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1. Resumo 

Introdução: Os arbovírus são vírus de RNA relacionados a doenças que podem acometer tanto 

seres humanos quanto animais, e são transmitidos por artrópodes. Estudos recentes relatam a 

introdução e emergência (ou reemergência) de arbovírus no Brasil e no mundo que podem afetar 

a saúde humana e animal, e podem estar associados a fatores ambientais, como umidade, 

temperatura, os quais favorecem o aumento da população de mosquitos, aumentando o potencial 

de disseminação dos arbovírus. Assim, o desenvolvimento de novas metodologias para o 

diagnóstico e identificação de arbovírus podem auxiliar na vigilância epidemiológica e, 

consequentemente, na prevenção de novos surtos. Objetivo: Este estudo visa realizar a 

validação de uma metodologia de detecção de 6 diferentes arbovírus através da RT-qPCR. 

Metodologia: Todos os mosquitos foram coletados no Rio de Janeiro e fotografados em posição 

anatômica lateral, as asas foram retiradas e armazenadas em lâminas para observação das 

características anatômicas e morfológicas de importância taxonômica. A extração de RNA e DNA 

foi realizada utilizando beads SPRI no aparelho de extração automatizado (DNA and RNA 

Extrator, Loccus). Foram utilizados primers da literatura para os 6 gêneros de interesse, porém, 

adicionando os adaptadores Illumina nas extremidades, com intuito de já deixar essas amostras 

encaminhadas para o sequenciamento. Foi feita a utilização de parâmetros positivos na análise 

de detecção dos gêneros virais selecionados. A reação foi realizada com 4 µL de amostra e 

controle positivo previamente padronizado usando o kit GoTaq 1-Step RT-qPCR System da 

Promega conforme manual de instruções, a RT-qPCR foi realizada no aparelho QuastStudio3. As 

amostras de mosquitos que apresentaram positividade para a detecção de algum dos arbovírus 

seguiram para confirmação por sequenciamento NGS em uma flow cell Nano no aparelho MiSeq 

da Illumina. Resultados: Foram coletados na cidade do Rio de Janeiro 343 mosquitos em quatro 

diferentes parques ecológicos: Parque Chico Mendes, Parque Laje, Campo de Santana e Quinta 

da Boa Vista. Após a extração de DNA e RNA, foi realizada a análise por RT-qPCR para os 6 

diferentes gêneros virais, nos quais pudemos observar que 225 mosquitos (65.6% dos mosquitos 

coletados) não estavam infectados por nenhuma das arboviroses investigadas, 117 foram 

positivos para Flavivirus (34% dos mosquitos coletados) e 1 mosquito positivo para Nairovirus 

(0.3% dos mosquitos coletados). Somente essas amostras positivas seguiram para 

sequenciamento Illumina, o qual teve um número de  bases sequenciadas que passaram pelo 

filtro de 437.08 Mbp, com porcentagem dessas bases com uma pontuação de qualidade de 30 ou 

mais (%Q≥ 30) de 65.98%, e porcentagem de clusters passando pela filtragem (%PF) de 92.47%. 

Discussão: Nossos resultados corroboram em parte com os dados das principais arboviroses na 

região, uma vez que mostraram uma maior prevalência de vírus do gênero Flavivirus nos 

mosquitos coletados, os quais causam dengue, febre amarela e Zika. Não há evidências 

documentadas de transmissão local de Nairovirus no Rio de Janeiro, porém, tivemos a detecção 

desse vírus em um mosquito coletado. O controle vetorial, embora seja o método de escolha no 

combate às arboviroses, é difícil de ser realizado devido à alta taxa de reprodução dos mosquitos 

e sua grande capacidade de adaptação, por isso, é de extrema importância o monitoramento e 

identificação dos arbovírus circulantes em uma região 

 



 2 

 

2. Introdução 

 As doenças infecciosas são um grande problema de saúde pública global e 

segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) mais de 700.000 mortes por 

doenças infecciosas são relacionadas a doenças transmitidas por vetores(1).  Além 

disso, estima-se que a transmissão por vetores está associada com cerca de um terço 

das doenças infecciosas emergentes(1). Entre estas doenças estão as arboviroses, que 

são doenças virais e podem acometer tanto seres humanos quanto animais, sendo 

transmitidos por artrópodes, como por exemplo mosquitos dos gêneros Aedes, Culex, 

Anopheles e Mansonia(2). Os arbovírus (arthropod-borne virus) são vírus de RNA com 

mais de 500 espécies descritas, onde aproximadamente 150 espécies estão 

relacionadas a doenças, pertencentes a cinco famílias virais, Flaviviridae, Togaviridae, 

Reoviridae, Bunyaviridae e Rhabdoviridae (3,4).   

A família Flaviviridae é composta por vírus de RNA de fita simples, dividida em 

três gêneros, Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. Entre os flavivírus, mais de 30 

espécies são associadas a encefalites e febres hemorrágicas em humanos e animais, 

destacando-se o vírus da dengue (DENV1-4)(5), Zika vírus (ZKV)(6), vírus da febre 

amarela (YFV)(7), vírus da encefalite de Saint Louis (SLEV)(8), vírus da encefalite 

japonesa (JEV)(8) e vírus do Oeste do Nilo (WNV)(8,9). 

 Por outro lado, Togaviridae é uma pequena família composta por vírus de RNA 

de fita simples. Anteriormente possuía dois gêneros, Alphavirus e Rubivirus, porém 

recentemente este último passou a pertencer à família Matonaviridae(10). O gênero 

Alphavirus tem diversas espécies associadas a doenças em seres humanos e animais, 

destacando-se o vírus da Chikungunya (CHKV)(9), vírus Mayaro (MAYV)(11) e vírus 

associados a encefalites equinas (EE), como o vírus da EE do leste (EEE), EE do oeste 

(WEE) e a EE venezuelana (VEE)(9,12,13). 
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 A família Reoviridae é a maior família de vírus de dsRNA, dividido em 15 gêneros 

apresentam o genoma composto de 9, 10, 11 ou 12 segmentos. Os vírus do gênero 

Orthoreovius e Orbivirus causam doenças em animais de interesse econômico, como 

aves, equinos e bovinos, como por exemplo o vírus da língua azul (BTV)(14). 

 A família Bunyaviridae é composta por vírus de fita simples de RNA negativa que 

se dividem em quatro gêneros que promovem infecção em animais: Orthobunyavirus, 

Phlebovirus, Nairovirus e Hantavirus, Dentre os principais estão o vírus da febre de Rift 

Valley (RVFV)(15), o vírus Oroupouche (OROV)(16), e os vírus de maior causa de 

encefalites no grupo de encefalites da Califórnia como o vírus da encefalite Californiana, 

o vírus La Crosse, o vírus Jamestown Canyon e o vírus Tahyna(9). 

 Os vírus da família Rhabdoviridae, são vírus de RNA fita simples negativa que 

podem infectar humanos e animais(17,18).  Entre eles, o vírus da estomatite vesicular 

(VSV) é considerado um arbovírus e acomete principalmente animais como bovinos, 

equinos e suínos, sendo transmitido pelo flebotomíneo Lutzomyia shannoni(19). 

 Entre as arboviroses, a dengue constitui um grande problema de saúde pública 

no Brasil. Segundo dados apresentados pelo Ministério da Saúde, o país registrou 

1.544.987 casos de dengue em 2019, o que corresponde a um aumento de 488% em 

relação ao ano anterior. Em 2020, foram notificados 987.173 casos prováveis de 

dengue, porém essa diminuição pode estar associada a pandemia de COVID-19, como 

mobilização das equipes de vigilância epidemiológica para o enfrentamento da 

pandemia e o receio da população em procurar atendimento nas unidades básicas de 

saúde, o que pode ter levado a uma subnotificação (20). 

Adicionalmente, estudos recentes relatam a introdução e emergência (ou 

reemergência) de arbovírus no Brasil e no mundo que podem afetar a saúde humana e 

animal(21,22), que podem estar associados a fatores ambientais, como umidade, 
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temperatura, os quais favorecem o aumento da população de mosquitos, aumentando 

o potencial de disseminação dos arbovírus(23–25).  

 Desta forma, o monitoramento de arbovírus endêmicos como DENV, ZIKV, YFV, 

entre outros e a identificação e caracterização de novas espécies ou espécies 

emergentes é de extrema importância para a saúde pública e para a economia global, 

devido a seu potencial de rápida disseminação, uma vez que os vetores destes vírus, 

como por exemplo, o mosquito Aedes aegypti, possuem um alto grau de adaptação e 

podem se reproduzir rapidamente(24), aumentando a probabilidade de infecções em um 

curto período de tempo, como ocorreu com o surto epidêmico de ZKV que ocorreu no 

Brasil entre 2014 e 2015, que além dos quadros clínicos já conhecidos, como febre 

baixa, erupções cutâneas, dor de cabeça, dor nas articulações, dor muscular, mal-estar 

geral, está associada a síndrome de Guillain-Barré e a malformações do sistema 

nervoso central ao nascimento, incluindo microcefalia(26). 

 Assim, o desenvolvimento de novas metodologias para o diagnóstico e 

identificação de arbovírus podem auxiliar na vigilância epidemiológica e, 

consequentemente, na prevenção de novos surtos.  

 

3. Objetivo Geral 

 Este estudo visa realizar a validação de uma metodologia de detecção 

simultânea de diferentes arbovírus através de RT-qPCR multiplex, utilizando painel 

desenvolvido pelos colaboradores da Kansas State University. Adicionalmente, será 

desenvolvido um painel para o sequenciamento do genoma viral para identificação de 

arbovírus, que poderá auxiliar na vigilância epidemiológica de arbovírus emergentes e 

reemergentes de interesse de saúde humana e animal. 
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3.1. Objetivos Específicos 

⮚ Padronizar e identificar os 4 diferentes gêneros de arbovírus (Flavivírus, 

Aplhavírus, Bunyavírus e Orbivírus) presentes nos mosquitos coletados via PCR 

multiplex. 

⮚ Padronizar e identificar os mosquitos positivos para arbovírus de acordo com 

com seus respectivos gêneros (Aedes sp, Culex sp. e Anopheles sp) via PCR 

multiplex. 

⮚ Desenvolver um painel para o sequenciamento do genoma viral com o objetivo 

de identificar os diferentes arbovírus de interesse de saúde pública e associados 

a zoonoses, por meio de sequenciamento de nova geração (NGS). 

⮚ Identificar as espécies de arbovírus detectados nos mosquitos coletados na 

pesquisa utilizando o painel para sequenciamento de nova geração (NGS) 

desenvolvido durante o projeto. 

 

4. Material e Métodos 

4.1. Coleta de mosquitos  

As coletas de mosquitos foram realizadas na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. 

Primeiramente, investigamos a presença de mosquitos visitando quatro parques 

municipais (áreas verdes de remanescentes de Mata Atlântica ao redor de locais 

urbanizados), em diferentes partes da cidade: Parque Campo de Santana (região 

central), Parque Lage (região sul), Parque Quinta da Boa Vista (regiões norte) e Parque 

Chico Mendes (região oeste). Em dois desses locais, Parque Campo de Santana e 

Parque Quinta da Boa Vista, foi observada uma alta incidência de mosquitos, 
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provavelmente devido à presença de criadouros transitórios, como recipientes plásticos 

e latas. Ambos os parques são muito arborizados e com grande circulação de pessoas.  

Os mosquitos foram coletados com um aspirador elétrico e os sacos de coleta 

foram cuidadosamente transportados para o laboratório. Em seguida, os mosquitos 

foram separados dos demais insetos, identificados e armazenados em freezer a -80ºC 

até o processamento. Embora o aspirador seja um método eficiente para coletar 

mosquitos, animais indesejáveis, como aranhas, também ficaram presos no saco de 

coleta, prejudicando e matando a maioria dos mosquitos antes da separação no 

laboratório. Por isso, num segundo momento, passamos a utilizar armadilhas CDC 

iscadas com gelo seco instaladas em árvores por pelo menos quatro horas. Em seguida, 

para a realização da primeira triagem dos mosquitos, o saco de coleta foi incubado em 

gelo seco por aproximadamente 2 minutos e 10-15 mosquitos com características 

macroscópicas semelhantes foram armazenados em frascos em gelo seco até o 

armazenamento em freezer a -80ºC.  

A segunda rodada de coletas foi realizada em áreas não urbanizadas. O primeiro 

local foi o bairro Amaral em Nova Iguaçu, Brasil, que está localizado entre as áreas 

rurais e urbanas desta cidade e com alta incidência de mosquitos. A primeira coleta foi 

realizada durante o dia, porém, apenas alguns mosquitos foram capturados. Em 

seguida, foram realizadas coletas no final da tarde/noite, das 16h às 10h. Para isso, as 

armadilhas foram instaladas no quintal de uma casa com várias árvores e uma porção 

de Mata Atlântica preservada, localizada próxima a um local de criação de gado. 

Também observamos pequenos animais, como primatas e marsupiais, no entorno do 

local de coleta. A segunda área de coleta foi realizada na Mata Atlântica da Tijuca em 

dois locais distintos: local A (22.956547, -43.264528) e local B (-22.956241, -

43.227960). Ambos os locais possuem cachoeiras, animais silvestres e grande 

circulação de pessoas. Foram realizadas duas coletas no sítio A (uma durante o dia e 

outra durante a noite), e uma coleta à tarde no sítio B.  
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4.2 Identificação morfológica dos mosquitos individuais 

Cada mosquito coletado foi fotografado em posição anatômica lateral, e as asas 

de cada mosquito foram retiradas e armazenadas em lâminas para observação, tendo 

em conta as características anatômicas e morfológicas de importância taxonômica. 

 

4.3 Extração de DNA e RNA total  

A extração de RNA e DNA foi realizada utilizando reagentes desenvolvidos 

internamente pelo Laboratório de Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clínicas 

UNESP- Botucatu, com um protocolo desenvolvido internamente para extração 

automatizada utilizando o “DNA and RNA Extrator - EXTRACTA 96” (Loccus). Essa 

estratégia é muito importante para a padronização de extrações mais homogêneas, já 

que a detecção de material viral em mosquitos coletados individualmente é bastante 

baixa e pode variar entre cada mosquito coletado. 

Os mosquitos foram homogeneizados no aparelho Precellys 24 (Bertin 

Tecnologies) utilizando 200µL de tampão de lise com 2 esferas de vidro (5mm) durante 

20 seg a 6000 rpm por 2 vezes. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma 

placa de 96 poços para a extração utilizando beads SPRI no aparelho de extração 

automatizado (DNA and RNA Extrator - EXTRACTA 96, Loccus), o DNA e o RNA foram 

eluídos em 60µL de água ultrapura e armazenados a -80ºC.  

 

4.4 Detecção de arbovírus nos mosquitos por RT-qPCR  

O desenvolvimento do painel proposto, que seria realizado pelos colaboradores 

da Kansas State University, não foi possível de ser realizado. Dessa forma, seguimos 

com uma pesquisa na literatura, na qual encontramos um trabalho anterior realizado por 

Villinger e colaboradores no Quênia em 2017(27), que descreveu primers funcionais 
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para a detecção dos gêneros virais Phlebovirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, 

Alphavirus, Flavivirus e Thogotovirus (Tabela 1). Adicionalmente, como controles 

positivos, foram utilizados templates (oligos de cadeia dupla), representando os 

amplicons gerados a partir do anelamento destes primers utilizando genomas de 

referência (Figura 1, Tabela 2).  

Tabela 1. Os primers descritos por Villinger e colegas, publicados 
na revista Molecular Ecology Resources (2017) para a detecção de 
arbovírus de importância médica e veterinária.  

 

 

 

 

Figura 1. A figura mostra um exemplo do anelamento dos iniciadores Bunya grupo F e Bunya 
grupo R no segmento S do genoma do vírus Bunyamwera. No entanto, foi efetuado o mesmo 
procedimento para todos os iniciadores mencionados. Utilizando a plataforma “SnapGene”, o 
anelamrnto dos primers descritos por Villinger et al., 2017 (marcações roxas) foi realizado em 
diferentes genomas de referência (linha preta), resultando num amplicon (destacado a 
vermelho). Cada amplicon mostrado nesta imagem foi sintetizado artificialmente e será usado 
para a validação e padronização da detecção de arbovírus em mosquitos individuais. 
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Tabela 2. Os modelos de oligonucleotídeos usados como controles positivos na RT-qPCR. 

 

Dessa forma, optamos por utilizar esses mesmos primers descritos nesse 

trabalho, porém, adicionando os adaptadores Illumina nas extremidades, com intuito de 

já deixar essas amostras encaminhadas para o sequenciamento. Além disso, para a 

utilização dos templates como parâmetros positivos na análise de detecção dos gêneros 

virais selecionados, realizamos um ensaio de diluição seriada para obter uma 

concentração ideal (mimetizando a concentração encontrada nos mosquitos de campo) 

através de uma reação de qPCR. Para isso, primeiramente infectamos os mosquitos 

Aedes aegypti, linhagem Rockefeller, usando sobrenadante celular C636 infectado com 

DENV-4, e após extração do material genético, detectamos a presença viral utilizando 

os primers F- 5TCGGAAGCTTGCTTAACACA3 e R- 5TAACCGATGTTTGGC3 e o kit 

GoTaq 1-Step RT-qPCR System da Promega no aparelho QuastStudio3 

(ThermoFisher) (Figura 2). Nesses mosquitos infectados o valor médio de cycle 

threshold (CT) obtido foi 29. Dessa forma, fizemos diversas diluições dos parâmetros 

positivos e selecionamos a concentração que mais se aproximava do CT encontrado 

nos mosquitos infectados. Estas concentrações variaram para cada modelo viral, 

oscilando, em média, entre 0,00010 ng/µL e 4,23 x 10-7 ng/µL. 

Gênero Gene alvo  Genoma de 
Referência 

Coordenada
s 

Tipologia viral Tamanho 
(pb) 

Phlebovirus NP 
 (S segmento) 

NC_014395 1549-1220 Rift Valley fever vírus segment 373 

Nairovírus RdRp 
 (L segmento) 

NC_005301 1-214 Febre hemorrágica da Crimeia-Congo  212 

Orthobunyavirus NP  
(S segmento) 

NC_001927 114-363 Bunyamwera vírus segmento S  
259 

Alphavirus nsP4 KC344501.1 6988-7125 Encefalite equina venezuelana/Mosquito 
pool/MEX/MX10-95M11/2010/IE 

139 

Flavivirus nsP5 NC_009942 9097-9305 West Nile vírus linhagem 1 209 

Thogotovirus  M 
 (segmento 6) 

NC_006504 486-797 Thogoto vírus linhagem 6 312 

Thogotovirus  NP 
 (segmento 5) 

M17435 1024-1125 Gene nucleoproteina de Dhorivirus, 
completo  

102 
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Figura 2. A figura esquemática ilustra o processo de infecção laboratorial de mosquitos Ae. 

aegypti usando sobrenadante celular C636 infectado com DENV-4, o processo de 

quantificação e detecção do material genético viral extraído. 

 

Padronizamos a RT-qPCR para detectar os 6 gêneros virais usando diferentes 

concentrações dos primers e temperaturas de anelamento, conforme descrito na tabela 

3. A reação foi realizada com 4 µL de amostra e controle positivo previamente 

padronizado usando o kit GoTaq 1-Step RT-qPCR System da Promega conforme 

manual de instruções, a RT-qPCR foi realizada no aparelho QuastStudio3 

(ThermoFisher). 
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Tabela 3. Descrição dos primers utilizados na RT-qPCR para cada 
gênero viral com suas respectivas temperaturas de anelamento e 
concentrações na reação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Identificação de arbovírus por sequenciamento NGS  

As amostras de mosquitos que apresentaram positividade para a detecção de 

algum dos arbovírus seguiram para confirmação por sequenciamento NGS. 

Considerando que essas amostras já foram amplificadas com os adaptadores Illumina, 

seguimos com a purificação dessas amostras por beads magnéticas AMPure XP 

(Beckman Coulter) na proporção 0.9x.  Posteriormente 5 µL das amostras foram 

indexadas usando 5µL de cada index do kit Illumina Nextera XT index setA,  25µL da 

enzima NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR master mix e 10µL de água ultrapura, a 

termociclagem foi realizada em aparelho Proflex PCR System (Applied Biosystems) e 

foi da seguinte forma: desnaturação inicial a 95ºC por 30 segundos, seguido de 30 ciclos 

de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, anelamento a 55ºC por 30 segundos e 

extensão a 72ºC por 30 segundos, e extensão final a 72ºC por 5 minutos. Foi feita a 

verificação da indexação das amostras em um gel de agarose 2%, no qual pudemos 

Gênero Nome do 
Primer 

Temperatura de 
anelamento 
(ºC) 

Concentração 
na reação (nM) 

Phlebovirus Phlebo JV3a F 59.86 500 

Phlebo JV3b F 500 

Phlebo JV3 R 500 

Nairovirus Nairo L1a F 56.2 375 

Nairo L1b F 375 

Nairo L1a R 150 

Nairo L1b R 150 

Nairo L1c R 150 

Nairo L1d R 150 

Nairo L1e R 150 

Bunyamwera group 
Orthobunyavirus 

Bunya group F 58.92 167 

Bunya group R 167 

Alphavirus Vir 2052 F 58.39 400 

Vir 2052 R 400 

Flavivirus Flavi JV2a F 58.63 200 

Flavi JV2b F 125 

Flavi JV2c F 125 

Flavi JV2d F 50 

Flavi JV2a R 400 

Flavi JV2b R 100 

Thogotovirus Thogoto S6 F 60.28 300 

Thogoto S6 R 300 

Dhori S5 F 56.51 800 

Dhori S5 R 800 



 12 

 

observar que a indexação funcionou, porém, existiam algumas bandas inespecíficas. 

Dessa forma, foi realizada uma nova purificação com beads magnéticas AMPure XP 

(Beckman Coulter) na proporção 0.7x com posterior verificação em gel de agarose 2%, 

no qual pudemos observar que as amostras agora estavam adequadas para seguir para 

o sequenciamento.  

Sendo assim, essas amostras foram quantificadas usando o kit dsDNA HS assay 

(Invitrogen) e a leitura feita no aparelho Qubit. Após a quantificação, para preparação 

da biblioteca, cada amostra foi normalizada a 4 nM. Após o preparo da biblioteca, 

quantificamos esse pool em triplicata pelo Qubit novamente antes de seguir para o 

sequenciamento. O sequenciamento foi realizado usando 8 pM da nossa biblioteca 

juntamente com 20% do controle PhiX a 8 pM em uma flow cell Nano no aparelho MiSeq 

da Illumina. 

 

5. Resultados  

5.1. Coleta e identificação morfológica dos mosquitos 

Foram coletados na cidade do Rio de Janeiro 343 mosquitos em quatro 

diferentes parques ecológicos envoltos por regiões urbanizadas (Figura 3), são eles: 

Parque Chico Mendes, Parque Laje, Campo de Santana e Quinta da Boa Vista. Por 

conta do método de coleta por aspirador e o congelamento desses mosquitos, a maioria 

deles ou perdeu as asas ou então perdeu suas características anatômicas e 

morfológicas, o que impediu uma identificação clara pelo entomologista desses 

mosquitos. Dessa forma, não seguimos com a identificação morfológica e estamos 

trabalhando para identificar esses mosquitos molecularmente utilizando a região COI. 
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Figura 3. A figura mostra geograficamente os locais dos parques que foram realizadas as 

coletas de mosquito na cidade do Rio de Janeiro. 

 

5.2. Detecção de arbovírus nos mosquitos  

Após a extração de DNA e RNA de todos esses mosquitos foi realizada a análise 

por RT-qPCR para os 6 diferentes gêneros virais, nos quais pudemos observar que 225 

mosquitos (65.6% dos mosquitos coletados) não estavam infectados por nenhuma das 

arboviroses investigadas, 117 foram positivos para Flavivirus (34% dos mosquitos 

coletados) e 1 mosquito positivo para Nairovirus (0.3% dos mosquitos coletados). 

Somente essas amostras positivas seguiram para sequenciamento Illumina, o qual teve 

um número de bases sequenciadas que passaram pelo filtro de 437.08 Mbp, com 

porcentagem dessas bases com uma pontuação de qualidade de 30 ou mais (%Q≥ 30) 

de 65.98% (Figura 4), e porcentagem de clusters passando pela filtragem (%PF) de 

92.47%. As análises de todas essas sequências ainda estão em processamento, para 
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confirmação do resultado da RT-qPCR e para possível identificação desses vírus a nível 

de espécie. 

.

 

Figura 4. No gráfico de distribuição Q-score é possível verificar o número de bases por 

pontuação de qualidade, % ≥Q30 na cor verde % ≥Q20 na cor azul.  

 

  6. Discussão  

          As arboviroses são doenças virais transmitidas por artrópodes que podem afetar 

humanos e animais, constituindo um grande problema de saúde pública global. Dentre 

as arboviroses, a dengue, febre amarela, acometem seres humanos e são considerados 

epidêmicos em algumas regiões, como o Brasil.  

Adicionalmente, há uma crescente preocupação com os arbovírus emergentes 

ou reemergentes(28,29), que já causaram surtos em algumas regiões do globo, como 

por exemplo o surto de ZKV no Brasil entre 2014 e 2015(26); a introdução e 

reemergência do BTV sorotipo 8 na Europa(30) e a introdução do vírus da febre suína 

africana na Europa e na Ásia(31).  



 15 

 

No Rio de Janeiro, assim como em outras regiões tropicais e subtropicais, as 

arboviroses são endêmicas e representam um desafio contínuo para a saúde pública. 

O clima tropical favorece a proliferação do mosquito Aedes aegypti, principal vetor de 

transmissão dessas doenças, tornando o estado suscetível a surtos periódicos. 

A Dengue é a arbovirose mais prevalente na região, com surtos frequentes 

durante os meses mais quentes e chuvosos (32). Além disso, Zika e Chikungunya 

também têm sido preocupações crescentes, principalmente após a epidemia de Zika em 

2015-2016 (33), que teve um impacto significativo na saúde pública e levou a uma maior 

conscientização sobre essas doenças. 

Dessa forma, nossos resultados corroboram em parte com os dados das 

principais arboviroses na região, uma vez que mostraram uma maior prevalência de 

vírus do gênero Flavivirus nos mosquitos coletados, os quais causam dengue, febre 

amarela e Zika. Porém, nenhum Alphavirus foi detectado nesses mosquitos, os quais 

possuem vírus importantes como Chikungunya. Nesse caso, pode ser que a 

metodologia utilizada tenha falhado em detectar os vírus, uma vez que analisamos as 

amostras individualmente e a quantidade de vírus presente estava abaixo do limite de 

detecção. 

A detecção de um único mosquito positivo para Nairovirus (0.3% dos mosquitos 

coletados) indica uma prevalência muito baixa desse gênero viral na população de 

mosquitos estudados. A Febre Hemorrágica da Crimeia-Congo (CCHF) é uma doença 

viral aguda grave causada pelo vírus da CCHF, pertencente ao gênero Nairovirus. 

Embora a CCHF seja endêmica em várias partes do mundo, incluindo regiões da África, 

Europa, Ásia e Oriente Médio, casos esporádicos ou surtos podem ocorrer em áreas 

onde o vetor e os reservatórios do vírus estão presentes (34). No entanto, não há 

evidências documentadas de transmissão local da CCHF no Rio de Janeiro, Brasil. 
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Portanto, apesar de ser uma baixa prevalência, não era esperado encontrar mosquitos 

com vírus deste gênero nesta região. 

O controle vetorial, embora seja o método de escolha no combate às 

arboviroses, é difícil de ser realizado devido à alta taxa de reprodução dos mosquitos e 

sua grande capacidade de adaptação, por isso, é de extrema importância o 

monitoramento e identificação dos arbovírus circulantes em uma região. A identificação 

de arbovírus em mosquitos fornece um sistema de alerta precoce para possíveis surtos 

de doenças. A detecção oportuna permite que as autoridades de saúde respondam 

rapidamente com intervenções direcionadas, evitando o aumento de infecções e 

reduzindo a carga sobre os sistemas de saúde. A identificação do vírus nos mosquitos 

é importante para estudar os ciclos de transmissão entre eles, proporcionando melhor 

conhecimento dos fatores que influenciam a disseminação da doença, como espécies 

de mosquitos, comportamento e condições ambientais. Além disso, a detecção de 

arbovírus é relevante nas estratégias de controle de vetores vetoriais, pois dados 

precisos de detecção orientam o desenvolvimento e a implementação de estratégias 

eficazes de controle de mosquitos. Essas estratégias incluem a aplicação direcionada 

de inseticidas, agentes de controle biológico e modificação genética de mosquitos para 

reduzir sua capacidade de transmitir vírus. 
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8. Atividades realizadas no período de Pós-doutorado 

 

Avaliador em eventos 

 

1. Atuou como avaliador de trabalhos no evento XXXV Congresso de 

Iniciação Científica da Unesp, no dia 16 de Outubro de 2023. 

 

Participação em eventos 

 

2. VIII Workshop de Biotecnologia, organizado pelos alunos de Pós-

graduação em Biotecnologia, da Universidade Estadual Paulista "Júlio de 

Mesquita Filho", Instituto de Biociências, Campus de Botucatu, realizado 

de 26/06/2023 a 28/06/2023, contabilizando carga horária total de 20 

horas. (Anexo 1) 

3. WORKSHOP INTERNACIONAL EM BIOTECNOLOGIA NA SAÚDE: 

CAMINHOS DA INOVAÇÃO, realizado nos dias 20 e 21 de Outubro de 

2023 em Botucatu, São Paulo, na qualidade de ouvinte, com carga horária 

de 20 horas. (Anexo 2) 

4. 1º Encontro do Programa de Pós-Doutorado da Unesp realizado em 18 

de Abril de 2024, na cidade de São Paulo, contabilizando carga horária 

total de 8 horas. (Anexo 3) 

 

Artigo científico 

 

5. Artigo científico de revisão intitulado “The Main Arboviruses and Virus 

Detection Methods in Vectors: Current Approaches and Future 

Perspectives”, está sendo submetido na revista Pathogens. 
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ANEXO 3 
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9. Comentários do Supervisor 

    Este relatório demonstra a competência e dedicação da aluna no campo da pesquisa 

científica. Em primeiro lugar, gostaria de destacar o interesse da aluna na profundidade 

e abrangência do conhecimento na área, que durante o período de pós-doutorado 

redigiu juntamente com colegas do laboratório uma revisão sobre as principais 

metodologias na detecção de arboviroses em vetores, intitulado “The Main Arboviruses 

and Virus Detection Methods in Vectors: Current Approaches and Future Perspectives”, 

o qual está sendo submetido na revista “Pathogens”. A aluna mostrou-se competente 

na condução de experimentos e na interpretação de resultados. Mais importante ainda, 

ela demonstrou um compromisso em todas as etapas do processo de pesquisa. No 

momento, ela está finalizando as análises do sequenciamento das amostras e 

posteriormente redigirá o artigo científico com esses dados. Em resumo, o relatório de 

pesquisa apresentado pela aluna Nathália Mayumi Noda Nicolau, reflete seu 

compromisso com a excelência e sua contribuição significativa para o avanço do 

conhecimento em sua área.  

 

 


