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“A Mãe Natureza está ao telefone: O que você tem feito? Não se 

esqueça que eu sou sua casa! Os vírus vêm, o fogo queima, até que os seres 

humanos aprendam com cada desastre; você não é meu mestre" (Marina 

Diamandis, Purge The Poison, 2021) 
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RESUMO 

 

 O aumento na incidência de eventos de doenças emergentes virais tem sido 

observado desde a década de 1940. Recentemente temos observado vários virus 

sendo introduzidos em novas regiões do globo, como em 2015 com a disseminação 

do Zika vírus pela América do Sul. Ainda mais recentemente, presenciamos a 

emergência de um novo corona vírus, o SARS-CoV-2, na China que rapidamente 

atingiu níveis pandêmicos. Esse tipo de evento, além de trazer preocupações no que 

diz respeito à saúde pública e economia, exige uma rápida resposta da comunidade 

cientifica, seja para o entendimento dos mecanismos que levam à doença, seja na 

busca de tratamentos contra a doença em questão. As técnicas de proteômica, 

transcriptômica e genômica mostram-se grandes aliadas após a emergência de novos 

doenças virais, pois são amplamente difundidas e é comum que sejam empregadas 

na compreensão do ciclo de replicação do vírus, a patogênese viral e para a definição 

de alvos terapêuticos para novos vírus. Estudos de transcriptômica geram grandes 

quantidades de dados que têm aplicações potenciais muito além dos objetivos 

originais de um experimento, uma vez que são armazenados em bancos de dados, 

normalmente de acesso público. Através destes dados disponíveis em banco de 

dados buscamos desenvolver um protocolo de análise integrativa de transcriptomas, 

utilizando como base para a validação deste protocolo usando dados de células 

neurais infectadas com ZIKV. Foram identificados genes diferencialmente expressos 

compartilhados. Alguns desses genes, vias e funções biológicas foram ligadas à 

neurogênese e/ou apoptose. A análise in silico integrada capaz de prever e identificar 

biomarcadores putativos a partir de diferentes dados de transcriptoma, que seriam 

úteis para o entendimento da patogênese da doença viral e para aplicação na 

identificação de candidatos antivirais. Com a emergência do SARS-CoV-2, este 

protocolo foi revistado e atualizado, com uma estratégia de deep learning para 

identificar alvos em células infectadas que possam ser inibidos por moléculas já 

aprovadas disponíveis em bibliotecas, sugerindo formas de controle da infecção por 

SARS-CoV-2. Este tipo de análise só é possível devido ao grande volume de 

informação que é gerado a partir dos estudos de transcriptômica e de virologia em 

geral. Em sala de aula muitas vezes mostra-se desafiador transferir todo esse 

conhecimento aos alunos. Um dos fatores identificados é a dificuldade de se elaborar 
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aulas práticas de virologia. Portanto, buscamos desenvolver um material didático que 

permitisse a visualização de partículas de vírus gigantes de amebas e efeitos 

citopáticos de vírus em células animais, com objetivo de afastar a virologia do campo 

abstrato da aprendizagem. Incluindo também estes vírus gigantes como modelos para 

o entendimento da coevolução ao revisar seus mecanismos de invasão nas células 

hospedeiras. 

Palavras-chaves: Análise integrativa de  transcritora, vírus emergentes,  Materiais 

de Ensino. 
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ABSTRACT 

 

The increase of the incidence of viral emerging disease events has been 

observed since the 1940s. Recently we have observed several viruses being 

introduced in new regions of the globe, for example, the spread of the Zika virus in 

South America in 2015. Even more recently, we witnessed the emergence of a new 

coronavirus in China that quickly reached pandemic levels. In addition to raising 

concerns about public health and the economy, this type of event requires a quick 

response from the scientific community, either to understand the mechanisms that lead 

to the disease or in the search for treatments against the disease in question. 

Proteomics, transcriptomics, and genomics techniques are great allies after the 

emergence of new viral diseases, as they are widely disseminated, and it is common 

for them to be used to understand the virus replication cycle and viral pathogenesis 

and to define therapeutic targets for new viruses. Transcriptomics studies generate 

large amounts of data that have potential applications far beyond the original objectives 

of an experiment since they are stored in databases, usually publicly accessible. 

Through the data available in the database, we sought to develop a protocol for the 

integrative analysis of transcriptomes, using it as a basis for validating this protocol 

using data from neural cells infected with ZIKV. Shared differentially expressed genes 

were identified. Some of these genes, pathways and biological functions have been 

linked to neurogenesis and apoptosis and integrated into silico analysis capable of 

predicting and identifying putative biomarkers from different transcriptome data that 

would be useful for understanding viral disease pathogenesis and for application in 

identifying antiviral candidates. With the emergence of SARS-CoV-2, this protocol was 

revised and updated, with a deep learning strategy to identify targets in infected cells 

that can be inhibited by already approved molecules available in libraries, suggesting 

controlling mechanisms for SARS-CoV-2 infection. This type of analysis is only 

possible due to the large volume of general information generated from transcriptomics 

and virology studies. In the classroom, transferring all this knowledge to students is 

often challenging. One of the factors identified is the difficulty of preparing for practical 

virology classes. Therefore, we sought to develop didactic material that allowed the 

visualization of Amoeba's giant virus particles and cytopathic effects of viruses in 

animal cells, to move virology away from the abstract field of learning, also including 
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these giant viruses as models for understanding coevolution by reviewing their 

invasion mechanisms in host cells.  

Keywords: Integrative transcriptome analysis, emerging viruses, Teaching Materials. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

Além dos grandes impérios, guerras e avanços tecnológicos ao longo do 

tempo, a história também é definida pelas grandes enfermidades que afetaram uma 

variedade de povos. As doenças têm uma história e cada época tem suas doenças 

(HEGENBERG, 1998). Podemos citar: a Peste de Atenas, que ocorreu no século V 

a.C. durante a Guerra do Peloponeso e afetou gravemente a cidade de Atenas, 

matando uma grande parte da população, incluindo o famoso líder Péricles. A Peste 

Negra dizimou cerca de um terço da população europeia na Idade Média, a varíola, 

que dizimou populações inteiras nas Américas após a chegada dos europeus, a gripe 

espanhola, que matou cerca de 50 milhões de pessoas em todo o mundo no início do 

século XX, e mais recentemente, a pandemia de COVID-19, que vem afetando todo o 

mundo desde o final de 2019 (COOK, 1998; HAYS, 2005). Cada uma dessas 

enfermidades teve impactos profundos na história, moldando culturalmente a 

sociedade. 

Embora as doenças acompanhem a humanidade desde o seu surgimento, o 

entendimento do que é uma doença se altera conforme ao longo da história e das 

sociedades. Na Grécia Antiga, Hipócrates postulou a saúde estava relacionada ao 

equilíbrio entre os quatro humores do corpo (bile amarela, bile negra) (SCLIAR, 2007; 

TSOUCALAS et al., 2018). Durante a Idade Média, a doença era frequentemente vista 

como uma punição divina ou resultado da má disposição dos astros. No Iluminismo, 

surgiram teorias mais científicas sobre a doença, na qual passa a se observar a 

influência do ambiente e da dieta na saúde dos indivíduos (KARAMANOU et al., 2012). 

Finalmente, a teoria microbiana da doença, desenvolvida no século XIX, revolucionou 

a compreensão das doenças infecciosas (KARAMANOU et al., 2012), demonstrando 

que muitas delas são causadas por microrganismos, como fungos, bactérias e, pelos 

vírus.  

Os vírus são considerados como as entidades mais abundantes na Terra e têm 

grande impacto sobre a vida e sobre a manutenção da vida no planeta, não só por 

atuarem como importantes forças de controle populacional, mas também por, dessa 

forma, influenciar ciclos importantes, como no ciclo do carbono nos ecossistemas 

aquáticos (MD TAIMUR KHAN et al., 2022; PAEZ-ESPINO et al., 2016; ROUX et al., 

2016; VILLARREAL; WITZANY, 2010). Estes parasitas intracelulares obrigatórios, 
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independentemente da discussão se possuem vida ou não, são, sem dúvidas, 

entidades biológicas essenciais na biosfera (PAEZ-ESPINO et al., 2016). 

Uma vez descobertos, os vírus inicialmente eram considerados agentes 

filtráveis, e foi natural que despertassem o fascínio humano e se tornassem alvos de 

estudos.  No começo da virologia, o estudo dos vírus limitava-se aos vírus de plantas 

e, posteriormente, aos vírus bacterianos (bacteriófagos), pois o cultivo de seus 

hospedeiros era relativamente fácil (BOS, 1981; CLOKIE et al., 2011; SIMON, 1912; 

VAN HELVOORT, 1994). 

Simultaneamente a descoberta dos vírus de animais, foi apresentada sua face 

patogênica, por estarem frequentemente associados a diversas doenças (KEILIN, 

1959; LECOQ, 2001; PAEZ-ESPINO et al., 2016). Na década de 1940, com o 

aperfeiçoamento das técnicas de cultura celular, o estudo dos vírus animais teve 

avanços significativos, quando muitos vírus passaram a ser isolados em laboratório 

(FAISST, 1999; LELAND; GINOCCHIO, 2007).  

A virosfera, reúne a diversidade dos vírus, foi entendida para além de diversa, 

muito vasta, afinal, estima-se que para cada organismo vivo na terra, exista ao menos 

um vírus que possa infectá-lo (ENQUIST, 2009; MUSHEGIAN, 2020). Contudo, ao 

despertar da virologia, muitos estudos foram direcionados principalmente para 

agentes patogênicos ao homem ou aos agentes que causassem perdas econômicas 

na agropecuária (RODRIGUES et al., 2017). Ainda assim, independente do 

hospedeiro que infecte, todos os vírus devem atingir o espaço intracelular para se 

reproduzirem. 

No momento em que o vírus toma controle da maquinaria celular hospedeira, 

ele passa a regular também a expressão gênicas daquela célula (STERN-GINOSSAR 

et al., 2019). É comum que vírus silencie genes ligados a fatores de resistência e 

aumente a expressão de genes que favoreçam a sua replicação. Como exemplo, a 

expressão aumentada do gene PRPF8 promovida pelo vírus da Influenza A, 

desencadeia uma maior produção viral (YANG et al., 2017). Portanto, entender quais 

genes são diferencialmente expressos ao longo da infecção da célula hospedeira em 

comparação a uma célula não-infectada nos fornece informações valiosas sobre o 

ciclo de replicação daquele vírus.  
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O conteúdo da informação de um organismo é registrado no DNA, seu genoma, 

com exceção dos vírus com genoma de RNA. O conteúdo da informação armazenado 

no genoma deve ser posteriormente expresso por meio da transcrição. O 

transcriptoma de um organismo representa a soma de todos os seus transcritos de 

RNA (LOWE et al., 2017). Avaliar os níveis a expressão dos genes de um organismo 

em diferentes condições, por exemplo frente a infecções e em diferentes tempos de 

infecção, fornece informações sobre como os genes são regulados por aquele 

patógeno e revela detalhes da biologia do organismo em estudo.  

Este tipo de avaliação só foi possível com o desenvolvimento de técnicas de 

hibridização ou sequenciamento de RNA, que se tornaram particularmente populares 

em meados dos anos de 1990 e 2000, inaugurando a era da transcriptômica (LOWE 

et al., 2017). Publicada pela primeira vez em 1995, a técnica de microarrays, mede a 

abundância de um conjunto definido de transcritos por meio da hibridação destes 

transcritos com uma matriz de sondas complementares (NELSON, 2001; WANG, 

ZHONG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). RNA-Seq, por outro lado, refere-se ao 

sequenciamento de cDNAs transcritos, em que a abundância é derivada do número 

de contagens de cada transcrito (MOROZOVA; HIRST; MARRA, 2009; WANG, 

ZHONG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).  

A análise transcriptômica permitiu o estudo de como a expressão gênica e é 

fundamental para a compreensão de doenças humanas, incluindo doenças 

emergentes (LOWE et al., 2017). Uma doença infecciosa emergente é caracterizada 

pelo aumento de sua incidência recentemente (nos últimos 20 anos) e seu potencial 

aumento de incidência no futuro próximo (FALLIS, 2013; WOOLHOUSE, MARK et al., 

2012; WOOLHOUSE, MARK E.J.; GOWTAGE-SEQUERIA, 2005). 

Estima-se que as infecções emergentes representem pelo menos 12% de 

todos os patógenos humanos (TAYLOR; LATHAM; WOOLHOUSE, 2001). Elas 

podem ser causadas por microrganismos recentemente identificados, como o caso 

mais recente do coronavírus causador da síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-

CoV-2) ou pela emergência de um patógeno conhecido, como ocorre com novas 

cepas de influenza (FAUCI, 2005; MASCOLA; GRAHAM; FAUCI, 2021).  Podem 

também ser resultado da disseminação de uma doença existente para uma nova 
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população em uma região geográfica diferente, como ocorreu com o surto Zika vírus 

(ZIKV) especialmente no nordeste do Brasil, mas não restrito a ele, no ano de 2015.  

O aumento na incidência de eventos de doenças emergentes virais tem sido 

observado desde a década de 1940, muitas vezes associadas a zoonoses 

relacionadas à vida selvagem. A perda de biodiversidade causada pela atividade 

humana é reconhecida como um dos principais mecanismos correlacionado a este 

aumento, bem como as mudanças climáticas (CARLSON et al., 2022; KEESING et 

al., 2010; MAHMOOD; GUINTO, 2022). A emergência de um novo patógeno viral traz 

uma série de preocupações, pois além do impacto na saúde pública, pode levar a 

perdas econômicas, bem como consequências sociais. 

Portanto, ao se detectar um novo vírus emergente, é comum que a comunidade 

cientifica direcione seus esforços a compreender o patógeno em si, assim como a 

doença causada por ele, a fim de atender à uma demanda da sociedade (LUNA, 

2002). Nos eventos mais recentes de emergência e reemergência de vírus, as 

técnicas de transcriptômica já estavam amplamente difundidas e é comum que sejam 

empregadas na compreensão do ciclo de replicação do vírus, a patogênese viral e 

para a definição de alvos terapêuticos para novos vírus (ALQUTAMI; SENOK; 

HACHIM, 2021; DAAMEN et al., 2021; SUN et al., 2021).  

O entendimento sobre os vírus e seus mecanismos é que fornece ferramentas 

que serão aplicadas mais tarde pela biotecnologia. No caso especifico dos estudos de 

transcriptômica geram grandes quantidades de dados que têm aplicações potenciais 

muito além dos objetivos originais de um experimento (LOWE et al., 2017). Estes 

dados são normalmente armazenados em bancos de dados específicos, como por 

exemplo o Gene Expression Omnibus, e ficam disponíveis para serem explorados por 

outros pesquisadores (LOWE et al., 2017). 

É inegável que há um grande fluxo de informações sendo gerados a partir do 

estudo dos vírus. Contudo, apesar de todo o conhecimento que é gerado pela 

virologia, é fácil identificar uma dificuldade na transferência desse conhecimento que 

para os alunos em sala de aula e, para a sociedade de um modo geral. Um fenômeno 

foi evidenciada ao longo da pandemia de COVID-19, a disseminação de informações 

falsas e desinformação, conhecida como "fake news", foi um grande desafio 

enfrentado pela virologia e pela saúde pública em geral (APUKE; OMAR, 2021; 
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GREENE; MURPHY, 2021). A proliferação de teorias da conspiração, tratamentos 

falsos e informações enganosas na internet e nas redes sociais levou a uma maior 

desconfiança do público em relação às autoridades de saúde e às vacinas, bem como 

a um aumento da hesitação em se vacinar (ROCHA et al., 2021). Isso tornou ainda 

mais difícil para os virologistas e profissionais de saúde disseminarem informações 

precisas e confiáveis sobre a doença e suas formas de prevenção e tratamento. A 

disseminação de fake news pode ter consequências graves para a saúde pública, 

tornando o controle de epidemias e pandemias mais difícil e prolongado. 

A lacuna da transferência de conhecimento para os alunos está associada a 

inúmeros fatores, entre eles, a dificuldade de se realizar aulas práticas em disciplinas 

de virologia, devido aos riscos de biossegurança, aos altos custos e ao fato de muitas 

vezes a virologia parecer um tanto abstrata, visto que a representação dos vírus 

muitas vezes está restrita a figuras esquemáticas, ilustrações e imagens de 

microscopia eletrônicas (AKASHI et al., 2019). 

Essa última limitação, contudo, parece ter sido deixada para trás com a 

descoberta dos vírus gigantes de amebas (LA SCOLA et al., 2003). Estes vírus, que 

infectam amebas de vida livre, e, portanto, não são patogênicos aos seres humanos.  

Eles recebem essa denominação pois são particularmente grandes se comparados a 

maioria dos vírus conhecidos que infectam outros organismos (especialmente 

animais). Os vírus gigantes frequentemente deixam a escala dos nanômetros para a 

escala de micrômetros, podendo ser visualizados em microscópios óticos comuns 

(COLSON et al., 2017; LA SCOLA et al., 2003). Portanto, apresentam um grande 

potencial no campo educacional, pois possibilitam que temas da virologia sejam 

trazidos para os laboratórios aulas práticas de forma segura. 

Esta tese foi elaborada para permear entre diferentes áreas de virologia, 

retratando a trajetória de meu trabalho na UFMG. Ela se inicia com uma seção de dois 

capítulos, apresentados no formato de artigos científicos publicados, em que explora 

o potencial da análise integrativa de transcriptoma para determinar genes 

diferencialmente expressos em decorrência de uma infecção, seja com a intenção de 

estudar a patogênese desta novo agente viral emergente ou para encontrar alvos 

terapêuticos para a doença. O primeiro capítulo apresenta um protocolo de análise 

integrativa de transcriptoma, utilizando dados disponíveis em banco de dados de 
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transcriptômica e os integrando uma plataforma virtual amigável, gerando um 

protocolo acessível e útil para identificar genes-chave e vias úteis que permitirão o 

melhor entendimento da patogênese de doenças virais emergentes. Esse protocolo 

foi validado com dados de células neurais infectadas com ZIKV, definido como 

organismo alvo, devido a sua recente emergência no Brasil. No capítulo seguinte este 

protocolo foi revistado e atualizado para ser empregado na identificação de alvos 

terapêuticos para nova doença emergente, a COVID-19. Publicado no periódico 

Brazilian Journal of Microbiology no final de 2022, este trabalho foi conduzido 

remotamente ao longo da pandemia de COVID-19, no período de confinamento e em 

que se iniciou também uma trajetória de estudos na Aix-Marseille Université, em 

Marseille na França.  

Na seção seguinte são abordadas outras oportunidades exploradas ao longo 

do doutorado e conduzidas junto ao Grupo de Estudos e Prospecção de Vírus 

Gigantes (GEPVIG), explorando os aspectos revolucionários dos vírus gigantes e 

suas aplicações na educação. Nesta seção esta apresentada uma ferramenta que 

visa trazer para dentro da sala de aula descobertas recentes do campo da virologia, 

chamada de “Virus Goes Viral” e publicada na revista Virology Journal. Este trabalho 

também foi desenvolvido no primeiro ano de doutorado e pensado como o 

desenvolvimento de um produto para a sala de aula, e por essa razão também foi 

agregado a tese. Cada um dos capítulos é apresentado individualmente por uma 

breve introdução, justificativa e os objetivos.  Ao final desta tese, está apresentada a 

lista de publicações associadas ao doutorado, incluindo colaborações e outros 

trabalhos não estão apresentados neste documento. 
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2. ARTIGO I: An in silico integrative protocol for identifying key genes and 
pathways useful to understand emerging virus disease pathogenesis 

 

Este é um artigo original publicado no periódico “Virus Research” em julho de 2020.  

  

2.1 Introdução 

 

A reemergência de arbovírus tem sido uma preocupação dos órgãos de saúde, 

especialmente por afetarem países em desenvolvimento nas zonas tropicais e 

subtropicais do globo. O Zika vírus foi descoberto em campanhas de identificação de 

vigilância da febre amarela e outros de novos agentes virais em meados da década 

de 1940 (WEAVER et al., 2016; YUN; LEE, 2017). Ele foi isolado a partir de uma 

amostra de sangue de um macaco Rhesus febril, na floresta de Zika em Uganda 

(JAMALI MOGHADAM et al., 2016). Posteriormente o vírus também foi isolado de um 

paciente humano, sendo então identificado como um patógeno humano. 

O ZIKV pertence à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, no qual estão 

inclusos também o Dengue virus (DENV), o West Nile virus (WNV) e Yellow Fever 

virus (YFV) (CHAN et al., 2016). Assim como os demais membros desse gênero, o 

ZIKV é um vírus envelopado e com genoma de RNA simples fita senso positiva (SHI; 

GAO, 2017). Assim como ocorre com o DENV, o principal vetor de transmissão 

conhecido do ZIKV é o Aedes aegypti, assim como o A. albopictus, que são mosquitos 

hematófagos amplamente distribuídos nas zonas tropicais e subtropicais do globo 

(SONG et al., 2017). 

Esse arbovírus permaneceu por muito tempo restrito a surtos em regiões 

endêmicas da África e Ásia e ganhou destaque após sua emergir na América do Sul, 

por volta do ano de 2015, quando desordens neurológicas em recém nascidos foram 

associadas ao surto de ZIKV no nordeste do Brasil (PETERSEN et al., 2016; YUN; 

LEE, 2017). Em adultos, as preocupações giravam em torno da associação da 

infecção pelo ZIKV e a síndrome de Guillain-Barré, uma desordem neuroimunológica 

em que o sistema imunológico ataca parte do sistema nervoso periférico, causando 

formigamento, fraqueza muscular, paralisia e até mesmo a morte.  

Esses casos graves associados a doença trouxeram preocupação aos órgãos 

de saúde brasileiros e internacionais e o combate ao ZIKV foi iniciado, dando a uma 
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série de estudos que possibilitassem uma melhor compreensão da patogênese viral 

(CHAN et al., 2016; SONG et al., 2017; ZANLUCA; DOS SANTOS, 2016). Desvendar 

a patogênese de um vírus emergente é particularmente desafiador, devido aos poucos 

dados que estão disponíveis inicialmente. Nesse contexto, as abordagens de 

transcriptômica podem trazer pistas valiosas para compreensão dos mecanismos da 

infecção e do desenvolvimento da doença.  

Com o acúmulo de dados gerados em diferentes condições de infecção e em 

diferentes tipos celulares, compilar estes resultados e buscar por genes 

diferencialmente expressos compartilhados por diferentes células em diferentes 

condições podem guiar estudos sobre a patogênese daquele vírus emergente (LIAO 

et al., 2017).  

A análise integrativa do transcriptoma, que tem se mostrado uma ferramenta 

valiosa para a compreensão de eventos biológicos em doenças complexas. A 

abordagem integrativa do transcriptoma tem sido empregada, por exemplo, para 

determinar genes associados doenças como, por exemplo, pré-eclâmpsia (MOSLEHI 

et al., 2013), HIV (LIAO et al., 2017), cancer de pulmão (CINEGAGLIA et al., 2016)  e 

carcinoma hepatocelular (HOSHIDA et al., 2009). 

 Neste trabalho, nós apresentamos um protocolo de análise integrativa do 

transcriptômica utilizando uma plataforma virtual amigável útil para identificar genes-

chave e vias úteis que permitirão o melhor entendimento da patogênese de doenças 

virais emergentes, utilizando dados disponíveis dos bancos de dados de 

transcriptoma. Para validação do protocolo, o ZIKV foi definido como organismo alvo, 

uma vez que era um vírus emergente com um surto recente no Brasil. Através deste 

protocolo usando dados de células neurais infectadas com ZIKV foram identificados 

genes diferencialmente expressos compartilhados. Alguns desses genes, vias e 

funções biológicas foram ligadas à neurogênese e/ou apoptose. A análise in silico 

integrada capaz de prever e identificar biomarcadores putativos a partir de diferentes 

dados de transcriptoma, que seriam úteis para o entendimento da patogênese da 

doença viral e para aplicação na identificação de candidatos antivirais. 

 

2.2 Justificativa 
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O Zika vírus é um arbovírus transmitido principalmente por mosquitos do 

gênero Aedes. Embora tenha sido descoberto há bastante tempo, em 1947, em 

Uganda, passou por muitas décadas sendo associado a surtos doença febril em 

países endêmicos e sem despertar grandes preocupações da comunidade cientifica 

e dos órgãos de saúde mundiais. Esse cenário se reverteu com uma rápida 

disseminação do vírus para outros continentes, como a Oceania e as Américas, onde 

passou a ser associado com a malformação de recém-nascidos e por desordens 

neuro-imunológicas em adultos. Este fato alterou a percepção em torno deste vírus e 

fez com que fosse iniciada a busca por formas de tratamento de prevenção da doença, 

assim como ressaltou a necessidade do entendimento dos mecanismos de 

patogênese viral. Portanto, determinar genes que são diferencialmente expressos 

após a infecção pelo ZIKV é uma estratégia valiosa na compreensão da patogênese. 

Um protocolo que integra estes genes diferencialmente expressos em diferentes 

tecidos e células em diferentes condições, pode possibilitar a identificação de genes 

frequentemente alterados no curso da infecção e assim, determinam-se rotas 

metabólicas e processos biológicos que são afetados pelo vírus em controle da célula 

e como agente causador de uma doença. 

 

2.3 Objetivos 

  

2.3.1 Objetivo Geral 
 

Elaborar um protocolo integrativo para identificar os principais genes e 

vias potencialmente associados a patogênese de um vírus emergente em 

células humanas. 

 

2.3.2 Objetivos Específicos  

 

• Identificar genes que são frequentemente diferencialmente 

expressos em diferentes tipos células neurais infectadas por ZIKV. 

• Determinar as vias metabólicas e funções biológicas associadas 

a esses genes e o impacto de sua expressão diferencial na célula.  
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3. ARTIGO II: Integrative transcriptome analysis of SARS-CoV-2 human-
infected cells combined with deep learning algorithms identifies two potential 
cellular targets for the treatment of coronavirus disease 

 

Este é um artigo original publicado no periódico “Brazilian Journal of Microbiology” em 

novembro de 2022. 

 

3.1 Introdução 

 

Assim como o surto de ZIKV em 2015 trouxe a atenção da comunidade 

cientifica para um vírus emergente, devido as sequelas neurológicas da doença em 

adultos e recém-nascidos, em dezembro de 2019 o mundo passou a observar com 

preocupação a emergência de uma doença respiratório na China (GORBALENYA et 

al., 2020; HUI et al., 2020; WU et al., 2020). O agente etiológico dessa doença foi 

posteriormente identificado como um novo coronavírus capaz de infectar humanos 

(LU et al., 2020; ZHU et al., 2020).  

Uma vez que se tratava de um novo corona vírus emergente, denominou como 

a doença do coronavírus 2019 (COVID-19). Enquanto o agente etiológico foi 

inicialmente denominado 2019-nCoV, mas posteriormente renomeado como 

coronavírus da síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-CoV-2) pelo Comitê 

Internacional de Taxonomia de vírus (ICTV). Esta alteração da nomenclatura se deu  

uma vez que as analise filogenéticas o correlacionaram com o SARS-CoV-1, o vírus 

responsável pelo surto de síndrome respiratória aguda grave no continente asiático 

em 2002 (LAI et al., 2020; LUDWIG; ZARBOCK, 2020; SHEREEN et al., 2020). 

Tanto o SARS-CoV-1 quanto o SARS-CoV-2 estão relacionados a grupo de 

vírus de RNA fita simples com sentido positivo (ssRNA+) associados infecções nas 

vias respiratórias de mamíferos e aves (BONILAURI; RUGNA, 2021). Esse grupo em 

particular constitui a subfamília Orthocoronavirinae, na família Coronaviridae, ordem 

Nidovirales e reino Riboviria (ICTV, [S.d.]; ZHOU; QIU; GE, 2021). A subfamília 

Orthocoronavirinaeabriga quatro gêneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (ZHOU; QIU; GE, 2021). Mas apenas 

coronavírus dos gêneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus costumam ser capazes 

de infectar e causar  doenças com um amplo espectro de sintomas respiratórios 



32 
 

 
 

(MURGOLO et al., 2021). Ambos, SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2, pertencem ao gênero 

Betacoronavirus. 

As partículas de coronavírus são caracterizadas por projeções em forma de 

espiculas que se projetam da superfície viral. Estas espiculas criam uma imagem que 

lembra a coroa solar em micrografias eletrônicas, aspectos dos quais deriva o nome 

corona virus (ALMEIDA; TYRRELL, 1967). Eles são vírus envelopados com um 

genoma de RNA de fita simples de sentido positivo (26-32 kilobases) e um 

nucleocapsídeo de simetria helicoidal (CHERRY et al., 2019).  

O tamanho do genoma do SARS-CoV-2 é de aproximadamente 29,9 kb 

(BRANT et al., 2021; LU et al., 2020) e codifica dezesseis proteínas não estruturais 

(nsp1-16) e quatro proteínas estruturais (WANG, QIHUI et al., 2020): a proteína do 

nucleocapsídeo (N), que é responsável por ligar o RNA genômico dentro do vírion e 

empacotá-lo no complexo ribonucleoproteína (RNP) que é ainda empacotado por um 

envelope lipídico associado às outras três proteínas estruturais, a proteína de 

membrana (M), a proteína spike (S ) e proteína do envelope (E) (HARDENBROOK; 

ZHANG, 2022; WANG, QIHUI et al., 2020). 

Por ser um vírus emergente, pouco se sabia inicialmente sobre sua biologia ou 

citopatologia, e, mesmo que fosse possível de se inferir muito a partir dos vírus 

filogeneticamente próximos e estudados anteriormente, muitas questões ainda 

precisam ser respondidas em relação ao SARS-CoV-2. As tecnologias ômicas, 

incluindo as de transcriptômica, podem gerar milhares de informações sobre o 

processo de regulação gênica em células hospedeiras após a infecção pelo SARS-

CoV-2 e, portanto, podem auxiliar no entendimento dos mecanismos moleculares da 

patogênese da infecção por SARS-CoV-2 e vírus-hospedeiro (BERKHOUT; 

COOMBS, 2013; JEAN BELTRAN et al., 2017).  

Aqui, revisitamos o protocolo de análise integrativa de transcriptoma utilizado 

anteriormente nos nossos estudos com o ZIKV e o atualizamos para o SARS-CoV-2, 

incluindo no protocolo uma nova etapa, utilizando algoritmos de deep learning para, 

mais do que gerar dados a respeito da patogênese viral, também identificar na célula 

hospedeira infectada por SARS-CoV-2 potenciais alvos celulares para o tratamento 

da doença de coronavírus. Aplicando este novo protocolo de análise integrativa de 

transcriptoma, foram identificados dois alvos, um transportador de frutose (GLUT5) e 
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um componente do proteassoma 26s. Esses alvos foram posteriormente modelados 

molecularmente e através do docking molecular identificou-se potenciais inibidores 

para ambas as estruturas. A inibição de estruturas que têm a expressão aumentada 

pelo vírus pode representar uma estratégia para reduzir a replicação viral por meio da 

seleção de células infectadas. Associar essas ferramentas de bioinformática 

representa uma estratégia promissora de triagem de moléculas para novos usos. 

Abrindo espaço para uma abordagem que garante economia de recursos financeiros, 

tempo e fazer uma triagem personalizada para cada doença infecciosa emergente. 

 

3.2 Justificativa 

 

Com a emergência de um novo coronavírus, o SARS-CoV-2, no final de 2019 

e sua rápida dispersão pelo globo ainda no início ano seguinte, o desenvolvimento de 

estratégias de identificação de fármacos já aprovados para outras doenças que 

poderiam ser reposicionados se tornou uma emergência para o controle da COVID-

19. As ferramentas de bioinformática representam uma estratégia valiosa na seleção 

de fármacos conhecidos e aprovados contra doenças emergentes, poupando recursos 

financeiros e tempo de experimentos in vitro e in vivo. Através da triagem in sílico, as 

análises posteriores podem ser direcionadas e personalizadas para cada doença e/ou 

agente infecioso. Entre os muitos recursos da bioinformática, a análise integrativa de 

transcriptoma tem sido utilizada para identificar genes chave do processo de 

patogênese de diversas doenças, incluindo doenças infeciosas. Esses genes chave 

tornam-se potenciais alvos terapêuticos para essas doenças, que depois de 

modelados molecularmente, podem ser utilizados contra bibliotecas de moléculas em 

busca de fármacos que tenham potencial inibir tais alvos e consequentemente a 

replicação do agente viral em questão.  

3.3 Objetivos 

  

3.3.1 Objetivo geral 
 

Determinar potenciais alvos celulares terapêuticos e seus respectivos 

inibidores pela identificação de genes diferencialmente expressos em células 

infectadas por SARS-CoV-2. 
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3.3.2 Objetivos específicos  
 

• Identificar genes alvos diferencialmente expressos em células após 

a infecção por SARS-CoV-2. 

• Determinar genes alvos com potenciais drogáveis e realizar a 

modelagem in sílico das proteínas codificadas por esses genes.  

• Identificar moléculas com potencial inibidor dos alvos previamente 

determinados   
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4. ARTIGO III: Virus goes viral: an educational kit for virology classes 
 

Este é um artigo original publicado no periódico “Virology Journal” em janeiro de 2020.  

 

4.1 Introdução 

 

A disseminação de noticiais falsas na pandemia de COVID-19 tem uma relação 

direta com a dificuldade de se transmitir conhecimento sobre vírus e doenças para a 

população em geral. A complexidade dos conceitos científicos envolvidos, a 

linguagem técnica e a falta de conhecimento prévio de grande parte da população 

sobre o assunto são alguns dos fatores que dificultam a comunicação clara e eficaz 

sobre a doença e suas formas de prevenção e tratamento. Isso abre espaço para a 

disseminação de informações falsas e desinformação, que muitas vezes são mais 

simples e apelativas, mas que podem ter consequências graves para a saúde pública. 

Nesse sentido, é importante que os virologistas e profissionais de saúde não apenas 

gerem conhecimento, mas também trabalhem na disseminação de informações 

precisas e acessíveis para o público em geral, de forma a combater a desinformação 

e as notícias falsas. 

Na sala de aula, essa lacuna na transferência de conhecimento é ainda mais 

grave, pois falha no instrumento de instrução de parte da população. Nesta lacuna 

identificam-se  inúmeros fatores, como a dificuldade de se realizar aulas práticas em 

disciplinas de virologia, devido aos riscos de biossegurança e aos altos custos 

envolvidos nesse tipo de aula (AKASHI et al., 2019). Outro fator apontado é que são 

difíceis as observações praticas dos vírus devido ao seu tamanho, o que faz com que 

os alunos se restrinjam a figuras esquemáticas, ilustrações e imagens de microscopia 

eletrônica, o que torna o conhecimento gerado um tanto abstrato.  

Contudo, desde o início deste século, com a descoberta dos vírus gigantes, 

essa limitação de tamanho tornou-se obsoleta na virologia, mas ainda é pouco 

explorada em sala de aula. Os vírus gigantes, tipicamente infectam amebas e são 

caracterizados por possuírem grandes partículas virais associadas a extensos 

genomas e foram responsáveis pela quebra de diversos paradigmas da virologia 

clássica, além de por apresentar genes jamais identificados anteriormente na vasta 

virosfera (BORATTO et al., 2022).  

O tamanho colossal de suas partículas dentro da virosfera que torna estes vírus 

tão especiais para se desenvolver ferramentas para aulas práticas de virologia, afinal, 

eles podem ser visualizados por microscopia óptica, assim como as bactérias e os 

fungos, que são tradicionalmente apresentados aos alunos através de microscópios 

comuns. Pensando nisso, desenvolveu-se um kit de lâminas, que fosse inédito e de 

baixo custo, para ser utilizado em aulas práticas de virologia. Esse kit conta com 

lâminas para a visualização de partículas de vírus gigantes e suas fábricas virais em 
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células de amebas, assim como lâminas que apresentam o efeito citopático de vírus 

animais em monocamadas de células. O Virus Goes Viral deve ser trabalhado para 

explorar os aspectos peculiares e inspiradores dos vírus.  

 

4.2 Justificativa 

 

Nas salas de aula de virologia, seja para alunos de graduação ou de ensino médio, 

existe uma grande dificuldade em se tornar os vírus conceitos menos abstratos, vistos 

apenas por figuras em livros didáticos. Aulas práticas de virologia são particularmente 

desafiadoras de serem elaboradas, pois geralmente envolvem altos custos e uma 

preocupação com a biossegurança. Contudo, romper essas dificuldades é uma 

necessidade para garantir que os alunos alcancem a melhor compreensão possível 

nos estudos dos vírus. Um potencial pouco explorado em salas de aulas são o dos 

vírus gigantes, que são uma descoberta relativamente recente, e por serem vírus de 

amebas podem ser utilizados em salas de aula sem grandes riscos de biossegurança 

e devido a suas partículas visíveis a microscopia ótica comum, podem ser visualizados 

assim como é feito com bactérias de tamanho similar, dando oportunidade de que os 

alunos pudessem visualizar na prática sua morfologia e tamanho, correlacionando 

estas características com a grande diversidade presente na virosfera. O 

desenvolvimento de um kit que permita que o educador melhore a sua forma de 

transferir o seu conhecimento aos alunos, dando a eles a oportunidade de fazer 

ciência no lugar de apenas estudar sobre ela pode transformar o ambiente de aula em 

um lugar inspirador. 

 

5.3 Objetivos 

  

4.3.1 Objetivo Geral 

 

Construir uma ferramenta de uso seguro e de baixo custo para aulas 

práticas de virologia. 
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4.3.2 Objetivos Específicos 

• Confeccionar lâminas de microscopia ótica que permitam a 

visualização de partículas de vírus gigantes, destacando sua 

morfologia e tamanho.  

• Confeccionar lâminas que facilitem a visualização de alterações 

morfológicas em células infectadas por virus. 

• Fundamentar os docentes com conceitos básicos de virologia e 

instruções para o uso do material confeccionado.  
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Material Suplementar 

 

 

Virus goes viral: Manual do Usuário 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

As ferramentas in sílico são grandes aliadas nas previsões de fenômenos 

biológicos, e sem esse tipo de recurso, dificilmente seria possível analisar todo o 

grande volume de dados que são gerados atualmente, por exemplo, pela genômica, 

transcriptômica e proteômica (KUSHWAHA et al., 2017). Esses dados requerem 

análises computacionais sofisticadas para tirar conclusões enquanto as previsões 

permitem tomadas de recurso em menor tempo, poupando recursos financeiros e até 

mesmo biológicos, no caso de testes in vivo, bem como o desgaste da própria equipe 

de pesquisa em extensos trabalhos in vitro.  

Ainda assim, é comum que estudos realizados in sílico não sejam validados em 

etapas posteriores dos ensaios biológicos. Por mais avançadas que sejam as análises 

de bioinformática, a complexidade de um organismo é dificilmente reproduzível pelos 

algoritmos. Portanto, mesmo que possamos aplicar as análises de transcriptoma, 

integrá-las e identificar genes associados a patogênese viral e/ou alvos terapêuticos 

como apresentado nesta tese, haverá ainda uma necessidade de se testar se estas 

previsões podem ser validadas in vitro e in vivo.  

Nas análises integrativas de transcriptoma aqui apresentadas, há uma 

limitação clara: a dificuldade de homogeneização das amostras. Visto que temos 

células de diferentes linhagens e até mesmo de tecidos distintos, encontrar fatores 

comuns é particularmente desafiador. Há de se compreender que o tempo de infecção 

é um fator limitante, visto que o vírus manipulará a expressão da célula hospedeira de 

forma a favorecer a sua replicação e conforme as necessidades do seu ciclo. Integrar 

os transcriptomas de células que estão em etapas distintas do ciclo de replicação viral 

pode representar a exclusão da análise genes chave do processo em etapas 

especificas do ciclo. 

Além de se considerar o tempo e o ciclo de infecção, há também uma grande 

heterogeneidade em relação a multiplicidade de infecção (MOI) das amostras de 

transcriptômica. É sabido que a MOI tem grande impacto na análise, pois ela pode 

determinar o tipo de ciclo de infecção, com MOIs altas, temos maior probabilidade de 

termos todas as células infectadas, e portanto, todas estariam em um ciclo síncrono 

de infecção, enquanto com MOIs mais baixas, temos a possibilidade de acompanhar 
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mais ciclos mais com células de uma mesma amostra em diferentes momentos do 

ciclo, ou seja, um ciclo assíncrono de infecção. 

Portanto, mesmo que os protocolos aqui pospostos tenham sido capazes de 

identificar genes diferencialmente expressos em células neuronais humanas 

infectadas com ZIKV e trazido pistas para o entendimento da patogênese viral; Ou 

ainda permitido a identificação de dois alvos terapêuticos e seus respectivos inibidores 

para o controle da doença causada pelo SARS-CoV-2. Há uma necessidade de se 

desenvolver algoritmos para a seleção e agrupamento destes conjuntos de dados de 

transcriptoma de acordo com as condições experimentais em que os dados foram 

gerados e isso enriqueceria significativamente os trabalhos que utilizam esta 

abordagem de análise integrativa de transcriptoma.  

Apesar dessas limitações, os protocolos parecem eficientes em encontrar 

genes frequentemente diferencialmente expressos em células infectadas e podem ser 

uteis para o entendimento de novas doenças virais emergentes, seja na compreensão 

da biologia e patogênese viral, quanto para a identificação de alvos terapêuticos e 

reposicionamento de fármacos. Permanece, contudo, a necessidade de se testar as 

conclusões destes trabalhos em ensaios biológicos, promovendo o silenciamento dos 

genes frente a uma infecção pelo vírus em questão e o seu impacto na patogênese. 

Bem como os próprios ensaios antivirais, para se avaliar os impactos da inibição dos 

alvos pelas moléculas propostas avaliando na produção de SARS-CoV-2. 

A pandemia de COVID-19, doença causada pelo SARS-CoV-2, trouxe para a 

sociedade várias mudanças no seu dia a dia: adotamos o uso de máscaras e 

intensificamos o trabalho e estudo remotos. Assim como trouxe mudanças, também 

evidenciou o quanto grande parte da população está afastada da compreensão do 

que são os vírus. Essa dificuldade em entender estes organismos tem sido detectada 

mesmo entre pessoas com acesso à educação, pois muitas vezes os vírus são 

erroneamente associados estritamente a doenças, e se tornam um tanto abstratos no 

imaginário do aluno, por se restringir a figuras e micrografias e pela dificuldade de se 

elaborar aulas práticas seguras e de baixo custo. 

O “Virus Goes Viral” foi desenvolvido como uma ferramenta para superar estas 

limitações que representam uma falha na transferência de conhecimento entre o que 

se faz na virologia e o que é passado ao aluno. O Kit de lâminas traz um material a 
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ser observado pelo aluno, trazendo para a discussão questões como a diversidade 

dos vírus, sua especificidade e o próprio ciclo de replicação. O material de suporte foi 

elaborado para guiar o instrutor, mas também permitir que os alunos manipulem o kit 

sozinhos.  

Ainda que o Virus Goes Viral seja um material de baixo custo, ele ainda está 

limitado ao uso em salas de aula com microscópios que permitam com objetivas de 

aumento de pelo menos 100 vezes. Isso é uma limitação em particular para escolas 

em regiões carentes e com poucos recursos. Além disso, como revelado pela própria 

pandemia, com a difusão do ensino remoto emergencial, devemos pensar em 

soluções alternativas para as aulas de virologia, para momentos em que os alunos 

não possam acessar os laboratórios de aulas práticas. 

Como perspectivas, o Virus Goes Viral tem potencial de ser ampliado, com 

lâminas adicionas que permitam a comparação com outros microrganismos, como 

bactérias, por exemplo. Há também a possibilidade da criação de roteiros de aulas 

práticas que utilizem outras abordagens de ensino, menos expositivas e mais 

investigativas, permitindo que os alunos elaborem hipóteses e cheguem a conclusões 

ao manipular o material. Ficando a cargo do educador escolher uma abordagem para 

as suas aulas.  
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7. CONCLUSÕES  
 

De forma geral, este trabalho apresenta protocolos de pesquisa para o uso de 

análises integrativas de transcriptômica para dois vírus emergentes. Para o ZIKV, 

esse protocolo foi utilizado em busca de genes associados ao processo de 

patogênese viral em células neurais humanas, permitindo que se determinasse genes 

associados a neurogênese e a apoptose diferencialmente expressos nas células 

infectadas pelo ZIKV. Para o SARS-CoV-2, este protocolo foi revistado e atualizado, 

assim, foi possível determinar dois alvos a serem inibidos por fármacos conhecidos e 

que tem potencial de inibir também a replicação do SARS-CoV-2 em células 

infectadas. Ao passo que os vírus gigantes de amebas forneceram não só pistas sobre 

o processo de coevolução dos vírus, mas também uma ferramenta educacional inédita 

com potencial de expandir tópicos educacionais para superar limitações dos estudos 

dos vírus em sala de aula, permitindo uma abordagem mais pratica e de uso seguro 

em aulas de virologia, com foco em tornar o ambiente de aprendizagem mais 

inspirador. 
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