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RESUMO 
 
Mosquitos s«o os principais vetores de arbov²rus do planeta. O recente emprego das 
t®cnicas de sequenciamento de §cidos nucleicos em larga escala associadas a 
metagen¹mica permitiram a descoberta de centenas de v²rus em mosquitos. A maioria 
desses v²rus s«o classificados como v²rus espec²ficos de insetos, n«o sendo capazes 
de infectar hospedeiros vertebrados. Diversos estudos t°m mostrado a capacidade 
desses v²rus em afetar a compet°ncia vetorial de mosquitos para a transmiss«o de 
arbov²rus de import©ncia m®dica. Apesar dos avan­os proporcionados pela 
metagen¹mica na descoberta de novos v²rus em eucariotos, existem tr°s grandes 
desafios computacionais associados a essa abordagem aplicada em larga: 
associa­«o de sequ°ncias de v²rus com genomas segmentados ao mesmo v²rus; 
diferencia­«o entre sequ°ncias virais ex·genas e elementos virais end·genos; e a 
falta de sensibilidade para a detec­«o de sequ°ncias virais altamente divergentes 
devido a depend°ncia de t®cnicas baseadas em similaridade de sequ°ncias. Nosso 
grupo prop»e uma estrat®gia metagen¹mica utilizando pequenos RNAs da resposta 
imune dos hospedeiros para abordar esses desafios da metagen¹mica viral. Nesse 
estudo, analisamos 122 bibliotecas in®ditas de pequenos RNAs geradas com 
amostras de mosquitos vetores de 10 esp®cies coletados em quatro continentes. 
Foram identificados 28 v²rus, 17 potencialmente novos, pertencentes a mais de 17 
fam²lias virais; e 1726 sequ°ncias virais end·genas oriundas de 115 esp®cies virais 
pertencentes a 24 fam²lias virais. Identificamos e caracterizamos um segmento viral 
n«o detectado por m®todos de similaridade de sequ°ncia que pertence a um 
Narnav²rus, sendo esse um exemplo claro da mat®ria escura da matagen¹mica viral. 
Desenvolvemos a ferramenta Small RNA Metavir, um pipeline automatizado para a 
an§lises metagen¹micas com pequenos RNAs que permite a distin­«o de sequ°ncias 
virais ex·genas de end·genas com classificadores baseados em aprendizado de 
m§quina treinados nesse estudo. Al®m da precisa detec­«o de sequ°ncias virais, 
mostramos que nossa estrat®gia pode detectar RNAs de Wolbachia, um importante 
endossimbionte que afeta a compet°ncia vetorial de mosquitos. Mostramos que a 
carga de pequenos RNAs de Wolbachia possui uma correla­«o negativa com a carga 
de v²rus espec²ficos de insetos em mosquitos de Niter·i-RJ onde essa bact®ria ® 
usada para o controle da transmiss«o de arbov²rus por Aedes aegypti. Nessa tese, 
foram obtidos resultados e desenvolvidas abordagens de bioinform§tica que permitem 
caracterizar de forma precisa o viroma de mosquitos vetores e analis§-lo a luz de 
componentes biol·gicos relevantes para a compet°ncia vetorial de mosquitos. Os 
resultados obtidos contribuem para avan­os no conhecimento das intrincadas 
rela­»es entre mosquitos e v²rus, algo essencial para a fundamenta­«o de novas 
estrat®gias de controle biol·gico desses vetores de pat·genos. 

 

Palavras-chave: Pequenos RNAs; Metagen¹mica; Mosquitos; Arbov²rus; 

Aprendizado de m§quina; Simbiontes.  



   
 

   
 

ABSTRACT 

Mosquitoes are the primary vectors of arboviruses worldwide. The recent application 
of high-throughput nucleic acid sequencing techniques coupled with metagenomics 
has enabled the discovery of hundreds of viruses in mosquitoes. Most of these viruses 
are classified as insect-specific, incapable of infecting vertebrate hosts. Several 
studies have demonstrated the ability of these viruses to impact the vector competence 
of mosquitoes for the transmission of medically important arboviruses. Despite the 
advances provided by metagenomics in uncovering new viruses in eukaryotes, three 
major computational challenges are associated with this approach when applied in 
large-scale: associating viral sequences with segmented genomes of the same virus; 
distinguishing between exogenous viral sequences and endogenous viral elements; 
and the lack of sensitivity in detecting highly divergent viral sequences due to the 
dependence on sequence similarity-based techniques. Our group proposes a 
metagenomic strategy using small RNAs from host immune responses to address 
these challenges in viral metagenomics. In this study, we analyzed 122 novel small 
RNA libraries generated from samples of vector mosquitoes from 10 species collected 
on four continents. We identified 28 viruses belonging to more than nine viral families 
and 1726 endogenous viral sequences derived from 115 viral species across 24 viral 
families. We identified and characterized a viral segment not detected by sequence 
similarity methods, belonging to a Narnavirus, providing a clear example of the dark 
matter of viral metagenomics. We developed the Small RNA Metavir tool, an 
automated pipeline for metagenomic analysis with small RNAs that enables the 
distinction between exogenous and endogenous viral sequences using machine 
learning classifiers trained in this study. In addition to the precise detection of viral 
sequences, we demonstrated that our strategy can detect RNAs from Wolbachia, a 
crucial endosymbiont that affects the vector competence of mosquitoes. We showed 
that the load of Wolbachia small RNAs has a negative correlation with the load of 
insect-specific viruses in mosquitoes from Niter·i-RJ, where this bacterium is used for 
the control of arbovirus transmission by Aedes aegypti. In this thesis, we obtained 
results and developed bioinformatics approaches that allow for the precise 
characterization of the virome of vector mosquitoes and its analysis in light of biological 
components relevant to mosquito vector competence. The results contribute to 
advancements in understanding the intricate relationships between mosquitoes and 
viruses, essential for the development of new strategies for the biological control of 
these pathogen vectors. 
 
Keywords: Small RNAs; Metagenomics; Mosquitoes; Arbovirus; Machine learning; 
Symbionts.   
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1 - Introdu­«o 
 

1.1 - Os v²rus e a vida 

Essa tese tem como objeto de estudo alguns dos agentes biol·gicos mais 

diversos e ub²quos que conhecemos em nosso planeta, os v²rus. Apesar da rela­«o 

intricada com a vida, os v²rus n«o possuem todas as propriedades f²sico-qu²micas 

atribu²das a um organismo vivo. Definir o que ® ñvidaò ® uma tarefa que provoca 

cientistas e fil·sofos materialistas comprometidos em entender o nosso universo com 

base em observa­»es, experimentos e evid°ncias cientificas. Quando nossa esp®cie 

se vislumbra com grandes desafios como compreender a origem da vida; estender o 

tempo da vida humana; catalogar toda vida em nosso planeta; ou buscar vida em 

outros planetas, delimita­»es conceituais de vida se fazem necess§rias para 

sistematizar os esfor­os que poder«o nos levar a tais conquistas hom®ricas. Um 

comit° de pesquisadores organizado pela NASA prop¹s a seguinte defini­«o 

operacional: ñA vida ® um sistema qu²mico autossustent§vel pass²vel de evolu­«o 

Darwinianaò (NATIONAL AERONAUTICS AND SPACE ADMINISTRATION, 1994). A 

eleg©ncia dessa defini­«o est§ em abranger dois aspectos fundamentais da quest«o 

imposta: o termodin©mico e o da transmiss«o de informa­«o ao longo de gera­»es. 

Organismos vivos, em sua unidade fundamental, as c®lulas, podem ser 

modelados como sistemas termodin©micos abertos, ou seja, trocam mat®ria e energia 

com seu meio. Uma simplifica­«o de uma das predi­»es impostas pela segunda lei da 

termodin©mica ® a de que todos os fen¹menos naturais tendem a um aumento de 

entropia, em outras palavras, o aumento da desordem ® uma tend°ncia natural de 

todos os sistemas. Para uma c®lula, a consequ°ncia final do aumento constante da 

entropia ® o estado de equil²brio com o seu meio, no contexto biol·gico, a morte. Na 

did§tica explica­«o do pr°mio Nobel em f²sica, Erwin Schrºdinger, os organismos 

vivos se mant°m longe do estado de equil²brio com o meio se alimentando de ñentropia 

negativaò (SCHRODINGER, 1951). A entropia negativa ® obtida a partir da assimila­«o 

de mol®culas organizadas e com alto teor energ®tico. A manuten­«o da entropia 

positiva com entropia negativa para evitar o equil²brio com o meio, em outras palavras, 

a manuten­«o da homeostase, ocorre atrav®s do metabolismo. Os v²rus s«o 

metabolicamente inertes sem a maquinaria celular de seus hospedeiros, sendo essa 

uma das principais caracter²sticas que muitos utilizam para n«o classifica-los como 

vivos (MOREIRA; LčPEZ-GARCĉA, 2009). 
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A replica­«o espont©nea de estruturas moleculares a partir de um molde 

qu²mico n«o ® uma propriedade exclusiva da vida. Em nosso planeta, s«o conhecidas 

diversas estruturas qu²micas que, em determinadas condi­»es, geram r®plicas 

moleculares. Muitos cristais possuem essa propriedade. Na defini­«o de vida em 

quest«o, o trecho: ñ...pass²vel de evolu­«o Darwinianaò, se refere a um sistema 

gen®tico, no qual a replica­«o das mol®culas permite o acumulo de pequenos erros 

que podem ser replicados originando uma variedade de r®plicas com diferentes n²veis 

de estabilidade e capacidade de produzir mais c·pias, isto ®, com distintas 

ñcapacidades de adapta­«oò (fitness) em fun­«o da produ­«o de novas c·pias 

(BENNER, 2010). No livro ñO gene ego²staò, Richard Dawkins enumera tr°s 

propriedades fundamentais dos replicadores que provavelmente iniciaram o processo 

de evolu­«o biol·gica na Terra: longevidade, fecundidade e fidelidade de c·pia 

(DAWKINS, 1990). Os v²rus compartilham as propriedades de replicadores com os 

organismos vivos, garantindo a esses agentes infecciosos protagonismo na hist·ria 

da evolu­«o da vida como conhecemos. Por®m, todo seu processo de replica­«o ® 

dependente das c®lulas hospedeiras, ñv²rus s«o produzidos, mas n«o auto-

reproduzidosò (MOREIRA; LčPEZ-GARCĉA, 2009). 

Uma perspectiva relevante para sintetizar as compara­»es entre v²rus e c®lulas 

em rela­«o ao conceito de vida ® a voltada para a autonomia das estrat®gias 

evolutivas de perpetua­«o do material gen®tico. V²rus possuem uma estrat®gia 

evolutiva n«o aut¹noma, diferente das c®lulas (PROSDOCIMI et al., 2023).  Nessa 

perspectiva, c®lulas n«o s«o sin¹nimo de vida. V²rus e c®lulas adotam estrat®gias 

diferentes de perpetua­«o do material gen®tico, ambos considerados sistemas 

biol·gicos pelo fato de serem portadores e transmissores de informa­«o biol·gica 

codificada, o que os distingue do mundo abi·tico (DE FARIAS; JOSE; PROSDOCIMI, 

2021) .  

1.2 - Os v²rus 

Os v²rus s«o parasitas intracelulares obrigat·rios dependentes da maquinaria 

molecular de seus hospedeiros para replica­«o do pr·prio material gen®tico, sendo 

capazes de infectar organismos pertencentes aos tr°s dom²nios da vida. Estima-se 

que existam cerca de 1031 part²culas virais habitando nosso planeta, superando 

numericamente a quantidade de formas de vida celulares conhecidas (ñMicrobiology 

by numbersò, 2011; WIGINGTON et al., 2016). O termo ñvirosferaò ® comumente usado 
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como refer°ncia a esse diverso e ub²quo conjunto de agentes biol·gicos em nosso 

planeta (KOONIN et al., 2021). 

A relev©ncia das pesquisas sobre v²rus est§ relacionada ao entendimento da 

evolu­«o e diversidade da vida, desenvolvimento de aplica­»es biotecnol·gicas e a 

preven­«o de impactos socioecon¹micos em §reas cr²ticas para a manuten­«o da 

nossa sociedade como agricultura e sa¼de p¼blica humana e animal. S«o conhecidos 

cerca de 200 v²rus capazes de causar doen­as a nossa esp®cie (FORNI et al., 2022; 

VIRALZONE, 2023). A recente pandemia causada pelo v²rus SARS-CoV-2 (Severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2) (Coronaviridae) explicita as tr§gicas 

consequ°ncia de um surto viral em uma sociedade globalizada, evidenciado a 

import©ncia da pesquisa b§sica sobre esses agentes infeciosos para a preven­«o de 

novos surtos.  

A palavra "v²rus" tem sua origem do Latim e se refere a uma subst©ncia 

venenosa ou toxina, tendo sido utilizada para descrever pat·genos. Apesar de at® 

hoje, principalmente ap·s uma recente pandemia, a palavra ter uma conota­«o 

negativa no senso comum, sendo associada a doen­as, as fun­»es e signific©ncia 

dos v²rus v«o muito al®m de causadores de doen­as (PROSDOCIMI et al., 2023; 

ROOSSINCK, 2011).  

Ainda que definidos como parasitas, uma categoria de intera­«o ecol·gica 

interespec²fica que acarreta ¹nus para o hospedeiro em termos de sobreviv°ncia, h§ 

evid°ncias de que certos v²rus podem operar como comensais, isto ®, n«o causando 

preju²zos significativos aos seus hospedeiros. Na esp®cie humana, os v²rus circulares 

pertencentes ¨s fam²lias Anelloviridae e Redondoviridae s«o exemplos de potenciais 

v²rus comensais (LIANG; BUSHMAN, 2021). H§ tamb®m possibilidade de rela­»es 

simbi·ticas, nas quais existem benef²cios m¼tuos como refor­o da defesa imune dos 

hospedeiros contra novas infec­»es ou como armas biol·gicas que facilitam a 

obten­«o de alimentos como na rela­«o de vespas parasitoides e polidnavirus 

(ROOSSINCK, 2011).  

As pesquisas sobre os v²rus t°m catalisado significativos avan­os 

biotecnol·gicos. Uma das contribui­»es mais relevantes foi a descoberta da 

transcriptase reversa em retrov²rus, realizada de forma simult©nea e independente 

pelos pesquisadores David Baltimore e Howard Temin em 1970 (COFFIN, 2021). Tal 
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descoberta revolucionou a biologia molecular, os estudos de retrov²rus e biologia do 

c©ncer. A capacidade de gerar um pol²mero de §cido desoxirribonucleico (DNA) a 

partir de um molde de §cido ribonucleico (RNA) in vitro ® um processo essencial em 

in¼meros experimentos de biologia molecular usado em aplica­»es que v«o desde a 

quantifica­«o de RNAs alvos de c®lulas e de v²rus por RT-qPCR, at® etapas de 

complexos protocolos para constru­«o de bibliotecas para sequenciamento de nova 

gera­«o por RNA-seq. Dessa maneira, a descoberta da transcriptase reversa n«o 

apenas revolucionou os campos da biologia molecular e virologia, mas tamb®m serviu 

como alicerce para metodologias essenciais na pesquisa biotecnol·gica 

contempor©nea. 

1.2.1 - Origem dos v²rus 

Tr°s hip·teses que explicam  a origem dos v²rus tem sido consideradas 

historicamente (KRUPOVIC; DOLJA; KOONIN, 2019).  Na primeira, a hip·tese do 

ñ"mundo primordial dos v²rus", os v²rus seriam descendentes diretos dos primeiros 

replicadores que surgiram antes das c®lulas. Na segunda, a da ñorigem redutivaò ou 

òregress«oò, os v²rus teriam surgido a partir da degenera­«o de c®lulas ancestrais que 

perderam sua autonomia e se tornaram parasitas intracelulares obrigat·rias. Na 

terceira, a hip·tese dos ñgenes fugitivosò os v²rus teriam m¼ltiplas origens 

independentes a partir de genes de hospedeiros celulares que adquiriram a 

capacidade de replica­«o aut¹noma ego²sta e infectividade.  

A complexidade da origem dos v²rus, provavelmente, extrapola os limites de 

explica­«o dos tr°s modelos hipot®ticos isolados, pois se trata de um grupo polifil®tico 

no qual diferentes t§xons virais podem ter surgido de formas independentes 

(KRUPOVIC; DOLJA; KOONIN, 2019; PROSDOCIMI et al., 2023).  O fato de que os 

genes que codificam prote²nas envolvidas na replica­«o viral comumente n«o 

possuem hom·logos pr·ximos em organismos celulares conhecidos ® uma evid°ncia 

que corrobora a hip·tese do ñmundo primordial dos v²rus" (KOONIN; SENKEVICH; 

DOLJA, 2006). J§ a descoberta de v²rus gigantes codificando quase todos os genes 

da maquinaria de tradu­«o (ABRAHëO et al., 2018)  ® uma evid°ncia que pode 

corroborar a hip·tese da ñregress«oò. H§ uma hip·tese de que a evolu­«o dos v²rus 

pode ter sido quim®rica, com a maquinaria de replica­«o oriunda dos replicadores pr®-

celulares e as prote²nas estruturais adquiridas em diferentes est§gios evolutivos 

(KRUPOVIC; DOLJA; KOONIN, 2019). 
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1.2.2 - Dimens»es virais 

Os v²rus apresentam uma variedade de formas e tamanhos. S«o menores do 

que limite vis²vel a olho nu para os seres humanos, que ® aproximadamente 100 Õm 

(0,1 mm), e a maioria desses agentes biol·gicos tamb®m ® menor do que o limite de 

tamanho para visualiza­«o com microsc·pio de luz, que ® de cerca de 0,3 Õm. Alguns 

dos menores v²rus conhecidos, pertencentes a fam²lia Circoviridae, possuem entre 17 

a 22 nm (0.017 a 0.022 Õm) de di©metro, representantes da fam²lia Flaviviridae 

possuem aproximadamente 50 nm, j§ os Poxvirus, os maiores v²rus de vertebrados,  

possuem cerca de 0,3 Õm, podendo ser observados em microscopia de luz 

(BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017). Tais dimens»es microsc·picas fizeram do 

emprego de t®cnicas como a microscopia eletr¹nica de transmiss«o, que permite a 

visualiza­«o de objetos de at® 1nm (0,001 Õm) algo essencial para avan­os do 

conhecimento da forma e estrutura dos v²rus. No que se refere ¨s dimens»es dos 

v²rus, um grupo particularmente not§vel ® o dos v²rus gigantes que apresentam 

tamanhos excepcionais em rela­«o aos padr»es convencionais de tamanho viral. 

V²rus da fam²lia Mimiviridae, originalmente isolados de amebas, podem chegar a cerca 

de 0,75 Õm de di©metro e s«o maiores que algumas bact®rias (XIAO et al., 2005).   

1.2.3 - Part²culas virais 

Durante os diferentes est§gios de seu ciclo de replica­«o, um v²rus pode ser 

observado em diferentes formas com diferentes estruturas moleculares. As part²culas 

virais infecciosas completas recebem o nome de v²rion  (BURRELL; HOWARD; 

MURPHY, 2017). O virion (Figura 1) ® a forma extracelular de um v²rus e tem como 

fun­«o proteger o material gen®tico, garantindo a dissemina­«o dos v²rus entre 

hospedeiros. Essas estruturas s«o compostas pelo material gen®tico viral (DNA ou 

RNA) envolvido por uma camada proteica chamada de caps²deo. O caps²deo ® 

composto por centenas de caps¹meros, subunidades proteicas id°nticas interagindo 

n«o-covalentemente e organizadas regularmente. A utiliza­«o de uma grande 

quantidade de subunidades proteicas id°nticas permite aos v²rus a codifica­«o 
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gen®tica de macromol®culas com poucos genes. A ocorr°ncia repetida das intera­»es 

prote²na-prote²na dos caps²deos leva ¨ montagem de estruturas sim®tricas.  

Apesar da grande diversidade de forma dos v²rus, dois padr»es sim®tricos de 

estruturas virais s«o bem estabelecidos na literatura. O formato icosa®drico, um dos 

ñs·lidos plat¹nicosò ou tamb®m, ñpoliedro regularò, com 12 v®rtices, 30 arestas e 20 

faces, sendo solu­«o ·tima para o problema de construir, a partir de subunidades 

repetidas, uma estrutura resistente que englobe um volume m§ximo com a quantidade 

m²nima de energia (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017). O formato icosa®drico ® 

a estrutura tridimensional termodinamicamente mais est§vel de caps²deo viral, cerca 

de 60% dos t§xons virais conhecidas possuem essa topologia (KRUPOVIC; DOLJA; 

KOONIN, 2019). O segundo padr«o frequente ® o de simetria helicoidal que d§ origem 

a estruturas cil²ndricas. Nas estruturas helicoidais, os genomas de RNA de alguns 

v²rus podem formar uma espiral dentro do caps²deo, tal conforma­«o ® observada nos 

famosos V²rus do mosaico de plantas (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017). 

A estrutura formada pelo caps²deo e o material gen®tico viral encapsulado ® 

chamada de nucleocaps²deo. Em alguns v²rus, o nucleocaps²deo pode ser revestido 

por uma membrana lip²dica, chamada envelope (Figura 1), que cont®m prote²nas 

virais que podem estar glicosiladas. O envelope viral ® adquirido em um processo 

chamado brotamento, quando o nucleocapsideo ® expelido atrav®s de uma membrana 

celular, podendo ser oriundo das membranas celulares externas, ou de membranas 

Figura 1 - Esquema representativo de uma part²cula viral.   Os virions podem 

ser n«o-envelopados (esquerda) ou envelopados (direita). 
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internas de organelas e do n¼cleo celular de eucariotos. A maioria das prote²nas 

localizadas na superf²cie externa do envelope viral s«o glicoprote²nas com cadeias de 

carboidratos ligadas a amino§cidos espec²ficos. As glicoprote²nas podem ser 

encontradas como pepl¹meros ancorados ¨ membrana ou esp²culas (spike), 

frequentemente organizadas em forma de d²meros ou tr²meros (BURRELL; 

HOWARD; MURPHY, 2017). As glicoprote²nas virais desempenham um papel crucial 

na intera­«o dos v²rus com as c®lulas hospedeiras e na patog°nese das infec­»es 

virais, permitindo que os v²rus se liguem a receptores nas c®lulas hospedeiras, 

facilitando a entrada do v²rus na c®lula. Al®m de seu papel na entrada viral, as 

glicoprote²nas tamb®m desempenham um papel importante na resposta imunol·gica 

do hospedeiro. Elas podem ser alvos de anticorpos neutralizantes produzidos pelo 

sistema imunol·gico, limitando a replica­«o viral e a dissemina­«o da infec­«o, 

constituindo importantes alvos de estudos para o desenvolvimento de vacinas e 

terapias antivirais.  

As diferen­as das propriedades f²sico-qu²micas entre os v²rus envelopados e 

n«o-envelopados s«o relevantes para o estabelecimento de estrat®gias de inativa­«o 

das part²culas virais como medidas sanit§rias (LIN et al., 2020), manuten­«o de 

estoques virais; e extra­«o de mol®culas virais para fins de pesquisa. A integridade da 

camada lip²dica dos v²rus envelopados ® cr²tica para a capacidade de infec­«o, logo 

a desestabiliza­«o ou dissolu­«o do envelope lip²dico com solventes apolares e 

detergentes levar§ a inativa­«o das part²culas virais. Os v²rus n«o-envelopados s«o 

geralmente mais resistentes ¨s condi­»es ambientais e a agentes de inativa­«o. A 

inativa­«o de v²rus n«o-envelopados ® geralmente alcan­ada por meio de m®todos 

que afetam diretamente o caps²deo viral, como altera­«o do pH, calor, radia­«o 

ultravioleta (UV) ou o uso de agentes qu²micos espec²ficos que visam danificar ou 

desestabilizar a estrutura do caps²deo (SADRAEIAN et al., 2022). 

A grande diversidade e complexidade de v²rus se estende n«o s· a topologia 

dos caps²deos, mas tamb®m a sua quantidade e organiza­«o em diferentes v²rus. 

V²rus da fam²lia Sedoreoviridae, que possuem como representantes de import©ncia 

m®dica os Rotavirus e de import©ncia veterin§ria o arbov²rus Bluetongue virus, n«o 

possuem envelope e podem apresentar um caps²deo de duas camadas. Os v²rus, 

tamb®m n«o envelopados, das fam²lias Partitiviridae e Chrysoviridae possuem 

genomas segmentados e cada segmento ® encapsidado separadamente. Esses v²rus 
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s«o classificados como ñmultipartidosò, organiza­«o que resulta em part²culas virais 

transmiss²veis que n«o cont°m toda a informa­«o gen®tica, fazendo da transmiss«o 

simult©nea de diversas part²culas virais para uma nova c®lula ou hospedeiro um 

requisito essencial para manter a integridade e replica­«o do genoma viral (SICARD 

et al., 2016).  

1.2.4 - Caps²deos e a defini­«o de v²rus 

Os v²rus das fam²lias Narnaviridae, Mitoviridae, Endornaviridae, 

Deltaflexiviridae, Hypoviridae e do g°nero Umbravirus s«o encontrados em fungos, 

plantas e invertebrados, n«o possuem capsideo, n«o formando virion e 

consequentemente, n«o possuem forma extracelular.  H§ evid°ncias de que os 

Narnavirus se replicam no citoplasma e os Mitovirus no interior das mitoc¹ndrias. Em 

fungos, esses v²rus s«o transmitidos atrav®s de diferentes processos biol·gicos, como 

mistura citoplasm§tica e fus«o de hifas, relacionados a reprodu­«o e divis«o desses 

organismos. Essas duas fam²lias virais possuem proximidade filogen®tica entre si, e 

apesar de infectarem eucariotos, possuem proximidade filogen®tica com a fam²lia de 

bacteri·fagos Leviviridae (HILLMAN; ESTEBAN, 2009).   

Os v²rus sem caps²deo consistem em um desafio conceitual para a defini­«o 

de v²rus.  Raoult e Forterre propuseram que os v²rus s«o organismos que codificam 

virions, enquanto as formas de vida celulares s«o organismos que codificam 

ribossomos (FORTERRE, 2016; FORTERRE; KRUPOVIC; PRANGISHVILI, 2014; 

RAOULT; FORTERRE, 2008). Essa defini­«o excluiria conceitualmente os v²rus das 

fam²lias sem caps²deos da virosfera. Esses v²rus constituem apenas uma das muitas 

exce­»es que frustram tentativas de defini­«o de v²rus. Koonin et al., 2021 prop»e 

uma defini­«o multidimensional na qual existe um ñespa­o virtualò composto pelos 

elementos gen®ticos replicadores e dentro desse espa­o se encontra a virosfera, 

podendo ser essa dividida em ñOrtovirosferaò, que engloba os v²rus que possuem 

virions, e a ñPerivirosfera ñ, um subespa­o contendo os replicadores que n«o possuem 

todas caracter²sticas dos v²rus ñtradicionaisò codificadores de virions (KOONIN et al., 

2021).  
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1.2.5 - Material gen®tico viral  

 

Os genomas virais podem ser armazenados na forma de DNA ou RNA, sendo 

encontrados na forma de fita dupla ou simples, podendo ser cont²nuos, segmentados 

ou circulares. A classifica­«o viral de Baltimore divide os v²rus em sete classes 

considerando a composi­«o de §cidos nucleicos dos genomas que determinam as 

formas de transmiss«o e express«o da informa­«o gen®tica viral. Essa classifica­«o 

continua relevante ap·s mais de 50 anos de sua proposi­«o, possuindo conex«o com 

as atuais classifica­»es filogen®ticas dos grandes dom²nios virais monofil®ticos 

(Figura 2). A relev©ncia da classifica­«o viral de Baltimore cruza a fronteira da 

virologia e fundamenta conceitualmente o que entendemos como processos de 

transfer°ncia de informa­«o biol·gica na natureza (BALTIMORE, 1971; KOONIN; 

KRUPOVIC; AGOL, 2021).   

Figura 2 - Classifica­«o de Baltimore e Reinos Virais. As linhas coloridas 

representam as conex»es entre as classes e os reinos virais monofil®ticos. 

Linhas espessas representam rela­»es fundamentais e linhas finas ocorr°ncias 

excepcionais. Modificada de KOONIN et., al 2021. 
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A diferen­a de composi­«o de §cidos nucleicos entre os v²rus que infectam 

organismos pertencentes a cada um dos tr°s grandes dom²nios da vida ® evidente. 

H§ uma predomin©ncia de v²rus de RNA em eucariotos e de v²rus de DNA, mais 

especificamente de dupla-fita, em procariotos (Figura 3). N«o h§ registros de v²rus de 

RNA em arqueias. Tal padr«o de composi­«o de viromas ® uma das evid°ncias para 

suportar a hip·tese sintr·fica de origem dos eucariotos na qual uma 

Deltaproteobact®ria teria englobado um Argard arqueon que deu origem ao n¼cleo e, 

em um segundo evento, englobou uma Alphaproteobacteria que deu origem as 

mitoc¹ndrias (KRUPOVIC; DOLJA; KOONIN, 2023).  

Os genes virais podem ser divididos em codificantes de prote²nas estruturais e 

n«o-estruturais. As prote²nas estruturais s«o as utilizadas na constru­«o do caps²deo, 

envelope e outros componentes do virion. As prote²nas n«o estruturais est«o 

envolvidas em processos como replica­«o do material gen®tico viral, modifica­»es 

qu²micas para constru­«o do virion e evas«o do sistema imune do hospedeiro.  

A maior parte dos genomas virais ® composta por genes codificadores de 

prote²nas (MAHMOUDABADI; PHILLIPS, 2018). Virus possuem diferentes estrat®gias 

de condensa­«o da informa­«o gen®tica que pode estar associadas a press»es de 

sele­«o natural relacionadas a velocidade e precis«o da replica­«o e estabilidade dos 

genomas virais (DOMS, 2016; MAHMOUDABADI; PHILLIPS, 2018). Poliprote²nas: 

uso de um ¼nico promotor para replica­«o de v§rias prote²nas no mesmo mRNA que 

® traduzido e posteriormente as prote²nas s«o individualizadas pela a­«o de proteases 

virais ou do hospedeiro. Essa estrat®gia ® encontrada nos v²rus da fam²lia 

Flaviviridade, caracterizando os genomas virais dos arbov²rus de import©ncia m®dica 

Dengue, Zika e Yellow fever (SIMMONDS et al., 2017). Alguns v²rus utilizam a 

maquinaria da c®lula para realizar o splicing alternativo do pr·prio genoma de modo 

que um ¼nico promotor ® utilizado para transcrever diferentes genes virais.  Diversos 

Figura 3 - Representa­«o dos Reinos Virais nos tr°s Dom²nios da Vida. Modificada 

de KUPROVIC, DOLJA & KOONIN, 2023. 
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v²rus de import©ncia m®dica como membros das fam²lias Orthomyxoviridae e 

Retroviridae utilizam essa estrat®gia (https://viralzone.expasy.org/1943). 

Sobreposi­«o de janelas de leitura (reading frames): Ao possuir c·dons de inicia­«o 

em diferentes posi­»es do genoma, os genes virais podem se sobrepor com diferentes 

genes compartilhando mesmas por­»es de §cidos nucleicos, por®m em janelas de 

leitura distintas. Tal sobreposi­«o pode ocorrer na fita codificadora oposta, como no 

caso de alguns v²rus ambigr§maticos da fam²lia Narnaviridae que possuem genes 

codificados nas fitas senso e antisenso (ABBO et al., 2023; DERISI et al., 2019; DINAN 

et al., 2020). Ribosomal frameshifting: Em alguns v²rus, um ribossomo come­a a 

traduzir uma prote²na e, em seguida, "desliza" de volta uma base antes de come­ar 

novamente. Quando isso acontece, ele est§ agora em um novo frame de leitura e 

come­a a traduzir uma prote²na viral diferente. Essa estrat®gia ® empregada por 

diversos v²rus, incluindo v²rus da fam²lia Totiviridae  encontrados em insetos (ABBO 

et al., 2023), o arbov²rus West nile v²rus (Flaviviridae) e membros da fam²lia 

Coronaviridae (https://viralzone.expasy.org/860). 

Alguns v²rus possuem genes de RNAs n«o-codificantes com fun­»es 

associadas a evas«o do sistema imune e manuten­«o da lat°ncia viral 

(MAHMOUDABADI; PHILLIPS, 2018; TYCOWSKI et al., 2015). miRNAs codificados 

pelo Ovine herpesvirus-2 est«o envolvidos na regula­«o da lat°ncia viral desse 

pat·geno que pode ser fatal para ovinos infectados (RIAZ et al., 2014).  

Virus do g°nero Flavivirus (familia Flaviviridae) produzem um RNA n«o 

codificante conservado chamado de sfRNA (flaviviral subgenomic RNA). Esses 

ncRNAs s«o produtos da degrada­«o incompleta do RNA gen¹mico viral pela 

exorribonuclease celular 5'-3' XRN1, que n«o consegue clivar regi»es altamente 

estruturadas e conservadas presentes no 3' UTR de flaviv²rus (SLONCHAK; 

KHROMYKH, 2018). H§ evid°ncias de que esses ncRNAs possuem grande influ°ncia 

na patogenicidade viral, adapta­«o ao hospedeiro e surgimento de novas cepas 

patog°nicas. A transmiss«o do v²rus da Zika por A. aegypti foi atenuada quando foram 

inseridas muta­»es na regi«o do sfRNA (G¥ERTZ et al., 2019). Al®m disso, os autores 

mostraram uma maior produ­«o de siRNAs (21nt de dupla-fita) derivados do v²rus com 

sfRNA mutado, evidenciando o papel desse ncRNA na evas«o da resposta antiviral 

mediada por RNAi, 
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1.2.6 - Replica­«o viral 

O ciclo de replica­«o dos v²rus que infectam animais e produzem virion  pode 

ser resumido em sete fases (LOUTEN, 2016): 

1- Adsor­«o: O v²rus se liga ¨ superf²cie da c®lula hospedeira atrav®s de 

intera­»es espec²ficas entre prote²nas virais e receptores celulares; 

2- Penetra­«o: O v²rus entra na c®lula hospedeira, muitas vezes por 

endocitose, permitindo que seu material gen®tico alcance o interior celular; 

3- Desnudamento: O capsideo ® desmontada e o material gen®tico do v²rus ® 

liberado no citoplasma da c®lula hospedeira; 

4- Replica­«o: O material gen®tico viral ® replicado dentro da c®lula 

hospedeira, produzindo c·pias do genoma viral e iniciando a s²ntese de novas 

prote²nas virais.  

5- Montagem: As novas prote²nas virais e as c·pias do genoma s«o reunidas 

para formar novas part²culas virais; 

6- Matura­«o: As part²culas virais rec®m-formadas s«o modificadas e 

organizadas, muitas vezes atrav®s de clivagem proteol²tica, para se tornarem 

infecciosas; 

7- Libera­«o: As part²culas virais maduras s«o liberadas da c®lula hospedeira, 

muitas vezes destruindo a c®lula para que possam infectar outras c®lulas e 

continuar o ciclo de replica­«o, similar ao ciclo l²tico dos fagos, ou as part²culas 

virais podem ser exocitados pelo processo de brotamento, sem romper a 

membrana do hospedeiro, adquirindo um envelope oriundo de por­»es de 

membranas do hospedeiro. 

A din©mica de replica­«o dos v²rus que infectam procariotos, chamados de 

fagos, pode ser resumida em ciclos l²tico e ciclo lisog°nico. Uma diferen­a marcante 

entre os v²rus que infectam animais e os que infectam procariotos est§ na fase de 

fixa­«o, pois os v²rus de animas n«o possuem as caudas fibrilares que os fagos 

utilizam para se ligar por­«o externa das c®lulas. Outra diferen­a ® que os v²rus de 

animais n«o liberam seu material gen®tico direto no citoplasma logo ap·s a fixa­«o.   

Como uma das consequ°ncias da aus°ncia de mecanismos de corre­«o 3ô 

exonuclease das RNA-replicases da maioria dos v²rus de RNA (MEN£NDEZ-ARIAS, 

2009; STEINHAUER; DOMINGO; HOLLAND, 1992), esses v²rus apresentam taxas de 

substitui­«o de nucleot²deos maiores que as dos v²rus de DNA e aproximadamente 

seis ordens de magnitude maiores do que aquelas em seus hospedeiros (SANJUĆN; 

DOMINGO-CALAP, 2016). Tais taxas de muta­«o constituem um fator determinante 

na diversidade gen®tica, patogenicidade e adapta­«o a novos hospedeiros. Em uma 
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perspectiva de aplica­«o a sa¼de humana e animal, as altas taxas de muta­«o dos 

v²rus de RNA constituem um desafio para o desenvolvimento de vacinas. 

O ciclo de replica­«o dos retrov²rus possui um intima rela­«o com os genomas 

de seus hospedeiros. Esses v²rus codificam em seus genomas e carregam em seus 

virions a enzima transcriptase reversa (RT), que ® uma DNA polimerase dependente 

de RNA. A transcriptase reversa ® capaz de transcrever reversamente o genoma de 

ssRNA em uma cadeia linear de cDNA complementar de dupla fita, que ® ent«o 

integrada a um cromossomo hospedeiro (LOUTEN, 2016). O retrov²rus melhor 

estudado ® o v²rus da AIDS (acquired immunodeficiency syndrome), o HIV, human 

immunodeficiency v²rus (Retroviridae).  

Os retrov²rus evidenciam a intrincada rela­«o entre os v²rus e a evolu­«o dos 

genomas eucariotos. Os genes que codificam as prote²nas Sincitina 1 e 2 envolvidas 

no processo de placenta­«o em s²mios s«o oriundos de genes de envelopes virais de 

retrov²rus (CORNELIS et al., 2012). Os genomas eucari·ticos s«o permeados por 

elementos provavelmente oriundos de integra­»es virais como LINES, SINES, 

transposons, retrotransposons que podem chegar a compor 42% do genoma como na 

nossa esp®cie (LANDER et al., 2001). Esses elementos constituem mat®ria bruta para 

a a­«o de processos evolutivos que moldam os genomas eucari·ticos, configurando 

exapta­»es que podem dar origem a novas fun­»es biol·gicas.  

1.2.7 - Elementos Virais End·genos 

 Elemento Virais End·genos (EVEs) s«o sequ°ncias de DNA derivadas de 

fragmentos ou genomas completos de v²rus ex·genos integradas no genoma de um 

hospedeiro. Uma vez que essas inser­»es acontecem em c®lulas germinativas, os 

novos loci podem ser herdados pelas gera­»es seguintes e fixados na popula­«o.  

A integra­«o gen¹mica faz parte do ciclo de replica­«o dos retrov²rus. O DNA 

viral integrado ao genoma hospedeiro durante o ciclo de replica­«o ® chamado de 

provirus. A integra­«o ® aut¹noma, sendo mediada pela transcriptase reversa e 

prote²nas integrases (WICKER et al., 2007) codificadas pelo pr·prio genoma retroviral. 

Tal fen¹meno explica e exist°ncia das EVEs retrovirais. Por®m, s«o encontradas EVEs 

oriundas de v²rus pertencentes a todas as classes de Baltimore, sendo conhecidas 

tamb®m as EVEs n«o-retrovirais (HORIE et al., 2010; KATZOURAKIS; GIFFORD, 

2010). A integra­«o das EVEs n«o-retrovirais ainda se trata de um fen¹meno pouco 
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compreendido, ® provavelmente mediada por recombina­«o n«o-hom·loga 

(ARBUCKLE et al., 2010) ou intera­«o com outros retroelementos, como transposons 

(HORIE et al., 2010). O fato de que as EVEs n«o-retrovirais s«o comumente 

encontradas em loci gen¹micos associadas a elementos moveis ® uma evid°ncia de 

que a integra­«o ® mediada por tais elementos (AGUIAR et al., 2020).  

 Integra­»es de sequ°ncias virais podem ter efeitos delet®rios, neutros ou 

ben®ficos aos hospedeiros. EVEs domesticadas podem adquirir novas fun­»es e 

serem mantidas nos genomas dos hospedeiros por  sele­«o natural. EVEs 

participam de eventos que v«o desde a regula­«o da express«o genica (SOFUKU et 

al., 2018) at® a plasticidade sin§ptica (MORTELMANS; WANG-JOHANNING; 

JOHANNING, 2016) em mam²feros.  H§ autores que argumentam que as EVEs podem 

fazer parte do sistema imune antiviral configurando um sistema imune adaptativo no 

combate a infec­«o por v²rus circulantes. Os mecanismos subjacentes ¨ imunidade 

derivada de EVE podem envolver interfer°ncia nos receptores celulares, 

reconhecimento de sequ°ncias de §cido nucleico (por exemplo, RNAi) ou at® mesmo 

sabotagem da replica­«o por meio da produ­«o de prote²nas virais defeituosas a partir 

de EVEs (ASWAD; KATZOURAKIS, 2012). Essa hip·tese ® atrativa no contexto do 

estudo de importantes vetores de zoonoses virais, como os mosquitos. A remo­«o por  

CRISPR-Cas9 de uma EVE n«o-retroviral do genoma de Aedes aegypti levou ao 

aumento da replica­«o do v²rus cognato, CFAV, nos ov§rios do mosquito (SUZUKI et 

al., 2020).  

 O estudo das EVEs pode levar a avan­os na compreens«o das intricadas 

rela­»es entre v²rus e hospedeiros, com implica­»es diretas em estudos sobre 

aspectos gen¹micos de vetores animais que amea­am a sa¼de humana. Al®m disso, 

nos permite inferir o hist·rico de infec­»es virais que impactaram a evolu­«o do 

genoma de hospedeiros. Como fosseis gen¹micos, as EVEs tem permitido que 

paleovirologistas tracem a origem de v²rus, incluindo v²rus de grande relev©ncia atual, 

como os da fam²lia Flaviviridae (LI et al., 2022).  

1.2.8 - Taxonomia Viral 

Em 1977, Woose e Fox dividiram os procariotos em dois grandes grupos 

baseados em compara­»es de sequ°ncias de RNA ribossomal da subunidade menor 

(WOESE; FOX, 1977). Esse estudo levou ao estabelecimento do que conhecemos 
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hoje como os tr°s dom²nios da vida, Eukaryota, Archaea e Bacteria. O modelo de 

§rvore filogen®tica que suporta esses grandes grupos ® corroborado por analises mais 

recentes e em larga escala (HUG et al., 2016). A exist°ncia de uma ñ§rvore da vidaò 

estabelecida com sequ°ncias de genes ribossomais nos permite inferir a exist°ncia 

de um ancestral comum universal (LUCA) e podemos considerar os genes 

ribossomais ñmarcadores universaisò da vida em nosso planeta. Por se tratar de um 

grupo paraf²l®tico, os v²rus n«o possuem um marcador universal similar, apresentando 

um cen§rio mais complexo de classifica­»es filogen®ticas e taxon¹micas. 

A taxonomia dos v²rus ® desenvolvida e supervisionada pelo Comit° 

Internacional de Taxonomia de V²rus (ICTV). A classifica­«o e nomenclatura 

taxon¹mica dos v²rus possui papel fundamenta na §rea cl²nica, agricultura, ensino e 

para ag°ncias reguladoras de diversos setores (SIDDELL et al., 2023). Atualmente, as 

11273 esp®cies virais reconhecidas pelo ICTV s«o classificadas em um sistema 

taxon¹mico de 15 categorias (ranks).  O princ²pio guia para a recente organiza­«o 

taxon¹mica ® a congru°ncia com as hist·rias evolutivas inferidas para cada v²rus, 

respeitando o princ²pio de monofiletismo e caracter²sticas gen¹micas apropriadas 

(SIMMONDS et al., 2023). Aspectos ecol·gicos e fenot²picos tamb®m s«o usados para 

refinamento das fronteiras das categorias.  

Figura 4 - Representatividade de sequ°ncias virais por filo animal. A. 

Representa­«o gr§fica do n¼mero de entradas ¼nicas de nucleot²deos de v²rus no banco 

de dados nt do GenBank (NCBI), ordenadas por esp®cie de hospedeiro, demonstrando 

que os v²rus associados a cordados superam em n¼mero os advindos de todos os outros 

filos animais. B. Representa­«o gr§fica do r§pido aumento nas entradas de v²rus 

associados a vertebrados no banco de dados de sequ°ncias do GenBank nas ¼ltimas 

duas d®cadas e os n¼meros comparativamente baixos de v²rus associados a 

invertebrados identificados no mesmo per²odo. Modificada de HARVEY & HOLMES, 

2022. 
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A taxonomia ® uma ci°ncia din©mica, no caso dos v²rus a fluidez pode ser ainda 

maior. Revis»es baseadas em novos conjuntos de dados s«o a regra na taxonomia 

viral. Tal fen¹meno ® impulsionado pela aplica­«o do sequenciamento de §cidos 

nucleicos em larga escala em estudos metagen¹micos aliado a avan­os constantes 

na constru­«o de ferramentas de bioinform§tica que permitem a minera­«o de 

sequ°ncias virais em dados p¼blicos (EDGAR et al., 2022; ROUX; MATTHIJNSSENS; 

DUTILH, 2021). Uma evid°ncia do descompasso gerado por tais aplica­»es ® o fato 

de que a base de dados Taxonomy do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy 

acessado em 20/08/2023) registra mais de 239 mil v²rus taxonomicamente distintos, 

mais de 20 vezes o n¼mero de esp®cies virais aceitas pelo ICTV. Esfor­os para 

sistematizar e padronizar a classifica­«o de sequ°ncias advindas de estudos 

gen¹micos e minera­«o de dados tem sido tomados e s«o cr²ticos para a produ­«o 

de bases de dados robustas e precisas que permitir«o avan­os na virologia 

(ADRIAENSSENS et al., 2023) . 

Apesar do aumento exponencial de sequ°ncias virais dispon²veis em bancos 

de dados que tem expandido nossa compreens«o da virosfera, um vi®s de 

amostragem para v²rus oriundos de hospedeiros vertebrados ® evidente (Figura 4) 

(HARVEY; HOLMES, 2022). Harvey & Holmes, 2022 ressaltam que esse vi®s restringe 

nosso conhecimento da diversidade viral e limita avan­os na compreens«o da 

evolu­«o viral, incluindo a compreens«o do fen¹meno de saltos entre hospedeiros que 

podem levar a emerg°ncia de novas zoonoses.   

1.3 - Os arbov²rus 

Zoonoses s«o doen­as infecciosas transmitidas de animais n«o humanos para 

humanos (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/zoonoses). Estima-se 

que 60% das doen­as infecciosas conhecidas e at® 75% das doen­as infecciosas 

novas ou emergentes tenham origem zoon·tica (SALYER et al., 2017). Arboviroses 

s«o zoonoses causadas especificamente por arbov²rus e transmitidas por artr·podes.  

Os arbov²rus (do ingl°s ñarthropod borne-virusesò) constituem um grupo de 

v²rus relevante para pesquisas em sa¼de. Esses v²rus patog°nicos se replicam tanto 

em vertebrados quanto em invertebrados. Os arbov²rus podem ser patog°nicos para 

humanos e outros animais, como ® o caso do v²rus da dengue transmitido por 

mosquitos, o v²rus da febre hemorr§gica da Crimeia-Congo transmitido por carrapatos 

e o v²rus da l²ngua azul transmitido por midges. A transmiss«o de arbov²rus ocorre, 



   
 

  пм 
 

principalmente, quando um artr·pode vetor hemat·fago, como mosquitos e 

carrapatos, se alimentam do sangue de vertebrados suscet²veis ¨ infec­«o. Sob uma 

perspectiva m®dica e veterin§ria, a expans«o geogr§fica das arboviroses ® 

preocupante. Essas doen­as s«o predominantemente transmitidas por mosquitos, 

incluindo a dengue, zika, febre amarela, febre do Nilo Ocidental, encefalite japonesa, 

febre chikungunya e febre do Vale do Rift (WILDER-SMITH et al., 2017) . 

O Arbocat, uma base de dados mantida pelo Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), registra 537 arbov²rus (https://wwwn.cdc.gov/arbocat/). 

Recentemente, essa contagem foi revisada com dados recentes da literatura e 

sequ°ncias gen¹micas virais resultando em um total de 615 arbov²rus, distribu²dos em 

460 esp®cies virais distintas (HUANG et al., 2023). Cerca de 100 desse arbov²rus 

infectam humanos (ROSENBERG et al., 2013).  

Arbov²rus s«o um grupo ecol·gico e polifil®tico de v²rus que pertencem a 

diversas fam²lias e g°neros virais. Com exce­«o do African swine fever v²rus 

(Asfaviridae), todos arbov²rus s«o v²rus de RNA, sugerindo que as altas taxas de 

muta­«o dos genomas de RNA s«o um forte pr®-requisito para estabelecimento de 

um ciclo de replica­«o alternante nos distintos ambientes representados por 

hospedeiros vertebrados e invertebrados (HANLEY; WEAVER, 2008).   

1.4 - Mosquitos 

Insetos (Reino Metazoa; Filo Arthropoda; subfilo Hexapoda; classe Insecta) s«o 

animais invertebrados caracterizados por um corpo segmentado (cabe­a, t·rax e 

abd¹men), tr°s pares de pernas articuladas, um par de antenas e, geralmente, um ou 

dois pares de asas. Constituem o maior e mais diverso grupo de animais, contendo 

mais de 70% de todas as esp®cies conhecidas (MISOF et al., 2014). Essa vasta 

quantidade de potenciais hospedeiros ® acompanhada por uma grande diversidade 

viral (LI et al., 2015). An§lises da diversidade viral em insetos podem fornecer 

importantes dados sobre a evolu­«o dos v²rus, pois, em circula­«o nesse grupo, s«o 

encontrados representantes da maioria de fam²lias virais conhecidas em animais (SHI 

et al., 2016). 

Mosquitos s«o insetos da ordem D²ptera (di = duas, pteron = asas), 

caracterizados, principalmente, por um par de asas funcionais membranosas no 

mesonoto; asas posteriores reduzidas a halteres; prot·rax e metat·rax reduzidos; 
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adultos com pe­as bucais sugadoras, frequentemente adaptadas para perfurar 

(CARVALHO et al., 2012). Os d²pteros constituem uma ordem megadiversa de insetos 

holomet§bolos (THOMPSON, 2008). Essa ordem ® dividida em duas subordens, 

Brachycera (brachy = curto, cera = antena, chifre), na qual s«o inclu²dos os d²pteros 

comumente chamados de ñmoscasò, e Nematocera (nemato = fio, alongado), 

caracterizada, principalmente, pelas antenas longas de seus integrantes.  

1.4.1 - Fam²lia Culicidae 

A fam²lia Culicidae, pertencente a subordem Nematocera, inclui os insetos 

comumente chamados de mosquitos, pernilongos, muri­ocas. Est«o descritas 

aproximadamente 3610 esp®cies de culic²deos, divididos em 178 g°neros. Esses 

insetos possuem comprimento variando entre 3 a 9 mm; escamas revestindo a maior 

parte do corpo e pernas dos adultos; prob·scide fina e mais longa que a cabe­a, com 

pe­as bucais alongadas alocadas em um estojo formado pelo l§bio (CARVALHO et 

al., 2012). As larvas e pupas dessa fam²lia s«o aqu§ticas, sendo as larvas nadadoras 

ativas em §guas lentas. As larvas de mosquitos do g°nero Toxorhynchites (subfam²lia 

Toxorhynchitinae), tamb®m conhecidos como ñmosquitos elefanteò, podem ser 

predadoras de larvas de outros mosquitos, podendo ser usadas para controle 

biol·gico de mosquitos vetores de arbov²rus (MALLA et al., 2023). Os adultos dessa 

fam²lia s«o comumente mais ativos durante o crep¼sculo ou ¨ noite, sendo as f°meas 

hemat·fagas, geralmente necessitando de sangue para amadurecimento dos ovos. 

Os machos se alimentam de n®ctar e outros l²quidos de origem vegetal. Os g°neros 

Anopheles (subfam²lia Anophelinae), Aedes (subfam²lia Culicinae; tribo Aedini) e 

Culex (subfam²lia Culicinae; tribo Culicini) recebem destaque por inclu²rem mosquitos 

vetores de agentes etiol·gicos causadores de doen­as a esp®cie humana e a outros 

animais. Os mosquitos mant°m uma rela­«o evolutiva intrincada com a nossa 

esp®cie, desempenhando um papel crucial como agentes de sele­«o natural para a 

resist°ncia a parasitas. Al®m disso, eles exerceram uma influ°ncia marcante na 

trajet·ria da nossa hist·ria, emergindo como elementos adversos que definiram 

batalhas hist·ricas e empregados como armas biol·gicas (SNYDER, 2020).  

1.4.2 - G°nero Aedes sp. 

O g°nero Aedes sp. (Meigen, 1818) ® o maior g°nero da tribo Aedini, 

compreendendo 932 esp®cies (ñAedes Meigen, 1818 WRBUò, [s.d.]). A taxonomia do 

grupo ® complexa, tendo passado por amplas revis»es (WILKERSON et al., 2015). 
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Estudos utilizando marcadores moleculares tem contribu²do para a compreens«o das 

rela­»es filogen®ticas entre as esp®cies e para tra­ar a hist·ria da dispers«o global 

desses mosquitos que tiveram sua origem na Ćfrica (COOK et al., 2005; GLORIA-

SORIA et al., 2016; ZADRA; RIZZOLI; ROTA-STABELLI, 2021).   

Apenas os genomas de A. aegypti (MATTHEWS et al., 2018) e A. albopictus 

(PALATINI et al., 2020) est«o sequenciados. Recentemente, uma vers«o ñrascunhoò 

do genoma de A. koreicus (KURUCZ et al., 2022)  foi disponibilizada no NCBI. Os 

genomas de A. aegypti e A. albopictus possuem tamanhos estimados similares de 

~1.3Gb, ambos organizados em tr°s cromossomos. Dentre as muitas caracter²sticas 

conservadas ou apenas similares entre os dois genomas, a grande porcentagem de 

elementos repetitivos e transposons ® uma marca de ambas as esp®cies, com 65% 

para A. aegypti e 55% para A. albopictus.  

1.4.3 - Principais transmissores de arbov²rus do planeta 

A palavra Aedes tem origem grega, podendo ser traduzida como odioso ou 

desagrad§vel. O nome do g°nero oriundo de tal adjetivo ® explicado pela rela­«o 

desses insetos com a esp®cie humana. Os mosquitos do g°nero Aedes s«o os vetores 

de arbov²rus mais importantes devido a sua ampla distribui­«o geogr§fica e adapta­«o 

a ambientes antropomorfizados (POWELL; TABACHNICK, 2013). S«o transmissores 

de arbov²rus de relev©ncia global como Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV) 

(Flaviviridae) e chikungunya virus, al®m de outros que infectam milhares de pessoas 

em regi»es tropicais e subtropicais todos os anos causando grandes preju²zos 

socioecon¹micos. Apenas nas ¼ltimas duas d®cadas, testemunhamos a emerg°ncia 

de tr°s arbov²rus transmitidos por mosquitos nas Am®ricas: a chegada do West Nile 

Virus (WNV) na Am®rica do Norte em 1999 (WEAVER; REISEN, 2010); a emerg°ncia 

e espalhamento do Chikungunya virus (CHIKV) (Togaviridae) nas Am®ricas em 2013 

(ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016); e o surto de ZIKV no Brasil em 2015, cuja 

associa­«o com casos de microcefalia (MLAKAR et al., 2016) e de S²ndrome Guillain-

Barr® (ARAUJO; FERREIRA; NASCIMENTO, 2016) desencadeou uma crise de sa¼de 

internacional.  

O v²rus da Dengue ® o arbov²rus de distribui­«o geogr§fica mais ampla, 

causando aproximadamente 390 milh»es de infec­»es e 20 mil mortes por ano 

(BHATT et al., 2013). Levantamentos de anos anteriores mostram que a soma dos 
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preju²zos diretos e indiretos causados por arboviroses, apenas no Brasil, podem 

chegar ¨ 2,3 bilh»es de reais por ano (TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017). Em um 

cen§rio no qual o n¼mero de casos tem aumentado anualmente, os gastos reais, 

provavelmente chegam a valores ainda maiores.  

O aumento dos casos de doen­as causadas por v²rus transmitidos por 

mosquitos em §reas end°micas est§ intrinsecamente ligado ao aumento da densidade 

populacional humana, acelerada urbaniza­«o, a aus°ncia de programas de vigil©ncia 

eficientes e ¨ emerg°ncia de resist°ncia na popula­«o de mosquitos aos inseticidas 

qu²micos frequentemente empregados. A implementa­«o restrita de estrat®gias de 

controle vetorial adequadas, somada ¨ car°ncia geral de conscientiza­«o da 

popula­«o quanto ¨ ado­«o de medidas profil§ticas pertinentes, tamb®m contribui 

para tal cen§rio (LIGSAY; TELLE; PAUL, 2021) .  

Devido ¨ globaliza­«o e mudan­as clim§ticas causadas por nossa esp®cie, a 

distribui­«o geogr§fica de mosquito vetores como A. aegypti e A. albopictus (Figura 

5), os dois vetores de arbov²rus mais importantes do g°nero,  est§ se expandindo 

continuamente, expondo cada vez mais pessoas ¨ amea­a de arbov²rus ao longo dos 

anos (KRAEMER et al., 2019). Atualmente, cinco esp®cies de mosquitos invasores, 

potenciais transmissores de arbov²rus, do g°nero Aedes est«o estabelecidas na 

Figura 5 - Fotos ilustrativas dos mosquitos invasores das esp®cies, 

Ae. japonicus, Ae. aegypti e Ae. albopictus, transmissores de 

arbov²rus. Padr»es e formatos de listas na por­«o dorsal do t·rax 

distinguem essas tr°s esp®cies. Fotos de Lyle Buss, Universidade da 

Florida (fonte: https://entnemdept.ufl.edu/creatures/AQUATIC/aedes_japonicus.html). 
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Europa: A. albopictus, A. japonicus, A. koreicus, A. atropalpus e A. aegypti, sendo as 

duas ¼ltimas raramente detectadas (MEDLOCK et al., 2015). Dentre esses, A. 

albopictus ® o vetor de arbov²rus mais disseminado na Europa, com casos aut·ctones 

de Chikungunya e dengue recentemente documentados na It§lia e Fran­a atribu²dos 

a transmiss«o por mosquitos dessa esp®cie  (COCHET et al., 2022; LAZZARINI et al., 

2020). Outras duas esp®cies invasoras potenciais transmissoras de arbov²rus, 

incluindo Zika e dengue, com ampla distribui­«o global s«o A. vexans e A. vittattus 

(OUTAMMASSINE; ZOUHAIR; LOQMAN, 2022). Em 2021, A. vittatus foi manchete 

nos notici§rios brasileiros devido a recente ocorr°ncia desse vetor de arbov²rus que 

representa uma nova amea­a ¨ sa¼de p¼blica humana nas am®ricas (ALARCčN-

ELBAL et al., 2020). 

As esp®cies invasoras n«o s«o as ¼nicas respons§veis pela manuten­«o dos 

ciclos de transmiss«o de arbov²rus. Na Ćfrica, as esp®cies A. furcifer, A. taylori,e A. 

luteocephalus s«o componentes chaves dos ciclos selv§ticos de transmiss«o de 

arbov²rus (DIALLO et al., 2022; VALENTINE; MURDOCK; KELLY, 2019). Nas 

am®ricas, as esp®cies nativas dos g°neros Haemagogus (tribo Aedini)  e Sabethes 

(tribo Sabethini) s«o transmissores do YFV para humanos e primatas n«o humanos, 

mantendo o ciclo silv§tico desse v²rus (VALENTINE; MURDOCK; KELLY, 2019). 

£ importante ressaltar que, para a maioria das arboviroses, n«o h§ 

disponibilidade de vacinas ou tratamentos antivirais eficazes, fazendo do controle 

vetorial a medida mais eficaz para combater doen­as transmitidas por mosquitos 

vetores (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Diante de um cen§rio de r§pida 

expans«o global e aumento da resist°ncia a inseticidas desses vetores, m®todos de 

controle inovadores s«o necess§rios. Recentes avan­os em estudos sobre a fisiologia 

e resposta imune antiviral desses mosquitos tem mostrado que bact®rias e outros 

v²rus podem alterar a compet°ncia vetorial desses mosquitos para arbov²rus de 

import©ncia m®dica. A identifica­«o de agentes biol·gicos com esse potencial ® um 

pr®-requisito fundamental para o estabelecimento de novas estrat®gias de controle 

vetorial. 

1.5 - A bact®ria Wolbachia  

Wolbachias s«o bact®rias gram-negativas, endossimbiontes, obrigatoriamente 

intracelulares, pertencentes ao filo Proteobact®ria, subfilo alfaproteobact®ria, ordem 



   
 

  пс 
 

Rickettsiales e fam²lia Anaplasmataceae  (OôNEILL et al., 1992). Wolbachias foram 

descobertas por Hertig e Wolbach em 1924 analisando tecidos reprodutivos de Culex 

pipiens.  Estima-se que 40% dos artr·podes e 65% dos insetos sejam naturalmente 

infectados por Wolbachia (ZUG; HAMMERSTEIN, 2012), fazendo dessas bact®rias os 

endossimbiontes mais abundantes de invertebrados. Assim como as mitoc¹ndrias, 

esses organismos s«o transmitidos verticalmente por heran­a materna. Wolbachias 

causam fen·tipos que tendem a favorecer o ñfitnessò das f°meas infectadas, 

consequentemente aumentando a transmiss«o das Wolbachia (OôNEILL et al., 1992). 

Os fen·tipos mais conhecidos causados nos hospedeiros s«o: indu­«o de 

partenog°nese (ARAKAKI; MIYOSHI; NODA, 2001); feminiza­«o de machos 

gen®ticos (NARITA et al., 2007); morte dos embri»es machos (DYER; JAENIKE, 

2004); e incompatibilidade citoplasm§tica que reduz a prole de machos infectados e 

f°meas n«o infectadas (BECKMANN; RONAU; HOCHSTRASSER, 2017).   

A prote­«o contra a infec­«o por v²rus nos hospedeiros ® um fen·tipo causado 

por Wolbachias amplamente explorado, principalmente pela possibilidade de controlar 

insetos vetores de pat·genos humanos. Estudos com Drosophila melanogaster 

mostram que algumas Wolbachias podem proteger a mosca de infec­»es por v²rus de 

RNA  (TEIXEIRA; FERREIRA; ASHBURNER, 2008). O caso de maior destaque de 

resist°ncia por v²rus causado por Wolbachia ® com A. aegypti. Esse mosquito n«o 

parecem ser naturalmente infectado por Wolbachia, apesar de alguns relatos 

inconsistentes de detec­«o (DA SILVA et al., 2021; ROSS et al., 2020). Estudos 

pr®vios tinham a inten­«o de usar linhagens de Wolbachia de D. melanogaste, 

wMelPop-CLA, para diminuir o tempo de vida do mosquito (MCMENIMAN et al., 2009). 

A infec­«o artificial teve sucesso, reduzindo em at® 50% o tempo de vida dos 

mosquitos e tamb®m gerou um fen·tipo de resist°ncia aos arbov²rus Dengue e 

Chikungunya (MOREIRA et al., 2009).  

A. aegypti infectados com Wolbachia j§ s«o utilizados em n²vel de campo com 

apoio de iniciativas internacionais (https://www.worldmosquitoprogram.org/) para 

estabelecimento da infec­«o artificial dessa bact®ria como controle biol·gico global 

desse vetor.  O estudo realizado na cidade de Niter·i, RJ, Brasil, mostrou que que a 

Wolbachia pode ser introduzida em popula­»es de Ae. aegypti em §reas urbanas, 

resultando na redu­«o da incid°ncia de doen­as transmitidas por este vetor com o 

caso da Dengue, Zika e Chikungunya (PINTO et al., 2021) . 
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1.6 - Os v²rus espec²ficos de insetos 

Insetos tamb®m hospedam v²rus espec²ficos (ISVs, do ingl°s ñinsect specfic 

virusesò) (ROUNDY et al., 2017), que s«o capazes de infectar vertebrados. Diferente 

dos arbov²rus que s«o mantidos na natureza principalmente por transmiss»es 

horizontais que estabelecem seus ciclos de transmiss«o, a manuten­«o dos ISVs na 

natureza ocorre de outras formas. H§ evid°ncias de que a principal seja a transmiss«o 

vertical, da f°mea para a prole  (BOLLING et al., 2012). Assim como observado para 

alguns arbov²rus, a transmiss«o de ISVs, tamb®m pode ocorrer de forma horizontal 

ven®rea (entre machos e f°meas) (MAVALE et al., 2005). Al®m dessas possibilidades, 

h§ uma hip·tese de que durante a alimenta­«o de n®ctar, mosquitos podem adquirir 

ou transmitir v²rus (ROUNDY et al., 2017), por®m ISVs nunca foram reportados 

infectando plantas. O fato de n«o se replicarem em c®lulas de vertebrados, faz desses 

v²rus poss²veis alvos para estrat®gias de controle biol·gico de mosquitos vetores de 

arbov²rus. Somado a isso, as evid°ncias de que ISVs podem modular a compet°ncia 

vetorial dos insetos, diminuindo ou aumentando a replica­«o de arbov²rus de 

import©ncia m®dica, tem aumentado ao longo dos anos (BAIDALIUK et al., 2019; 

BOLLING et al., 2012; OLMO et al., 2023; ZHANG et al., 2017). 

O primeiro ISV foi caracterizado em 1975. O v²rus chamado de Cell-fusing 

agent v²rus (CFAV) (Flaviviridae) foi isolado de uma cultura de c®lulas de A. aegypti e 

recebeu esse nome devido ao efeito citop§tico que induz nas c®lulas infectadas 

(STOLLAR; THOMAS, 1975). Quase 30 anos se passaram at® a caracteriza­«o do 

pr·ximo ISV, Kamiti River Virus (KRV) (Flaviviridae), isolado de mosquitos de campo 

(CRABTREE et al., 2003). Nos ¼ltimos anos, o sequenciamento em larga escala de 

RNA e DNA tem sido comumente utilizado em estudos metagen¹micos para avaliar a 

diversidade gen®tica de v²rus em uma amostra biol·gica, referida como o Viroma, 

permitindo estudos de v²rus e outros organismos sem a necessidade de cultivo em 

laborat·rio. A descoberta de novos ISVs foi impactada por esses avan­os, expandindo 

consideravelmente o conhecimento sobre sua diversidade (DE ALMEIDA et al., 2021). 

O aumento de sequ°ncias de ISVs nas bases de dados tem permitido an§lises 

filogen®ticas que evidenciam grande proximidade evolutiva entre ISVs e arbov²rus de 

import©ncia cl²nica e veterin§ria. H§ uma hip·tese de que muitos arbov²rus evolu²ram 

a partir de ISVs que se adaptaram aos hospedeiros vertebrados dos quais seus 

hospedeiros insetos se alimentavam do sangue (ROUNDY et al., 2017). Considerando 
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as evid°ncias filogen®ticas que suportam essa hip·tese e as altas taxas de muta­«o 

do v²rus (SANJUĆN, 2012), ® poss²vel inferir que esse fen¹meno ainda ocorra, 

originando novos pat·genos a partir de ISVs circulantes. Nesse contexto, a 

descoberta e caracteriza­«o de ISVs pode contribuir para a compreens«o de 

mecanismos que determinam a gama de hospedeiros que um v²rus pode vir a infectar, 

estabelecendo bases de conhecimento para estrat®gias de conten­«o de novos surtos 

virais. 

1.7 - Metagen¹mica viral 

Metagen¹mica pode ser definida como a an§lise da diversidade biol·gica 

baseada em sequ°ncias dos genomas contidos em uma amostra (HANDELSMAN et 

al., 1998). As novas tecnologias de sequenciamento em larga escala de §cidos 

nucleicos somadas ao desenvolvimento de ferramentas em bioinform§tica 

impulsionaram estudos metagen¹micos que vem elucidando viromas em diversas 

amostras biol·gicas e permitindo maior sensibilidade nas an§lises, pois devido ¨ alta 

profundidade dos sequenciamentos, v²rus presentes em baixas quantidades em uma 

amostra podem ser detectados. As etapas mais comuns de um estudo de viroma est«o 

ilustrados na (Figura 6). 

A metagen¹mica em larga escala utilizando sequenciamento de nova gera­«o 

aplicada a organismos celulares tem como possibilidade o uso de marcadores 

universais como os genes das subunidades menores 16S (procariotos) e 18S 

(eucariotos) que permitem concentrar os esfor­os e gastos de sequenciamento em 

amplicons contendo regi»es hiper vari§veis dessas sequ°ncias especificas que 

permitir«o infer°ncias sobre a diversidade de organismos em uma amostra (HINO; 

MARUYAMA; KIKUCHI, 2016; LANGILLE et al., 2013). Os v²rus n«o possuem tais 

marcadores universais.  Apesar de todos os v²rus de RNA (Riboviria) possu²rem como 

hom·logos os genes das replicases RdRP e transcriptase reversa (KRUPOVIC; 

DOLJA; KOONIN, 2019) , esses marcadores seriam limitados a v²rus de RNA e a 

diverg°ncia desses genes a n²vel de sequ°ncia de nucleot²deos impossibilitaria o 

desenho de primers generalistas para gera­«o de amplicons. Dessa forma, a 

metagen¹mica viral ® embasada em varia­»es da t®cnica de ñshotgunò, que consiste 
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no sequenciamento n«o direcionado de todos os genomas presentes em uma amostra 

(ROUX; MATTHIJNSSENS; DUTILH, 2021). 

Figura 6 - Passos comuns em estudos de metagen¹mica viral utilizando 

sequenciamento de Nova Gera­«o. Os experimentos come­am com o preparo das 

amostras e gera­«o de dados de sequenciamento (coluna ¨ esquerda) e seguem com as 

etapas de bioinform§tica envolvendo caracteriza­«o gen®tica das sequ°ncias virais 

identificadas (coluna ¨ direta). Modificado de DELWART, 2013. 

Os sequenciadores de nova gera­«o sequenciam milh»es de pequenos 

fragmentos de §cidos nucleicos produzindo arquivos contendo leituras (reads) 

correspondentes as sequ°ncias desses fragmentos. As reads s«o sobrepostas 

utilizando algoritmos de montagem de sequ°ncias e quando h§ sobreposi­«o de 

fragmentos de diferentes reads, essas podem compor fragmentos cont²nuos maiores 

oriundos de uma mesma sequ°ncia original de §cidos nucleicos (contigs). Com os 

contigs montados, ® poss²vel inferir a origem viral da sequ°ncia. Para isso, s«o 

realizadas compara­»es por similaridade de sequ°ncias com sequ°ncias virais 
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conhecidas depositadas em bancos de dados de refer°ncia como o GenBank 

(FANCELLO; RAOULT; DESNUES, 2012). 

 Essas compara­»es s«o realizadas por meio de alinhamentos locais. 

Comumente, utiliza-se o programa BLAST (Basic local alignment search tool) 

(ALTSCHUL et al., 1990), cuja abordagem heur²stica n«o garante o melhor 

alinhamento, mas encontra alinhamentos estatisticamente significativos em tempo 

vi§vel. Para avaliar a signific©ncia estat²stica do alinhamento local, usa se o par©metro 

Expect value (E-value), que representa o n¼mero de alinhamentos que se espera 

encontrar ao acaso quando se busca por alinhamentos em uma base de determinado 

tamanho. Os contigs montados podem ser alinhados como nucleot²deos (nt) ou 

amino§cidos (aa). Os contigs com alinhamento significativo com uma sequ°ncia viral, 

s«o identificados como virais, podendo ser associados a um v²rus espec²fico e/ou 

gene viral. Os contigs sem alinhamentos significativos com sequ°ncias de 

nucleot²deos podem ser oriundos de v²rus distantes evolutivamente dos contidos nos 

bancos de dados, podendo apresentar similaridade de sequ°ncia apenas em n²vel de 

aa. Para tal avalia­«o, comumente, usa se o programa BLASTx, que realiza a tradu­«o 

dos contigs nas 6 poss²veis janelas de leitura (frames) e realiza alinhamento local de 

cada uma das 6 sequ°ncias de aa geradas para cada contig contra um banco de 

dados de sequ°ncias de aa. O programa BLASTx possui alto custo computacional, 

principalmente em rela­«o ao seu tempo de execu­«o, muitas vezes consistindo em 

uma barreira para laborat·rios sem estruturas computacionais para essa etapa de 

an§lise metagen¹mica. Recentemente, o programa DIAMOND (BUCHFINK; 

REUTER; DROST, 2021) tem sido uma alternativa vi§vel, mantendo alta sensibilidade 

dos alinhamentos locais e recursos taxon¹micos similares ao BLAST. 

Genomas virais s«o geralmente pequenos e evoluem r§pido, principalmente os 

de v²rus de RNA (SANJUĆN; DOMINGO-CALAP, 2016). Estima se que o programa 

BLAST seja uma ferramenta eficiente na busca de sequ°ncias proteicas hom·logas 

quando os alinhamentos possuem identidade maior que 30% sobre o tamanho total 

de sequ°ncia proteicas ou dom²nio proteico contidos em uma base de dados. A 

capacidade da ferramenta de encontrar hom·logos verdadeiros reduz 

significativamente quando esse limiar de 30% n«o ® alcan­ado (BRENNER; 

CHOTHIA; HUBBARD, 1998). No contexto da metagen¹mica, esse problema ® ainda 

maior, pois nem sempre se consegue montar genomas virais completos a partir de 
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pequenas reads. Dessa forma, mesmo ap·s alinhamentos em n²vel de aa, ainda 

podem restar contigs oriundos de v²rus t«o divergentes dos presentes nos bancos de 

dados que n«o ® poss²vel detectar sua origem viral por similaridade de sequ°ncias, 

levando a uma subestimativa da real diversidade viral em uma amostra. Al®m dessa 

limita­«o, alguns v²rus, como os integrantes das fam²lias Peribunyaviridae e 

Orthomyxoviridae, possuem genomas segmentados, e v²rus altamente divergentes 

dessas fam²lias podem n«o possuir similaridade de sequ°ncia de todos segmentos 

gen¹micos com a mesma refer°ncia viral contida no banco de dados, dificultando a 

caracteriza­«o desses v²rus em dados metagen¹micos (KRISHNAMURTHY; WANG, 

2017). 

Uma grande propor­«o das reads e contigs montados a partir de bibliotecas de 

metagen¹mica n«o possuem similaridade de sequ°ncia com sequ°ncias depositadas 

em bases de dados. Alguns autores se referem a esses contigs como ñmat®ria escuraò 

da metagen¹mica (KRISHNAMURTHY; WANG, 2017). No contexto da metag°nomica 

viral, essa mat®ria escura pode representar v²rus novos ou por­»es de genomas virais 

altamente divergentes. 

1.8 - An§lise de viromas utilizando pequenos RNAs da resposta imune do 

hospedeiro 

A an§lise de viromas utilizando a t®cnica RNA-seq, tamb®m chamada de 

metatranscrit¹mica, tem se mostrado uma abordagem eficiente na descoberta de 

novos v²rus e na avalia­«o da abund©ncia de v²rus conhecidos em insetos e outros 

hospedeiros (DE ALMEIDA et al., 2021; HARVEY; HOLMES, 2022; SHI et al., 2016). 

Em uma c®lula hospedeira, todos os v²rus produzem mol®culas de RNA em algum 

momento de sua replica­«o, fazendo o uso dessa t®cnica prop²cio aos estudos de 

viromas. O sequenciamento de pequenos RNAs oriundos da resposta imune do 

hospedeiro permite a montagem de genomas virais (KREUZE et al., 2009; MARQUES 

et al., 2010). AGUIAR et al., 2015 desenvolveram uma estrat®gia de an§lises de 

viroma utilizando pequenos RNAs virais produzidos pela resposta imune do 

hospedeiro.  

1.8.1 - Origem dos pequenos RNAs 

 Pequenos RNAs s«o cadeias curtas de §cidos ribonucleicos, n«o codificantes 

que desempenham fun­»es regulat·rias e defensivas nos tr°s dom²nios da vida. A 

maioria desses RNAs desempenha sua fun­«o atrav®s de pareamento de bases com 
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sequ°ncias alvos nas c®lulas. Tais pareamentos engatilham ciclos de rea­»es 

envolvendo degrada­»es por RNAses ou modifica­»es estruturais como o bloqueio 

do acesso da maquinaria de tradu­«o ao mRNA de um gene regulado. 

 Em eucariotos, as vias mediadas por pequenos RNAs constituem uma ampla 

rede de sistemas regulat·rios conhecida como RNA de interfer°ncia (RNAi) 

(SHABALINA; KOONIN, 2008). Essas vias envolvem a participa­«o de ribonucleases 

do tipo III que reconhecem e clivam RNAs de fita dupla (dsRNAs) (AGUADO; 

TENOEVER, 2018). Para desempenhar o papel de reguladores, os pequenos RNAs 

interagem com prote²nas Argonautas que comp»e os complexos chamados de RISC 

(RNA-induced silencing complex). Esses complexos  reconhecem os RNAs alvos por 

pareamentos do tipo Watson-Crick e a clivagem ocorre por a­«o endoribonucleolitca 

da Argonauta (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009). Os pequenos RNAs produtos da 

clivagem do complexo RISC ser«o rapidamente degradados pelas vias de degrada­«o 

de manuten­«o as c®lulas. Os pequenos RNAs gerados tanto pela Dicer quanto pela 

Argonauta apresentam um grupamento monofosfatos (P) na extremidade 5' e hidroxila 

(OH) na extremidade 3'. No entanto, os pequenos RNAs gerados durante a fase de 

inicia­«o que se associam ¨s prote²nas Argonauta podem ser adicionalmente 

estabilizados por modifica­»es secund§rias, como a metila­«o (CH3) em 2'O. RNAi 

pode ser dividido em tr°s vias principais: miRNAs (micro RNAs), siRNAs (small 

interference RNAs) e piRNA (P-element-induced wimpy testis-interacting RNAs).  

 miRNAs s«o pequenos RNAs end·genos, codificados por seus pr·prios loci 

g°nicos. Em animais, a via de miRNAs ® ativada pelo reconhecimento de estruturas 

secund§rias de RNAs em forma de grampo (~65nt), presentes em longos transcritos 

de fita simples chamadas de pri-miRNAs. Os pri-miRNAs s«o processados pela 

RNase Drosha, clivando os hairpins chamados de pre-miRNAs que s«o exportados 

para o citoplasma. A enzima Dicer cliva os pre-miRNAs dando origem aos duplexes 

de miRNAs com cerca de ~20-23 nt (KIM, 2005). Os miRNAs maduros s«o carregados 

em uma prote²na Argonauta para formar o miRISC. Este complexo ir§ direcionar 

regi»es complementares nos RNAs alvos. comumente interagindo com 3ô UTR de 

mRNAs levando ¨ inibi­«o da tradu­«o ou ̈  desestabiliza­«o do alvo. O pareamento 

dos miRNAs n«o possui complementariedade perfeita com seus alvos.  

siRNAs n«o possuem loci g°nicos, s«o gerados a partir de longos substratos 

de dsRNA processados progressivamente pela RNAse Dicer gerando pequeno RNAs 
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de fita duplo faseados de ~20ï23 nt (CENIK et al., 2011). O termo faseado (phased) 

refere-se a um padr«o espec²fico de pequenas RNAs geradas de forma que tenham 

sequ°ncias complementares com um deslocamento (offset) ou fase consistente entre 

elas. Isso significa que, ao alinhar esses pequenos RNAs, eles ter«o regi»es 

sobrepostas com uma dist©ncia fixa entre os pontos de partida de cada mol®cula. Os 

duplexos de siRNA s«o carregados em prote²nas Argonauta especializadas que 

formam o siRISC que ir§ catalisar a clivagem endonucleol²tica de alvos de RNA (RAND 

et al., 2005). Diferente dos miRNAs, o pareamento de bases dos siRNAs com seus 

RNAs alvos ® perfeito (SHABALINA; KOONIN, 2008).  

Diferentemente dos miRNA e dos siRNAs, a via de piRNAs ® ativada por 

precursores de RNA de fita simples. De forma resumida, longos transcritos n«o 

codificantes oriundos de loci gen¹micos chamados de òclusters de piRNAsò s«o 

clivados dando origem aos piRNAs prim§rios de ~24-30 nt fita simples e faseados. 

Essa clivagem ® realizada pela endoribonuclease mitocondrial, Zucchini/PLD6, que 

preferencialmente cliva as sequ°ncias imediatamente antes de uma base uracila, o 

que leva a um enriquecimento de 5ô U nos piRNAs prim§rios (MOHN; HANDLER; 

BRENNECKE, 2015; NISHIMASU et al., 2012).  Esses piRNAs prim§rios s«o 

carregados nas prote²nas PIWI, um subgrupo de prote²nas Argonautas em animais 

(HAN et al., 2015a). Os piRNAs prim§rios tamb®m podem desencadear a produ­«o 

de piRNAs secund§rias por meio de um ciclo de  auto amplifica­«o dependente de 

prote²nas PIWI, conhecido como mecanismo de pingue-pongue (CZECH; HANNON, 

2016). Os piRNAs secund§rios possuem 10 nt de complementariedade com o piRNAs 

prim§rio que o gerou e tem por caracter²stica a base adenina na d®cima posi­«o 

(WANG et al., 2014). O complexo formado por piRNAs e prote²nas PIWI, conhecido 

como piRISC, pode mediar a silenciamento transcricional, bem como a degrada­«o 

do RNA alvo (CZECH; HANNON, 2016). Os piRNAs s«o enriquecidos em linhagens 

celulares germinativas e desempenham um papel cr²tico na manuten­«o da 

estabilidade gen¹mica, principalmente na regula­«o de elementos transpon²veis (DI 

GIACOMO et al., 2013; ROOVERS et al., 2015) .  

Provavelmente, as vias que comp»es o sistema de RNAi evolu²ram a partir de 

sistemas de defesa antivirais e de regula­«o de mobiliza­«o de transposons, e que ao 

menos prot·tipos dessas vias envolvendo as prote²nas ancestrais das RNAses do tipo 
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III Dicer e Argonautas-PIWI, j§ podiam ser encontradas no LECA (Last eukayotic 

common ancestor) (SHABALINA; KOONIN, 2008). 

1.8.2 - Pequenos RNAs virais derivados da resposta imune dos hospedeiros 

A clivagem espec²fica de sequ°ncias mediada por pequenos RNAs ® utilizada 

tanto em procariotos quanto em eucariotos para combater infec­»es virais (AGUADO; 

TENOEVER, 2018). Em eucariotos, a evolu­«o dos sistemas de RNAi como 

mecanismos antivirais ocorreu, provavelmente, pela adapta­«o de fun­»es de 

RNAses do tipo III herdadas das arqueias (SHABALINA; KOONIN, 2008). Essa 

inova­«o foi mantida e as vias de RNAi continuam sendo a principal resposta antiviral 

em plantas, artr·podes e nematoides (CERUTTI; CASAS-MOLLANO, 2006; NAYAK 

et al., 2013) . 

As vias de RNAi podem atuar de forma direta ou indireta durante infec­»es 

virais. Na atividade antiviral da via de siRNAs, dsRNAs virais s«o processados pela 

enzima Dicer em siRNAs que s«o carregados na enzima Argonauta guiando a 

degrada­«o de RNAs virais complementares. A via de siRNA est§ diretamente 

envolvida na imunidade antiviral na maioria dos eucariotos, incluindo fungos, animais 

e plantas; embora em mam²feros, pare­a estar restrito a c®lulas indiferenciadas (LI et 

al., 2013; MAILLARD et al., 2013). Alguns v²rus possuem estrat®gias de inibi­«o da 

via de siRNAs. Um exemplo ® a prote²na B2 codificada pelo Flock house v²rus (CHAO 

et al., 2005). Nessa situa­«o de inibi­«o da via, pequenos RNAs virais ainda s«o 

produzidos, por®m sem as caracter²sticas t²picas de dsRNAs gerados pela Dicer 

sugerindo a degrada­«o do RNA viral por outros mecanismos de controle (AGUIAR; 

OLMO; MARQUES, 2016).  

Alguns v²rus de insetos ativam a via de piRNAs durante a infec­«o. A fun­«o 

antiviral dessa via ainda ® incerta. A an§lise de pequenos RNAs e infec­«o viral em 

mutantes de D. melanogaster para diferentes genes da via de piRNA evidenciou que 

essa via n«o possui atividade antiviral nessa esp®cie (PETIT et al., 2016). Por®m h§ 

grandes diferen­as na regula­«o e componentes da via de piRNA entre o modelo D. 

melanogaster e mosquitos Aedes (MIESEN; JOOSTEN; RIJ, 2016). A express«o das 

prote²nas PIWI em Dros·fila ® majoritariamente restrita as g¹nadas (LI et al., 2009a), 

enquanto em Aedes algumas prote²nas PIWI s«o expressas em tecidos som§ticos 

(AKBARI et al., 2013). Mosquitos Aedes passaram por uma expans«o do repert·rio 
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de prote²nas PIWI codificadas em seus genomas, com oito prote²nas: Piwi 1ï7 e Ago3; 

enquanto Drosophila possui tr°s prote²nas principais da via: Piwi, Aubergine e Ago3.  

Alguns autores discutem que essa expans«o de prote²nas PIWI pode ter levado ao 

ganho de fun­«o antiviral, explicando a produ­«o de piRNAs virais observada em 

diferentes infec­»es em mosquitos (MIESEN; JOOSTEN; RIJ, 2016; VARJAK; 

LEGGEWIE; SCHNETTLER, 2018).  

EVEs est«o amplamente distribu²das nos genomas dos artr·podes e 

comumente geram piRNAs (TER HORST et al., 2019). Especificamente em A. aegypti 

e A. albopictus, as EVEs s«o uma abundante fonte de piRNAs (AGUIAR et al., 2020; 

PALATINI et al., 2020). Esses piRNAs s«o majoritariamente complementares ¨ 

orienta­«o das ORFs virais putativas, sugerindo um papel de direcionamento a alvos 

de RNA codificantes de prote²nas virais cognatas para degrada­«o.  A maquinaria de 

piRNA ® capaz de se adaptar a novas integra­»es gen¹micas de elementos 

transpon²veis quando nos clusters de piRNA, o que pode gerar a uma adapta­«o 

herd§vel quando esse fen¹meno ocorre em c®lulas germinativas (KHURANA et al., 

2011). H§ uma hip·tese de que as EVEs poderiam compor uma esp®cie de ñmem·ria 

imuneò de infec­»es virais que teria a via de piRNAs como efetora da resposta antiviral 

(JOOSTEN et al., 2021) . A simplicidade de tal modelo de mecanismo antiviral e 

similaridade com os sistemas CRISPR-Cas9 de procariotos (BARRANGOU et al., 

2007) torna essa hip·tese atrativa, O estudo mostrando que a remo­«o da EVE do 

ISV CFAV aumenta a replica­«o do v²rus cognato em ov§rios de A. aegypti e que a 

intera­«o EVE-v²rus ocorre por meio dos piRNAs ® uma evid°ncia na dire­«o dessa 

hip·tese (SUZUKI et al., 2020). Considerando o fato de que o flaviv²rus CFAV inibe a 

replica­«o de arbov²rus na mesma esp®cies (BAIDALIUK et al., 2019), esse potencial 

mecanismo de imunidade antiviral por EVEs se torna ainda mais relevante como um 

componente biol·gico que influ°ncia a compet°ncia vetorial de mosquitos para 

pat·genos. Uma hip·tese alternativa ® a de que   pequenos RNAs derivados de EVE 

s«o um subproduto de sua associa­«o com elementos transpon²veis n«o funcionais e 

n«o t°m necessariamente uma fun­«o (AGUIAR et al., 2020). As integra­»es de 

sequ°ncias virais podem ser um subproduto de sua associa­«o com elementos 

transpon²veis. Devido a intera­«o com tais elementos, as integra­»es ocorrem em loci 

nos quais piRNAs j§ s«o gerados para regula­«o de transposons e as rec®m 

integradas EVEs passar«o a compor os RNAs transcritos que d«o origem a esses 
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pequenos RNAs. Analisar quais EVEs geram piRNAs ativamente em diferentes 

popula­»es de mosquitos ® fundamental para elucidar se esses elementos gen¹micos 

possuem ou n«o papel antiviral. 

A produ­«o de miRNAs virais aparenta ser um fen¹meno restrito a alguns v²rus 

de animais. Alguns Herpesvirus codificam miRNAs que possuem caracter²sticas de 

pri-miRNAs eucari·ticos que s«o processados at® miRNAs maduros e desempenham 

importante fun­«o no processo de lat°ncia desse v²rus (RIAZ et al., 2014; UMBACH 

et al., 2008). Importante ressaltar que apesar da raridade de miRNAs oriundos de loci 

gen¹micos virais, miRNAs do hospedeiro s«o importantes reguladores envolvidos 

indiretamente na resposta imune antiviral (THAKUR; KUMAR, 2022). 

1.8.3 - Pequenos RNAs virais em mam²feros 

A hist·ria evolutiva dos cordados apresenta um ponto de transi­«o em que as 

principais defesas antivirais foram das vias de RNAi para um sistema baseado em 

prote²nas, chamado Interferon (AGUADO; TENOEVER, 2018). As defesa antivirais 

baseadas em RNAi parecem ter sido restringidas a c®lulas indiferenciadas com 

ocorr°ncia mutuamente exclusiva aos sistemas de interferon (MAILLARD et al., 2013, 

2016).  

Em mam²feros, pequenos RNAs virais podem ser gerados como produto da 

degrada­«o pela RNAse L (MALATHI et al., 2007). Nessa via, dsRNAs oriundos da 

replica­«o viral s«o reconhecidos por 2ô-5ô-oligoadenilato sintetases (OAS) que se 

ligam a esses dsRNAs e catalisam a forma­«o de 2ô-5ô oligoadenilatos (2-5A). 2-5A 

agem como segundo mensageiros, se ligando a RNAse L e induzindo modifica­»es 

conformacionais que levam essa ribonuclease a sua forma ativa (ZHOU; HASSEL; 

SILVERMAN, 1993). A RNAse L ativa ir§ degradar RNAs de fita simples de diferentes 

tamanhos. As RNAses L tamb®m degradam RNAs end·genos, por®m a evid°ncia da 

capacidade seletiva dessas enzimas para mol®culas virais (LI; BLACKFORD; 

HASSEL, 1998). A produ­«o de pequenos RNAs virais pela RNAse L parece ativiar 

um ciclo positivo mediado pelo reconhecimento desses produtos pela helicase RIG-I 

(MALATHI et al., 2007). A ativa­«o do RIG-I desencadeia a produ­«o de OAS. Essa 

via antiviral ® um importante componente do sistema imune inato e ® relevante na 

defesa contra diferentes v²rus, incluindo SARS-CoV-2 (LI et al., 2021).  
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 Os RNAs virais tamb®m s«o alvos das RNAses que fazem o controle de 

qualidade e reciclagem dos RNAs celulares. Esse controle ® comumente realizado por 

exoribonucleases como a XRN1 e complexos proteicos como os exossomos 

(AGUIAR; OLMO; MARQUES, 2016). Os mecanismos de decaimento de RNA 

desempenham um papel importante na resposta antiviral em mam²feros. RNAs virais 

comumente n«o possuem modifica­»es como cap 5ô e cauda poli A, al®m disso a 

replica­«o viral leva a transcritos n«o convencionais na c®lula, e.g. transcritos com 

ORFs pequenas e longos 3ôUTR. Tais caracter²sticas fazem dos RNAs virais alvos 

distingu²veis para as RNAses das vias de decaimento de RNA (GAGLIA; 

GLAUNSINGER, 2010).  

A Figura 7 compila as vias que processam RNAs virais gerando pequenos 

RNAs virais em eucariotos previamente descritas. Cada um desses conjuntos de 

pequenos RNAs virais possui caracter²sticas distingu²veis como: distribui­«o de 

tamanho e prefer°ncias de nucleot²deo em determinadas posi­»es da sequ°ncia. 

Essas caracter²sticas podem ser usadas para inferir a origem dos pequenos RNA 

virais quando analisados em larga escala em bibliotecas de RNA-seq. 
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1.8.4 - Abordagem metagen¹mica utilizando pequenos RNAs da resposta imune 

do hospedeiro 

Enquanto os longos RNAs s«o produtos diretos da replica­«o e transcri­«o 

viral, a biog°nese dos pequenos RNAs envolve processamento adicional de produtos 

de RNA viral por vias antivirais do hospedeiro, tais como RNA de interfer°ncia (RNAi) 

Figura 7 - Gera­«o de pequenos RNAs virais derivados da resposta imune do 

hospedeiro. Durante a infec­«o, os genomas e transcritos virais podem ficar expostos 

e serem reconhecidos por diferentes mecanismos de defase das c®lulas hospedeiras. 

Esses pequenos RNAs possuem caracter²sticas moleculares ¼nicas, como 

modifica­»es terminais, tamanho, polaridade de fita e prefer°ncias de nucleot²deos. 

Modificada de AGUIAR, OLMO & MARQUES, 2016. 
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(AGUIAR; OLMO; MARQUES, 2016) (Figura 7). Os autores evidenciaram que a 

fra­«o de pequenos RNAs em mosquitos ® naturalmente enriquecida para fragmentos 

de RNAs virais quando comparada a fra­«o de longos RNAs, favorecendo a 

reconstitui­«o de genomas virais (AGUIAR et al., 2015). Do ponto de vista 

metodol·gico do preparo de bibliotecas para metagen¹mica viral, tal enriquecimento 

natural da por­«o de pequenos RNAs consiste em uma vantagem, pois reduz a 

necessidade de procedimentos de enriquecimento de part²culas virais utilizando 

etapas de centrifuga­»es e filtragens que elevam as chances de contamina­«o 

durante o preparo de bibliotecas para sequenciamento (NACCACHE et al., 2013). 

Al®m disso, a por­«o de pequenos RNAs possui pequena quantidade de RNAs 

ribossomais, evitando custosos processos de deple­«o ribossomal e enriquecimento 

por caudas poli-A que pode influenciar na diversidade viral sequenciada (AGUIAR; 

OLMO; MARQUES, 2016). 

A an§lise de viromas com pequenos RNAs permiti inferir mecanismos da defesa 

imune de insetos de acordo com o perfil de distribui­«o de pequenos RNAs virais. As 

caracter²sticas moleculares dos pequenos RNAs tamb®m podem ser utilizadas na 

distin­«o de elementos end·genos virais (EVEs) das sequ°ncias virais ex·genas, o 

que tem sido um desafio em estudos de metagen¹mica viral, as sequ°ncias virais 

ex·genas comumente s«o distingu²veis por um perfil claro de siRNAs (AGUIAR et al., 

2015). O perfil de pequenos RNAs associado a cobertura e contagem das reads 

tamb®m permite a associa­«o de contigs de segmentos gen¹micos distintos do 

mesmo v²rus (ABBO et al., 2023; AGUIAR et al., 2015; OLMO et al., 2023), o que 

muitas vezes ® um problema utilizando apenas similaridade de sequ°ncia 

(KRISHNAMURTHY; WANG, 2017).  

A estrat®gia de preparo e an§lise de bibliotecas de pequenos RNAs j§ foi 

empregada com sucesso na an§lise dos viromas e resposta imune antiviral de A. 

aegypti (AGUIAR et al., 2015; OLMO et al., 2023), A. japonicus (ABBO et al., 2023), 

Culex quinquefasciatus (LOUREN¢O-DE-OLIVEIRA et al., 2018), Drosophila 

melanogaster (AGUIAR et al., 2015), Lutzomyia longipalpis (FERREIRA et al., 2018), 

Toxorhynchites amboinensis (DONALD et al., 2018) e Hevea brasiliensis (FONSECA 

et al., 2018), permitindo a caracteriza­«o dos viromas e obten­«o de informa­»es 

sobre mecanismos de defesa antiviral desses insetos. 
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1.9 - M®todos de classifica­«o de sequ°ncias virais independentes de 

alinhamento 

1.9.1 - Atributos representativos de sequ°ncias virais 

Sequ°ncias virais altamente divergentes das depositadas em bases de dados 

podem compor uma parte da ñmat®ria escuraò da metag°nomica. Para testar essa 

hip·tese, abordagens n«o baseadas unicamente em similaridade de sequ°ncia s«o 

necess§rias para aumentar o potencial de descoberta de novas sequ°ncias virais. 

Uma alternativa aos m®todos dependentes de alinhamento de similaridade de 

sequ°ncia s«o os m®todos ñlivres de alinhamentoò para a classifica­«o de sequ°ncias 

virais (AUSLANDER; GUSSOW; KOONIN, 2021). Tais t®cnicas exigem a extra­«o de 

atributos (em ingl°s, features) de sequ°ncias que possibilitar«o representa­»es 

vetoriais num®ricas das mesmas, permitindo c§lculos de dist©ncias entre sequ°ncias 

em espa­os multidimensionais (VINGA, 2014). 

Atributos de sequ°ncias biol·gicas baseados em frequ°ncias de k-mers (e.g. 

dinucleot²deos, trinucleot²deos) constituem um exemplo de representa­«o vetorial 

amplamente utilizado na bioinform§tica e em trabalhos com sequ°ncias virais 

(SIMMONDS et al., 2013). Representa­»es vetoriais de ñpseudocomposi­«oò 

semelhantes ¨ de k-mers, por®m mantendo correla­»es de posi­»es da sequ°ncia 

tamb®m s«o uma alternativa de representa­«o vetorial (LIU et al., 2015). Tamb®m 

podem ser extra²dos atributos relacionados as regi»es codificadoras das sequ°ncias 

virais como prefer°ncia de c·dons (BZHALAVA et al., 2018) e densidade de ORFs 

(janelas abertas de leitura, do ingl°s Open Reading Frames) por fita (AMGARTEN et 

al., 2018). 

O uso de pequenos RNAs na an§lise de viromas proposto por Aguiar et al. 

2015, permite a representa­«o das sequ°ncias virais baseadas em vetores com os 

valores das quantidades de pequenos RNAs de diferentes tamanhos. Por exemplo, 

utilizando os valores de express«o de pequenos RNAs de 15 a 35 nt da fita senso e 

antisenso, teremos 42 atributos que poder«o representar uma sequ°ncia viral. 
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1.9.2 - Aprendizado de m§quina 

Muitas das t®cnicas livres de alinhamento s«o baseadas em algoritmos de 

ñAprendizado de m§quinaò (Machine Learning). O aprendizado de m§quina ® um 

campo da ci°ncia da computa­«o que estuda o uso de computadores para simular o 

aprendizado humano explorando padr»es em dados e utilizando fun­»es matem§ticas 

para cont²nuo aperfei­oamento de tarefas (AUSLANDER; GUSSOW; KOONIN, 2021). 

Os algoritmos de aprendizado de m§quina podem ser divididos dois paradigmas, 

supervisionados e n«o-supervisionados (Figura 8). Os algoritmos de aprendizado 

supervisionados mapeiam a rela­«o entre inst©ncias (vetores X) representadas um 

conjunto de atributos descritivos e um r·tulo ou classe (y, e.g. ñviralò e ñn«o-viralò), 

Figura 8 ï Algoritmos de Aprendizado de m§quina frequentemente usados na 

Bioinform§tica. Modificada de AUSLANDER, GUSSOW & KOONIN, 2021.  
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detectando padr»es e estabelecendo rela­»es matem§ticas que ser«o utilizadas para 

classificar novas entradas. O paradigma supervisionado pode ser definido pelas 

express»es: 

Conjunto de treino: pares (X,y), onde X ɴ Rd  e y ɴ πȟρ 

Objetivo: Obter um modelo/fun­«o f:XŸy para predizer corretamente 
novas entradas X 

Os algoritmos n«o supervisionados s«o utilizados para inferir padr»es nos 

dados de entrada sem rotula­«o pr®via (modelos utilizados n«o s«o expostos a y) e 

s«o amplamente utilizados para visualiza­«o de dados aplicando redu­»es 

dimensionais  (BECHT et al., 2018; MAATEN; HINTON, 2008). Para aplica­«o de 

algoritmos supervisionados e n«o-supervisionados, a defini­«o e extra­«o de atributos 

que representar«o os dados ® um passo cr²tico para o sucesso da classifica­«o, 

muitas vezes exigindo conhecimento de um especialista sobre os dados que ser«o 

utilizados. 
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2 - Justificativa  
 
Mosquitos s«o os principais vetores de arbov²rus do planeta. Mosquitos do g°nero 

Aedes s«o capazes de transmitir diferentes arbov²rus como Dengue, Zika, 

Chikungunya e Febre Amarela que causam milh»es de infec­»es por ano com 

profundos impactos socioecon¹micos e na sa¼de p¼blica em regi»es tropicais. 

Fatores como globaliza­«o e aquecimento global tem levado a uma expans«o da 

distribui­«o geogr§fica desses mosquitos, colocando cada vez mais pessoas sob 

riscos de contrair arboviroses ao redor planeta. N«o h§ vacinas ou drogas antivirais 

eficientes e amplamente dispon²veis contra a maioria das arboviroses, fazendo do 

controle dos vetores a principal abordagem no combate dessas doen­as. Estudos 

metagen¹micos tem revelado que mosquitos possuem um complexo e diverso viroma, 

composto por v²rus espec²ficos de insetos (ISVs) que podem afetar a compet°ncia 

vetorial para arbov²rus. A abordagem metagen¹mica para a descoberta de v²rus 

possui desafios computacionais como: distin­«o de v²rus circulantes de elementos 

virais end·genos (EVEs); associa­«o de fragmentos de v²rus de genoma 

segmentados ao mesmo v²rus; e identifica­«o de sequ°ncias virais altamente 

divergentes por similaridade de sequ°ncia. Al®m dos ISVs, outros componentes 

biol·gicos como as EVEs e bact®rias endossimbiontes impactam a fisiologia e a 

resposta imune dos mosquitos. O desenvolvimento de novas abordagens e 

ferramentas computacionais que permitam a identifica­«o precisa desses 

componentes biol·gicos em larga escala ® fundamental para o estabelecimento de 

novas estrat®gias de controle biol·gico e avan­os do conhecimento sobre as 

intrincadas intera­»es dos v²rus com mosquitos vetores. 
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3 - Objetivos 
 
3.1 - Objetivo geral 
 
Caracterizar o viroma de mosquitos vetores utilizando uma abordagem metagen¹mica 

baseada em pequenos RNAs da resposta imune do hospedeiro. 

 

3.2 ï Objetivos espec²ficos 

 

1- Desenvolver e aplicar estrat®gias computacionais independentes de 

similaridade de sequ°ncia para determina­«o de v²rus ¼nicos em bibliotecas 

de pequenos RNAs. 

2- Distinguir sequ°ncias virais ex·genas de EVEs em bibliotecas de pequenos 

RNAs de forma computacionalmente automatizada; 

3- Caracterizar sequ°ncias virais altamente divergentes em meio a ñmat®ria 

escura da metagen¹mica viralò; 

4- Avaliar a detec­«o de RNAs de Wolbachia em bibliotecas de pequenos RNAs 

de mosquitos e correlacionar a carga de RNAs do endossimbionte com a de 

pequenos RNAs de v²rus circulantes.  
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4 - Materiais e m®todos 
 

4.1 - An§lise do viroma de mosquitos vetores utilizando bibliotecas de pequenos 

RNAs 

4.1.1 - Obten­«o e sequenciamento das amostras de mosquitos 

Mosquitos adultos foram coletados utilizando armadilhas de campo e, em 

alguns casos, coleta ativa HLC (human landing catch), em parceria com colaboradores 

do cons·rcio ZIKAlliance (https://zikalliance.tghn.org/). Os mosquitos foram 

previamente identificados por caracter²sticas morfol·gicas distintivas de cada esp®cie. 

RNA total de mosquitos individuais e de grupos de mosquitos foi extra²do ap·s 

maceramento das amostras com beads de vidro em solu­«o contendo Trizol 

(Invitrogen, Carlsbad, USA). O processamento das amostras foi realizado no Brasil no 

laborat·rio RNAi (ICB-UFMG) pelo Dr. Yaovi Mathias Todjro e na Fran­a pelo Dr. 

Roenick Olmo (CNRS-UniversiteË de Strasbourg). Mais detalhes sobre o 

processamento das amostras podem ser obtidos nas publica­»es: (ABBO et al., 2023; 

OLMO et al., 2023) 

Foram implementadas diferentes estrat®gias para a constru­«o das bibliotecas 

de pequenos RNAs (Tabela Suplementar 1). A estrat®gia foi determinada de acordo 

com a qualidade do RNA avaliada com sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent). As 

bibliotecas foram constru²das utilizando RNA total ou pequenos RNAs selecionados 

por tamanho (~18ï30 nt), dependendo da qualidade e rendimento de RNA de cada 

amostra. No caso de rendimento baixo de RNA, especialmente em amostras de 

mosquitos individuais, o RNA total foi diretamente para a fase de prepara­«o da 

biblioteca. Para amostras com mais de 20 Õg de RNA, pequenos RNAs foram 

purificados via PAGE (Polyacrylamide gel electrophoresis) em condi­»es 

desnaturastes e a regi«o do gel contendo bandas correspondentes aos fragmentos 

com tamanho de aproximadamente 18 a 35nt foram excisados e o RNA foi purificado 

do gel. Para amostras com mais de 20 Õg, por®m com perfil de degrada­«o detectado 

(aus°ncia de picos n²tidos de RNA ribossomal), o RNA total foi submetido ¨ um 

processo de oxida­«o usando periodato de s·dio (NaIO4) (ALEFELDER; PATEL; 

ECKSTEIN, 1998; MARQUES et al., 2010; YANG et al., 2007) antes da sele­«o por 

tamanho. Todas as amostras de RNA que passaram por sele­«o de tamanho em gel 

(oxidadas ou n«o) foram utilizados para a constru­«o de bibliotecas. as bibliotecas 

foram preparadas utilizando o kit TruSeq Small RNA Library prep (Illumina) ou o kit 
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NEBNext Multiplex Small RNA Library prep para Illumina (New England BioLabs), 

seguindo os protocolos recomendados pelos fabricantes, exceto por uma modifica­«o: 

o adaptador 5' foi substitu²do por um an§logo que cont®m seis nucleot²deos extras na 

extremidade 3' para melhorar a precis«o da sequ°ncia identificadora (barcoding) que 

® sequenciada com o pequenos RNA clonados. As bibliotecas foram sequenciadas na 

plataforma de sequenciamento GenomEast no Institut de G®n®tique et de Biologie 

Mol®culaire et Cellulaire em Estrasburgo, Fran­a, em modo single-end com 50 ciclos 

nos equipamentos HiSeq2000 ou 4000. O preparo das bibliotecas foi executado pelo 

Dr. Roenick Olmo (CNRS- UniversiteË de Strasbourg). 

4.1.2 - Pr®-processamento dos dados  

A qualidade das bibliotecas sequenciadas foi inspecionada utilizado o programa 

Fastqc (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). As reads foram 

submetidas a filtros de qualidade e retirada de adaptadores utilizando o programa Trim 

Galore (KRUEGER, 2015). Ap·s a trimagem dos adaptadores, as reads contendo 

qualidade m®dia das bases com valor phred (Q) menor que 20, bases amb²guas e 

menores que 15 nt foram descartadas.  

4.1.3 - Alinhamentos das reads para filtragem de sequ°ncias virais  

As reads processados foram alinhadas contra uma refer°ncia concatenada 

contendo os genomas de refer°ncia dos mosquitos das esp®cies A. aegypti (Refseq: 

GCA_002204515.1) (MATTHEWS et al., 2018) e A. albopictus (Refseq: 

GCA_006496715.1) (PALATINI et al., 2020) e tamb®m contra uma refer°ncia contendo 

genomas bacterianos dispon²veis no Genbank utilizando o software Bowtie (v1.3) 

(LANGMEAD et al., 2009). As reads n«o alinhadas foram filtradas com o software 

SAMtools (LI et al., 2009b) e utilizadas para os processamentos posteriores. 

 4.1.4 - Montagem de contigs  

Os contigs foram montados com os softwares SPAdes (BANKEVICH et al., 

2012) e Velvet (v. 1.0.13) (ZERBINO; BIRNEY, 2008) combinando montagens de 

conjunto de reads de intervalos de tamanho 20-22nt, 24-30nt e 18-35nt. O programa 

VelvetOptimser   http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml) foi 

utilizado para estabelecimento de valores de k-mer para melhor aproveitamento das 

montagens combinado ao j§ fixado k-mer de 15 (AGUIAR et al., 2015). Os contigs 

montados com os diferentes intervalos de tamanhos de reads, k-mers e montadores 
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foram combinados usando o programa CAP3 (HUANG; MADAN, 1999). Apenas 

contigs maiores que 200 nt foram utilizados nas an§lises posteriores. 

4.1.5 - Classifica­«o dos contigs por similaridade de sequ°ncias  

Os contigs maiores que 200 nt foram classificados por similaridade de 

sequ°ncia via alinhamentos locais a n²vel de nucleot²deos com o programa Blast+ 

(CAMACHO et al., 2009) contra a base de dados nt e a n²vel de amino§cidos com o 

programa DIAMOND (modo --very sensitive) (BUCHFINK; REUTER; DROST, 2021) 

contra a base de dados nr. Ambas as bases de dados foram obtidas do reposit·rio do 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) via ftp e mantidas localmente 

nos servidores do laborat·rio RNAi. Foram considerados estatisticamente 

significativos os alinhamentos com E-value < 1e-5 a n²vel de nucleot²deos e E-value 

< 1e-3 a n²vel de amino§cidos. 

4.1.6 - Confer°ncia de dom²nios proteicos virais 

 A verifica­«o da presen­a de dom²nios proteicos conservados de prote²nas 

virais nas sequ°ncias montadas foi realizada utilizando os programas dispon²veis em 

servidores online: Conserved Domain Searcht do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (LU et al., 2020) e pHMMER 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/phmmer) (POTTER et al., 2018). A base 

de dados do Pfam (MISTRY et al., 2021) tamb®m foi obtida via ftp  (em janeiro de 

2021) e mantida localmente em nossos servidores para identifica­«o de dom²nios 

conservados  c om a fun­«o hmmsearch do programa HMMER.  

4.1.7 - An§lises dos perfis de pequenos RNAs virais 

Para avalia­«o da cobertura dos contigs e dos perfis de tamanho dos pequenos 

RNAs, as reads processadas foram mapeadas contra os contigs montados e 

inicialmente classificados como virais por similaridade de sequ°ncia utilizando o 

software Bowtie permitindo um mismatch (-v 1) e contabilizando apenas o melhor 

alinhamento de cada read (-k 1). O perfil de tamanho dos pequenos RNAs e frequ°ncia 

de nucleot²deos da primeira base da extremidade 5ô das reads foram calculadas 

considerando reads de 15-35 nt mapeadas nos contigs montados avaliando cada fita 

(senso e antisenso) separadamente. O processamento dos alinhamentos; 

quantifica­»es das reads separadas por tamanho e polaridade de fita; e frequ°ncia de 

nucleot²deos nas extremidades 5ô foram realizados utilizando scripts escritos nas 
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linguagens Perl e R e fun­»es da ferramenta SAMtools. Os gr§ficos de perfis de 

pequenos RNAs e de cobertura dos contigs virais foram gerados com scripts utilizando 

o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2011) na linguagem R. 

4.1.8 - Curadoria dos contigs classificados como virais por similaridade de 

sequ°ncia 

A curadoria manual dos contigs virais para a distin­«o de v²rus ex·genos de 

EVEs consistiu na inspe­«o dos cinco melhores resultados do programa BLAST 

(blastn ou blastx) considerando o par©metro max score; inspe­«o da estrutura de 

ORFs com verifica­«o da continuidade e extens«o geral em todo o contig; avalia­«o 

do perfil de pequenos RNAs analisando picos sim®tricos de 20-22 nt sem prefer°ncia 

de base como evid°ncias de siRNAs e picos assim®tricos de 24-29 nt com prefer°ncia 

5'U como evid°ncia de piRNAs. Tamb®m foi avaliada a cobertura por pequenos RNAs 

de cada contig. Contigs com ORFs n«o interrompidas, perfil claro de siRNA e 

cobertura coerente de pequenos RNAs foram curados como virais com alto grau de 

confian­a. Contigs contendo ORFs truncados e aus°ncia de picos sim®tricos de 21 nt 

foram considerados EVEs putativas. Esses contigs confirmados como virais foram 

agrupados por similaridade de sequ°ncia utilizando o programa CDHIT (FU et al., 

2012) com os cortes de 90% de identidade do alinhamento global (-c) e 90% de 

cobertura do alinhamento para a menor sequ°ncia (-aS) para remo­«o da 

redund©ncia. 

4.1.9 - Coocorr°ncia dos contigs virais para determina­«o de v²rus ¼nicos 

utilizando a carga de pequenos RNAs 

Para an§lise de coocorr°ncia e determinar o n¼mero de v²rus ¼nicos, os contigs 

virais n«o redundantes foram usados para quantifica­«o da abund©ncia de pequenos 

RNAs em cada uma das bibliotecas. Os agrupamentos hier§rquicos das bibliotecas e 

dos contigs foi gerado com base nos valores de RPKM (Reads Per Kilobase of 

transcript per Million) de pequenos RNAs de 20 a 22 nt alinhados aos contigs em cada 

uma das bibliotecas separadamente. Os dendrogramas e heatmap foram gerados 

com o pacote ComplexHeatmap (GU; EILS; SCHLESNER, 2016). Todas as 

combina­»es poss²veis de m®todos de agrupamento (hclust) e dist©ncias (dist) 

dispon²veis foram testadas sistematicamente e visualmente inspecionadas para 

escolha da combina­«o que melhor permitiu inferir os grupos de contigs pertencentes 

ao mesmo v²rus combinando as evid°ncias do resultado de similaridade de sequ°ncia.  
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A robustez estat²stica dos agrupamentos de contigs gerados foi acessada pelo c§lculo 

da probabilidade dos agrupamentos usando o  m®todo de ñMultiscale bootstrapò com 

o pacote pvclust (SUZUKI; SHIMODAIRA, 2006) na linguagem R avaliando 1000 

pseudorepeti­»es. Para avaliar a influ°ncia da escolha do intervalo de pequenos 

RNAs quantificados na estrutura­«o dos agrupamentos de contigs virais foram 

realizados c§lculos de dissimilaridade com o pacote seriation (HAHSLER; HORNIK; 

BUCHTA, 2008) na linguagem R. A vers«o online interativa do heatmap de 

coocorr°ncia com os agrupamentos hier§rquicos de bibliotecas e contigs foi criada 

com o pacote InteractiveComplexHeatmap (GU; H¦BSCHMANN, 2022) e a 

disponibilizada online com fun­»es do pacote shiny (CHANG et al., 2023) para 

constru­«o de aplicativos em R. O heatmap interativo foi hospedado utilizando o limite 

gratuito do servidor shinyapps.io. 

4.1.10 - Extens«o da montagem de contigs virais 

Para tentar estender a montagem das sequ°ncias virais, contigs pertencentes 

ao mesmo agrupamento hier§rquico com similaridade de sequ°ncia a v²rus pr·ximos 

foram submetidos a uma nova rodada de montagem com o programa SPAdes usando 

os como entrada para o par©metro ïtrusted-contigs na remontagem dos reads das 

bibliotecas nas quais esses contigs virais foram inicialmente montados.  

4.1.11 - Refer°ncia de arbov²rus comumente transmitidos por mosquitos 

Para verificar a presen­a dos principais arbov²rus transmitidos por mosquitos 

que ocasionalmente poderiam estar presentes com baixa carga viral impossibilitando 

a montagem de novo de contigs foi criada uma refer°ncia com as sequ°ncias 

representativas obtidas do Refseq NCBI para os v²rus: Dengue v²rus (NC_001477.1, 

NC_001474.2, NC_001475.2, NC_002640.1, NC_075403.1, NC_075435.1); Zika 

v²rus (NC_035889.1, NC_075414.1, NC_075423.1, NC_075429.1); Chikungunya 

v²rus (NC_004162.2, NC_075020.1); Yellow fever v²rus (NC_002031.1); Usutu v²rus 

(NC_006551.1); West Nile v²rus (NC_001563.2, NC_009942.1). 

4.1.12 - Compara­«o dos perfis de pequenos RNAs virais 

Para a an§lise comparativa dos perfis de pequenos RNAs dos v²rus 

encontrados, foi selecionado o maior contig montado com similaridade de sequ°ncia 

com o gene ou sequ°ncia de aa da RdRP do v²rus mais pr·ximo ou apenas o maior 

contig com similaridade de sequ°ncia com a sequ°ncia viral mais pr·xima encontrada 
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no Genbank quando fragmentos da replicasse do potencial v²rus n«o foram montados. 

Para os v²rus segmentados, o mesmo crit®rio foi aplicado para os contigs dos 

segmentos virais que n«o codificam replicases. A biblioteca na qual o contig 

representativo foi montado foi alinhada contra o contig para estabelecimento o perfil 

de pequenos RNAs representativo. A quantidade de pequenos RNAs de diferentes 

tamanhos alinhada a cada contig foi normalizada por Z-score (AGUIAR et al., 2015), 

estabelecendo um vetor num®rico com atributos quantitativos para cada contig viral.  

A similaridade entre os perfis de pequenos RNAs dos contigs virais representativos foi 

analisanda via an§lise de aprendizado de m§quina n«o supervisionado com 

agrupamentos hier§rquico utilizando o pacote ComplexHeatmap (GU; EILS; 

SCHLESNER, 2016) na linguagem R. Todas as combina­»es poss²veis de m®todos 

de agrupamento (hclust) e dist©ncias (dist) dispon²veis foram testadas 

sistematicamente e visualmente inspecionadas para escolha da combina­«o que 

apresentou maior coer°ncia com o conhecimento pr®vio sobre a segmenta­«o 

gen¹mica dos v²rus encontrados.  

4.1.13 - An§lises dos piRNAs virais 

Sobreposi­»es e padr»es dos pequenos RNAs virais foram analisadas para 

determinar a presen­a de piRNAs secund§rios. As dist©ncias entre os pequenos 

RNAs foram calculadas conforme descrito anteriormente (GAINETDINOV et al., 2018; 

HAN et al., 2015b). Resumidamente, a frequ°ncia das dist©ncias 5'-5' entre das reads 

de 24 a 29 nt de alinhadas em fitas opostas foi calculada e normalizada por Z-score. 

O enriquecimento das bases A-U na primeiras e d®cima posi­«o das reads de 24 a 30 

nt foi alinhadas aos contigs virais foi analisado via inspe­«o dos gr§ficos de logos de 

sequ°ncias gerados com o pacote  ggseqlogo na linguagem R  (WAGIH, 2017). 

4.1.14 - An§lises filogen®ticas 

Para os potenciais novos v²rus descobertos nas esp®cies A. aegypti, A. 

albopictus e Ae. japonicus, selecionamos os contigs contendo a maior sequ°ncia de 

RdRP para cada v²rus identificado. Para os bunyav²rus de Ae. japonicus, tamb®m 

selecionamos os contigs que continham as maiores sequ°ncias de nucleocaps²deo e 

glicoprote²na. A presen­a de dom²nios proteicos conservados de RdRp, 

nucleocaps²deo e glicoprote²na foi confirmada com a ferramenta web Conserved 

Domain Search ï NCBI. Buscas por sequ°ncias virais hom·logas para compor o 

conjunto de sequ°ncias para infer°ncias filogen®ticas foram realizadas usando os 
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programas Blastx e Blastp vers»es web. Os alinhamentos m¼ltiplo globais foram 

realizados com o programa MAFFT (KATOH et al., 2002). Os modelos evolutivos mais 

adequado foram selecionados usando o programa  MEGA-X (KUMAR et al., 2018) 

sob o crit®rio de Informa­«o de Akaike. A infer°ncia filogen®tica foi executada com o 

programa MEGA-X usando o m®todo de M§xima Verossimilhan­a. Para todas as 

§rvores filogen®ticas, a robustez dos clados foi avaliada usando o m®todo de 

bootstrap (1000 pseudorr®plicas). As §rvores foram visualizadas e editadas usando o 

programa iTOL vers«o 6.5 (LETUNIC; BORK, 2021).  

4.1.15 - Alinhamento de Sequ°ncias e Modelagem de Estrutura de RNA 

As sequ°ncias de RNA dos Narnav²rus foram alinhadas usando o programa 

MUSCLE vers«o 3.8.1551 (EDGAR, 2004). As estruturas secund§rias de RNA foram 

preditas usando o servidor web RNAstructure vers«o 6.3 com temperatura ajustada 

para 28ÁC (REUTER; MATHEWS, 2010). Pseudo-n·s no RNA do Totiv²rus montado 

em bibliotecas de Ae, japonicus foram preditos com o programa DotKnot vers«o 1.3.2 

(SPERSCHNEIDER; DATTA, 2010). As estruturas de RNA foram visualizadas usando 

o programa VARNA (DARTY; DENISE; PONTY, 2009). 

 

4.2 - An§lises das estruturas proteicas de Ae. japonicus Narnavirus 1 segmento 

2 

As propriedades f²sico-qu²micas da estrutura prim§ria foram calculadas com o 

programa ProtParam (WILKINS et al., 1999). Alinhamentos globais foram realizados 

com o programa Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) e editados com o servidor web 

ESPcript (ROBERT; GOUET, 2014). O programa PSIPRED Workbench  foi utilizado 

para avalia­«o das estruturas secund§rias preditas com o programa PSIPRED 4.0 

(BUCHAN et al., 2013; BUCHAN; JONES, 2019). O programa DISOPRED3 (JONES; 

COZZETTO, 2015) foi utilizado para avalia­«o de regi»es desordenadas e o MEMSAT-

SVM (NUGENT; JONES, 2009) para avalia­«o de regi»es de intera­»es com 

membranas. A modelagem de estruturas terci§rias foi feita com o programa AlphaFold 

(JUMPER et al., 2021) rodando localmente em servidores instanciados na plataforma 

AWS. Utilizando a base de dados de MSA completa e com par©metros padr«o. A base 

de dados utilizada foi obtida em "06/01/2022". 

4.3 - An§lise do EVEroma 
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Para a an§lise do comp°ndio de EVEs das esp®cies de mosquitos estudadas 

nesse trabalho, aqui denominado EVEroma, todas as 122 bibliotecas geradas por 

nosso grupo passaram por uma segunda execu­«o do pipeline do viroma por®m, sem 

excluir as reads alinhadas nos genomas de mosquitos para permitir a montagem de 

contigs das EVEs presentes nos genomas dispon²veis. Foi estabelecido como corte 

que as por­»es dos contigs com alinhamentos contra sequ°ncias virais tivessem no 

m²nimo 100nt ou 33aa. Para concentrar a an§lise apenas nas sequ°ncias com 

potencial similaridade com v²rus cognatos circulantes, as por­»es com alinhamentos 

n«o virais ou sem alinhamentos significativos dos contigs foram removidas. O perfil de 

pequenos RNAs dos contigs maiores que 200nt e com similaridade de sequ°ncia com 

sequ°ncias virais a n²vel de nt e aa foram inspecionadas visualmente. Sequ°ncias 

virais que apresentaram perfil de piRNAs (24-30nt) sem evid°ncias de produ­«o de 

siRNAs (dsRNAs de 21nt) foram considerados potenciais EVEs. A redund©ncia das 

sequ°ncias de EVEs foi removida com o programa CDHIT com os cortes de 80% de 

identidade do alinhamento global (-c) e 90% de cobertura do alinhamento para a 

menor sequ°ncia (-aS) para remo­«o da redund©ncia. As sequ°ncias de EVEs das 

esp®cies A. aegypti e A. albopictus foram alinhadas contra os respectivos genomas 

de refer°ncia GCA_002204515.1 e GCA_006496715.1 utilizando o programa blastn+.   

Para an§lise de coocorr°ncia das EVEs nas diferentes esp®cies de mosquitos, 

os contigs n«o redundantes foram usados para quantifica­«o da abund©ncia de 

pequenos RNAs em cada uma das bibliotecas. Os agrupamentos hier§rquicos das 

bibliotecas e dos contigs foi gerado com base nos valores de RPKM (Reads Per 

Kilobase of transcript per Million) de pequenos RNAs de 24 a 30nt (piRNAs) alinhados 

aos contigs em cada uma das bibliotecas separadamente. Os dendrogramas e 

heatmap foram gerados com o pacote ComplexHeatmap (GU; EILS; SCHLESNER, 

2016). 

4.4 - Diferencia­«o de contigs virais ex·genos e EVEs utilizando aprendizado de 

m§quina n«o-supervisionada e supervisionado 

Sequ°ncias montadas a partir das 122 bibliotecas de pequenos RNAs 

preparadas por nosso grupo foram inicialmente classificadas por similaridade de 

sequ°ncia em ñviraisò, ñn«o-viraisò e ñdesconhecidasò. Ap·s curadoria dos perfis de 

pequenos RNAs (Figura 9A) as sequ°ncias virais foram divididas em 2 classes: 

ñViraisò ou ñEVEsò. Sequ°ncias dessas duas classes passaram por uma estrutura­«o 
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de dados que resultou em vetores representativos compostos por 48 atributos gerados 

a partir da quantifica­«o de pequenos RNAs para cada sequ°ncia (Figura 9B). Os 48 

atributos de pequenos RNAs usados para representar as sequ°ncias est«o descritos 

na Tabela 1. 

Com o objetivo de reduzir a dimensionalidade para a visualiza­«o eficaz dos 

dados e avaliar a capacidade distintiva entre as duas classes por meio da combina­«o 

de atributos representativos selecionados, empregamos t®cnicas de aprendizado de 

m§quina n«o supervisionado. Utilizamos os m®todos de PCA (Principal Component 

Analysis) e t-SNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) para realizar essa 

an§lise. 

Para constru­«o de um modelo classificador capaz de distinguir sequ°ncias 

virais de EVEs automaticamente utilizando bibliotecas de pequenos RNAs, treinamos 

classificadores utilizando m®todos de aprendizado supervisionado com o conjunto de 

dados de sequ°ncias virais curadas d²vidas em ñViraisò e ñEVEsò. As etapas a seguir 

foram realizadas com scripts escritos na linguagem Python implementando fun­»es e 

pacotes com a biblioteca scikit-learn.  

Tabela 1 ï Descri­«o dos 48 atributos de pequenos RNAs utilizados para representar as 

sequ°ncias virais. 

Descrição dos atributos 
Nro. de atri-

butos 
Referência 

Número de pequenos RNAs separados por tamanho 
de 15-35nt , por polaridade de fita e normalizados por 
Z-score 

42 AGUIAR et al., 2015 

Número de pequenos RNAs de 15-18nt normalizado 
por tamanho do contig 

1 AGUIAR et al., 2016 

Número de pequenos RNAs de 20-22nt (siRNAs) nor-
malizado por tamanho do contig 

1 AGUIAR et al., 2016 

Número de pequenos RNAs de 24-30nt (piRNAs) nor-
malizado por tamanho do contig 

1 AGUIAR et al., 2016 

Razão entre siRNA e piRNAs 1 AGUIAR et al., 2016 

Razão do número de pequenos RNAs 20-22nt entre 
fita senso e antisenso 

1 AGUIAR et al., 2016 

Numero de pequenos RNAs de 18-35nt normalizados 
pelo tamanho do contig. 

1 AGUIAR et al., 2016 

Total 48   
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Foram treinados e avaliados modelos utilizando 10 algoritmos de aprendizado 

supervisionado: Naive Bayes, Decision Tree, Support Vector Machines (SVM), k-

Nearest Neighbors (KNN); e os modelos do tipo ensemble: Random Forest, Adaptative 

Boosting, Gradient Tree Boosting, CatBoost, XGBoost e LightGBM. Os dados foram 

estratificados em 70% das inst©ncias para treino e 30% para teste. Os experimentos 

in s²lico para cada algoritmo foram realizados com valida­«o cruzada com k-fold = 5. 

O refinamento dos hiper par©metros dos diferentes modelos constru²dos com os 

diferentes algoritmos foi realizado automaticamente com o m®todo GridSearchCV(). 

Os hiper par©metros foram otimizados em fun­«o da acur§cia. Para compara­«o do 

desempenho dos melhores modelos de cada algoritmo foram avaliadas as m®tricas: 

acur§cia, precis«o, revoca­«o e f1-score. As m®dias das m®tricas precis«o, revoca­«o 

e f1-score entre classes foram calculadas de forma macro e balanceada. Tamb®m 

foram avaliadas as curvas ROC (Receive Operating Characteristic) acompanhadas 

pelos valores de AUC (Area Under the Curve) e as curvas DET (Detection Error Trade-

Off) dos melhores modelos de cada algoritmo ap·s refinamento dos hiper par©metros. 
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4.5 - Automatiza­«o e cria­«o de um container do pipeline de an§lise de viroma 

com pequenos RNAs 

Com o objetivo de oferecer uma solu­«o vi§vel, port§til e compacta para 

an§lises de viromas utilizando bibliotecas de pequenos RNAs, todos os passos 

mencionados nas se­»es anteriores (Figura 10) que envolvem: controle de qualidade 

das bibliotecas; montagem de contigs; classifica­«o dos contigs por similaridade de 

sequ°ncia; quantifica­»es de pequenos RNAs; gera­«o de gr§ficos de perfis de 

pequenos RNAs e cobertura dos contigs virais; e diferencia­«o de sequ°ncias de v²rus 

de EVEs utilizando atributos de pequenos RNAs foram automatizados e encapsulados 

em um ¼nico cont°iner que pode ser utilizado por linha de comando em sistemas Unix.  

Uma imagem Docker foi criada para a constru­«o de um cont°iner preparado 

para executar o pipeline de forma transparente ao usu§rio. O desenvolvimento e 

testes do encapsulamento da aplica­«o nesta imagem linux foram realizados em 

servidores linux (Ubuntu 22.04 e CentOS). Os testes de execu­«o de cont°ineres 

foram feitos com uso das runtimes Docker e Podman em quatro m§quinas, com 

diferentes configura­»es de hardware, havendo sucesso em todas as combina­»es. 

Figura 9 ï Estrat®gia de diferencia­«o de sequ°ncias virais de EVEs. A. Ap·s 

processamento dos reads, montagem de contigs e classifica­«o por similaridade de 

sequ°ncia as reads foram realinhadas aos contigs incialmente classificados como virais 

para gera­«o dos perfis de pequenos RNAs para cada contig. Os perfis e as sequ°ncias 

foram inspecionados e classificados como ñViraisò quando apresentaram perfil de siRNA 

(dsRNAs sim®tricos de 21nt) e janelas de leitura n«o-interrompidas por c·dons de 

paradas ou ñEVEsò, quando apresentavam perfil de piRNAs (~24-30 nt sem simetria de 

fita, comumente enriquecidos com U na 5ô). B. Os contigs virais passaram por uma etapa 

de estrutura­«o de dados em que cada sequ°ncia passou a ser representada por um 

vetor contendo 48 atributos num®ricos obtidos a partir de diferentes quantifica­»es de 

pequenos RNAs alinhados aos mesmos. Com os dados estruturados, foram aplicados 

algoritmos de aprendizado de m§quina n«o-supervisionados para visualiza­«o dos 

dados e foram treinados modelos classificadores para distinguir as duas classes 

automaticamente. 
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A imagem base utilizada, a partir da qual se construiu a nova imagem 

customizada, ® a imagem Docker oficial da linguagem Perl, vers«o habilitada para 

funcionalidades multithreaded (LEINO; M¦LLER, 2009). Essa imagem oferece um 

ambiente, baseado na distribui­«o Linux Debian, pronto e extens²vel para execu­«o 

de scripts em linguagem Perl e inclui tamb®m o gerenciador de pacotes Perl cpanm e 

a linguagem Python (https://metacpan.org/dist/App-cpanminus/view/bin/cpanm). 

Usando o paradigma Docker Multi-stage build, a inclus«o das depend°ncias 

necess§rias do pipeline foram segmentadas num ¼nico arquivo Dockerfile, agrupando 

blocos de declara­»es correlacionadas em 6 est§gios que permitem a divis«o l·gica 

de cada bloco de depend°ncias:  

1. Stage perl: Est§gio inicial no qual a instru­«o FROM aponta para a 

imagem base. Utilizando o gerenciador cpanm, todas as depend°ncias 

Perl s«o instaladas nesse est§gio (ñcpanm - get, unpack build and install 

modules from CPAN - metacpan.orgò, [s.d.]); 

Figura 10 ï Etapas do pipeline de metagen¹mica baseada em pequenos RNAs. As 

etapas mostradas foram automatizadas e disponibilizadas em um container de f§cil 

instala­«o para uso da ferramenta computacional   
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2. Stage R: Est§gio que acrescenta a instala­«o da linguagem R e todas 

as bibliotecas R usadas no pipeline; 

3. Stage Dependencies: Adiciona a instala­«o de todos os softwares livres 

de bioinform§tica utilizados no processamento de reads e contigs ao 

longo das etapas do pipeline; 

4. Stage Main: Inclui os diret·rios padr«o utilizados na execu­«o do 

pipeline; 

5. Stage Final: Est§gio final onde s«o feitos procedimentos de limpeza 

com o objetivo de reduzir ao m§ximo o tamanho da imagem final 

resultante. A limpeza envolve a remo­«o de arquivos internos de 

interesse espec²fico dos procedimentos de instala­«o de depend°ncias 

nos est§gios anteriores.; 

6. Stage Dev: Est§gio extra opcional que substitui o Stage Final realizando 

uma configura­«o diferente, especialmente para facilitar o uso da 

ferramenta em ambiente de desenvolvimento. Nesse caso n«o s«o 

realizados os procedimentos de limpeza e recursos adicionais s«o 

inseridos, como por exemplo editores de texto; 

Dentre os recursos encapsulados neste container est§ incluso um modelo do 

tipo ensemble Random Forest separador de contigs virais ex·genos e EVEs resultante 

de treinamento realizado num segundo container Docker gerado a partir da imagem 

p¼blica docker.io/jupyter/datascience-notebook. O modelo treinado foi exportado num 

arquivo com extens«o ñ.joblibò utilizado internamente pelo pipeline na etapa de 

refinamento da classifica­«o de contigs virais desdobrando-as entre contigs virais 

ex·genos e EVEs. 

4.6 - Quantifica­«o de RNA de Wolbachia em bibliotecas de pequenos RNAs de 

mosquitos  

As reads trimadas foram previamente alinhadas aos genomas de A. aegypti e A. 

albopictus com o programa bowtie permitindo 1 missmatch (-v 1). As reads n«o 

alinhadas nos genomas de mosquitos foram utilizadas para quantificar os pequenos 

RNAs de Wolbachias. Foram baixados todos os 67 genomas completos de 

Wolbachias dispon²veis no Refseq do Genbank (abril de 2023). Os genomas de 

Wolbachia foram indexados em uma refer°ncia ¼nica e os reads das bibliotecas foram 

alinhados a essa refer°ncia com o programa bowtie sem permitir missmatchs 

(par©metros: -a e -v 0). As reads alinhadas foram quantificadas e normalizadas por 

RPM (reads per million). Os valores normalizados foram utilizados para execu­«o de 

agrupamentos hier§rquicos com o pacote ComplexHeatmap na linguagem R que 

permitiu comparar a quantifica­«o e especificidade da detec­«o de linhagens de 

Wolbachia nas diferentes bibliotecas.  



   
 

  ту 
 

Para quantifica­»es especificas de pequenos RNAs da linhagem wAlb (Genbank: 

NZ_CP031221.1) (SINHA et al., 2019) e da wMel infectando A. aegypti artificialmente 

nos estudos de campo (GV_2018_1, Genbank: CP072672.1) (DAINTY et al., 2021), 

foram indexados os dois genomas de refer°ncia representativos e as reads foram 

alinhados sem permitir missmatches e contabilizando apenas os melhores 

alinhamentos para cada read com o software bowtie (par©metros: -v 0  -k 1). Para 

quantifica­«o de reads alinhados aos genes de wAlb foi utilizado o arquivo GFF de 

anota­»es do genoma NZ_CP031221.1 e as contagens foram computadas com o 

programa HTSeq (modo intersection_strict) (PUTRI et al., 2022).  

4.6.1 - An§lise de bibliotecas de pequenos RNAs de experimento controle para 

a detec­«o de pequenos RNAs de Wolbachia 

Para verificar a sensibilidade e precis«o da detec­«o de reads de Wolbachias em 

bibliotecas de pequenos RNAs, obtivemos 18 bibliotecas p¼blicas de um experimento 

em que nove pools de A. aegypti artificialmente infectados pela Wolbachia wAlb foram 

sequenciados concomitantemente com nove pools de A. aegypti tratados com o 

antibi·tico tetraciclina para a remo­«o da infec­«o pelo endossimbionte (BISHOP et 

al., 2022). As bibliotecas foram processadas seguindo os passos j§ descritos 

anteriormente e o pipeline para detec­«o de v²rus tamb®m foi utilizado para verificar a 

presen­a de infec­»es virais n«o descrita pelos autores do trabalho que gerou as 

bibliotecas.  
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4.6.2 - An§lise do impacto da infec­«o artificial por wMel nos ISVs infectando A. 

aegypti em campo 

 

Figura 11 ï Amostragem de mosquitos coletados na cidade de Niter·i-RJ em §reas de 

avalia­«o do projeto Wolbachia para controle da transmiss«o de arbov²rus. A. Mapa da 

cidade de Nit®roi-RJ dividida em quatro Zonas onde ocorrem solturas de mosquitos A. aegypti 

artificialmente infectados por Wolbachia e uma zona controle (Zona 5, cinza) onde n«o houve 

solturas de mosquitos com Wolbachia (Mapa obtido da publica­«o PINTO et al., 2021). B. 

Informa­»es das amostras de mosquitos que deram origem as 19 bibliotecas de pequenos 

RNAs analisadas.  



   
 

  ул 
 

Em colabora­«o com o grupo do Dr. Luciano Moreira (Fiocruz-MG) obtivemos 

amostras e sequenciamos bibliotecas de pequenos RNAs de A. aegypti da regi«o de 

Niter·i ï RJ em que o projeto de controle de transmiss«o de arbov²rus por mosquitos 

infectados artificialmente com Wolbachias se encontra em andamento. A cidade foi 

dividida em cinco zonas (Figura 11A) (PINTO et al., 2021), nas quais quatro foram 

soltos mosquitos infectados com wMel (DAINTY et al., 2021) e uma regi«o controle 

onde n«o foram soltos mosquitos. A soltura e coleta de mosquitos foi realizada pelo 

grupo do Dr. Luciano Moreira. As coletas ocorreram entre janeiro de 2018 e maio de 

2021. O processamento dos mosquitos, extra­«o de RNA e controlo de qualidade das 

amostras foram realizados pelo Dr. Yaovi Mathias Todjro e doutoranda Ellen Caroline 

no laborat·rio RNAi UFMG. Foram preparadas e sequenciados 16 amostras de A. 

aegypti e tr°s de A. albopictus (Figura 11B). As bibliotecas foram preparadas pelo Dr. 

Roenick Olmo na Universidade de Estrasburgo ï FR seguindo os protocolos descritos 

nas se­»es anteriores, por®m, sem procedimentos de oxida­«o de RNA. As 

bibliotecas foram enviadas para sequenciamento na plataforma GenomEast, Fran­a 

com o equipamento Illumina Next-seq 2000. A bibliotecas sequenciadas passaram por 

todos os passos de controle de qualidade, an§lise de viroma e quantifica­«o de 

pequenos RNAs de Wolbachias descritos nas se­»es anteriores.  
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5 - Resultados 
 
5.1 - An§lise do viroma global de mosquitos vetores 
 

Como parte do cons·rcio ZikaAlliance (https://zikalliance.tghn.org/), nosso 

grupo de pesquisa concluiu o sequenciamento de 107 bibliotecas de pequenos RNAs 

preparadas a partir de mosquitos selvagens pertencentes a 10 esp®cies (A. aegypti, 

A. albopictus, A. japonicus, Haemagogus sp., Sabethes sp., A. furcifer, A. vexans, A. 

vittatus, A. luteocephalus, A. taylori) coletadas em 6 pa²ses (Brasil, Fran­a, Suriname, 

Singapura, Gab«o e Senegal) (Figura 12A; Tabela Suplementar 1). Foram tamb®m 

sequenciadas 11 bibliotecas de mosquitos A. aegypti de linhagens de laborat·rio e 

duas bibliotecas de cultura de c®lulas Aag2. Adicionalmente, duas bibliotecas p¼blicas 

de A. japonicus da Holanda (ABBO et al., 2020) que n«o tiveram o viroma previamente 

analisado tamb®m foram inclu²das ao conjunto de bibliotecas analisadas, totalizando 

122 bibliotecas de pequenos RNAs nesse estudo (Figura 12B; Tabela Suplementar 

1).  
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Foram montados 28128 contigs maiores que 200 nt que foram classificados por 

similaridade de sequ°ncia em 2315 virais, 11168 n«o virais e 14645 desconhecidos 

(Figura 12C; Tabela Suplementar 2). A maioria dos contigs montados pertence a 

classe dos ñdesconhecidosò, sequ°ncias sem similaridade estatisticamente 

significativa com sequ°ncias contidas nos bancos de dados nt e nr do Genbank e sem 

evid°ncias da presen­a de dom²nios proteicos conservados.  

A maioria dos genomas animais cont®m sequ°ncias virais integradas 

conhecidas como elementos virais end·genos (EVEs) que s«o transcritos e geram 

pequenos RNAs. Assim, ® importante que trabalhos de metagen¹mica viral utilizem 

estrat®gias para distinguir entre sequ°ncias derivadas de v²rus ex·genos e EVEs para 

uma melhor estimativa dos v²rus realmente em circula­«o (AGUIAR; OLMO; 

MARQUES, 2016; DE ALMEIDA et al., 2021). Para abordar esse problema, utilizamos 

o perfil de pequenos RNAs associado ¨ an§lise de ORFs dos contigs para separar 

sequ°ncias derivadas de v²rus ex·genos de EVEs (Figura 9). Com esse filtro, 

identificamos 994 sequ°ncias de EVEs putativas que foram removidas dos 2315 

contigs inicialmente classificados como virais. As estat²sticas de montagem dos 

contigs das quatro classes s«o mostradas na Tabela 2. 

 

 

 

Utilizando o programa CD-HIT, os 1321 contigs virais restantes foram 

agrupados em 267 clusters de similaridade representados por somente uma 

sequ°ncia.  Esses 267 contigs foram utilizados para avaliar a coocorr°ncia dos v²rus 

e determinar a quantidade de v²rus ¼nicos nas 122 bibliotecas. A ocorr°ncia das 

Figura 12 ï Vis«o geral das amostras de mosquitos que deram origem as 

bibliotecas de pequenos RNAs e resultados globais das an§lises de similaridade 

de sequ°ncia. A. Esp®cies de mosquitos coletados por regi«o. B. Composi­«o das 

amostras sequenciadas. O tamanho da fonte no gr§fico de logo ® proporcional a 

quantidade de bibliotecas sequenciadas da esp®cie de mosquito. C. Propor­»es de 

contigs maiores que 200 nt montados nas 122 bibliotecas classificados por similaridade 

de sequ°ncia como: ñViraisò, ñN«o-viraisò, ñDesconhecidosò. 

 

Classe
Nro. de 

contigs
N50

Tamanho 

médio (nt)
Mediana

Desvio 

Padrão

Maior 

contig

Contigs 

> 1K

Bases em 

contigs > 1k

Viral 1321 1346  813.22 484  983.33 8702 292 635595

EVE 994 387 383.07 288  274.84 2796 45 61952

Não-Viral 11168 301 311.59 265 150.63 2449 83 111689

Desconhecido14645 271 283.52 249 108.30 1875 32 40333

Tabela 2 - Estat²sticas de montagem dos contigs classificados como ñViralò, ñEVEò, ñN«o-

Viralò e ñDesconhecidoò montados nas 122 bibliotecas.  
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sequ°ncias virais em cada biblioteca foi inferida pela quantifica­«o de reads de 20 a 

22 nt mapeados nos contigs (Figura 13).  A quantifica­«o dos reads em cada biblioteca 

associada a inspe­«o dos resultados de similaridade de sequ°ncia e agrupamentos 

resultantes da clusteriza­«o hier§rquica nos permitiram inferir os contigs pertencentes 

aos mesmos segmentos gen¹micos virais e a quantidade de v²rus ¼nicos nas 122 

bibliotecas.  

Diferentes combina­»es de m®todos de agrupamentos e dist©ncias foram 

testadas para verificar a coer°ncia dos agrupamentos formados avaliando contigs 

pertencentes a v²rus previamente conhecidos como refer°ncia. A melhor combina­«o 

foi a de dist©ncia ñeuclidianaò com m®todo ñcompleteò (Figura 13). A robustez 

estat²stica dos agrupamentos formados foi inferida por c§lculo de probabilidade com 

m®todo de bootstrap. A maioria dos n·s utilizados para suportar a infer°ncia de contigs 

pertencentes ao mesmo v²rus possuem valores de bootstrap maiores ou pr·ximos de 

90% (Figura 14).  Uma vers«o interativa do heatmap que permite amplificar os 

agrupamentos e inspecionar os valores de RPKM dos contigs em cada biblioteca est§ 

dispon²vel como aplicativo Shiny R no link: 

https://jpalmeida.shinyapps.io/Viral_smallRNA_cooccorrunce_20to22ntRPKM/. 

A influ°ncia do intervalo de tamanhos de pequenos RNAs quantificados na 

estrutura­«o dos dados que permitiu inferir os contigs pertencentes aos mesmos v²rus 

foi avaliada pelo c§lculo de dissimilaridade entre os contigs comparando a 

quantifica­«o com reads de 20-22nt, 24-30nt, todos os reads, todos os reads 

removendo os de 20-22nt (Figura 15). O intervalo de 20-22nt apresenta uma melhor 

defini­«o das estruturas internas do conjunto de dados. 

A an§lise da coocor°ncia dos contigs virais considerando os agrupamentos 

formados e alinhamentos dos contigs com segmentos virais similares, nos permitiu 

definir a presen­a de 34 v²rus ¼nicos nas 122 bibliotecas analisadas (Figura 13,14). 

Desses, dois arbov²rus identificados, Zika v²rus e Usutu v²rus (Flaviviridae), serviram 

de controle positivo para a estrat®gia computacional aplicada, pois as bibliotecas em 

que foram identificados foram constru²das a partir de mosquitos Ae. japonicus 

coletados em campo e  artificialmente infectados com esse arbov²rus em laborat·rio 

(ABBO et al., 2020).
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Figura 13 ï Coocorr°ncia dos 267 contigs virais n«o-redundantes nas bibliotecas das 10 esp®cies de mosquitos amostradas. O heatmap 

representa a contagem normalizada (RPKM) de pequenos RNAs de 20-22 nt alinhados a cada um dos 267 contigs virais n«o-redundantes (colunas) 

nas 122 bibliotecas analisadas (linhas). Os nomes das bibliotecas indicam a esp®cies, local de coleta e o n¼mero de mosquitos na amostra 

sequenciada (ñspp_local_IDò | ñnro. de mosquitosò). A coocorr°ncia dos contigs no mesmo agrupamento hier§rquico em conjunto a curadoria dos 

resultados de alinhamentos locais de cada contig permitiram a defini­«o de 34 v²rus ¼nicos. As bibliotecas da mesma esp®cie foram destacadas 

com a mesma cor. Os dendrogramas apresentados tem como combina­«o de m®todo e distancia para agrupamentos das linhas "ward.D" com 

ñeuclideanò e para as colunas ñcompleteò com ñeuclideanò. 

 
 



   
 

  ус 
 

Figura 14 ï Suporte estat²stico dos agrupamentos de contigs utilizados para inferir a 

quantidade de v²rus ¼nicos nas 122 bibliotecas. Os valores de bootstrap dos 

agrupamentos inspecionados para inferir os contigs pertencentes ao mesmo v²rus nas 

bibliotecas (Figura 12) est«o anotados pr·ximos aos n·s de origem dos agrupamentos. O 

eixo y (height) representa a dist©ncia euclidiana dos ramos. Destaques intercalados na cor 

cinza foram usados apenas para facilitar a visualiza­«o de agrupamentos pr·ximos. 

 

Figura 15 ï Matrizes de dissimilaridade dos contigs representados pela quantifica­«o 

de diferentes intervalos de pequenos RNAs.  Os gr§ficos representam matrizes sim®tricas 

com os valores de dissimilaridade entre os contigs (azul baixa dist©ncia euclidiana, branco 

alta dist©ncia euclidiana) representados pela quantifica­«o de quatro intervalos de pequenos 

RNAs. O intervalo de 20-22nt sozinho apresenta uma estrutura­«o mais definida dos dados 

quando comparada aos demais intervalos; 

 

A Tabela 3 cont®m os resultados dos alinhamentos locais dos maiores contigs 

montados para cada arbov²rus e a porcentagem total de cobertura por todos contigs 
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montados para cada refer°ncia.  A Figura 16A cont®m o perfil de pequenos RNAs e 

cobertura de reads de 21nt dos maiores contigs montados para esses dois arbov²rus 

nas bibliotecas de A. japonicus. 

 

Tabela 3 ï Cobertura por contigs montados dos arbov²rus ZIKV e USUV. 

 

 

 

 

Arbovirus
Maior 

Contig (nt)

Cobertura                   

Contig
Ident

E 

value
Referência

Cobertura 

Referência

Cobertura 

Referência 

por todos 

contigs

Usutu virus 8702 99% 99.99% 0.0 MT188658.1 74,00% 99,00%

Zika virus 1267 98% 100.00% 0.0 MK566202.1 11,00% 81,00%

Figura 16 ï Perfil e cobertura de pequenos RNAs das sequ°ncias de arbov²rus 

infectando Ae. japonicus e do ¼nico segmento de um v²rus de DNA encontrado em 

A. furcifer. Figuras da esquerda mostram a distribui­«o de tamanho dos pequenos RNAs 

separados por fita (senso acima e antisenso abaixo do 0 do eixo y) e a frequ°ncia de 

nucleot²deo da primeira base na extremidade 5ô representada pelas cores nas barras. 

Figuras da direita mostram a cobertura de pequenos RNAs de 21nt (azul fita senso, 

marrom fita antisenso). Os reads das bibliotecas de Ae. japonicus foram alinhados aos 

maiores contigs montados para os arbov²rus ZIKV e USUV. 
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Spp. Baltimore Família Vírus Segmento Tipo 
Contig 

(nt) 

Cobertura 

Contig
Ident. E-value Referência

Flaviviridae Cell Fusing Agent virus ns nt 1073 99,00% 98.78% 0.0 LR694073.1

Narnaviridae Aslam narnavirus ns aa 380 93,00% 46.61% 3,00E-23 QED42904.1

Virgaviridae Orbis virgavirus ns aa 787 78% 41.0% 4.0e-8 BBQ04461.1

1 2786 100,00% 99.21% 0.0 KR003801.1

2 1360 100,00% 99.63% 0.0 KR003802.1

1 1131 100,00% 99.56% 0.0 MW434816.1

2 1664 98,00% 98.05% 0.0 MW434804.1

L 6149 99,00% 99.61% 0.0 NC_038262.1

M 3672 100,00% 99.59% 0.0 NC_038261.1

S 840 99,00% 97.62% 0.0 MN866293.1

Xinmoviridae Aedes anphevirus ns nt 1057 99,00% 99.81% 0.0 MH430652.1

Rhabdoviridae Bahianus rhabdovirus ns aa 911 94,00% 32.18% 3,00E-28 AJG39213.1

Totiviridae Lactea totivirus ns nt 1623 87,00% 94.83% 0.0 MW434943.1

1 909 99,00% 77.74% 8,00E-178 QHA33901.1

2 1286 82,00% 39.11% 1,00E-55 QHA33900.1

1 2441 100,00% 98.16% 0.0 MT096519.1

2 411 98,00% 98.27% 0.0 MW434910.1

L 4977 99,00% 98.63% 0.0 MW434659.1

M 1192 97,00% 99.31% 0.0 MT361042.1

S 2045 99,00% 99.07% 0.0 MW434639.1

Orthomyxoviridae Orthomyxo-like virus 5 nt 268 100,00% 100.00% 1,00E-135 BK059435.1

dsRNA Unclas. Reovirales Reo-like virus unknown aa 295 80,00% 35.37% 1,00E-04 QPN36924.1

+ssRNA Narnaviridae Aedes japonicus Narnavirus 1 1 nt 3152 100% 100% 0.0 MK984721.2

L 1814 96% 35% 5.0e-9 QHA33858.1

M 2029 85% 42% 1.0e-142 QHA33860.1

S 1432 55% 44% 8.0e-62 QHA33859.1

M 2133 88% 44% 0 YP_009305132.1

S 2042 52% 54% 5.0e-126  YP_009305134.1

Xinmoviridae Aedes japonicus Anphevirus 1 ns aa 2932 99% 58% 0.0 AWW13479.1

Rhabdoviridae Aedes japonicus Rhabdovirus 1 ns aa 482 57% 38% 2.0e-8 QIS62330.1

dsRNA Totiviridae Aedes japonicus Totivirus 1 ns aa 6498 47% 60% 0.0 AJT39583.1

M nt 401 100,00% 89.53% 3,00E-139 MH703046.1

S nt 892 88,00% 92.55% 0.0 NC_040758.1

1 3180 95,00% 64.86% 0.0 UUV42200.1

2 1500 88,00% 48.87% 3,00E-147 UUV42192.1

3 791 88,00% 56.84% 4,00E-89 UUV42194.1

1 aa 534 98,00% 90.91% 1,00E-115 QEM39257.1

2 nt 785 80,00% 80.98% 4,00E-136 MN053804.1

L 818 98,00% 53.16% 5,00E-100 UYE93924.1

M 1953 79,00% 32.12% 5,00E-81 QRW41943.1

S 1698 73,00% 41.01% 1,00E-92 API61886.1

Xinmoviridae Aedes vittattus anphevirus 1 ns aa 3133 99,00% 79.58% 0.0 AWW13453.1

+ssRNA Iflaviridae Aedes luteocephalus iflavirus 1 ns aa 398 99,00% 88.64% 2,00E-67 UYE93723.1

dsRNA Partitiviridae Illomantsi partiti-like virus 1 nt 565 96,00% 86.81% 1,00E-169 OP019950.1

A. taylori dsRNA Totiviridae Aedes taylori totivirus 1 ns aa 346 96,00% 48.65% 2,00E-23 YP_007761589.1

A. furcifer dsDNA Hytrosariviridae Salivary Gland hypertrophy like-virus ns aa 607 40,00% 35.63% 3,00E-05 YP_001686988.1

+ssRNA Flaviviridae Yellow fever virus ns nt 307 100% 100% 4E-157 OR052147.1

1 4349 87,00% 70.52% 0.0 DAZ85690.1

2 2784 95,00% 63.99% 0.0 DAZ85691.1

3 1167 87,00% 33.92% 3,00E-58 UPT53659.1

4 1224 88,00% 70.91% 0.0 DAZ85694.1

S. purpureos +ssRNA Flaviviridae Sabethes flavi-related virus ns aa 318 100,00% 54.63% 8,00E-29 QTJ63572.1

A. aegypti

+ssRNA
Unclassified Humaita-Tubiacanga virus nt

Unclassified Guadeloupe mosquito virus nt

-ssRNA

Phenuiviridae Phasi Charoen-like vírus nt

dsRNA
Partitiviridae Nyamuk partiti-like virus aa

A. albopictus

+ssRNA Unclassified Guangzhou sobemo-like virus nt

-ssRNA
Phasmaviridae Aedes phasmavirus nt

A. japonicus -ssRNA

Phenuiviridae Aedes japonicus Bunyavirus 1 aa

Phasmaviridae Aedes japonicus Bunyavirus 2 aa

aa

A. vittattus

+ssRNA Unclassified Guadeloupe mosquito virus 2

-ssRNA
Phenuiviridae Aedes vittattus phenuivirus 1 aa

A. vexans

-ssRNA Unclas Bunyavirales Aedes vexans Bunyavirus 1

dsRNA Chrysoviridae Aedes vexans chrysovirus 1

aa

A.         

luteocephalus

Haemagogus             

sp. dsRNA Sedoreoviridae Haemagogus sedoreovirus

Tabela 4 ï Resumo dos 32 potenciais v²rus montados nas 122 bibliotecas com resultados de alinhamentos locais dos contigs 

representativos. 
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Os 32 potenciais v²rus naturalmente infectando os mosquitos est«o distribu²dos 

em, ao menos, 17 fam²lias virais levando em conta a classifica­«o taxon¹mica do 

melhor resultado de alinhamento local dos contigs representativos dos segmentos 

virais de cada v²rus (Tabela 4). Dos 32 v²rus ¼nicos, 13 apresentaram similaridade de 

sequ°ncia significativa a n²vel de nucleot²deos, evidenciando a alta proximidade com 

as sequ°ncias das refer°ncias contidas nos bancos de dados e provavelmente se trata 

de v²rus previamente descobertos. Os 19 prov§veis v²rus restantes apresentaram 

similaridade de sequ°ncia significativa apenas a n²vel de amino§cido, representando 

sequ°ncias pertencentes a potenciais v²rus novos. 

Analisando os resultados dos alinhamentos locais e das buscas por dom²nios 

proteicos conservados buscamos por contigs com similaridade com replicases virais. 

Para seis potenciais v²rus (Tabela 4), n«o foram montadas sequ°ncias com 

similaridade ou presen­a de dom²nio de replicases virais. Dois desses v²rus s«o da 

classe Bunyavirales, v²rus tri segmentados de fita negativa, encontrados em 

mosquitos diferentes, A. japonicus e A. vexans, ambos com sequ°ncias 

correspondentes aos segmentos gn¹micos que codificam a glicoprote²na (M) e o 

caps²deo (S). Os demais v²rus para os quais n«o foram encontradas sequ°ncias de 

replicases pertencem a v²rus monopartites, sendo um deles o ¼nico v²rus de DNA que 

encontramos similaridade de sequ°ncia em nossos contigs virais montados em 

bibliotecas de A. furcifer. Por®m, apesar de um perfil de pequenos RNAs evidente da 

via de siRNA (Figura 16B), foi montado apenas um contig de 607 nucleot²deos com 

similaridade ao v²rus de DNA Glossina pallidipes salivary gland hypertrophy virus com 

genoma de cerca de 190 Kb. Devido a repeti­«o do fen¹meno em bibliotecas 

independentes de mosquitos distintos, consideramos que os bunyavirus Aedes 

japonicus bunyavirus 2 e Aedes vexans bunyavirus podem se tratar de novos v²rus 

capazes de usar a RdRP de outros v²rus. Os demais v²rus para os quais n«o 

encontramos replicases, Orthomyxo-like v²rus, Reo-like v²rus, Aedes japonicus 

Rhabdovirus e Salivary Gland hypertrophy like-virus foram chamados de v²rus 

putativos e considerados com maior incerteza de que se trata de sequ°ncias 

representativas de v²rus ¼nicos. Na Figura 17, ® mostrado um resumo da classifica­«o 

de Baltimore e das fam²lias virais e os valores de RPKM dos reads de 20-22nt 

contabilizados para os contigs montados para os potenciais 28 v²rus ¼nicos 
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encontrados no viroma das nove esp®cies.  Al®m dos fragmentos do potencial v²rus 

de DNA, n«o foram encontradas sequ°ncias virais nas tr°s bibliotecas de A. furcifer. 

 

 

O ¼nico arbov²rus detectado infectando os mosquitos naturalmente foi o Yellow 

Fever virus em uma biblioteca de Haemagogus sp. de mosquitos coletados em 

Brumadinho ï MG (Figura 13,17; Tabela 4). Foram montados contigs pequenos, 

Figura 17 - Diagrama de Sankey com Classifica­«o de Baltimore, Fam²lias Virais e 

resumo da carga de pequenos RNAs virais dos v²rus encontrados nas 10 esp®cies de 

mosquitos analisadas. S«o mostrados os 28 v²rus pertencentes a, ao menos, 14 fam²lias 

virais diferente, todos v²rus com genoma de RNA. S«o mostradas as m®dias de RPKM da 

carga de pequenos RNAs virais dos contigs virais de cada v²rus nas bibliotecas em que 

foram encontrados. As cores dos quadrados de cada v²rus remetem a esp®cie hospedeira. 

Os 17 potenciais v²rus novos est«o destacados com fonte em negrito. PCLV e HTV, os v²rus 

mais prevalentes e que atingem as maiores cargas virais em A. aegypti est«o destacados 

em azul. O ¼nico arbov²rus naturalmente infectando mosquitos encontrados nesse trabalho, 

YFV, est§ destacado em amarelo, com um dos menores intervalos de RPKM de pequenos 

RNAs virais coerente com o alto CT de qPCR da amos7ra em que foi encontrado. Foram 

marcados com * os dois Bunyavirus para os quais n«o conseguimos encontrar sequ°ncias 

de RdRP, mas que os demais segmentos possuem informa­«o o suficiente para inferir a 

presen­a desses v²rus. Foram destacados em vermelho os dois v²rus de dsRNA que 

coocorrem com os Bunyavirus sem RdRP em mosquitos diferentes (Ae. japonicus e 

A.vexans). 



   
 

  фм 
 

todos menores que 500 nt e a carga de pequenos RNAs virais ® uma das mais baixas 

entre os v²rus identificados (Figura 17). Tais resultados de detec­«o est«o 

relacionados a baixa carga viral do arbov²rus que foi confirmado na amostra por RT-

qPCR com valor de Ct = 32 (resultado do RT-qPCR gerado pela doutoranda Ana Luiza 

Cruz, laborat·rio da Profa. Bet©nia Drumond ICB-UFMG). Para verificar a presen­a 

de outros arbov²rus comumente transmitidos por mosquitos que podiam possuir carga 

viral insuficiente para a montagem de contigs, as reads de todas as bibliotecas foram 

alinhadas contra uma refer°ncia de arbov²rus. Apenas as bibliotecas de mosquitos 

sabidamente infectados com ZIKV e USUV (Ae. japonicus da Holanda) e a biblioteca 

de Haemagogus de Brumadinho - MG tiveram alinhamentos com refer°ncias 

gen¹micas correspondentes aos arbov²rus com contigs montados (Tabela 5).  

Tabela 5 ï Bibliotecas com alinhamentos contra a refer°ncia de sequ°ncias de arbov²rus. 

*v = nro  de n«o pareamentos (missmatchs) permitidos 

 
5.1.1 - An§lise do pequenos RNAs virais do viroma de mosquitos vetores 
 

O perfil de pequenos RNAs e cobertura de reads de 21 nt dos contigs 

representativos dos segmentos virais obtidos foram agrupados pela classifica­«o de 

Baltimore do v²rus de origem e mostrados na Figura 18. Todos os potenciais v²rus 

encontrados apresentam um perfil de ativa­«o da via antiviral de siRNA com picos 

sim®tricos da quantifica­«o de reads de 21nt oriundos das fitas senso e antisenso. A 

simetria da cobertura dos reads de 21 nt das fitas sense e antisenso evidencia o 

processamento de substrato dsRNA pela DIcer-2. O ¼nico v²rus que n«o apresenta 

perfil de ativa­«o da via de siRNA arbov²rus, YFV.  O v²rus possui pequenos RNAs 

oriundos apenas da fita senso com assimetria de fita do perfil de pequenos RNAs 

gerado similar ao de v²rus que conseguem inibir as vias de RNAi levando a 

degrada­«o por outras RNases.

v0 v1 v0 v1 v0 v1

Ajap_Lelystad_NL_01 USUV ( NC_006551.1) 168479 281285 87,81 99,23 324,22 542,16

Ajap_Lelystad_NL_02 ZIKV (NC_075423.1) 11779 12516 98,71 99,25 24,66 26,21

Haem_Brumadinho_BR_02 YFV (NC_002031.1) 426 1316 9,72 30,45 0,9 2,76

reads alinhadas Cobertura (%)
Biblioteca Referência

Profundidade média
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