan equine encephalitis virus
3 Sindbis virus

0’Nyong-nyong virus

[ Ross River virus

3 Chikungunya virus

Bunyaviridae
[ Crimean-Congo haemorrhagic fever virus
3 Toscana virus

3 La Crosse virus

[ Rift Valley fever virus

Fonte: (CHARLIER et al., 2017).
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No contexto epidemioldgico brasileiro, as arboviroses de maior circulagdo séo
causadas pelos virus da Dengue (DENV), Febre Amarela (YFV), Chikungunya (CHIKV)
e virus Zika (ZIKV), embora existam outros com potencial de disseminacdo no pais
(DONALISIO, M. R.; FREITAS, A. R. R.; ZUBEN, A., 2017). O Brasil possui grande
diversidade de artrépodes e de animais vertebrados, que juntamente com sua extensao
territorial, presenca de florestas tropicais, mudancas climaticas e desmatamentos,
constituem caracteristicas que favorecem a ocorréncia desses vetores e consequentemente
a circulacéo de arboviroses (FIGUEIREDO, 2007).

Apesar da crescente preocupacdo acerca dos impactos causados pelos arbovirus,
aqueles transmitidos por carrapatos ainda sao menos estudados quando comparados aos
transmitidos por mosquitos, e nas Gltimas décadas um elevado nimero de enfermidades
virais emergentes transmitidas por estes artropodes foi relatado (ALMEIDA; MARKS;
JUNIOR; SANTOS et al., 2010).

1.2 Carrapatos

Os carrapatos sdao artrépodes de grande importancia médica e veterinaria,
pertencentes ao filo Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acari e subordem Ixodida
(DANTAS-TORRES; ONOFRIO; BARROS-BATTESTI, 2009). Séo ectoparasitas
obrigatérios e de habito hematoféagico, o que os torna em vetores de varios agentes
infecciosos para animais domésticos e de vida livre, e também para os humanos, que
acabam sendo hospedeiros acidentais (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO,
2012). Segundo Martins et al. (2017), aproximadamente 80% das espécies encontradas
no Brasil, sdo parasitas exclusivos de animais silvestres, j& 0s outros 20%, parasitam
animais domesticos e os seres humanos (MARTINS; IGAYARA-SOUZA; SANCHES;
MELO et al., 2017).

Existem aproximadamente 900 espécies de carrapatos, agrupados em trés
familias, os Ixodidae (carrapatos de corpo duro), Argasidae (carrapatos de corpo mole), e
Nuttalliellidae (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012).

A familia Ixodidae compreende 702 espécies divididas em 14 géneros, porém, 0s
carrapatos dos géneros Ixodes, Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus e
Haemaphysalis, sdo responsaveis pela transmissdo de patdégenos de importancia para a
medicina humana e veterindria (GUGLIELMONE; ROBBINS; APANASKEVICH,;
PETNEY et al., 2010). Os carrapatos desta familia alimentam-se por periodos longos, e

a fase parasitaria é finalizada ap6s o completo ingurgitamento (KLOMPEN; BLACK;



22

KEIRANS; J. H. OLIVER, 1996). Cada espécie de carrapato dentro destes géneros é
capaz de transmitir multiplos patégenos, que podem infectar varias espécies de animais,
incluindo o homem, e um Unico carrapato pode transmitir simultaneamente multiplos
patdgenos a um hospedeiro durante uma alimentagdo (BRANDA; ROSENBERG, 2013;
HEGARTY; MAGGI; KOSKINEN; BEALL et al., 2012; NICHOLSON; ALLEN;
MCQUISTON; BREITSCHWERDT et al., 2010; REEVES; LOFTIS; NICHOLSON;
CZARKOWSKI, 2008; SAVAGE; GODSEY; LAMBERT; PANELLA et al., 2013).

A familia Argasidae agrupa 193 espécies distribuidas em cinco géneros, destes,
0s géneros Argas e Ornithodoros sdo comumente associados a infestacdes em animais e
humanos, sendo responsaveis pela disseminacdo de virus e bactérias. Os argasideos tem
uma fase de vida parasitaria muito curtae podem permanecer por longos periodos sem se
alimentar (HEGARTY; MAGGI; KOSKINEN; BEALL et al., 2012).

E por fim, a familia Nuttalliellidae que é representada por uma unica espécie
africana, Nuttalliellanamaqua, que relne caracteristicas comuns das outras duas familias
(BEATI; KLOMPEN, 2019).

Durante o repasto sanguineo, o aparelho bucal do carrapato penetra
profundamente na pele do hospedeiro, permanecendo fixado através do hipostdémio, a
saliva do carrapato contém uma grande variedade de moléculas anticoagulantes,
imunomoduladoras e anti-inflamatérias que facilitam a aquisicdo e transmissdo de
patdgenos. Ao provocar laceracdo dos tecidos e vasos sanguineos, o carrapato ingere
sangue e outros liquidos tissulares dos hospedeiros e regurgita grandes volumes de saliva,
principal via de inoculacdo de patogenos (Figura 2) (RICHTER; MATUSCHKA,;
SPIELMAN; MAHADEVAN, 2013).
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Figura 2: O patdgeno é adquirido durante a refeicdo sanguinea e interage com fatores do
intestino (1) e da hemolinfa (HE). Alguns pat6genos podem invadir os ovéarios (OVA) e
serem transmitidos transovarianamente. As glandulas salivares (GS) sdo colonizadase o

patdgeno é inoculado no hospedeiro vertebrado através da saliva.

Ovarios (OVA)

Hemolinfa (HE)

Glandulas salivares (GS)

Intestino (1)

saliva
patégeno ) ®
sangue
+
patégeno

Fonte: Adaptado de (HAJDUSEK; SIMA; AYLLON; JALOVECKA et al., 2013).

Dependendo do patdgeno, é possivel que ele persista por muito tempo nos
carrapatos, podendo ser transmitido de estagio para estagio (transmissao transestadial),
de fémeas para ovos (transmissao vertical ou transovariana) e de carrapato para carrapato
via hospedeiro (transmissdo horizontal). O fenbmeno da co-alimentacdo permite que
alguns agentes infecciosos, por exemplo, o virus da Encefalite transmitida por carrapatos
(TBEV), seja transmitido de um carrapato infectado para um carrapato saudavel no local
da picada de um animal, na auséncia de viremiano hospedeiro (MASSARD; FONSECA,
2004; RANDOLPH; GERN; NUTTALL, 1996).

Diversas caracteristicasbioldgicas tornam os carrapatos importantes vetores para
a transmissao de doencas, sendo elas: hematofagismo em todas as fases de vida, o que
aumenta a eficiéncia como vetor; fixacdo profunda nos hospedeiros através do
hipostdmio, propiciando dificuldade de remocdo; lento periodo de alimentacdo e
ingurgitamento, propiciando tempo para adquirir e inocular os patégenos; grande

diversidade de hospedeiros, possibilitando a transmisséo de patdgenos entre diferentes
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espécies; longevidade dos estagios no ambiente, propiciando tempo para multiplicacéo
dos patdgenos; transmissdo transovariana, permitindo sucessivas geragcdes com potencial
de transmitire funcionarem como eficientes reservatdrios; poucos inimigos naturais, o
que propicia a manutencdo de grande numero de individuos no ambiente; exoesqueleto
de quitina (esclerotizacdo), propiciando resisténcia a adversidade climética; grande
potencial reprodutivo, algumas espécies ovipositam até 18.000 ovos, possibilitando a
perpetuacdo da espécie (BOULANGER; BOYER; TALAGRAND-REBOUL,;
HANSMANN, 2019; BRITO; DA SILVA NETO; OLIVEIRA; BARBIERI, 2006).

1.3 Virus transmitidos por carrapatos

A literatura apresenta relatos de arbovirus transmitidos por carrapatos
pertencentes as familias Bunyaviridae (géneros Bunyavirus, Nairovirus e Phlebovirus),
Flaviviridae, Asfarviridae, Orthomyxoviridae e Reoviridae (LABUDA; NUTTALL,
2004). Nas ultimas duas décadas, varios virus transmitidos por carrapatos (TBVs) foram
descritos em todo 0 mundo, atraindo cada vez mais a atencdo de organizagdes de salde
publica (ZHANG; LI; PANG; WU et al., 2022). De maneira geral, as doencas
transmitidas por carrapatos ndo apresentam medidas profilaticas especificas, como uso de
vacinas, exceto para a Encefalite transmitida por carrapato (Tick-borne encephalitis).

O virus da Encefalite transmitida por carrapatos (TBEV), da familia Ixodidae, é
um dos principais patdgenos virais transmitidos por carrapatos em humanos, e causa uma
grave infeccdo no sistema nervoso central (DAI; SHANG; LU; YANG et al., 2018). Os
trés subtipos de TBEV sdao membros do género Flavivirus, da familia Flaviviridae. A
morbidade e mortalidade de TBEV variam dependendo do subtipo viral, estes sdo o
europeu, o0 siberiano e o extremo oriente (TBEV-Eu, TBEV-Sib e TBEV-FE,
respectivamente), a infeccdo por qualquer subtipo é séria, mas a infec¢do por TBEV-FE
€ a mais grave. As espécies de carrapatos responsaveis pela transmissao também podem
variar, sendo Ixodes ricinus o principal vetor do subtipo europeu, e I1xodes persulcatus
para os subtipos siberiano e Extremo Oriente (GRITSUN; LASHKEVICH; GOULD,
2003). O TBEV ¢ considerado o virus transmitido por carrapatos de maior importancia
médica na Europa e na Asia, estima-se que haja pelo menos 10.000 casos clinicos
anualmente, com provével subnotificacdo (LICKOVA; FUMACOVA HAVLIKOVA;
SLAVIKOVA; SLOVAK et al., 2020). Apesar da disponibilidade de vacinas eficazes

para a prevencdo de doencas, a incidénciade TBEV estd aumentando, pois, a cobertura
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vacinal ainda é insuficiente (BOGOVIC; STRLE, 2015; TABA; SCHMUTZHARD;
FORSBERG; LUTSAR et al., 2017).

A febre hemorragica da Crimeia e do Congo (FHCC), é causada por um
Nairovirus da familia Bunyaviridae, transmitido na natureza durante o repasto sanguineo
por carrapatos dos géneros Hyalomma, Rhipicephalus, Boophilus e Amblyomma. O virus
FHCC causa graves surtos de febre hemorragicaviral, com uma taxa de letalidade de 10
— 40%. Os focos principais estdo localizados na regido do Sudeste Asiatico, Oriente
Médio e na maioria dos paises Africanos, na regido subsaariana até a Africa do Sul
(SHEPHERD; SWANEPOEL; SHEPHERD; LEMAN et al., 1991).

Aparentemente limitada ao oeste dos Estados Unidos, com maior prevaléncia
entre marcgo e setembro, a febre do carrapato de Colorado é causada por um Coltivirus,
pertencente a familia Reoviridae. Caracteriza-se por uma severa infecgéo viral, similar a
dengue, transmitida pela picada do carrapato Dermacentor andersoni (EMMONS, 1988).

O virus Louping ill (LIV), foi reconhecido em 1931, sua detecc¢éo foi restrita quase
exclusivamente as Ilhas Britanicas, particularmente na Escécia, Cumbria, Pais de Gales,
Devon e Irlanda, embora casos tenham sido relatados na Noruega e na Espanha. E um
virus pertencente ao género Flavivirus, transmitido por carrapatos Ixodes ricinus. E
detectado principalmente em ovinos e bovinos. O virus ainda continua causando doencas
e mortes em gado em areas montanhosas da Gréd-Bretanha e Irlanda e é conhecido por
causar doencas em humanos (GREIG; BROWNLEE; WILSON; GORDON, 1931,
JEFFRIES; MANSFIELD; PHIPPS; WAKELEY et al., 2014).

O virus da floresta de Kyasanur (KFDV), é uma febre hemorragica viral causada
por um virus pertencente a familia Flaviviridae, transmitida por carrapatos da espécie
Hemaphysalis spinigerafoi. Encontra-se limitada ao estado de Karnataka, na india,
espalhada em trés distritos florestais. Foi descritaem 1957 apds um surto grave da doenga
que foi relatado em pessoas que viviam perto da floresta Kyasanur (HOLBROOK, 2012).

O virus de Powassan (POWV) é um flavivirus transmitido por carrapatos,
endémico nos Estados Unidos, que causa encefalite grave. O POWYV foi isolado pela
primeiravez em 1958 do cérebro de um menino de cinco anos que morreu de encefalite
em Ontario, Canada (MCLEAN; DONOHUE, 1959). Duas linhagens genéticas distintas
de POWYV séo agora reconhecidas: POWV (linhagem I) que é transmitida por espécies de
carrapatos Ixodes cookei e Ixodes marxi, e a segunda linhagem denominada virus do
carrapato de veado (DTV) (linhagem Il), que € transmitida por carrapatos da espécie

Ixodes scapularis, as duas linhagens s6 podem ser distinguidas por testes moleculares,
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como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento (PIANTADOSI,
SOLOMON, 2022; RAVAL; SINGHAL; GUERRERO; ALONTO, 2012). Essa
encefalite é particularmente grave por causar sérios danos neurologicos, e até 0 momento
ndo existe vacina ou medicamento antiviral aprovado, e nos ultimos anos foi possivel
notar um aumento significante de casos de pessoas infectadas com o POWV (HASSETT;
THANGAMANI, 2021; YANG; GAO; LIU, 2022).

No Brasil, recentemente, dois virus isolados de carrapatos foram descritos.
Figueiredo et al. (2017) isolaram o virus Cacipacoré (CPCV), do género Flavivirus e
familia Flaviviridae, de um carrapato do complexo Amblyomma cajennense retirado de
uma capivara doente no interior do estado de S&o Paulo (DE FIGUEIREDO,;
AMARILLA; DE SOUZA; FUMAGALLI et al., 2017). Maruyama et al. (2014) e
Pascoal et al. (2019), isolaram outro virus, denominado virus do carrapato Mogiana
(MGTV), inicialmente considerado um flavivirus altamente divergente, e detectado em
carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus coletados em diferentes regides do Brasil
(MARUYAMA; CASTRO-JORGE; RIBEIRO; GARDINASSI etal., 2014; PASCOAL,;
SIQUEIRA; MAIA; JUAN SZABO et al., 2019). Um estudo mais detalhado revelou que
0 MGTV é membro de um grupo de virus denominado Jingmenvirus, que foram descritos
em 2014, e foram detectados em carrapatos da mesma espécie coletados em Jingmen, na
China (QIN; SHI; TIAN; LIN et al., 2014; VILLA ERIKA; MARUYAMA SANDRA,;
DE MIRANDA-SANTOS ISABEL; PALACIOS et al., 2017).

Outro virus que faz parte do grupo Jingmenvirus, € o virus do carrapato de
Jingmen (JMTV), é um patdgeno humano emergente descrito pela primeira vez em

carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus na cidade de Jingmen, na Chinaem 2010.

1.4 Metagendmica

O desenvolvimento da técnica de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS)
permitiu arealizagdo de sequenciamentos em larga escala com custo mais acessivel e com
maior rapidez (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). Também permitiu a realizacao de
estudos metagendmicos, onde ndo ha a necessidade de estabelecer um alvo especifico, 0
que permite a identificacdo de microrganismos desconhecidos (QUINCE; WALKER;
SIMPSON; LOMAN et al., 2017). Esta estratégia é especialmente importante para a
descricdo de novos virus, dado que estes apresentam enorme diversidade, sem um gene
homologo entre todas as espécies que possa ser usado como alvo (DELWART, 2007;

EDWARDS; ROHWER, 2005). Assim, esta técnica permitiu um enorme avango para a
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descoberta de novas familias e espécies de virus (GELDENHUYS; MORTLOCK;
WEYER; BEZUIDT et al., 2018; KRISTENSEN; MUSHEGIAN; DOLJA; KOONIN,
2010; ROSARIO; BREITBART, 2011; SIMMONDS; ADAMS; BENKO; BREITBART
et al., 2017; WOLF; SILAS; WANG; WU et al., 2020).

Estudos metagendémicos em carrapatos vém trazendo grande compreenséo sobre
a diversidade viral nestes ectoparasitas. Estudos realizados na China, Mogambique,
Estados Unidos, Palestina e Tailandia utilizando esta abordagem, descreveram desde
novas variantes de virus conhecidos até virus nunca antes descritos (BOUQUET;
MELGAR; SWEI; DELWART et al., 2017; CHOLLETI; HAYER; MULANDANE;
FALK et al., 2018; DAMIAN; MAGHEMBE; DAMAS; WENSMAN et al., 2020;
RAVI; EREQAT; AL-JAWABREH; ABDEEN et al., 2019; TEMMAM; CHRETIEN;
BIGOT; DUFOUR et al., 2019; ZHAO; GONG; SHEN; ZHANG et al., 2020a).

No Brasil, dois estudos realizaram este tipo de analise. Um analisou carrapatos do
género Antricola de morcegos na regido Amazonica, no estado de Rondonia, e foi capaz
de identificar virus das familias Nairoviridae, Orthomyxoviridae, Iflaviridae,
Dicistroviridae, Polycipiviridae e Reoviridae (BLOMSTROM; LUZ; OHLUND;
LUKENGE et al., 2020). Os autores também identificaram sequéncias virais com pouca
similaridade com virus conhecidos indicando seremvirus ainda ndo classificados. O outro
foi realizado em carrapatos Rhipicephalus microplus de gado na regido Sul do pais e
revelou a circulacdo de virus que nao tinham sido descritos previamente na regido, além
disso, o0 estudo também descreveu trés novos virus da ordem Tymovirales. (SOUZA;
FUMAGALLI; TORRES CARRASCO; ROMEIRO et al., 2018).

Os resultados obtidos por estes estudos demonstram a importancia deste tipo de
analise para compreender 0s virus circulantes nos carrapatos, e desta forma, identificar
potenciais virus zoonoticos que possam causar impacto na satde humanae animal. Ainda,
para auxiliar na identificacdo de possiveis zoonoses emergentes, é importante tambeém
que sejam realizados estudos em diferentes espécies de carrapatos provenientes de

hospedeiros silvestres variados
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1. CONCLUSAO

A realizagdo do presentetrabalho foi importante para investigar a circulagdo de virus,
com potenciais riscos de emergéncia, que estejam circulando em carrapatos que parasitam
animais silvestres na regido de Sdo Jose do Rio Preto — SP, contribuindo com a vigilancia
epidemioldgica na regido.

A identificacdo correta dos espécimes de carrapatos por meio do gene
mitocondrial, se mostrou mais confidvel do que a identificacdo baseada apenas em
caracteres morfologicos.

As analises moleculares e filogenéticas revelaram um potencial novo virus
pertencente ao grupo Jingmenvirus.

JMTV_Like Brazil descrito neste trabalho apresentou um genoma composto por
quatro segmentos, os quais codificam proteinas ndo estruturais nos segmentos 1 e 3
(NSP1 e NSP2) e proteinas estruturais nos segmentos 2 e 4 (VP1, VP2 e VP3).

As analises das proteinas virais revelaram um loop exclusivo no segmento 1, que
difere da regido conservada da NS5 dos flavivirus.

Até o momento ndo harelatos na literatura da ocorréncia desse virus em carrapatos
na regido estudada, principalmente com foco em animais de vida livre, portanto, é
necessaria uma vigilancia em larga escala para entender completamente a circulacéo e

transmissao de JMTV entre artropodes e hospedeiros vertebrados.
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