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1. Resumo

Introducgdo: Os arbovirus séo virus de RNA relacionados a doengas que podem acometer tanto
seres humanos quanto animais, e séo transmitidos por artropodes. Estudos recentes relatam a
introducéo e emergéncia (ou reemergéncia) de arbovirus no Brasil e no mundo que podem afetar
a salde humana e animal, e podem estar associados a fatores ambientais, como umidade,
temperatura, os quais favorecem o aumento da populacdo de mosquitos, aumentando o potencial
de disseminagdo dos arbovirus. Assim, o desenvolvimento de novas metodologias para o
diagndstico e identificagdo de arbovirus podem auxiliar na vigilncia epidemiolégica e,
consequentemente, na prevencdo de novos surtos. Objetivo: Este estudo visa realizar a
validacdo de uma metodologia de deteccédo de 6 diferentes arbovirus através da RT-qPCR.
Metodologia: Todos os mosquitos foram coletados no Rio de Janeiro e fotografados em posicéo
anatdmica lateral, as asas foram retiradas e armazenadas em laminas para observacé@o das
caracteristicas anatémicas e morfoldgicas de importancia taxondmica. A extracdo de RNA e DNA
foi realizada utilizando beads SPRI no aparelho de extracdo automatizado (DNA and RNA
Extrator, Loccus). Foram utilizados primers da literatura para os 6 géneros de interesse, porém,
adicionando os adaptadores lllumina nas extremidades, com intuito de ja deixar essas amostras
encaminhadas para o sequenciamento. Foi feita a utilizacdo de parametros positivos na analise
de deteccdo dos géneros virais selecionados. A reacgéo foi realizada com 4 pL de amostra e
controle positivo previamente padronizado usando o kit GoTaq 1-Step RT-gPCR System da
Promega conforme manual de instrugfes, a RT-gPCR foi realizada no aparelho QuastStudio3. As
amostras de mosquitos que apresentaram positividade para a deteccdo de algum dos arbovirus
seguiram para confirmacgé&o por sequenciamento NGS em uma flow cell Nano no aparelho MiSeq
da lllumina. Resultados: Foram coletados na cidade do Rio de Janeiro 343 mosquitos em quatro
diferentes parques ecoldgicos: Parque Chico Mendes, Parque Laje, Campo de Santana e Quinta
da Boa Vista. ApGs a extracdo de DNA e RNA, foi realizada a andlise por RT-gPCR para os 6
diferentes géneros virais, nos quais pudemos observar que 225 mosquitos (65.6% dos mosquitos
coletados) ndo 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 lllumina, o qual teve um nimero de bases sequenciadas que passaram pelo
filtro de 437.08 Mbp, com porcentagem dessas bases com uma pontuacao de qualidade de 30 ou
mais (%Q= 30) de 65.98%, e porcentagem de clusters passando pela filtragem (%PF) de 92.47%.
Discusséo: Nossos resultados corroboram em parte com os dados das principais arboviroses na
regido, uma vez que mostraram uma maior prevaléncia de virus do género Flavivirus nos
mosquitos coletados, os quais causam dengue, febre amarela e Zika. Ndo ha evidéncias
documentadas de transmissao local de Nairovirus no Rio de Janeiro, porém, tivemos a deteccao
desse virus em um mosquito coletado. O controle vetorial, embora seja 0 método de escolha no
combate as arboviroses, € dificil de ser realizado devido a alta taxa de reprodugéo dos mosquitos
e sua grande capacidade de adaptacéo, por isso, é de extrema importancia o monitoramento e

identificacé@o dos arbovirus circulantes em uma regiao



2. Introducéo

As doencgas infecciosas sdo um grande problema de saude publica global e
segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mais de 700.000 mortes por
doencgas infecciosas séo relacionadas a doencas transmitidas por vetores(l). Além
disso, estima-se que a transmissdo por vetores esta associada com cerca de um terco
das doencas infecciosas emergentes(1). Entre estas doencas estéo as arboviroses, que
sdo doencas virais e podem acometer tanto seres humanos quanto animais, sendo
transmitidos por artrépodes, como por exemplo mosquitos dos géneros Aedes, Culex,
Anopheles e Mansonia(2). Os arbovirus (arthropod-borne virus) sao virus de RNA com
mais de 500 espécies descritas, onde aproximadamente 150 espécies estdo
relacionadas a doencas, pertencentes a cinco familias virais, Flaviviridae, Togaviridae,

Reoviridae, Bunyaviridae e Rhabdoviridae (3,4).

A familia Flaviviridae é composta por virus de RNA de fita simples, dividida em
trés géneros, Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. Entre os flavivirus, mais de 30
espécies sdo associadas a encefalites e febres hemorragicas em humanos e animais,
destacando-se o virus da dengue (DENV1-4)(5), Zika virus (ZKV)(6), virus da febre
amarela (YFV)(7), virus da encefalite de Saint Louis (SLEV)(8), virus da encefalite

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

Por outro lado, Togaviridae é uma pequena familia composta por virus de RNA
de fita simples. Anteriormente possuia dois géneros, Alphavirus e Rubivirus, porém
recentemente este Ultimo passou a pertencer a familia Matonaviridae(10). O género
Alphavirus tem diversas espécies associadas a doencas em seres humanos e animais,
destacando-se o virus da Chikungunya (CHKV)(9), virus Mayaro (MAYV)(11) e virus
associados a encefalites equinas (EE), como o virus da EE do leste (EEE), EE do oeste

(WEE) e a EE venezuelana (VEE)(9,12,13).



A familia Reoviridae é a maior familia de virus de dsRNA, dividido em 15 géneros
apresentam o0 genoma composto de 9, 10, 11 ou 12 segmentos. Os virus do género
Orthoreovius e Orbivirus causam doencas em animais de interesse econdmico, como

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

A familia Bunyaviridae é composta por virus de fita simples de RNA negativa que
se dividem em quatro géneros que promovem infeccdo em animais: Orthobunyavirus,
Phlebovirus, Nairovirus e Hantavirus, Dentre os principais estao o virus da febre de Rift
Valley (RVFV)(15), o virus Oroupouche (OROV)(16), e os virus de maior causa de
encefalites no grupo de encefalites da Califérnia como o virus da encefalite Californiana,

o0 virus La Crosse, o0 virus Jamestown Canyon e o virus Tahyna(9).

Os virus da familia Rhabdoviridae, sdo virus de RNA fita simples negativa que
podem infectar humanos e animais(17,18). Entre eles, o virus da estomatite vesicular
(VSV) é considerado um arbovirus e acomete principalmente animais como bovinos,

equinos e suinos, sendo transmitido pelo flebotomineo Lutzomyia shannoni(19).

Entre as arboviroses, a dengue constitui um grande problema de saude publica
no Brasil. Segundo dados apresentados pelo Ministério da Saude, o pais registrou
1.544.987 casos de dengue em 2019, o que corresponde a um aumento de 488% em
relagdo ao ano anterior. Em 2020, foram notificados 987.173 casos provaveis de
dengue, porém essa diminui¢cdo pode estar associada a pandemia de COVID-19, como
mobilizacdo das equipes de vigilancia epidemiologica para o enfrentamento da
pandemia e o receio da populacdo em procurar atendimento nas unidades basicas de

saude, o que pode ter levado a uma subnotifica¢éo (20).

Adicionalmente, estudos recentes relatam a introdugdo e emergéncia (ou
reemergéncia) de arbovirus no Brasil e no mundo que podem afetar a satde humana e

animal(21,22), que podem estar associados a fatores ambientais, como umidade,



temperatura, os quais favorecem o aumento da populacdo de mosquitos, aumentando

o potencial de disseminagéo dos arbovirus(23-25).

Desta forma, o monitoramento de arbovirus endémicos como DENV, ZIKV, YFV,
entre outros e a identificagdo e caracterizacdo de novas espécies ou especies
emergentes é de extrema importancia para a saude publica e para a economia global,
devido a seu potencial de rapida disseminacdo, uma vez que os vetores destes virus,
como por exemplo, o mosquito Aedes aegypti, possuem um alto grau de adaptacgéo e
podem se reproduzir rapidamente(24), aumentando a probabilidade de infecgcdes em um
curto periodo de tempo, como ocorreu com o surto epidémico de ZKV que ocorreu no
Brasil entre 2014 e 2015, que além dos quadros clinicos jA conhecidos, como febre
baixa, erupgdes cutaneas, dor de cabeca, dor nas articulages, dor muscular, mal-estar
geral, est4 associada a sindrome de Guillain-Barré e a malformac¢des do sistema

nervoso central ao nascimento, incluindo microcefalia(26).

Assim, o desenvolvimento de novas metodologias para o diagndstico e
identificacdo de arbovirus podem auxiliar na vigilancia epidemiolégica e,

consequentemente, na prevencao de novos surtos.

3. Objetivo Geral

Este estudo visa realizar a validacdo de uma metodologia de deteccéo
simultanea de diferentes arbovirus através de RT-gPCR multiplex, utilizando painel
desenvolvido pelos colaboradores da Kansas State University. Adicionalmente, sera
desenvolvido um painel para o sequenciamento do genoma viral para identificacdo de
arbovirus, que podera auxiliar na vigilancia epidemiol6gica de arbovirus emergentes e

reemergentes de interesse de saude humana e animal.



3.1. Objetivos Especificos

> Padronizar e identificar os 4 diferentes géneros de arbovirus (Flavivirus,
Aplhavirus, Bunyavirus e Orbivirus) presentes nos mosquitos coletados via PCR

multiplex.

> Padronizar e identificar os mosquitos positivos para arbovirus de acordo com
com seus respectivos géneros (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 arbovirus de interesse de saude publica e associados

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

> ldentificar as espécies de arbovirus detectados nos mosquitos coletados na
pesquisa utilizando o painel para sequenciamento de nova geracdo (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 presenca de mosquitos visitando quatro parques
municipais (areas verdes de remanescentes de Mata Atlantica ao redor de locais
urbanizados), em diferentes partes da cidade: Parque Campo de Santana (regido
central), Parque Lage (regido sul), Parque Quinta da Boa Vista (regides norte) e Parque
Chico Mendes (regido oeste). Em dois desses locais, Parque Campo de Santana e

Parque Quinta da Boa Vista, foi observada uma alta incidéncia de mosquitos,



provavelmente devido a presencga de criadouros transitérios, como recipientes plasticos

e latas. Ambos os parques sdo muito arborizados e com grande circulacdo de pessoas.

Os mosquitos foram coletados com um aspirador elétrico e 0os sacos de coleta
foram cuidadosamente transportados para o laboratério. Em seguida, 0os mosquitos
foram separados dos demais insetos, identificados e armazenados em freezer a -80°C
até o processamento. Embora o aspirador seja um método eficiente para coletar
mosquitos, animais indesejaveis, como aranhas, também ficaram presos no saco de
coleta, prejudicando e matando a maioria dos mosquitos antes da separacao no
laborat6rio. Por isso, num segundo momento, passamos a utilizar armadilhas CDC
iscadas com gelo seco instaladas em arvores por pelo menos quatro horas. Em seguida,
para a realizagdo da primeira triagem dos mosquitos, o saco de coleta foi incubado em
gelo seco por aproximadamente 2 minutos e 10-15 mosquitos com caracteristicas
macroscopicas semelhantes foram armazenados em frascos em gelo seco até o

armazenamento em freezer a -80°C.

A segunda rodada de coletas foi realizada em areas nédo urbanizadas. O primeiro
local foi o bairro Amaral em Nova lguagu, Brasil, que esta localizado entre as areas
rurais e urbanas desta cidade e com alta incidéncia 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 as 10h. Para isso, as
armadilhas foram instaladas no quintal de uma casa com varias arvores e uma porgao
de Mata Atlantica preservada, localizada proxima a um local de criacdo de gado.
Também observamos pequenos animais, como primatas e marsupiais, no entorno do
local de coleta. A segunda area de coleta foi realizada na Mata Atlantica 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
circulacdo de pessoas. Foram realizadas duas coletas no sitio A (uma durante o dia e

outra durante a noite), e uma coleta a tarde no sitio B.



4.2 Identificacdo morfolégica dos mosquitos individuais

Cada mosquito coletado foi fotografado em posicdo anatdmica lateral, e as asas
de cada mosquito foram retiradas e armazenadas em laminas para observacéao, tendo

em conta as caracteristicas anatémicas e morfolégicas de importancia taxonémica.

4.3 Extracdo de DNA e RNA total

A extragcdo de RNA e DNA foi realizada utilizando reagentes desenvolvidos
internamente pelo Laboratério de Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clinicas
UNESP- Botucatu, com um protocolo desenvolvido internamente para extracdo
automatizada utilizando o “DNA and RNA Extrator - EXTRACTA 96" (Loccus). Essa
estratégia € muito importante para a padronizacéo de extracdes mais homogéneas, ja
gue a deteccdo 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 200uL de tampéao 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 pocos para a extracdo utilizando beads SPRI no aparelho de extracao
automatizado (DNA and RNA Extrator - EXTRACTA 96, Loccus), o DNA e o RNA foram

eluidos em 60puL de agua ultrapura e armazenados a -80°C.

4.4 Deteccdao de arbovirus nos mosquitos por RT-qPCR

O desenvolvimento do painel proposto, que seria realizado pelos colaboradores
da Kansas State University, ndo foi possivel de ser realizado. Dessa forma, seguimos
com uma pesquisa na literatura, na qual encontramos um trabalho anterior realizado por

Villinger e colaboradores no Quénia em 2017(27), que descreveu primers funcionais



para a deteccdo dos géneros 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

referéncia (Figura 1, Tabela 2).

Tabela 1. Os primers descritos por Villinger e colegas, publicados
na revista Molecular Ecology Resources (2017) para a detec¢éo de
arbovirus de importancia médica e veterinaria.

Genus Primer names  Primer sequence

Phichovirus Phlebo [ViaF S AGTTTGCTTATCAAGGGTTTGATGC-3
Phlebo J¥3b F SSGAGTTTGCTTATCAACGOGTTTGACC-S'
Phlebo JV3 R F-COGGCAAAGCTGGOGTGCAT-F

Nairovirus Maire L1aF SLTCTC AAAGATATCAATCCCCCCITTACCC-3
Mairo L1b F SUTCTC AA AGACATCAATCCCCCTTWTCCC-
Mairo L 1a R SLCTATRCTGTGRTAGAAGCAGTTCCCATC-3'
Mairo L1b R SLGCAATACTATCATAAAAACAATTMCCATCAC-Y
Maira L1cR SCAATGCTGTGRTARAARCAGTTGOCATC-¥
Mairo L 1d R SLOCAATGCTATGGTAG AAACAGTTTCCATC-Y
Maire L1e R SSCRAKGCTCTOGTAAAACGCAGTTRCCATC-Y

Bunyamwera group Bunya groupF  5-CTGCTAACACCAGCAGTACTTITGACY
Orthobunyanvirus Bunya group R 5-TGCAGGGTAAGACCATCGTCAGGAACTG-
Alphavirus Vir 2052 F 5-TOOCGCTATGATGAAATCTGGAATGTT-F
Vir 2052 R S-TACGATGTTGTCGTCGCUGATGAA-Y
Flavivirus Flavi [V2a F S-AGYMGHGCOCATHTGGTWCATGTGG-3

Flavi [W2ZbF 5-AGCCGY GUCATHTGGTATATGTGG-S
Flavi [W2cF F-AGYCOGMGCAATHTGGTACATGTGG-Y
Flavi [WV2d F 5-AGTAGAGCTATATOCTACATOTGG-3
Flavi [W2a R S-GTRTCOCADCCDGCDGTRTCATC-3
Flavi [WV2b R FGTRTCOCAKCCWOCTGTGTOGTC-3

-

Thegof ot s Thogoto 56 F SLCATCACACYCCTTCTCCAGTOCETCT-¥
Thogoto 56 R F-RACTTTRTTGCTGACGTTCTTG AGGAC-Y
Dhaori S5F SLCGAGGAAGAGCAAAGGAAAGY
Dhori S5 R 5-GTOOCCCOCTCTCOGETTT-3
|Burvya group F (114 ., 139) Bunya group R (336 .. 363)
2007 2007 00T 8007

Bunya C+ {259 bp)

NC_001927.1 ¥ a virus S,
961 bp

Figura 1. A figura mostra um exemplo do anelamento dos iniciadores Bunya grupo F e Bunya
grupo R no segmento S do genoma do virus 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 (marcac8es roxas) foi realizado em
diferentes genomas de referéncia (linha preta), resultando num amplicon (destacado a
vermelho). Cada amplicon mostrado nesta imagem foi sintetizado artificialmente e serd usado
para a validacao e padronizacéo da detec¢éo de arbovirus em mosquitos individuais.



Tabela 2. Os modelos de oligonucleotideos usados como controles positivos na RT-gqPCR.

Género Gene alvo Genomade  Coordenada Tipologia viral Tamanho
Referéncia s (pb)
Phlebovirus NP NC_014395 1549-1220 Rift Valley fever virus segment 373
(S segmento)
Nairovirus RdRp NC_005301 1-214 Febre hemorragica da Crimeia-Congo 212
(L segmento)
Orthobunyavirus NP NC_001927 114-363 Bunyamwera virus segmento S
(S segmento) 259
Alphavirus nsP4 KC344501.1 6988-7125 Encefalite equina venezuelana/Mosquito 139
pool/MEX/MX10-95M11/2010/IE
Flavivirus nsP5 NC_009942 9097-9305 West Nile virus linhagem 1 209
Thogotovirus M NC_006504 486-797 Thogoto virus linhagem 6 312
(segmento 6)
Thogotovirus NP M17435 1024-1125 Gene nucleoproteina de Dhorivirus, 102

(segmento 5) completo

Dessa forma, optamos por utilizar esses mesmos primers descritos nesse
trabalho, porém, adicionando os adaptadores lllumina nas extremidades, com intuito de
ja deixar essas amostras encaminhadas para o sequenciamento. Além disso, para a
utilizacao dos templates como parametros positivos na andlise de deteccdo dos géneros
virais selecionados, realizamos um ensaio de diluicdo seriada para obter uma
concentracao ideal (mimetizando a concentra¢do encontrada nos mosquitos de campo)
através de uma reacdo de qPCR. Para isso, primeiramente infectamos 0os mosquitos
Aedes aegypti, linhagem Rockefeller, usando sobrenadante celular C636 infectado com
DENV-4, e ap6s extracdo do material genético, detectamos a presenca viral utilizando
os primers F- 5TCGGAAGCTTGCTTAACACAS e R- 5TAACCGATGTTTGGCS e o kit
GoTag 1-Step RT-gPCR 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 diluicdes dos parametros
positivos e selecionamos a concentragdo que mais se aproximava do CT encontrado
nos mosquitos infectados. Estas concentracbes variaram para cada modelo viral,

oscilando, em média, entre 0,00010 ng/uL e 4,23 x 107 ng/uL.



10

Cellular supernatant - )
C636 cells infected with Extractor RNA/DNA kit
‘ DENV4 inhouse

J Liz

l:l
S~
N

Positive

|

Threshold

Fluorescence

Negative

Cycles

Engorgedfemales Separated TTETTTTTLTTd (:l TTTTTETITTt

in lysis buffer (in-house) + .
homogenization °

Figura 2. A figura esquemadtica ilustra o processo de infec¢éo laboratorial de mosquitos Ae.
aegypti usando sobrenadante celular C636 infectado com DENV-4, o processo de

guantificacdo e deteccdo do material genético viral extraido.

Padronizamos a RT-gPCR para detectar os 6 géneros virais usando diferentes
concentracoes dos primers e temperaturas de anelamento, conforme descrito na tabela
3. A reacdo foi realizada com 4 pL de amostra e controle positivo previamente
padronizado usando o kit GoTaq 1-Step RT-gPCR System da Promega conforme
manual de instrucbes, a RT-gPCR foi realizada no aparelho QuastStudio3

(ThermoFisher).
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Tabela 3. Descricdo dos primers utilizados na RT-qPCR para cada
género viral com suas respectivas temperaturas de anelamento e
concentracdes na reacgéo.

Género

Phlebo JV3a F 59.86 500
Phlebo JV3b F 500
Phlebo JV3 R 500
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
Bunya group F 58.92 167
Bunya group R 167
Vir 2052 F 58.39 400
Vir 2052 R 400
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
Thogoto S6 F 60.28 300
Thogoto S6 R 300
Dhori S5 F 56.51 800
Dhori S5 R 800

4.5 ldentificac&o de arbovirus por sequenciamento NGS

As amostras de mosquitos que apresentaram positividade para a detecc¢édo de
algum dos arbovirus seguiram para confirmacdo por sequenciamento NGS.
Considerando que essas amostras ja foram amplificadas com os adaptadores lllumina,
seguimos com a purificagdo dessas amostras por beads magnéticas AMPure XP
(Beckman Coulter) na proporcdo 0.9x. Posteriormente 5 pL das amostras foram
indexadas usando 5pL de cada index do kit lllumina Nextera XT index setA, 25uL da
enzima NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR master mix e 10uL de &gua ultrapura, a
termociclagem foi realizada em aparelho Proflex PCR System (Applied Biosystems) e
foi da seguinte forma: desnaturacao inicial a 95°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos, e extensao final a 72°C por 5 minutos. Foi feita a

verificagdo da indexacdo das amostras em um gel de agarose 2%, no qual pudemos
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observar que a indexagéo funcionou, porém, existiam algumas bandas inespecificas.
Dessa forma, foi realizada uma nova purificagdo com beads magnéticas AMPure XP
(Beckman Coulter) na proporcéo 0.7x com posterior verificacdo em gel de agarose 2%,
no qual pudemos observar que as amostras agora estavam adequadas para seguir para

0 sequenciamento.

Sendo assim, essas amostras foram quantificadas usando o kit dSsSDNA HS assay
(Invitrogen) e a leitura feita no aparelho Qubit. Apos a quantificacdo, para preparacao
da biblioteca, cada amostra foi normalizada a 4 nM. Apo6s o preparo da biblioteca,
guantificamos esse pool em ftriplicata pelo Qubit nhovamente 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 lllumina.

5. Resultados

5.1. Coleta e identificacdo morfolégica dos mosquitos

Foram coletados na cidade do Rio de Janeiro 343 mosquitos em quatro
diferentes parques ecoldgicos envoltos por regides urbanizadas (Figura 3), sdo 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 entdo perdeu suas caracteristicas anatbmicas e
morfolégicas, o que impediu uma identificacdo clara pelo entomologista desses
mosquitos. Dessa forma, ndo seguimos com a identificagdo morfoldégica e estamos

trabalhando para identificar esses mosquitos molecularmente utilizando a regido 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. Deteccdao de arbovirus nos mosquitos

Apos a extracdo de DNA e RNA de todos esses mosquitos foi realizada a analise
por RT-qPCR para os 6 diferentes géneros virais, nos quais pudemos observar que 225
mosquitos (65.6% dos mosquitos coletados) ndo 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 lllumina, o qual teve
um nuamero de bases sequenciadas que passaram pelo filtro de 437.08 Mbp, com
porcentagem dessas bases com uma pontuagao 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 analises de todas essas sequéncias ainda estdo em processamento, para



14

confirmacao do resultado da RT-gPCR e para possivel identificacdo desses virus a nivel

de espécie.

% >= Q30
2801M
65.9%

=

o

£

=

ks

Q Score

Figura 4. No grafico de distribuicdo Q-score é possivel verificar o numero de bases por
pontuagéo de qualidade, % =Q30 na cor verde % =Q20 na cor azul.

6. Discussao
As arboviroses sao doencgas virais transmitidas por artropodes que podem afetar
humanos e animais, constituindo um grande problema de salde publica global. Dentre
as arboviroses, a dengue, febre amarela, acometem seres humanos e sdo considerados

epidémicos em algumas regibes, como o Brasil.

Adicionalmente, ha uma crescente preocupacao com o0s arbovirus emergentes
ou reemergentes(28,29), que ja causaram surtos em algumas regides do globo, como
por exemplo o surto de ZKV no Brasil entre 2014 e 2015(26); a introducdo e

reemergéncia do BTV sorotipo 8 na Europa(30) e a introducado do virus da febre suina

africana na Europa e na Asia(31).
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No Rio de Janeiro, assim como em outras regides tropicais e subtropicais, as
arboviroses sdao endémicas e representam um desafio continuo para a saude publica.
O clima tropical favorece a proliferacdo do mosquito Aedes aegypti, principal vetor de

transmissdo dessas doencas, tornando o estado suscetivel a surtos periddicos.

A Dengue é a arbovirose mais prevalente na regido, com surtos frequentes
durante os meses mais quentes e chuvosos (32). Além disso, Zika e Chikungunya
também tém sido preocupacdes crescentes, principalmente apos a epidemia de Zika em
2015-2016 (33), que teve um impacto significativo na salde publica e levou a uma maior

conscientizagé@o sobre essas doencas.

Dessa forma, nossos resultados corroboram em parte com os dados das
principais arboviroses na regido, uma vez que mostraram uma maior prevaléncia de
virus do género Flavivirus nos mosquitos coletados, 0s quais causam dengue, febre
amarela e Zika. Porém, nenhum Alphavirus foi detectado nesses mosquitos, 0s quais
possuem virus importantes como Chikungunya. Nesse caso, pode ser que a
metodologia utilizada tenha falhado em detectar os virus, uma vez que analisamos as
amostras individualmente e a quantidade de virus presente estava abaixo do limite de

deteccéo.

A deteccdo de um Unico mosquito positivo para Nairovirus (0.3% dos mosquitos
coletados) indica uma prevaléncia muito baixa desse género viral na populagdo de
mosquitos estudados. A Febre Hemorragica da Crimeia-Congo (CCHF) € uma doenca
viral aguda grave causada pelo virus da CCHF, pertencente ao género Nairovirus.
Embora a CCHF seja endémica em varias partes do mundo, incluindo regides da Africa,
Europa, Asia e Oriente Médio, casos esporadicos ou surtos podem ocorrer em areas
onde o vetor e 0s reservatérios do virus estdo presentes (34). No entanto, ndo ha

evidéncias documentadas de transmissao local da CCHF no Rio de Janeiro, Brasil.
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Portanto, apesar de ser uma baixa prevaléncia, ndo era esperado encontrar mosquitos

com virus deste género nesta regido.

O controle vetorial, embora seja 0 método de escolha no combate as
arboviroses, é dificil de ser realizado devido a alta taxa de reproducédo dos mosquitos e
sua grande capacidade de adaptagdo, por isso, € de extrema importancia o
monitoramento e identificacdo dos arbovirus circulantes em uma regido. A identificacao
de arbovirus em mosquitos fornece um sistema de alerta precoce para possiveis surtos
de doencas. A deteccdo oportuna permite que as autoridades de saldde respondam
rapidamente com intervencdes direcionadas, evitando o aumento de infeccdes e
reduzindo a carga sobre os sistemas de saude. A identificagdo do virus nos mosquitos
€ importante para estudar os ciclos de transmissao entre eles, proporcionando melhor
conhecimento dos fatores que influenciam a disseminacdo da doenca, como espécies
de mosquitos, comportamento e condicdes ambientais. Além disso, a deteccdo de
arbovirus é relevante nas estratégias de controle de vetores vetoriais, pois dados
precisos de detecgdo orientam o desenvolvimento e a implementagédo de estratégias
eficazes de controle de mosquitos. Essas estratégias incluem a aplicacdo direcionada
de inseticidas, agentes de controle biolégico e modificacdo genética de mosquitos para

reduzir sua capacidade de transmitir virus.
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8. Atividades realizadas no periodo de Pés-doutorado

Avaliador em eventos

1. Atuou como avaliador de trabalhos no evento XXXV Congresso de
Iniciacdo Cientifica da Unesp, no dia 16 de Outubro de 2023.

Participacdo em eventos

2. VIl Workshop de Biotecnologia, organizado pelos alunos de Pés-
graduacédo em Biotecnologia, da Universidade Estadual Paulista "Jalio de
Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu, realizado
de 26/06/2023 a 28/06/2023, contabilizando carga horaria total de 20
horas. (Anexo 1)

3. WORKSHOP INTERNACIONAL EM BIOTECNOLOGIA NA SAUDE:
CAMINHOS DA INOVACAO, realizado nos dias 20 e 21 de Outubro de
2023 em Botucatu, Sdo Paulo, na qualidade de ouvinte, com carga horaria
de 20 horas. (Anexo 2)

4. 1° Encontro do Programa de Pds-Doutorado da Unesp realizado em 18
de Abril de 2024, na cidade de Sdo Paulo, contabilizando carga horaria

total de 8 horas. (Anexo 3)
Artigo cientifico
5. Artigo cientifico de revisao intitulado “The Main Arboviruses and Virus

Detection Methods in Vectors: Current Approaches and Future

Perspectives”, esta sendo submetido na revista Pathogens.
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9. Comentarios do Supervisor

Este relatorio demonstra a competéncia e dedicagdo da aluna no campo da pesquisa
cientifica. Em primeiro lugar, gostaria de destacar o interesse da aluna na profundidade
e abrangéncia do conhecimento na area, que durante o periodo de pdés-doutorado
redigiu juntamente com colegas do laboratério uma revisdo sobre as principais
metodologias na detecgdo de arboviroses em vetores, intitulado “The Main Arboviruses
and Virus Detection Methods in Vectors: Current Approaches and Future Perspectives”,
0 qual estd sendo submetido na revista “Pathogens”. A aluna mostrou-se competente
na conducao de experimentos e na interpretacdo de resultados. Mais importante ainda,
ela demonstrou um compromisso em todas as etapas do processo de pesquisa. No
momento, ela esta finalizando as analises do sequenciamento das amostras e
posteriormente redigira o artigo cientifico com esses dados. Em resumo, o relatério de
pesquisa apresentado pela aluna Nathalia Mayumi Noda Nicolau, reflete seu
compromisso com a exceléncia e sua contribuicdo significativa para o avanco do

conhecimento em sua area.



