Uni versidade Feder al de Minas
l nstituto de Ci °ncias Biol -
Programa-GdaedBas «o em Bioinform8§

Jo«o Paul o Pereira de Al mei i

EXPLORANDO O VI ROMA DE MOSQUI TOS
uma abordagem metagen!®!mica utilizan
resposta imune do hospedeiroa

Bel o Hori zonte
2023



Jo«o Pa

ul o Pereira de Al

me i

EXPLORANDO O VI ROMA DE MOSQUI TOS

uma

abordagem m

etagen®mica util

Z an

\

resposta Iimune do hospedeiroa

Bel o

Tese de doutorado
Progr ama Gte adBas «
Bioinform8tica da |
de Minas Gerais par
de Doutor em Ci°°nci

Orientador : Prof .
Mar ques

CoorientadorEricPrb
Gui mar«es Rocha Agl

Hori zont e

2023



043

Almeida, Jodo Paulo Pereira de.

Explorando o Viroma de mosquitos vetores: uma abordagem metagenémica
utilizando pequenos RNAs da resposta imune do hospedeiro [manuscrito] /
Joao Paulo Pereira de Almeida. — 2023.

184 f.: il. ; 29,5 cm.

Orientador: Prof. Dr. Joao Trindade Marques. Coorientador: Prof. Dr. Eric
Roberto Guimaraes Rocha Aguiar.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa Interunidades de P6s-Graduagao em
Bioinformatica.

1. Bioinformatica. 2. Metagendmica. 3. MicroRNAs. 4. Culicidae. 5. Arbovirus.
6. Aprendizado de Maquina. |. Marques, Joao Trindade. Il. Aguiar, Eric Roberto
Guimaraes Rocha. lll. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 573:004

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB 6 - 2680




10/11/2023, 11:12

SEI/UFMG - 2739018 - Ata

LT
- “.‘.L’.{,’.{./.;:-..
)
-“_f‘ e
o -
=D Yo%
H = i~3
{ - i3
Y =D Jof
5 e -:o
b n...d-"'.. *
SIY¥19 Joe
erasast

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA INTERUNIDADES DE POS-GRADUACAO EM BIOINFORMATICA

ATA DA DEFESA DE TESE

JOAO PAULO PEREIRA DE ALMEIDA

As oito horas do dia 27 de outubro de 2023, reuniu-se, através de videoconferéncia, a Comissdo
Examinadora de Tese, indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho de
Jodo Paulo Pereira de Almeida intitulado: "Explorando o Viroma de mosquitos vetores: uma abordagem
metagendmica utilizando pequenos RNAs da resposta imune do hospedeiro”, requisito para obtengdo
do grau de Doutor em Bioinformdtica. Abrindo a sessdo, o Presidente da Comissdo, Dr. Jodo Trindade
Marques, apés dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final,
passou a palavra ao candidato, para apresentagdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos
Examinadores, com a respectiva defesa do candidato. Logo apds, a Comissdo se reuniu, sem a presenga
do candidato e do publico, para julgamento e expedigdo de resultado final. Foram atribuidas as seguintes
indicagdes:

Professor/Pesquisador Instituicdo Indicagdo
Dr. Jodo Trindade Marques - Orientador Universidade Federal de Minas Gerais Aprovado
- E.”c Rabarts Gumadies Roeia: Aguiar - Universidade Estadual de Santa Cruz Aprovado
Coorientador

Dr. Francisco Pereira Lobo Universidade Federal de Minas Gerais Aprovado
Dr. Gabriel da Luz Wallau Instituto  Aggeu  Magalhdes/Fundagio Aprovado

Oswaldo Cruz

Dr. Helder Takashi Imoto Nakaya Hospital Israelita Albert Einstein Aprovado
Dr. Savio Torres de Farias Universidade Federal da Paraiba Aprovado

Pelas indicagdes, o candidato foi considerado: Aprovado

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da Comissdo. Nada mais
havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que serd assinada por todos os
membros participantes da Comissdo Examinadora.

Belo Horizonte, 27 de outubro de 2023.
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Documento assinado eletronicamente por Jodo Trindade Marques, Professor do Magistério
Superior, em 30/10/2023, as 06:31, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5¢

do Decreto n? 10,543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Eric Roberto Guimaraes Rocha Aguiar, Usuario Externo,
em 30/10/2023, as 22:30, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto

n210.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Gabriel da Luz Wallau, Usudrio Externo, em 31/10/2023,
as 10:30, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13

de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Francisco Pereira Lobo, Professor do Magistério Superior,
em 31/10/2023, as 11:05, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto
n210.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Helder Takashi Imoto Nakaya, Usudrio Externo, em
10/11/2023, as 09:54, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n®

10.543, de 13 de novembro de 2020.
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RESUMO

Mosquitos s«0 0S principais vetores de arboa
t ®cnicas de sequenciamento de 8cidos nucl «
met agen!mica permitiram a descoberta de cen
desses ®w2cluassikficados como v2rus espec?2fic
de infectar hospedeiros vertebrados. Di ver

sses v2rus em afetar a compet°ncia vetor
arbov2zrus de ®@®dnpoa.t OMpiesarm dos avan-o0s p

tagentmica na descoberta de novos vVvZ2rus

safcioomput acaoa@acisados a essa abordagem
associa-«0 de sequ°ncias de Vv2rus com geno
di ferencia-«0 entre sequ°ncias Vvirais @ax-g
falta de sensibilidade para a detec-«0 de
devido a depend°ncia de t®cnicas baseadas ¢
gr uppda op»e uma estrat®gia metagentmica utild]i
i mune dos hospedeiros para abordar esses d

estudo, anal i samos 122 bi bl i otsegcearsa dias ®dciotn
amostras de mosquitos vetores de 10 esp®ci
Foram identifjchdopol&n wi?aplemetnetnec emd wads7,a ma
fam2 | i aselvizsbaqs°’° nci as virais ehildbgesp®cioes u\
pertencentes a 24 fam2lias virais. |l dent i fi
n«o detectado por m®t odos de similaridade
Narnav?2rus, sendo esse um exemplo clar.o da
Desenvol vemos @mdlelrrRMA omMatpapaeutionneat i zado p
an8lises metagen! mR&As mpemmpeguandissti n- «o
virais ex-genas de end-genas com classific
m8quitmaei nades esé¢ ado. Al ®m da precisa det ec

mostramos que nossa estratWgl aomida mpet € an:
endossi mbionte que afeta a comMpet tmamos et
carga de pequ®WobbapBNsdsudeuma correla-«o0 neg
dev2rus espec2ficos de i nsetlJosonam mesquU ibtaoc
sada para o controle da Aacdease iy p sNeos sche teaers
oram obtidos resultados ¢€bidoeisnefnovrom8vtiidcaas qgaube
aracterizar de forma precisa o Viorlaara de
omponebntoelss- gi cos relevantes para a compet °
esultadogsomwmtbti lwem para avantos dase cohhe
el a-»es enteevimsygui abgo essenci alnopvaarsa a
strat ®gi as de dcemnsaslwetharods gdecopat - genos

O - T 00 —*hC

Pal awvcrhaasv ePequenos RNASs; Met agen!® mi ca; M
Aprendi zado de m8quina; Simbiontes.



ABSTRACT

Mosquitoes are the primary vectors of arbo
of HKHihglbughput nucleic acid sequencing tech
has enabled the discovery of hundreds of vi

areascsli fied-speci hsect incapabl e of I nfectir
studies have demonstrated the ability of th
of mosquitoes for the transmissi ®aspiftaenedh
advanxresvi ded by metagenomics in uncovering
maj or computational chall enges whree appbddicd
| arsgceal eessocabegngnees with segmented genon
di stinguishing between exogenous viral seq
and the | ack of sensitivity in detecting F

dependence on S e gouaeshec € e shmMmidwmeas .ty Our grou
met agenomic strateghrami hgstsmammum&NAsespon

these challenges indnvitrhdals mdatuadge novei casn.al y z
RNA | ibraries generated from samples of vec
on four continents. We identified 28 viruse
and 1726 endogenous edrfad omelluse nciersaldegpe/ci
families. We i1identified and characterized

similarity methods, bel dnggng tbear Narampl |
matter of viral met agend@dmiadd. RWA tdoedalvogre

automated pipeline for met agenomic anal ysi
di stinction between exogenous and endogenc
|l earning classifiers trained in this study
se@mces, we demonstrated that our strategy
cruci al endosymbiont that affect sWet Iseh owedt ¢
t ta the | oad of Wol bachia small RNAs has a
i nssepéecific viruses i nRhpsgbeteeshfsomablt ee
the control of arbaéaedess aeglgnpstmh iss i Dime Diys ,
resul ts and devel oped bi oinformatics appr
characterization of the virome of wvector mo
component s rel evant t o mo3fhei tresuktsorcoabd
advancememdesr sitnanldi ng the intricate relatio
viruses, essenti al for the development of
these pathogen vectors.

Key wo rSinsal | RNAs; Met agenomi cs; Mosquitoes;
Symbi ont s.
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1-lntrodu- «o

1.-0s v2ruws da a

Essa tese tem eosmauwdobjadsmaeadbeds!| - maic®s
di versos guabégmuimescramsso epnl anet a, 0S Vv2rus.
i ntricaadav,ed®amv2r us n«0o possuem todqau magsapr
atribu2das a umDeffigmini smoquéev® ndvipdaovo®aul
cientistas e filkompromemae@esicaldiest @as nosso L
base em observa-»es, experimentos e evide°nc
se Vislumbra com granmdersedadrdarf i @ semsibgem ed a
t empoviddaas ma;rcaat al ogar toda vi daube srova adsas oe np |
outros pl Bremt bgaovweeidamavsda fazem mecaasas §r
sistemads i eaforpmderqoe notsailsevaongaui s.tUans hon
comit?® de pesqui sadores poogasiszgddieftpaal a « ad
operaciAdivdlda ® um sistema gqgpamis@de®ee kwtod LS WS
Dar wi { 8A&al ONAL AERONAUTI CS AND SPACE.AMADMI N
el eg©ncia dessa defini-«o est8 emdabgqueagteqo
I mpost aermodi n©mi co e o da transmiss«o de i

Organi smos Vi vos, em sua uni daode mf wvreda
model ados comer snosi edasr,o @ssterj @gam mar edrr g iaa e
comemeiWwma simplifica-«o de uma das predi-»
termodi n©Omi cd o@os ®des dqee® menosumabdbumeentstot d
entr epn ao,utr as op aluamemd 0, da uas drecaMn®i a na:
todos os.sPatamasaa cco@lsuelda nredd i s3au ment o const
entr®poaesteagdua | ke rsieamed wnt oamd e xt o ,admoorltNeg.i c o
di dg8éxphi ca- «o Ndbemr TéhsowBohr ©di nogseror gani s
Vivos se mant °m | onge do eseteadbi the mitagqu d ob?pd ea
negat(iS\CHRODI NGER, A 1&Ortlhnopi a negativa ® obti
de mol ®cul as or g#édmi ztaedoars eenAcgm@haten- «xo da
positiva com entropia negativa para evitar
a manuten- «o d aochooaneeo s v @s e ,d o met abol i smo.
met abol i caemsteéne a maquinaria celul ar de seu:
uma das principais caracter?2sticas ocguec omuoi
Vi VoOMOREI RA; -GAREEA, . 20009)



Areplieapenot ©nea de estruturas mol ecul a
gu2zmico n«o ® uma pr oprBnm dnaodses oe, xpel baunsedtwah e d a d
di ver sas estruturasiege? mioadasgguepndcim »es,
mol eculMai écersi spoasissuem essa . prmMaprdieefdande «o0 de
guest «o, :fd. .t.rpeadshso?evved Daur- wioroi, ansae r efere a u
gen®ti co, no qual a replica- «o0 pdeagsu emwls® s u |

gupodemr r epolriicgaidnoasndo udnea paa cmddidfer? eait € s

de estabilidade e capaci dade de produzir
Afcapaci dades dfei tandeaspst faur x-0«00 (da produ-«o de
( BENNER, . NdO1D) vro IO gehaer de ghhavekt iandos,t reRnisucme
propr i ewhadderse dfbai sepl i cadores que provavel me
de evolu-«o biol -lgpingevnaaderrdecundi dade

( DAWKI NS, 0s19W2rus compartil ham as propri eda
organi smos Vi vVvos, garantindo a esses agent
da evolu-«o0o da vida Rom®m,c othdhckx esn®S pPr oces:
dependent e das c®IlwWPass hexpedppriadwszi dos,

-

epr odazMORESlI RA; -GIAREEA, . 2009)

Uma perspectiva relevante para siGtusktai za
m rela-«o0 ao cOneaeoltaddeapaobadaami a das est
volutivas de perpetua-W%?r pdscs s ma mersiimalat @g n
volutiva n«odiafugarr emmtm PROS DO®I Ml a .t Neasls.a, 2
erspectiva, c®l ulas n«o s«o0 sintnimo de Vv
i ferdpt epserpetua- «o do, amabtoesr i @ ® n sgi edne®rt ai dcoos
i ol -gicos pelo fato de serem portadores e
odificada, o que os d{(BEi RARIEAS, 0 MOBEHO RRO
021)

N O T o T @ d O

=

.-ADs 2v Uus

Os?2vyuspakasitas intracelepleadesntelsr idgaa tman
mol ecul ar de seus hospedei rnoast epra rad pggeapd®@td a
capadeisnf ecrtgganipsemotsencentes aos t.oUESS i-sh@am2 ni
qgue exiesrtcaam Uépad 02 caimasbivtiaando nossocanglloane:
numeri caomeane i dfadremale de &3 deorl@mmMidarsobi ol
by numberso, 2011; WIL@GItNeGTNON fievti rad s. f,e r2d0d 6@ c



HT

como refer°ncia a esse diverso e ub2zquo co
pl anekKk@GQONI N et. al ., 2021)

A relevOncia das pesquisas eobeadvmeoso:
evol u- «o e di v edressiednavdoel vdi amewit dai,dbd eamloil ¢ @-i x e
preven-inop adcgtoocsi oecon! mi cos @mara@rmarsu tcermn-t«oc .
nNnossa socormadaaggrdscawipgtBubri@ucrea® aa n.iSmal conheci d
cerca de 200 v2rusocapasesa ho(sk@RIlsmpericial . ,
VI RALZONE.,Arek2prredemi a causada -@x¥ &everaes
acut e respiratoryynady)n@afrooommea )i rexdpalei ci ta as
consequ°ncia de um surto viral em uma S 0«
i mport®©ncia da pesqui sa b8si cpaarsa ba ep reesvseers-

novos surtos.

A palavra "v2rusdoLtamm®s e uaeceabeume msubst ©n
venenosa otuentdooxuisniahpaad descr everpepat - gleen oas
hoj e, principal mente ap-sS uma recente pani
negativa no ,sseenmnsdoo caosnsuont i a,chada & utheemsas®e Si g
dos v2rus v«o muito al ®&m (PROEHOLH dMdr eed cd
ROOSSI NCK, 2011)

Ai ndadgftienciodmos parasitas, uma categoria
i nterespec?2fica que acarreta *nus parm8 o hc
evid®°degiuaes cer tpoosd evn?¥ ropser ar como comensai s,

preju2zos significatiNaeesp®osesbumahaspedevt

pertencentedAnes | baReliodaeowi«eixecanp!| petdpcCci ai

v2rus co(melnsMG;s BUSHMAMSES 2@2Znb)®mM possibilid:
simbi - -ticas, nas quai s ceoemostf em-bedaf defesar
hospedebnbsa novas infec-»es oquu ec ofmabc i d ri mhaa
obten-«o0 de alimentos cC omo na rela-«o0o de

(ROOSSI NCK, 2011)

As pesqui sas sob?tm oat avd sagl o avsaing misf |
bi otecnol ragdasc®nt rUnbmai-»es el fevaatheé €ecsobert a
transcriptase reversallemidaema os? mukt ©nea e
pel os pesbhuaivsiadd oBreeldtoiwao de eTmml Q TOFFI N, Z@a21l)
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descoberta revolucionoma asthuddogda meotl ecwl r
cOnclaoapaci dade dpeolFedefroi deo xir nbol ¢ DNA) a
parti rmaled eg od ediob o n g(oRNAN Wi turMmo pr ocesso esSsSE
I nYoamer os experimentos de biologia mol ecul ar
guantifi BANAsoO adlleeos®l ul as per ePTC\REtr& set apas
compl pxo$ opalascaendset rbui-bl i ot ecas para seque
gera- «o erpekRNA maneir a, a descoberta da
apenas revolucionou os campos da biologia m
cC omo alicerce par a met odol ogi as essenci

contempor ©nea.

12. 10rigem dos vZ2rus

Tr °s hi gputesexsphi mamgem dos Vv2rus tem s
hi stori CERERO¥I C; DOLJA; . KONl Npr i2rel )a, a
A" mundo primordi a@als désug?2ises’! am descendent e
replicadores que sur Nlasagquiatha esadda Go®u U ac
Oregr@®es «w2rus teriam surgido a partir da di
perderam sua autonomia e se tornaram para
terceira, a hip-tese dos Nfgenes fugitivo
i ndependentes ganepsartter hdepedeiros celul ar

capacidade de replica-«0 aut!noma ego2sta e

Acompl e xdad aadrei g e m, pdroosv avw?erlaunsd mtagpso | lai mi t e s
explicatxwbsdmedel ossbi pott®t iseos rata de um ¢
no gdafer € 8k ewisr ai s podem ter sodegpedodednet ¢
( KRUPOVI C; DOLJA,; KOONI N, 2019290 PROSDAEI MIu
genes gue <codificam prote2nas envol vidas
possuem hom-|l ogos pr-xi mos em organi smos <ce
gueorrobora a muinpd-ot epsrei nmba dii & OONDbDN; VEENKEVI
DOLJA, .20®B6)a descoberta de wZwras®e (iggaretsess
da maqui nar i a( ABRAtHéaOd uet«o@l uma2@¥83d°ncia (¢
corroborar a hip-H8semdahiipegesssdeoque a ¢
pode ter sido qui m®rica, com a magquina+ia d
celul ares e as prote2nas estruturais adqui
( KRUPOVI C; DOLJA; . KOONI N, 2019)



122-Di mens»es Virais

Os v2rus apreaenedade mde f o.r mameone sdtoa man t
gukeimite vis2vel a olho nu para o0os seres ht
(0, 1,emm)mai essasdagent etsanbbi®n -® inteonsor do que
tamanho paracwvimi caloisza-pd® de | uz, qgAuleg udn sde
dos menores v2rus conheciCdospoyVp eilottbesmceenn teenst 1
a 22 (0Om017 OHmMO.dMe2@mertemr esentfaammaFdiasdavi rid
possuwmemoxi madamente 50 nmai pBewsvPousideasy
possuem cer cdam dmpo dle,n3 o ser observados em
( BURRELL; HOWARD; MERBHMen&094&3 ) mi crosc:- pi caeé
emprego de t®cnicas como a microscopia &ele
visualiza-«o0o de o@j ©€0Od &dégat@sdemci al pat
conhecimento da formaNe esérsturafdos V3rud
v2arus, um grupo particul ar mentcacuenporteSsveenit a@n
tamanhos excepcionais em rela-«0 aos padr »
V2rus dMifmamidriiaggaienal ment e | spoddaciosgae a medr
ded, 75dé&mdi ©metro e s«o0 mai or(eXsl AgQueeta.laguma s2

123-Part2cul as virais

Durante os di f eer enaiecsl oe sdte§ grieopsl idc a- «o, u
obsergmddi ferendcedi foereatses estruturas mol e
virais icbeptedsaas rneoameb edre qvBURRELL ; HOWAR
MURPHY, .DOY7V(Figumy®& a forma extracelul ar de
fun-«o proteger ggamaartrimdo gen@®@i ssemi na- «c
hosped&issas. ess«at aomposmaaserp all ov g € DBItAI o
RNA) e ovpoolrviwma camada prdoecaipe ad O cap a Aod®@ a
compostcoenpermnmaapdemeubsni dadesd dfrnditinetieesaasgi nd
n«oovalentemegteaei zadas .rfegutiarFrmeateo de ur

guanti dade de subunidages mpooteg?cas a d °crotdi



gen®tica de macr omol ®cAd cacsr rc°onnc ipdausc eipsre tigeerthae- s:

prot-ptoahdde@aps2degamontagem desemB®absuti gr as

Apesar da grande diversidade de for ma dc¢
estruturas virais sdo tkeed tagtdanddesdae@dmdiasosn a
- lspdoat 5 iwtcaomb oo, | ifedr o, rd@miva®r t i ces, 30 a
Matriz

Glicoproteinas de membrana

Capsideo

L
,.
-
‘.

Material genético "‘ * ¥\O

Enveloée

FigurBsquema representativo.de ©Wmaopd:
ser -exkwel opados (esqguer(diar)eiotual)e.nvel og

facesseqndlou- «o -tima para o problema de <cor
repetidas, uma esternugtliuornbaevrod uimet enBtxe mpu &€ om a
m2 ni ma de( BlRRHBHLLa; HOWARD,; MURPoHYma t2d 1i7go s a
a estrutura tridimensional termodinamicamer

de 60% dos t8&8xons virais conhBERUBOYI BpsbP0OEk!
KOONI N, .@ 0sl1e9g)u n d of rpeagduRe«not ed e s i metquiea dige loir ¢ gi
a estruturas Naisl emslterlivdaymialsssi genomas de RNA
Vv2rus podemeftopidmeailft racoan@msc’tdeelonf or Mab scor va d a

famosos V2rus do mMBURREbLpeHPWARDasMURPHY,

A est ifwtrurpad @ p sc’edbanat er i al gem®aipc®!| aidio e
c hamaddeauc | eoc afpms 2alegpu nen wetraupssp?®pdbed e s ero r eve
por uma membrana | ip2d{Fda,u)ahdueadao etn@eh a P
Virqque podem estad® @nmv evda®atladdmueimuimd @r oce s s c
chamado bo,otqaunaenndiol eocapsi daeor &ve® supreal inteanb r a |

celul ar, podendomembr amenlswlaadrbeesx)daau de membr e



i nt erencarsgadnetioasn¥c | eo cel ul Armad ®d ®@aacpr obedn
| ocali zadas na superf2cie exteroamddeemaselde
carboi dnagtadsa s a ami no8.cAsdogl iecsoppercetfd 2cnoass

encont rcamdas pepl *mer os ancoradesp?’cupa)ker(an
frequentementag @®mgdmirzmead de d2 me(rBBBRR&UL ;tr
HOWARD; MURPHXs B0i¢pprote2z2nas virais desen

na intera-«o dos v2rus com as c¢c®l ulas hosp
virn@esimdjoue oS Vv2rus se |iguem a receptor
facilitando a entr aAlla®modev2gals mapecl®lmud ae:!
glicoproteznas tamb®m desempenham um papel
do hospedeiro. El as podem ser alvos de ant
sistema i munol - gi co, I i mi tasn@mi naa - k®p ldiac ai- n
constituindoalivlempordeaneé ®sudos para o desenyv

~—+

erapias antivirais.

As di f edraesn -parso p f P eqle’dmmiscas entre o0S Vv2ru

n«envelopados s«o0 relevantes para o estabel
das part2culas virais (tcoiMalemedmd@@EB) esta-ndiat §d
estoque;®e extaias «o de mol ®cul as virais par a
camada | i p2dica doscrv2praucsa ean vceal poapcai ddoasd e® d e
adesestabiliza-«0 ou dissclom <«coldenteaesvselapp
detergentes |l evar8§8§ a inabOsvewxesdakopadds c
geral mente mais resistentes " s condi-Aes a

i nativa-«o -@drevel2cpasdnxxo® ger al mente al can- ¢
que afetam diretamente o caps2deo viral, c
ultravioleta (UV) ou o uso de agentes qu?2m
desestabilizacaps ESNADRAEI ANde.t al ., 2022)

A grande diversidade e complexidade de \
dos caps? deaonsh,@mnsausa quanti dade e organi za- «
V2rus daSefdaom2eloivgurei dpaces suem como representar
m®di ca 0s eRodteaviimpuosr t Cac i ar lvad Zmned o $ @,iu en «woi r U
possuem envelope e podem apresent ®s wphpraap
t amb®@mo enve,lldogpfaadam&Paat it ievihrriydsaoevp 0 $ llaem

genomas segmentados e cadaseypag mamiEwesndseenT @ P



s«o classificados, acrogrmon ifiznau-l«o popprarirdocsull & @ e
transmiss2veis que n«o contfmzeéonda adas imh s e ki
Si mul td@nedai ver sas part2culas virais para ul
requi sito essenci al pea rrae pmd ctag ecma nfal vGeAgRaO d ¢
et al ., 2016)

1. 22C4ps?2ckems defini-«o de v2rus

Os V2rus dasNarfrmani MMadaes/j rBnddacer na,vi ri d

Del tafl exi viriedadeo, gtyngeorwivsidraiiseont rados em f

pl ant as e I nnveaptoestsrueedm s capsi deo, vinieonf or
consequentement e, N«o posdHBemrviidrmazi sgst dac
Narnavirus se replicam nroo ciintogriasrmad &s omi tM
fungos, esses v2rus s«0 transmitidos atrav®

mi stura citoplasm8tetaceohadaes derbapfaduy- «c
organi smos. Essas duas fam2lias virais pos:¢
apesar de infecpasememupaoxiomiodade fil ogene
bacteriLefvagds#i daMAN; ESTEBAN, 20009)

Osv2rus sem caps?2deo consistem em um des
de v 2Rauosu.l t epFoptuteeram gque O0S V2rus S«O0 Ofr
virions, engusachd o vVviadaefsedalwal carrgani s mos gue
ri boss(OFM@RTERRE, 2016; FORTERRE; KRUPOVI C;
RAOULT; FORTERRHE,ssa0®&)}f i ni -«0 excluiria col
fam2l]l i as sem capsBsdseeoss vd2ar uvsi rcoosnfsetriat.uem ape
exce-»es que frustram tentativas de defini
uma defini-«o multidi mensional na gqual exi
el ementos gen®ticos repésgadorseese endemtnmra
podendo ser essa dividida em AOrtovirosfer
virions, e a fAPerivirosf ersa rfe,plun asduobreessp ag-uce
todas caracter2sticas dos Vv2rus( K@QONMIAN caton&
2021)



125-Materi al gen®tico viral

@odnav% anavina
Qbozyw% @)Iodna\%

GIDOWMN @idnavi%
Reinos =

A

Baltimore

2000000000¢
CHDRE Q DNA-RT
ssDNA <Bc|v> ‘ RNA-RT

dsRNA

(+)RNA ( ke

Figur-&Ll assi fica-«o0 de Bal t.i mdg el ienhR
representam as conex»es entre as ¢cl
Linhas eseopepssasntam rela-»es fundame
excepcionais. Modificada de KOONI N €

Os genomas Vvirais podem ser armazenados
encontrados na forma de fitaeodupv@agmentsadnpsd
ou <cir.cAulcalraesssi fi ca- «oe dviiwiade des Bwtrtwsne e m
consi dearcomipm sie8«0o dos ndicad egeowemas gmasdet e
formas de transmi ss«o0 e eXxpveasEssksoa dcd aismsfidril
continua remaivamn@ eadaepsssua pPrPEISUC-GAOOX « 0O C O IT
as atuaxilassvediclaegen®tsi cgar andes dom2nios vir
(Figu2).&A relevOncia dwi rddlaBal Lirmamda onteira
viroledguinad aaneoh c emetnut@e ue ent endemos como pr
transfer°nci@wobdel i gf oamg§#8B8Ahat MOBREAaA 1971, k
KRUPOVI C; AGOL, 2021)



A difereomposlie-«o0o de 8cidos nucleicos e
organi smas naerstaeca um dos tr°s grandes dom?2
H8 wuma predoenilmrd@esc R&NA em eucariotos e de
especi fi camefnitéem dper odcugpilipay. @sNx o h8 regi stros
RNA a@emqueliads padr«o de composi-«o0o de Vviroma
suportar a hip-tese sintr-fica de orige
Del taproteobact®ria teria englobado um Ar ga
emum segundoenrgvbecima Al phaproteobacteria gt
mitoc! OERUB®OVI C; DOLJA; . KOONI N, 2023)

Monodnaviria Monodnaviria Duplodnaviria

Varidnaviria — Ribozyviria — —— Varidnaviria
Varidnaviria —

N —— Adnaviria —— Monodnaviria
—— Riboviria

Bacteria Archaea Eukaryota

— Duplodnaviria » o
—— Duplodnaviria —— Riboviria

Fi gurRe@Bresenta-«o dos Reinos ViraMednb
de&KUPROVI C, DOLJA & KOONI N, 2023.

Os genes virais podem ser divididos em c

nN«-estrutAsr ar®te2nas estruturais s«o as util
envel ope e outros compAsnemit @tse 2dhca s v inr«ioo ne s
envolvidas em processos como replica-«o0 do
gu2micas para constru-«o0o do virion e evas«oao

A mai or parte dos genomas Vvirais ® c¢o0mj

prot ¢2MAAHSMOUDABADI ; PHI LMilrPuSs, p2d0sis8uyem di f er e
de condensa-«0 da informa-«o0 gaesa®preasegaeas

sele-«0 natural relacionadas a velocidade e
genomas (\DIOM&i, s 2016 ; MAHMOUDABADPDI Ppit aLePS
uso de um ¥nico promotor para replica-«o0 de
® traduzido e posteriormente as prote2nas s

virais ou doEsmas pedten ato®gi a ® encontrada
FIl avidveicmirdat eri zando os genomas vVvirais dos
Dengue, Zi ka e SYeMMOdAWD Sf eevme Adlg.u,ns2 Wlr7r)us wut
maqui nari a dgae &l ushpal ai pcai enagdogtri- vogreinoo dha mo d o

guem Ynico promotor ® wutilizado pabiaveraosc



v2rus de i mport®©nci a m®di ca Oc ¢ Mm@ mymeagabir roisd
Retroviwuitdae zam essa htetsptsr:a/t/®qgiiraal z)nhe. ex
Sobreposi -«o0o de jeadiag) dAamemwsdBaunas (de i ni c
emli ferentes pos, -oesgame gennomalr €e pwhda d &m esnda e
genes comparetsimalsamda - »es de 8cidos nucl eic
l ei tur a.Tail stsiobtraposi -rRa potta codifecamor ao

caso de alguns v2rus ahdbigawgigoaed po®ssdaemfge

codifichckcseagosaanto(sABBLO et al ., 2023; DERI SI
et al ..Ri 6286 )nal frabmshi Qunsg v2rus, um r il
traduzir uma protezna e, em seguida, "desl i
novament e. Quando isso acontedeg,adthel ¢ e¢ $Ug a

come-a a traduzir uma BEpsrsoat eé sitar avti®@gaila d& f e
di versos v2rus, i NncTlod i v deonicezneE ur sa ddbas ( fAaBNB20 nisae
et al .,, @20a@8Bpbov2rus Weawi \Wiireiedmembues ( da
Coronav(ihtti pfleae/ / viral zdne. expasy.org/ 860

Al guns pw3srswem geRMAsn«eodi ficantes com
associadas a evas«o do si st ema i mune e
( MAHMOUDABADI ; PHI LLI PS, 2018mi RNWACSOWSKd i feitc
pel o Ovine -hegtpesvenus!|l vidos na regul a-«o
pat - geno que pode ser fa@aRbBEAZpataabvinddluadnf

Virus do g°nero Fl avivipr od ad @ mamiulmi aRNA
codificante conservadd | xwhiamardal de)y HSgeReNsANI €
nc RNAsxo produtos da degrada- «o i ncompl et a
exorribonucl ea'seXRMl1,ulgue 5h«o consegue cl i
estruturadas e conservadas preqeSntONCHAK;
KHROMYKH, . 288 8¢vid°nci aax RNASsq peyseaansdaes | nf | u
na patogenicidade viral, adapta-«o0o ao hosr
patog°AitcaAansmi Sss«0 doA.v2aeigyyipdtat £Zinkua dmorguan
i nseridas mut a-»es( @GAER e i exto. adfol EGn2RONIA® $ 0, 0
mostraram uma maior produ--kbtdg deRNmadoOc21ld
sf RNA mut ado, evildesskeamad ® NA dpaa preevsapsotsotvai r a |
medi ada por RNAIi ,



1. 22Réplica-«o0o viral

O cicl o dedaoasepwurelass R b ect apr achu zmeam svier i on
ser resumi do (elnDWTeR N, : f2a0sle6s)

1-Adsor:-kw2rus se |iga ° superf2cie da <c
intera-»es espec2ficas entre prote2nas Vv

2- Penetral «vw2rus entr a n a c®l ul a hospec
endocitose, permitindo que seu material

3-Desudame®@t oap W ddeesmontada e o materi al
|l iberado no citoplasma da c®l ula hospede

4- Repl i cd& «materi al gen®tico viral ® r €
hospedeira, produzindo c:-pias do genoma
prote2nas virais

5-Mont aglesm:novas prote2nas virais e as ¢c-
para formar novgs part2zculas virais

6- Mat ur aAgso:part?2cul asf ovinraalias rse®@®mmodi f
organi zadas, muitas vezes atrav®s de <cl i
infecpiosas

7-Li ber As«@:art2culas virais maduras s«o |
muitas vezes destruindo a c¢c®lula para ¢
continuar o ci,clsa ndd arrepaloi cca-cdom | 2ti co ¢
virais pedemi tp&dmws processo dembr ompmen!
membrana do khdgpedeind@, um envpedro-pekesor i 1
membr anas do hospedeiro.

A din©mica deos epdrica-gqoe infectam proc
fagos, pode ser resumida em ciclos | 2tico ¢
entre 0s v2rus gque infectam anieméni®s feasmes dg
fixa-«o, pois 0s Vv2rus de animas nNn«0o pPoOSS.!
utilizam para se |igar por-«o externa das
ani mais n«o |iberam seu materi al gen®d. co d

Como uma das consequ°ncias da aus?®°mci a
exonuctlessBNpl i dasmai ori a dog MENE NSRRI A SRNA
2009; STEI NHAUER; DOMI N@G;ses0d g rAdNDet natix@a®s 2 )d e
substitui-«o0o ddai ovebequedaass doasp rwariusa ddaeneld
seis ordens de magnitude mai or es (dSoA NJuleC Ng;q u
DOMI N@@LAP, .20Mla6)s taxas de muta-«o0 constit
na diversidade gen®ti ca, patogenicidade e &



perspectiva de aplie®ea-acid massa¥udashtmamas de

v2rus de RNA constituem um desafi o para o d

O ciclo de replica-«0o dos retrov2rus pos
de seus hoEpedaeivdsus codi fi canarenneegssaailss ger
viriaengi ma transcriptase reversa (RT), que
de RNA. A transcriptase reversa ® capaz de
SSRNA em uma cadeia I|inear de CcDNA compl er
integrada a um peoemps®UMmMBN,h @30rlet)r ovarus r
estudado ® o wtogusrdd AMmMDh8no6defj cobéamiim@nsyn
i mmunodefviilaReshdp Vi.ri dae

Os retrov?2rus evidenciam a intrincada r ¢
enomas e uQ@sargiemtecss.que codificam as protezn
nNo processo de placent aos «dbe egnesésni s srkweloo
etr ovCORMNMELI S et. &ls. ,geh®Ima)s eucari -ticos

el ememptrosyavel ment e oriundos d eL | INrEtSe g r &al- NS

~—+
-

ansposons, reud e og o dem polseognasr a compor 42%
ossa e(slpRNeDER et. aEsse 2 0&MDgnmsemibous®mi a brut a
a-«0 de processos evolutivos queomdli dgam a

® @ 5

xapta-»es que podem dar origem a novas fun

1. 2-El7Tementos Virais End-genos

El ementioEnwi-rgae(nEbVE s ssequ°®° sdiea DNA dsedea vadae
fragment os ou genovasuxsc @ @mprbteetgonsa ddges n® ma md
hospedéma ovez Qque essas inser-»es acontecer

novbegodemr herdados pel ase gfeir>aa dgesp usleag-ud on t

A integra-«o0 gen!'mica faz parte.doO chONA c
viral i ntegrado ao genoma hospedeiro duran
prov.ii rAsinteguta*roma®dmedegidaa transcriptase
protea?nfeesgf WISEKER etcaldi fi2z@adapsp pelo pr-pria
Tal fent!meno explica e ea&ai st °sAhwa @nndcaosn tErVaEdsa g
oriundas de v2rus pertencentes a todas as
tamb®m as E¥YES o@HORI E et al ., 2010; KATZOL
201.@) i ntegr a- «o0 -rdatsr daMiErshanssse tfrean lamgdnao cwm



oy

ompreendipdoyvav@kl|l ment e medi ada ploom- F egam
ARBUCKLE etouhter @20&d06)com out,como rtetamep @ 93r
HORI E et .& .f,atd01dde¢ que-rasr €EWIEsains«k 0s « 0 C
ncontradas em | oci gen!'mi cos associ adeas a
@ inte@medikawda por t(aAGUIeAR neetntaols. , 2020)

e

|l ntegra-»es de sequ°ncias Vvirnaineugodesm
en®f i cos aos hodbspmastiromasdasEV Esdem adquiri
erem mantidas nos genomsasl|l o080 hospéeaEtVe&isabs
artidei pepavme nt os que ewwd ad ed ed aa e X BrOdUKUo ed e
I ., 2a0®8)a pl astici(dMORET EISMANRP t-J QMMANAN I NG;
OHANNI NGem2 nhény HE&r ast ores que afEyEmehemam (

zpearr t e do si st entao nifmugnuer aanndtoi vuint asli st ema i 1

- o 9 T nw T

mbate a infec-«o0 @rmecdanissmdys cul @ajnd eesnt ¢

o O

ri vada de EVE podem envol ver I nterfer

-~

conheci mento de sequ°ncias de 8cido nucl e

a
0
e
e
abotagem da replica-«o0 por meifoeidtaups @slua «|
e EVYRASWAD; KATZOURAKSISSH, h2i0pl-2t)ese ® atrati v
studo de i mportantes vetores deA zroeompooskeos V
RI SERBs®e uma EYEtne&awoir al Acce dggesn aeaygpa i ao
umento da oeptroa-eogdat o, CFAV, (803UKI Set

| ., .2020)

» O OO a w

O estudo dasl| EVEs @od®an-0S na compreer

rela-»es entre v2rus e hospedeiros, com i
aspectos gen'!micos de vetores animais que a
nos permite inferir 0 hgiuset -irmpac tdaer aimn fae ce »
genoma de hospedeiros. Como fosseisguyen?! mi
pal eovi rtorlgemtasorigemctai mdousg2rus de gr a
como os dRl dwimfiLrliackae al ., 2022)

1.2-T&xonomia Viral

Em 1977, Woose e Fox dividiram os proc
baseados em compara-»es de sequ°ncias de RN
( WOESE,; FOX, E49&7estudo | evou ao estabelec



hoje como os tr°s @GodktAiyola@actvddimadel o de
8rvore figluoeg esruésosretsa gr andecr go ppoaxramda® na e s
recentes aesemlHaG get al A, e20 sBbrmarci &r Wder e da

estabelecida com sequ°ncias de genexistbos:
de um ancestral comum wuniversal (LUCA) e
ri bossomais fAmarcadores wuniversaiso da Vvi deze
grupo parafz2l]l ®tico, 0S V2rus n«o possuem um
um crein® mais complexo de classifica-»es fil

A taxonomi a dos v2rus ® desenvolvida
Il nternacional de TaxonAmicd aslei fVM2crauscko ( 1eCTN
taxon®mica dos Vv2rus possui papel fundament

pel o 1C

recente

st ri a

caracter 2st.i

fenot2pi

as.

para ag°ncias regul adofbbPDHELdeveAws! BEREBE
11273 esp®cies virais reconhecidas
taxon!®mico de rlabn) kcsaptrégnoglipaisso ar a a
taxon®!mica ® a congru°ncia com as hi
respei tmpmidrnd®pimonofil eti smo e
(SI MMONDS et &Alspeci2®&a3)col -gicos e
refinamento das fronteiras das categor.i
A B
,:15,000—
\% Other species = I\;Wretrtgbrjdos
% B Waterfowl s erebrados
8 Humans £
= B Non-human primates o 200,000
S 10,000 Rodents 2
$ Lol B Even-toed ungulates >
o (%]
@ Bats ©
c ] M H (]
.g . .| Mosquitoes ‘§
— o 2
; 5,000 $ 100,000
« .
2
E
o
3]
(,) S
0 b’éc,fgb qu’{g/@g Q‘; ‘\:ézy §’L‘ f'@w Qéb 6\/0'0 2000 2005 2010 2015 2020
é§§§§$§§§§§qo“§\é Ano
(J,é\g gvp 3‘% T & G@ Q
Figura Rdpresentatividade de sequ°nci a
Representa-«o0o gr8fica do n¥Ymero de entr
de dados nt do GenBank (NCBI), ordenada
qgue 0S Vv2rus associados a cordados supe
filamd m&i s Representa-«o gr8fica do r 8pi
associados a vertebrados no banco de dc¢
duas d®cadas e 0s nYsmer os comparative
i nvertebrados meemao i p eMcadidfei cnddRY EHY & H

202 2.



nn

A taxonomia ® uma ci °ncia din©mica, no ¢c¢
mai or . Revis»es baseadas em novos conjunt o:¢
viral. Tal fentmeno ® i mpul sionado pela afg

nucl ei cos eanl 4d aemaeewtsudos metagen! micos al.
na constru-«o de ferramentas de bioinform
sequ°ncias virai s EeDncAdRa deats ap ¥%b, | i2c0a2s2; ROUX;
DUTI LH,. 20md )evi d°ncia do descompasso gerad
de que a base de dadads tTpasx:o n/owmyw.doc bNCBiIll m. n
acessado em 20/08/2023) registra mais de 2:
mais de 20 vezes 0 n¥Ymero de esp®cies Vvir
Ssistematizar e padroni zar a <classifica-«o
gentmi cos «wo nmieneda@ados tem sido tomados e s«
de bases de dados robusta®s avagpm-exd sasa Qgu
( ADRI AENSSENS et al ., 2023)

Apesar do aumento exponenci al de sequ’n
de dados gue tem expandi do nNossa compr ee
amostragem para W2orspsedeeirinsd® ssa\dielFd mtulg a
( HARVEY; HOLMESa&B@RyMhes,rexkBafueamsse vi ®s r
nNosso conhecimento da diver sniadadempwidraals « e
evolu-«o vircadmprienadrbsud@mmomen® ndleoespaé d ®isr os
Y

odem | evar a emerg°ncia de novas zoonoses.

1.-Psrdbovarus

Zoonesseooerst af ecscirannasdd iadmi mai s n«o hum;
humandghst t ps: / / www.rwhoom/isfhaeceth e wse et 3.1 Ed Zisma o s e
gue 60%okams as iIinfecciosas conhecidas e at @
novas oOou emergentes tenhdAalmy OR |igte.rharlb.o,0 n2r Mis7e)

S«0O zoonoses causadas especificamente por a

Os ar bovz2rusar(tdhor oiprogdli Pbaodrénseonst i t uem um
v2rus relevante parBspesquisas pamteg¥Wwdiecos
em vertebrados quanOs embow¥eusepoddmsser ¢
humanos eanoiuntarioss, como ® o caso do v2rus
mosquitos, o v2rus da f€oomgohdmamrs8ngitd a od @ o

e 0 v2rus da | 2ngua azAult rtarnasnnsiansi 4 « @d20d €so r o



principal ment e, guando um artr-pode evetor
carrapatos, se alimentam do sangueSdl wmat e
perspectiva mM®di caa eexpaprseoi ngSragah®fvii ®a s @ =a
preocuiEasrmrstass. doen-as s«0 predominantemente
incluindo a dengue, zika, febre amarel a, fe€
febre chikungunya e( WielbDER dél ¥Ydl el dqg RIOf1Lt7)

OAr bocatma base de daCerst evamntfiadra [Pied ®ase
Preven({Cor) , registra (ht3t7p s :alr lbwwwm .uddc. go
Recentement e, essa comothma geand ofsoir erceewnit &2asd ad a
seqgu°ncias vgeméissucahando em um total de 615
460 esp®cies VHUANS dt swak@ttcalxd23)1&HM0b dwasrswes
infectam HROSENBERG et al ., 2013)

Arbovs«amsm grapol - gpaeloi fei |l ®t i co de v2rus
di ver sas fam2l i asCoean @geXrceer-Afor ivdiarnai swi2meusf e
(Asf avitroidbbase )a,r bov2rusAs«aagiewda @ s a sle aRds s
mut adx® genomass «demf RNpAire®e qu i s ietsot apbaerlae ci ment
um <ciclo de replicai o iamatbhd se mhegprtees endvados
hospedwarmtosbr ados e( HANIEEY ;e b WBANOER, 2008)

l1.Mosquitos

| ns etResi no Me tAaz cha ;p pidibd i | o Hexapoda; cl
ani manger tsebaardact er i zcaodropso psoerg(memh ea-da, t-r
abd!men)r°s pares de pernas articuladas, um
dois paregf£omet iatsaesm o mai or e mais diverso
mai s708% de todas as es(pWIcS@K etonbhlksca dfaagda
guantidade de potenmcicoampanhaspe po@idiiavsma®@ gdad
vi r(all et al Ang8kPD463% da diversidaderwieceal
i mportantes dados sobre a evolu-«o0o dos vVvzZ2r.u
encontrados representantes da maiori @SHE f a
et al .., 2016)

Mo s quistcms i nsetos da dirdedrupb?®epioaas ayg) ,
caracterizados, principal ment e, por um par

mesonot o; asas posteriores reduzidas a hal



adul t os com pe-as bucai s sugador as, frequ
( CARVALHO et. &s. d22pGk2)0s constituem uma ord
hol omet D BIOMPSON,. 2H0s8) ordem ® dividida e
Brachylkreaahy uacdamg ant ena, chifre), na qual ¢
comument e chamados de i monsecnaastoo, f ieo , N earlaa nogc

caracterizada, principal mente, pelas antena

14. i1Fam2Culai ci dae

A fanulliicapedakeencente a subordem Nematoc
comument e chamados de mosquitos, pernil on
aproxi madamente 3610 esp®cies de <culic2deo

i nsetos possuem compri mentes cvwamaisamaeo esnti mal

parte do corpo e pernas dos adultos; prob-s
pe-as bucais alongadas al ocadas( GARW M Hs tea
al ., .RL1lI29grvas e pupas dessa fam?2lia s«o0o agq

ativas em 8guas |l entas. AsTbaovhg(dabmhassmguli

Toxorhynchitinae), tamb®m <conhecidos cComo
predador as de | arvas de outros mosquitos,
bi ol -gico de mosagrubiotve?8Aulise AoetesatDs, azilu2 3 )o s
fam2lia s«o0 comumente mais ativos durante o
hemat - fagas, geral mente necessitando de sal
Os machos se alimentam de n®ctar e ouwbsos |
Anophdlsadfam?2lia Aed@salbifrea) i a Cul i @i nae;
Culesubfam?2lia Culiceoakemtdedobauéipgomniinc
vetores de agentes etiol - -gicos causadores ¢

ani maiss. mosquitos mant °m uma rela-«o0 evolu
esp®ci e, desempenhando um papel cruci al C Ol
resist°ncia a parasitas. Al ®m di sso, el es
trajet-ria da nogismdohicemoi @) e maned ®fsi nai drvaent
bat ahhast -eriecnapsr egadosascomol( SHNMOER,. 2020)

142-G° neAodasp

O g°nkedessp(Mei gen,) ®1 &1 8mai ordagtmebo Aed
compreendendo (OBRe ks ®Mda iege n , 1.8 1A tVERxBolhoo, mi [«
grupo ® ctoempdoe xmassado por( WA mKIERS ONe wit s »ad s



Estudos utilizando ntaeam acdoorrtersi bmo?l decc upd aarr e sa
rela-»es filogen®ticas entre as esp®cies e
dessmosquigtuesveswman ori gem( @@QOK:feati cal ., - 2005
SORI A et al ., 2016; XSABBALLRI Z2012I11}) ROTA

Apenas 0s gAnoma@VMAEBTHEWS et eAl . al BOABY t
( PALATI NI ee stad 0 , s €@ uREenNccel natdeonse.n t e uma ver s.
do genofma kKer(KiURWLZ et hoOi,d2ORE@NI bi Os zada
genomadéd. daegAptal bppisstuesn tsama n e d me sdeer
~1.3Gb, ambos organi zadadsendmet ra°ss muri d mess scoar
conservadas ou apenas similares entre o0os dc¢
el ementos repetitivos e transposons ® uma |

parha aegypPi% Aparad bopi ctus

1. 3Principais transmissores de arbov?2rus dc

A palavra Aedes . tpeomd emrdiogesmergrtergaaduzi da ¢

desagrad8vel. O nome do g°nero oriundo de
desses insetos conDsa mespPyRwiiteo hadmasnga’. 0e8r get ol
de arbov2rus mais I mportantes devido a sua

a ambientes ant(rPOMEMCAT; f ITABACHSIkO@K ,anz0nl S)sor
de arbdez2mrwed ev O©Onccd mbegqlgabkea (VDIErNMS) kva r(uksl KV)

(FIl avi yechidkauengunyal ®mr dg ionuftercotsanmumei | har es

em regi»es tropicais e subtropicais todos
socioecon®micos. Apenas nas YW timas duas d¢
de tr°s arbov2rus transmitidos porWemads dNuil tec
Vi r(UVMNV) na Am®rica OAWEANVYER,e REI 3BDB9emB L) nc
e espal haGleinkwngwnlyGHIVRkW)gav i)r indhase Am®ri cas e
(ZELLER; VAN BORTEL; eSWDRH,r t20dée) Z1 KV no B
associa-cas ocsome m{ BWMEtAKARad¢l aalbé,ndx®inbe)-1 ai n
BarrMRAUJO; FERREI RA; NAJSEGIeMEMNTdG, 0 12 Qulnba) cr i s

i nternaci onal

O v2rus da Dengue ® o0 arbovz2rus de di s
causando aproxi madamente 3e9020mimihl» e smo rdtee si 1
(BHATT et .béevankk®mé&ntos de anoguantaersioonmae



preju2zos diretos e indiretos causados por
chegar ° 2,3 bilhfdEl d; r ARI NEp bt ;. a EEAH HAM,
cen8rio no qual 0 nYamer oamwea lcnaesmtse ,t eors aguars

provavel mente chegam a valores ainda mai or e

O a u me ndt cos casos d e a wWsoaephersa sv 2 r us transmi
mosquitos em 8reas end®° mica®aame @ toenntsriidnasdeec
popul aci onal humana, acelerada urbaniza-«o,
eficientesmerg°ncia de resist°ncia na popul
gu2zmicos frequentemente empregados. A 1 mpl
control e vetori al adequadas, somada ° car
popul a-«0 quantmedi dadko-pcroofdd 8ti cas pertine
panal cebBGSEAY; TELLE; PAUL, 2021)

Ae. japonicus Ae. aegypti Ae. albopictus

FigurRotios ilustrativas dos mosqgl
Ae. j apoAei.cusegWeti al bopitctams mi
arbov?Prads.»es e formatos de i st

di stinguem essas tr°s esp®cies.
Fl or(ifdrat e: https://entnemdept.ufl .edu/

Devi dpl obal i mnad &«m- &8s cdaursS8adasaspor ,no&sa
di stribui-«0 geogt§ ouaemad.dea emdyspgtil tb@Fp igcutruas
5,0s dois vetores de arbov2russtmiise ienppat g
continuamente, expondo cada vez mais pessoa
ano(skRAEMER et .Aatlual neetnii®eey esp®ci es de ,mosqqglL

potenciais transmi si®orgesAed @ssa r«lmo ve?srtuasbel e c i



Eurobda al bApi gtapBikiocesAcusatr @epal pegyspetnido a
uas Yl ti mas rar ainMEWDLeOCKe teetct BElafsSr  0&AS 5 es,

| bop® cd uset or de ar bov?2rus madasansdoi Ss saeunti-ncatdo

transmmoesqoaipos deSC@QCHEDP®xti eal ., 2022; L

d
a
de Chi kungunya e dengue recentemente docume
a
2020Qutras duas esp®ci es i nvasor as potenci

ncluindo Zika e dengue, C 0A. amed&A.n siviistttra tbt
( OUTAMMASSI NE; ZOUHAI RGEmL QQRANy i 2®ida2manchet
nos notici8rios brasileiros devido aguecen!
representa uma novp¥lanmeaaaan a’s san@dAaLcAaRE ¢ N
ELBAL et .al ., 2020)

As esp®cies invasoras n«o S«0 as %Ynicas
ciclos de transmi sGfkmi abas arftpwWiydusi.f aNal or i
|l ut eocepdadal acemponentes chavVesS§da@aoss a&n £MiosSS «
arboveébuALLO et al ., 202 2; VALENTI .NNEgs MUR
am®ricas, as esp®ci eBaemmadg dawkts bdo Sadirer ihe s
(tribo Sabethini) s«o0o humaas@my senatas cda«oYRWYI
mantendo o ciclo $VALENTCEDNEde MEIBRBDOEKUSKELLY

£ i mportante reassal tmai oguea, dmasr ar bovi
di sponibilidade de vacinas qu ftarzeetrcabnmetnd ool se
vetori al a medida mais eficaz pamosqgoamiate
vet orWGRLD HEALTH ORGANILBAZhOB, d200Lwm) cens8ri
expans«o gl obal e aumento da r es insBit°ordmisa da
controle inovadorRec esntoe neaxwasns-809 osm estudo
e resposta i mune antiviral desses mwdgquwist o
v2rus podemompdterveartima i al desses mosquitos

mport ©nciAa id@ditdd.i ca-«0 de agentes biol - g

r-e quif iIntd@a mentoelst phbrerd ece meat das estctoat Qi & s

©

etori al

<

1.-5A bacW®t bachi a

Wol bassh«ioa bact ®nmeéegat gvdaens si mbbongas or i ame
i ntraceperltaegnecsent es ao filo Proteobact ®ri a,



Rickettsiales e famOdMNMEIAnIa p¢ VoahbBbtaagcchd &8 2 )n
descobertas por ehm®© Radnga lei $Vod cbohacsh r e pCwldeuxt i v
pi pi.&Ess$ isma que 40% dos artr-podesnae udad%omeaos
i nf ecp@mMoolsbagcBUG; HAMMERSTE &h,ddexsGlax) bact ®r i
endossi mbiontes smaies i aveAd @bbmadomo as mito
esses organismos s«0 transmitidosWuolebhdstitiad
causam fen-téepodemigaeor dcemdeds Af °imefasc,t adas
consequendememtantdomans miWwod «ma CdBaDNEI LL et al
Os fen-tipos mai s conheci dos causados no
partenog(°ANRASKEAK | ; MI YOSHI ; fe NMODAz a-2Mm00 143 e m
gen®t (i MARI TA et ;ndr.t,e 2d0d0s7 ) e mb r(iD¥eESR; malcArEdNS K
200;4)e incompatibiligdede ediuzoml psmitei daee mac
f °meas n«o (iBrEfCeKMAaNdNg s RONAU; HOCHSTRASSER, .

A prote-«o0o contra a infec®wm fpeonc atwidpaod ® n
powWwol basahripd amente explorado, princcepatmehae
i nsetos vetores de ©pat - germDo® s dpringalnenso.g aB s &
mostram qu&odabgum@aedem proteger »agpmoscecar dese
RNA(TEI XEI RA; FERREI RA; . ASOIBd&RNm@&Aies 2 @dyes e
resist°ncia por Wo2lrbusPhboausagyph®psoa mosqaito
par eacseenatur al mente Waof ba,tsadeas aporde al guns
inconsideedeebDA«S&I LVA et al ., 2 0 2Es t uURI®@SS
pr ®vios tinhamusari nt iedpkWalebdssilekDa mel anogas
wMePlof€eLdara di minuir omadaseqmpiiCiMENYVY MAXN db al
A infec-«o artificial teve stuempecoderegddali

mosquet@asmb®&m gerou um fen-bsparti®etpwmse st °

Chi kung MOR&lI RA et. al ., 2009)
A. aeigryfpegct aWobsbaphi a«xo utilizadogoem n?2
apoi o de iniciativas Il nternacionai s (httop

estabeleci mentactddexadébacgb®ri a comgl chalt r «

desse ®Oeestudo realizado na cidade deeNat er
Wol bapbda ser introduzi dAee. e megquy pdidieaas>esr Wa
resultando na redu-«o0o da incid°®ncia de doe

caso da Dengue, Z(RBN&EOC&t kahgung@21)
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1.800s2vus espec2ficos de insetos

|l nsetos tamb®m hospedam véingb°®sfiendéct

Virug®OWUNDY et ,qlle,s®1Fapazes de infectar
dos arbov2rus gue S«O0 manti dos na natur e:
horizontais que estabelecem seus <ciclos de
natureza ocorre de outdesquderanapr.i HS8I pali ds e
vertical, da f{MBOdLp NGa ed pAiscslien2@b2no obser
al guns arbov?2rus, a transmiss«o de | SVs, t
ven®rea (entre maMAVNAEEeet’> mBRa®m200&€S3as poss
hg8 uma hip-tese de que durante a alimenta- «
ou transmiROUNDY reuts ,alpagr @M 1173Vs nunca for
i nfectando plantas. O fato de n«o se replic
v2rus poss?2veis alvos para estrat®gias de
arbov2zrus. Somado a i ss\Ws paosdeenvindcdiucliaars ad ec
vetori al dos Il nsetos, di minuindo ou aumen
i mport®©ncia m®dica, tem auMmBAIt DALl WLk dtonalo
BOLLI NG et al., 2012; OLMO et al., 2023; ZF

O primeiro | SV foi caracterizade usmny97
agent v2rebayCFAYIODd@esol ado de uma cauelgtyuprta
recebeu esse nome devido ao efeito citop§8H
(STOLLAR; THOMAQuUad4878pP anos se passaram a
pr-ximo | SV, Kami thl aRvivyeirr ivd aduasd d KRe/) mgs qui
( CRABTREE &et. aNos, %003hos anos, O sequenci a
RNA e DNA tem sido comumente utilizado em e
di versidade gen®tica de v2rus em uma amost
permitindo estudos mwiesméds usem aduUheoOss Dirdad ¢
| aborat -rio. A descoberta de novos | SVs foli
consideravel mente o conhec( DEnAbMEIbDAeetsual

O aumento de sequnanscilaass edse dleSVsados tem p

filogen®ticas que evidenciam grande proxi mi
i mport®©ncia cl2?nica e veterinS8ria. H8 wuma h
a partir de |1 SVs que «aeradaptearraemrad®ss hds

hospedeiros insetos sé ROUINDntkeavai@ohas2@&T WD



ny

as evid°ncias filogen®ticas que suportam es
dov2 ruSANJUCN,, 280 1R09ss?2vel inferir gue &esse
originando nNovos pat - genos a partir de I
descoberta e caracteriza-«o de | SVs pode
mecani smos que determi nam a vg2armias dpeo dheo svpierd ec
estabel ecendo bases de conheci mento para es

virais.

l1.-Met agenivmiraa

Met agen®!mica pode ser definida como a
baseada em sequ°ncias dos g¢genqrmaANDEdBSIMANO
al ., .199%8)novas tecnologias de sequenci ame
nucl ei cos somadas ao desenvol vi mento de

i mpul sionaram estudos metagen!micos que ve

amostras biol-gicas i pedmdei nde maBbr seens
profundi dade dos sequenciamentos, V2rus pre
amostra podem ser detectados. As etapas mai

il ustr &d gsbrma

A metagen!mica em |l arga escala wutilizand
aplicada a organismos <celulares tem como
uni veco®aiosgesnes das Ssubuni dades menor es 1¢

(eucar i ogersmi tqgeune coosn cenftara-rode es gpsd i a me n t

amplicom$ endo hri@egir» ewsders s8asei sequ°nci as espt
permitir«o infer°ncias sobre a divdmHdiNdDade
MARUYAMA; KI KUCHI , 2016; .OANGRIWBE eeatcoalp.o,ss

mar cadores Ame ya@trosdh@ss .os v2rus pesBNé&o@bBi bo:
hom-1 ogos o0s genes das replicaseKRWR®RPI Cg

DOLJA,; KOONI,N,esXx®Ils9 ) marcadores seriam | i mit
diverg®°ncia desses genes a nz2vel de ®»equ®°n
desenho de pri mers generalistas para ger a

met agen®tmica viral ® embasada em varia-»es
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nNo sequenciamento n«o direcionado de todos
(ROUX; MATTHI JNSSENS; DUTILH, 2021)

Amostragem e sequenciamento Analises de sequéncias

6- Montagem

de Novo
1- Amostragem f") 7- Alinhamentos
. locais (BLAST)
( v S\“,
Y - 8- Ssequenciamentos
\) g
) § 4 por Sanger
i
o, |
2- Enriquecimento de “* ;% O‘;’
particulas virais ) 9- Analises de Y i ___,,_%QI
) organizagéo —

gendmica

3- Preparo de t mn
bibliotecas RNA/DNA s

e ELham g Ll ]
' . 10-Alinhamentos
, multiplos (MSA)
4- Sequenciamento E
NGS
5- Processamento = . % .« o .o 11- Analises
< (.,V- b\ g,g’ s < fI .t.
dos dados brutos L& (3 <C v N ilogeneticas
- Vb««b <:;\ ‘bv (Q
Figura P&ssos comuns em estudos de met agent?

sequenciament o de ONsovax pCerriame<not.o s come-am com
amostras e gera-«o0 de dados de seqguenciamento
etapas de bi oinform8tica envol verdw ° tcair ast erii
identificadas (coluna ° direta). Modificado de

Os sequenciadores de nova gera- «o sequ
fragmentos de 8cidos nucl ei cos pr odukdisnd o
correspondentes as sequ°’°ncir@adegdes sseosbr Epag
utilizando algoritmos de montagem de sequ’®
f

ragment os de addisfsearse nptoedse m compor fragmento

oriundos de uma mesma sequ°ncica noriiiggtonral o«
contmagrst ados, ® poss?2vel i nf eadiia. aPaarai giesrs
reali zadas cpoomp as iamixdeesr sdgdénci as com sequ



conheci das depositadas em bancos de dados
( FANCELLO; RAOULT; .DESNUES, 2012)

Essas compara-»es S«O0 reali zadas por
Comument es;seutoi lprzaagr amas BL A% ncednt asleiagr ¢ h t
(ALTSCHUL et , aktuj a 18a®8hdeyudrazgsetm c a n«o gar an

alinhament o, mas encontra alinhamentos est
vi 8vel . Para avaliar a significO©ncia estat?
Expect (¥aalluuee) , gue representa o nYamer o de
encontrar ao acaso quando se busca por alin
tamanhocon®m@grst ados podem ser alinhados <cort
amino8ci dosorftzimgne aOs nhament an suintan isfeiqaé tnicv ca
s«o identificados como virais, podendo ser
gene vircadnt s@m alinhamentos significativec
nucl eot?2deos podem ser oriundos de v2rus di
bancos de dados, podendo apresentar similar
aa. Para tal avalia-«0, comumente, usa se O
dosontniagss 6 poss2veis fjraaneelsa sr edael ilzeai taulrian h(a m
cada uma das 6 sequ°nciascadrciaqpt rgeerwamalkampa
dados de sequ°ncias de aa. O programa BLAS
principal mente em rela-«0 ao seu tempo de ¢
uma barreira para | aBoopmputaososaims eparatae
an8lise met agen! mica. Recent ememMmBWCHFONKpgr
REUTER; DROSTem 2s0i2dlo) uma alternativa vi 8vel,
dos alinhamentos |l ocais e recur.sos taxon?! mi

Genomas Vvirais pe«qaeqersalementod uem r 8pi do,
de v2rus( SIANJRWAN; DOMILANRO.20EIs6t)i ma se que o0
BLAST seja uma ferramenta eficiente na bus:
guando os alinhamentos possuem identidade |
de sequ°®°ncia proteicas ou dom2nio pr.otleicc
capaci dade da ferrament a de encontrar
significativament e guando esse ( BREBNER]e
CHOTHI A; HUBBARDNp t®988pxto da metagen! mica,

mai or, pois nem sempre se consegue montar



pequemaadsDessa for ma, mesmo ap-s alinhamei

podem resntargsundos dki weérrquesnttexkso dos present ¢

dados que nh«o ® poss?2vel detectar sua orig
|l evando a uma subestimativa da real di ver si
i mita-«o, al guns v2arus, € o imaesr o L unynawigm iad

Ort homy x opvoisrsiudeane , g e nomas es evg2nrenst aallotsgment e
dessas fam2lias podem n«o possuir similardi
gen'mi cos comefaemersegnaa vir al conti dadooabar
caracteriza-«0 desses V2rUuUKRlIesnHNAMWRT Hne;t aWA
201.7)

Uma grande prroepa@cseo mbmogetsados a partir de
met agen!mica nh«o possuem similaridade de se
em bases de dados. Al gunsc antcioges fsms c®a ffi @&ar e
da met agdé  KRMNISHNAMURTHY; WONGo0onZEX%A)o da met e
viral, eesa poatedrrieapr esentar v2rus novos ou

altamente divergentes.

1. 8An8lise de viropeagsu emtois| idRENbBABERG post a | mur
hospedeiro

A an8lise de viromas wusteig,i zaam®na cthRacnma
metatranscrit?!®mica, tem se mostdedmoo buenmat aa b
novos v2rus e na avalia-«o0o da abund®©ncia d
hospedehbE oSLMEI DA et al ., 2021, HARVEY,; HOL
Em uma c¢c®lula hospedeira, todos o0os vZ2rus p
moment o de sua replica-«o, fazendo o uso d

viromass.equenciamento de pequenos RNAs ori
hospedeiro permite a mohKBEEUmMEdet gahoma2009
et al ..AGRDAR) t018&8] desenvolveram uma estr at
Viroma utilizando pequenos RNASs virais p |

hospedeiro.

1. 80tigem dos pequenos RNAs
Peguenos RNAs s«0 cadei as c,ur«toasc odde f§ cciac
gue desempenham fun-»es regulat-rias A& def

mai ori a desses RNAs desempenha sua fun-«o0 a



sequ°nci as al v.oTai ;maparceRkd md ratso s engatil ham
envol vdeengdroa@®or RNAsemodi fica-»es estrutur a

do acesso da maquionmRNAe duvem tgeandeu -r«eog ual ad o

Em eucamnsi otioassss medi adas poonpptigmaemdasmp RAA
rede de Si st emas regul at - dieosi nc enm(i @ Richg i @
( SHABALI NA; KOEBNkBEs 20@8) envol verm bao npuacrlteiacsi
do tipo Il ecgmeclriBblddamhe fi (dsRNPABUADO;
TENOEVER,. 2Mdlr8gdg desempenhar o papel de regu
i nteragmmpr oAredonmmasut as que comp»e 0s compl e
(RNA nduced si | e)nksisnegs ccoomppeleasxnchse ce mabs o RNAS T
pareamentos d€riickgoeWat xdnvagem ocorre por
da Ar g onCaAWRTaH E W, SONTHEIOMpRgu2R®ADpPr odutos d
clivagemomRIl 8Keor «x0 rapi damente degradados p:
de manuten-«®sapeg®lewmlodas RNAs gerados tanto
Argonaut a apnm gyamptaaomotf @  fPeat ex t r edmihdeadd e x i | &
(OHna extr edrni.dade entant o, 0s pequenos RNAs
i nici a-«o gue s e associam s prote2nas At
estabilizados por modi fica-»e(sCHeenc RIRADAI i a s,
poder sddioviem tr°s vias principais: smaRNASs
i nt ecdRNAesn) e PpeilRRNe m(d uc edt evsihmptye r RN A)$ n g

mi RNAs s«o0o pequenos RNAs end-genos, cod
g°ni Emsani maiiad ,d eas®atRiNVaedlao r econheci mento
secundder iRNAm f or ma d(e~ 6gymatmpscee nt e wsterma nl soonrgi t ¢
def i siamptkamadam-mdBNABSpr-mi RNAs psoeces padas
RNasDa ostlai, vanhdao rapdh ama d opsr-rad R NAs qgerpseskbados
parai®opl aAkmanzi ma Di enée RNédlaind® os i peen aos
deni RNAsceoma 28 (nkRRIOM, .2 OG5 mmRNAsSe&a®arregados
em uma prote2na Argonauta para formar o mi
regi »es ¢ ommloesmeRatkagroessmu meinnteer agi 3000 Re& @& m
MRN&l evando ~° inibod«adedastrabad yxag-ad e adne nt

dos mi RNAGS siwio compl ememftoaorni aseabudse s .

Ssi RNAs n«o possuyenm«loo aae rgpddmotisicrosde | ongo s
de dsRNA processados pr ogriceesrs igveagrmenudiReNAse | a
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de fi tfaadgdespldeo +230 (NGENI K et . aOD. te2mMhafdljased do
ref-eeea um padr«o espec33sfgercaod ase @de qfuernma (U
sequ°ncias compl ement ar gesf fgsoant fuans e ecsd rociagnea
el as. | sso signifiea pegyecrdbAecal tehao eegi
sobreposmasma di st ©ncia fixa entre o0sOgonto
dupl exos de si RNA s«o0 carregados emguper ot e
for msm RIQuE@ ciat &l i sar a clivagem endORABNDeol
et al ..Dikeéo0oénte dopsarmialktst mbpages dos si RNAs
RNAs alvos( ®HABAEENAP KOQOONI N, 2008)

Diferentemente dos mi RNA e dos si RNAs,
precursores desi RNPesdof mbaresumida,ndmomngo
codi fiemintedos de | oci gen!micos chamados
clivados dando origem ao-80 pfniRtNaA s ssipnipalsegsaid o s
Essa cl®veagaemi zada pela endordbonhuicn, ig/alleD 6m
preferencial ment e icnieidviaa taasnese euw’en cuinaas ob a s e
gue |l eva a um e rbréi mdugeReN Arse npt roi (nilBE&HNGs HANDL ER
BRENNECKE, 2015; NI SHI MASWEssts alpi RNRD 1Dy i
carregados nas, pumtspda@s pPbWe?2 na s mAragno nmaaui ts:
(HAN et a.lOs, pRe@NBaogsptiamPp®m podem desencade
de pi RNAs secund8r i asd egaourt omeaampddefp ieunnd ecnit cel oc
prote2nas Pl WI , conheci do-poomu@ateCH;nitkATdN @N
201.® pi RNAs secund8rios possuem 10 nt de c
prim8rio que O gerou e tem por caracterz2st
( WANG et a0 .comfplleityxo formado por pi RNAs e ¢
como pi RI SC, pode mediar a silenciamento t
do RNA(EGEEGH,; HANNGN, p2O0RINGA)S s«0 enriquecid
celul ares germinati vas e ¢ d%etni@ampmeanrhatanuy m o |
estabilidade gen®mica, principal ment g Dlha r ¢
GI ACOMO et al., 2013; .ROOVERS et al ., 2015)

Provave, mesntwias que comp»es 0 sistema d
sistemas de defesa antivirais e de regul a- «

menos prot-tipos dessas vias envolvendo as



[ Dicer ®1 Wrgomp&utpaosdi am ser Ekasbneu&dyso
common ah(cEHABDALI NA; KQONI N, 2008)

1. 8P2quenosvRNAsesi vados da resposta i mune o

A clivagem espec2fica de sequ°ncias medi
tanto em procariotos quanto em eutCAGUADOs p
TENOEVER, . Er®18Yucariotos, a evolu-«o dos S
mecani smos antivirais 0 Goardraeput, ad-egrob v A v 2 €& mer
RNAses do tipo larlguleSattaBlAalsl NdAgs K O.OHd sNa 2 (
i nova-«o0o f @is mamatsictben tédhMARimd o a princi pal re:
em plantas, naerntart-opi Qe TEI ; -MOABSARO, 2006 ; N .
et al .., 2013)

As vias de RNAI podem atuar de forma di
i rBHasatividade antiviral da via de si RNAs
nzi mac eMnsi RNAs que s«o0 <carregados na enzi
egrada-«o0o de RNAs vi Aaivsl eascioRMNAl eanetn8 ade s et
nvol vida na imunidade antiviral na mai or i a
pl antas; embora em mam2feros, par e(-lal eestt a
, 2013; MAIT LLAIRPUres wadr.ys 2@ds39uem estrat
ia de si RNAs. Um exempl o ®Flao ok oftzea(uesmA B2 c
t al .., N20s0Os5a) situa-«o0 de inibi-«o da via,
oduzidos, por ®m semMpasdsBRN&st gr? sldiceasp el
geradeapr ada- «o do RNA viral por (ocAIGUIoAR;me
MO; MARQUES, 2016)

O »w © ® < » ® ® a o <
- —

- <

Al guns v2rus de insetoduragdntvea ma ai nfi eac -d«ec
antiviral dessa Ariaan 8aliinsdea d®& i peecgeunet neocsr &RbN Aesm
mut antbs mel anpgrasstckirf erentes genes da vi a
essa via @a&«ovpadhstslaevii r al n(ePsEsTal Te sept®Ranle.®m Zh(B1 €
grandes diferen-aemman ¢ rewgieid adlec opieRNA ®&ntr e
mel anogasnoesrqgAiad &l ESEN; JOOSTEN;A RelxJpr e2s0sl«60)
prote2nasDrPOsWlf imlasg or i t ari ament g Lrle settr igtla ,a <
enquantAedead gumas prote2nas Pl WI SO0 expr es
( AKBARI et.Molsqui 2@®@E3)Aedes passaram por uma



pp

de prote2nas PI W <codificadas ek widaeAsgag3enom
enquabrtoosophil a possui tr°s proubeerngaishepa 3 .nc
Al guns autores discutem gQgue essa expans«o
ganho de fun-«o antiviral, explicando a pr
di ferentesemnmesqg@RIEBSEN; JOOSTEN; RI'J, 2
LEGGEWI E; SCHNET.TLER, 2018)

EVE® st @wop| a meditsd ras mw?sge nomas adboris:- podes

c mume gteer am pi RBNRSHORST etfEsplec,) f2CHIMNe mteg yem |
eA. al bopastBE¥YES s«0 uma abun(ddaGiUleAR ocentt eald e
PALATI NI et. Eslses 220 RMWAas oskbacbameéprment ar e ¢
orientas ORI rpputsat i sageaem mpddpeil r eci onament o

deRNA codisiecpnbete?2nas parai degrgdaafgacs.nar i a
pi RNA ® <capaz denowveas adagtegmr aa»es |l gmarttnd <
transpon?2veios qglamgpdeRINSAodeque pode gerar a

heBwWequanaose fen!meno ocorre e(nKHURAINAaSetg eal
2011)H8 uma hip-tese de que as EVEs poderi a
i muneo de infec-»es virais que teria a vVvia

(JOOSTEN et .Al sj mplOR2di)dade de t al model o ¢
similaridade com o06Gass9 sd e mp 5( BAIRIRARNEOSU et i
20079rna essathopPpieasado mostrandoEY&EHe a r
| SV CFAV avephtdaaxdrus cognatho eane@oywdirei as
i nter a--wor ESYEocorre por® nuemao edvoisd °pnicRNMAsna d
hip-(688&UKI et. adonsi2derogndo o fato de que

replica-«o mMe madma 2¢g§¢BBEROOAeLs UK et eakbe, pp0d &9
mecani smo de i munidade antiviral pcoor moE VUEns ¢
componente biol-gico que infHae®° moisapuaartaco m
pat - gd&mas hi p-tese altepeguemas ®RANAdedquEeyv ac
S«0 uUuUm subproduto de sua associa-«0 com el e
nN«o hNhetmessar umame MtughAGGWlI AR et .Ad . nt2e0gRr0gd - » e
s

equ°’°nci asodeimr asiesubpmodut o de sua associ a-

~—+

rans pobne?viedios .a i nt eerlae-nkegm tconstnexjeagecsome m | o C i
nos guai sj) «k®RNAHAerados para regula-«o0o de t

i ntegradas rk\mEsc opmppsogsa o0s RNAs transcritos ©
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peqguenos. ARdNIAigsuaari s EVEpi BEAs at iewa nde nfteer e nt
popul a-»es d& fnuonsdgaumetedtsad i gar ase esses el eme

possuem ou h«o papel antiviral

A produ-«o0 de mi RNAs virais aparenta ser
de aniAmagiudnesr peswo dinfsmnicRRNAS Qgque possuem car a
prmi RNAS eucarsi«ot ipcroosc egsusea d arsa dautr @ smieR NlAess e mp ¢
I mportante fun-«0 no procERISAZ det |alt.°nc2 @&l 4
et al ., m@®N0OBaAnte ressaltar que apesar da r a
gentmicos vVvirais, mi RNAs do hospedeiro s«o
i ndiretamente na r e(sTprbAsKWR ;i mMuUlhMA R,nt2 O0va 2r)a |

1. 88P&8quenosvRNAss em mam2feros

A hist-ria evolutiva dos cordados aprese
principais defesas antivirais foram das vi
proteémamado | {ASUA®OoNn TENOEVER,deZ®k&) ant i
baseadas em RNAI parecsesm T®t ulsasloi mnceoisnt e i @
ocorrfinctuament e amsckktusesmaa dé MAhLEAR®ren al
201.6)

Em mam2feros, pequenos RNAs virais pode
degrada-«o0o pdIMALRNAN$eebLNassa 2087) dsRNAs o
replica-«o viral K&560 | r eggoicd nsitanct | edt (aSsAeFD € S €
|l igam a essesatdad RMAsn e £500r noal -ikgooafddeedn2-3A 2
agem como segundo mensageiros, se |ligando .
conformacionais que | evam ess a ZrHiOdg n uHcAl SeSaEsL
SILVERMAN, A9RBAsw®eireadegradar RNAs de fita
tamanhos. As RNAses L tamb®m degradam RNAs
capaci dade sel etiva dessas ekl masBLAGKEROR
HASSEL, .199®)yo0du-«0 de pequenos RNAs virai
um ciclo positivo mediado pelo reconhdci mer
( MALATHI etAadti va&04€dd )ddeos eRMicGa dei a a .p rEosdsua- «
via antiviral ® um I mportante componente d
defesa contvardemhed eneVd( SAR&t al ., 2021)



Os RNAisrais tamb®&m s«o0o alvos das RNAses
gual i dade e reciclagem dos RNAs celul ares.
exoribonucl eases cComo a XRN1 e cempl®x 0s
(AGUI AR; OL MO; MA.R@QUE Bieg ¢c 2MilKmo s de decai m
desempenham um papel i mportante na respost a
comumente n«o possuem modifica-»es como ca
replica-«o0o viral l eva a tc®hsat@ai gost ngos crmo
ORFs pequenas e |l ongos 3060UTR. Tais caracte
di stingu2vei sAsesar a asas v iRa\s de de ¢ &A@GENAD
GLAUNSI NGER, 2010)

AFi gurcacompi |l a as vias quwel rgpreesa@BoamnilRNA :
RNAsirais em pawrovaraineetnaseCaddeas cumtdenspaat os
pequenos vViRN@AGsiscuar acter2sticas di stingu?2vei
tamanho e prefer®°ncias de nucleot?2deo. em ¢
Essas caracter2sticas podem ser usadas par

vi rgauasnamal i sados em | arga escaéq@. em bibliot
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—_—T | e e
i i F
| - N
b % 8
pr;em";s v?rais ‘;‘3 @
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via .
PIRNA via V"’an A e
iwi? iANA mi Via de decaiment via de
?;Sg;u%w' Der-2 SI ....... > vl Drosha “ Se %c,@qmen ? RNase L
| el ' 7 i, T AN ""gs.%igg missin LY
7 dshNA DGCR8 viral poly-Atail o
- 21nt qo - long 3UTR OAS
piwi SN~ Dicer deadenilases
\Xgem de i / RNase L
— o e monomero
| tiever SN l AL [ | ocp endonucleases (inativo) 2-5A+
corpﬁée 0 ; l cr%%gé \‘ “ P~ )
P u—PpiRNA a3 \ h\ﬁlral
N ra AGO2" \
\ viral l RNase L
- dimero
piwi : « P (ativo)
Ry oy S
ping-pong \ = 5 - N Rhal
cycle th#gl \ \—1—"@ xh§1
3 ~ i ij "~ @5d eg)r(g;a%g\; (5'-3' degradacao)
AGO3 e o | l
piRNAs SE@ < S
h_ e > r G\ ia / =
~ B 5 (oo 53 Ao l~3 j Loi® e =
4 | = (6 o [ & e f G
Guam T AR > \\/—’\J : Bk i, Tt e ]
& \dh & N o T Va2 S (%)
— ) > 90t ® dobreposigao ; £ N 24cyclic
e R O sobreposi¢do g i WP ~ phosphates
font el U Y = a3 PR e
w___ sobreposicao et T % M \ &
— — S (~22nt) & T NE
L (~21 nt)
\ (24~29 nt) %—' Clivagem deRNA ~———>(+) RNA ~ —~—(-) RNA Y,
Figur-&deva-«0 de pequéenass RNAsi vados da
hospedPurante a infec-«0, 0S genomas e
e serem reconhecidos por diferentes mec
Esses peqguenos RNASs possuem caracter
modi fi ca-»es t erpmwilnaariisd a dtea ndaen hfoi,t a e r
p p
Modi ficada de AGUI AR, OLMO & MARQUES, 2
1. 88Abordagem metagent!mica utilizando pequen
do hospedeiro
Enquanto os |l ongos RNAs s«o produtos di
viral, a biog°nese dos pequenos RNAs envolyv
de RNA viral por vias antivirais do hospede
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(AGUI AR; OL MO; MARFQUWHEH®B.,a @9 1aut ores evidenc
fra-«o de pequenos RNAs em mosquitos ® natu
de RNASs virais guando <comparada a fra-«o
reconstitui-«o dé AG@indRra®t vial@a s pROnt50 de
met odol -gico do preparo de bibliotecas par e
natur al da por-«o de pequenos RNAs consi st

necessidade de procedimentos de enriqueci:tr

etapas de centrifuga-»es e filtragens que
durante o preparo de bibl {(DAECASEHPpPaetn. akqu
Al ®m di sso, a por-«o de pequenos RNAs pos
ri bossomais, evitando custosos processos de

por caudagueolpiode influenciar na (dAGAEITrAsR;d a
OLMO; MARQUES, 2016)

A an8lise de viromas com pequenos RNAs p.
i mune de insetos de acordo com o per fAsd de
caracter2sticas moleculares dos pequenos R
di stin-«o0o de el ementos end-genos virais (E
gue tem sido um desafi o em estudos de met a
ex-genas temamendi stingu2veis pOAGUMAReef i h

2015)0 perfil de pequenos RNAs assorcdadlsos a
tamb®m per mite acoanstddl@csisae-gme nd®s gen! micos
mesmo VYABB® et al ., 2023; AGUI AR et @lque 2
mui tas vezes ® um probl ema utilizando a |

( KRI SHNAMURTHY; WANG, 2017)

A estrat®gia de preparo e ans8l i sje§ adie bi
empregcaodia sucesso na anéglirespdses avi thamas an
aegy(pAGUI AR et al ., 201,57, QOlaMOABBOmEt ,,aR023
Cul ex qgui ngy e fCUREINHMEOLY VEI RA et , Brosophd1&
mel anodgasGUdrAR et,Lailt.z,om¥y0B5 ) eEBRPpRARAI st al
ToxorhynchitesDoOMBDODNnehsede.v,e a2 M &)sFi AN SeENCsA s
et al .,, p20In8)ti ndo a caracteriza-«0 dos Vi |

sobre mecani smos de defesa antiviral desses



1.9 M®t odos de classifica-«o de seqgu°nci a:
alinhamento

19. 1At r i bueamrsesentati vos de sequ°ncias virali

Sequ°®°ncias virais altamente divergentes
podem compor uma peasrctoer adaa niemaatg® Micdamd ctae st ar
hip-tese, abordagens n«o baseadas uni camen!il
necess8rias para aumentar o potenciwilr adies d
Uma alternativa aos m®t odos dependentes d
seqgu°ncia s«o0o 0s m®todos Alivres de alinhanm
vi r@GABSLANDER; GUSSOW,; .KOONBENt ®20@Rthas exige
atributos f{eat)urnggd °sequ°nci as gue possibil
vetoriais num®ricas das mesmas, permitindo
em espa-0s mul ¢(VdN@&@Ans20hb4) s

Atributos de sequ°®°ncias biol - d&mea. hase:
di nucl eot?2deos, trinucleot2deos) constitue
ampl ament e utilizado na bioinform8tica e

(SI MMONDS et . alRe,preodan)a-»es vetoriais d
semel hantkemer,s pdoer ®m mantendo correla-»es de
tamb®&m s«o0o uma alternati vaLd¥ eep.aeBaemi2eds
podem ser extra2dos atributos relacionados
virais como prefeBZHALAVA eete-dHanrss d2a@ieB 3d e
(janel as abertas QOpee nl eRetaudria),g pdeof A e RTSEN et
al ., .2018)

O uso de pequenos RNAs na an8lise de vi
2015, p errempirtees eamt a- «xo das sequ°ncias Vvirais
val odaess guande dmpelgsenos RNAs de diferentes
utilizando o0os valores de exprestdaof déeapesqgnce

antisenso,2atei dmo®s4que poder «o representar
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detectando padr»es e estabelecendo rel a-»es
classificar N v@aar aeeditgnmad asupervisionado po

exXxpress»es:

Conjunto depaX,gys nopXndReey™ mhop

Obj et®Olwtoer um mo di:XYypafruan-pcroedi zer cor
novas exXtradas

Os algoritmos n«o supervisionados s«0 U

dados de entrada semodaltad a zam«ogs r ewpoPEt o0 s a

S«O0 ampl ament e utilizados par a vi sual i za-
di mensi (oBBRCHT et al ., 2018; MA APTaEipNg | cHal -N«TdO N
al goritmos supesvuperonadosaeosgoa defini-«o

gue representar«o o0s dados ® um passo cr 2t
muitas vezes exigindo conhecimento de um e

utilizados



2-Justificativa

Mosquitos s«0 0S principais vetores de arl

Ae des«o capazes de transmitir di ferentes

Chi kunoguFfeybar e Amarelcaausam mil h»es de infec

profundos siomp aocectcoose! ma osawde p¥Wblica em r

Fatores como globaliza-«o0o e aquecimento gl

d

r

strigheuoigr«gbeisc®@s mosquitos, colocando cad:

sdescontrair arbovi rNwoe sh 8aion ase dou drl caghaeed

eficiendmpl amentecdn&apnan v e &as bdoavsi r os e s, f az

c

= T o n < T <

—

S5 O

o

ntrole dos vetores a nybraitdecsi spaasl daBbsonruddasgse m
tagent!micos tem revelado que mosquitos po
mposto por v2rus €49 (beédmef ipcoodse nd ea fiensaert oas ¢
tori al pahaabobodagdems metagen!mica para a
SSsSui desafi os computacionai s como: di st
rai s end- genos (EVEs) ; associa-«o de f
gment ados ao anedent ivf2ircuass-;,«0 de sequ°nci
ver gendiemi lpaori dade Ale®nms edqous® nicb ¥s , outros
ol -gicas Ewlsbact ®ri as endossi mbiontes in
spost a i mune Do sdeme s qoidiedo snem\ &S abordag
rramentas comput acmoanaii lenqtuief i a-rano t apr e
mponentes Dbiol -gicos em | aosgastaltal a@ac i®mefr
vas estrat ®gi as de <control e bi slobgiecoase

trincadadobntvernaoss»geusint os vetores.



3-Obj etivos

3.-Objetivo ger al

Caracterizar o viroma de mosquitos vetores

baseada em pequenos RNAs da resposta i mune

3.120bj etivos espec?ficos

1-

Desenvol ver e aplicar estrat ®gi as cor
similaridade de sequ°ncia para deter min
de pequemsos RNA

Distinguir sequ°ncias emrhkaiilsl iext-egceansa sd
RNAs de forma computaci;onal mente aut omat
Caracterizar sequ°ncias vVvirais altament
escura da metagen!t!mica viralo;

Avaliar a destsdeaeVMo«dacddni RNAI i otecas de pe
de mosqueioroe!|l @acicadaraRNIAsSs endossi mbiont e

pequenos RNAs de v2rus circulantes.



4-Materiais e m®todos

4 .-An8lise do viroma dea tmdsigguaintdoos bvi ebtl o roetse c a ¢
RNASs

4. 1-Obten-«0 e sequenci ankentmo sdawsi taareo st r as

Mosquitos adwdItetsadfoosr aut i | i zandoe, ammadi |
al guns,codsdsa ahuman HIL&Ln §,e mgp aactoeachadlaabor ador
do consZIirKAlol i(hancpes: / / zi ka) IQsanan®stqgahn.osr gf
previamente identificados @giostcaracaserdstca
RNA tot al de mosquitos individuais aep-de ¢
macemeant o admeost r as e a ds vidro em solu-«o C
(I'nvitrogen, @apr csdbeads a MeSmMt) o  d azsa danonsa rBarsa sf i
| aborat - -ri & FRIBAI P eYabdBy i Mat hias TodjrDa e n
Roeni ck Ol mdni y ENBR&St eSE r asblaius g)det al hes S
processamento das amostras podeABBsGretobatli.d o
OLMO et al ., 2023)

Foram i mpl eimfeenrt @anltaesss destr at ®g a &s bparoa eac ¢
de pequen(liabRNUeEI e melht &Ar est rat ®gi a f oi det e
com a qualidade dconmnRNA eanad |Bzatatnla ( Agi | ent

bi bliotecas foram constru2das wutilizando RI
por tamih@d3hto n(t) , dependendendamguntabdi dad&NA
amostr a. No caso de rendi ment embaimostdasR
mosquitos ,inadi RNAuabsal pfaocgia di rpeatsapnaecha -e« o
bi blioteca. Para amostras com mais de 20

purificad®PAGE Pd(layacr yl amil ket rgoepleanr es o8 i - »e
desnaturastes ecantreengd o« ob adnod agselc ofr r @ mpemtde@ N
com tamanho de aproxi madamente 18 a 35nt f
do dalra amostras2@obdgpmai®sn dem per fil de dec
(@us°ncia de picosi méssadm&RINA,et RtNAI fom sub
proces®xida-«0 usando péNadpO@ALBFHEIEDER;di BRAT
ECKSTEI N, 1998; MARQUES et alnte20t@a; s€EANG
t amanllba.as as @aenoRNAague passaram por sel e-
(oxi dadasf ooruam«uot)i | i zados epoarbd isaatse echaish Iriuo t«e
foram preparadas wutilizando o kit TruSeq S



NEBNext Mul ti plex Smal.l RNA Library prep p
seguindo os protocol os r epexmen da pmog merao snofd
o adaptador 5' foi substitu2do por um an8l o
extremi dade 3' par a amelelgalrdaeraita fpi aceacdopsr kgouge

® sequenciada ssRONA o | mAqqWdmn d | i ot ecas foram s
pl ataforma de seqguenciamento GenomEast no
Mol ®cul aire et Cel lul a,jj remensn tkgitdmm bl goi, c IF
nNos equi pHanbeenqt2olsO0 .0 @ r e p abriob Idiacst ecas f ol e X
DrRoenick Ol-ni(vVeEeNRS teE .de Strasbourg)

4. 1-P2-@rocessamento dos dados

A gqgualidade das bibliotecas sequenciadas
Fast(gha t ps:// www. bi oinformatics. babpatidmaammac
submeti dadde agdiallitda@de e retirada de aldamt ad
Gal or KRUEGER,.ApOd&tSr)i ma g eamd adpotsa d omr ea&d e matse nd o
gual i dade m®di a dapshrieads e snemmmb sgaukes r2e0mb 2 gu a

menores gque 15 nt foram descartadas.

4. I-ABinhamenteadamaas filtragem de sequ°ncias

Asreapgseocessados foramumalriefRadasi aomctoma |
cont englenmmas de poarfoesrg°unictimasp® Aise ae(pftseq:
GCA_0022046MATTIMHEWS et ael A, A0bBpReft usq:
GCA_006496¢ PARAT) NI et aanlb.®m B@maQ yraf er °nci a c
genomas bacterianos dispon2veis no Genbank
(LANGMEAD et . Ast ead@D0&®)i nhadas foram filtr
SAMoqlLs et ad .yt i200i0z9abdascpasamenst os posteri

4. 1-Mént ageao rdtei g s

Oscontfigrsam montados com o6CEBANMKEWAaACH se tSF
2012) Vel vet (YERBL RO13BI RNE&nbi ”&OMBg mont ag
conj unrtecadidient erdvea ltosma-@RBp#d-30ret BSnApr ogr ama
Vel vet Opti msep:// bioinformatics.net.au/ soft
util paadoestabel eci mkmepada wal dboes agge ovei
mont agens comBi h&eadalo5( AGUI AR et. abont20s%5

mont ados com os diferent es ehd-Bke res anhoonst addeo rtec



foram combinados usandodHUANBr o MADRN , AAPNZa%)

contmagsor es miuer 2@0ut i landddesesnpdsteriores.

4. 1-Chassificaomxtopgssi mi |l ari dade de sequ°nc

Os conti gs mai or es gue 200 nt foram c
sequ°ncia via alinhamentos | ocpregraam vkl a
( CAMACHO et calnt,r a2 k@ b)yhscea de? v el de aminos8§c
programa DImMadOANeDr v seBUECHRKNIENK; REUTER; DRO
contra a bamrdmbeshases dd odadnd sddoasr eposi t - r |
NCBNafi €ealt er for Biotecghmntgmaerti dbhsr matciad

nos servidores do. | Bbpamt -aoammsi RdAados e
signi fi cadtiinvhasnen&voasl ucedbm n 2 v e | d e nBdvcal l euoet 2 d
< Ba n2vel de .amino8ci dos

4. 1-Confer °noméd nppecstdeive o ®i S

A verifica-«o0o da presen-a de dom2nios p
virais nas sequ°ncias montadas f oi real i zad
servidores onl i ne: Conserved Domai n
(https:// www.ncbi.nlm.nih(ddv/eSt rad @ thMNEIRCcO)d /
(https:// www. ebi.ac. uk/ To(oAGT ThErRmeea t/ sAe labracshe? O t
de daddoo sP{ MMSTRY et talmb®no2bftzida via ftp (e
2021maeti da | ocal mente em inderstoisf iscear-vdod od e
conser cadosf uhmesaracdd programa HMMER

4. 1-ANn 81| idsoess pdepfeigsuenos v RNAEB S

Para avalia-«o0o da codeeartfuirsamdelsp edpmndgn @gs
RNAsasreadprocessadasapfeada®sm coont@mgmtsados
i nicial mente <c¢lassificados como wtiirlaii za npdoor
of t war epeBomtuinemd® maitvc he contabilizando ape
' i nhament o (ke)Ix gpdea frieladde t amanho dos peque
nucl eot?2deos dexprieméedadelddmddbcul adas

nNsi dereadleéeo-AD nt mapeaodhdmogmstosdados avaliando

antifica-»es das reads separadasrpqu®°nama

>S5 O —~~ 0O o 9 o

e
o
senso e anndp asreamdamedt orocessamento ;dos
u
u

cleot2deos nas extr ems Wtaidleisz @sndepfcerriano sr ena
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i ngu PeeeriRse f un- »es daSAfVdrar@Qesmegnrt8af i cos de [
equenos RNAs e de cobertura dos contligzand
paggipeé(oWI2ZCKHAM,na20llilnguagem R.

1-QBur adoricondaggassi ficados como virais p
equ°®°nci a

A curadori acmahwigrbaidsospara a distin-«o d

EVEs comsi sithispe- «0o dos cinco mel hdBrLASSTr es

(bl asuml a)stxonsi dpra@debwo s;coirmspe-«o0 da est

ORFesom verifica-«o0o da cgetahuecathgaedagvekianse

d

- O O o U o

o N D

-~

Vv

o perfil de pequenos RNAs a+anlti ssaennd op rpeifceors
e base como evid°ncias de si2RONAstpeceopnec 6 s c &
"U como evid° maimbh®dne f pi REXsl i ada a cobertu
e cada.tdognt cgeDRFH«0 i mpied a o, per fil cl ar c
obertura epeguemtos d&RNAs foram curados como
onfi@ontdagrst eEORFEr uncados e aus°ncia de pic
oram considerados E&&stdpgmfdtrimaadn.s EDIMOS Vi
grupados por similaridade de CPeélg(ilFlhceata ailt
Ol2pms cor BOs dikdenti dade do al-c)reh a@One¥m tde ¢
oberdaoral i nhamento para (@a$ memarra sreegmio’ -N«CC

edund®©nci a.

l1-®oocorr°ncia dos <contigs virais para d
tilizando a carga de pequenos RNAs

Para an8licpé ncdater mmhmer 2 das Y%ndactoisgs o
i rai s n«o froedaum duassmatdeossn tpiafriacbaun-n«do©ndcai a de pe

RNAs em cada uma Obksa saghriulplainoetnetcoass .hi er 8r qui ¢

d

~—+

O O o O O C

os cofnaii ggeomdbdasealnorseRPKdfReads Per Kil ob
ranscri pldepepregMielnloisonRNAs de 20 a 22 nt ali
ma das biskelpiactada@e ndendr ogramas e heat map
om o0 p@cmopgleex He@®&UWap EI LS; SCHLEBNE®Rss 201
ombi na- »es poss2vei s de mM®t)ode s dided iGagceriuaps
i spon2veis foram testadas sistematicament
scol ha da comaéli mar «mergmieti u i nferir os gru

O mesmo v2rus combinando as evid°ncias do



c®

A robustez estat2stica dos agrupamentos de

da probabilidade dos agrupavmdnti s ald ®a ochabo t s !
0 paotcd (USUZ UK ; SHI MODMd RIAL, n udgIm amdo 10
pseudor epkRaria »asal i ar a influ°ncia da esco

RNASs guanti ficados na estrdeurcan«o epamraag
realizados c8lcul os de dsesrsiidgiiAtcdi®li EER;d eH @R M
BUCHTA, 280d)i nguagewerR.«o online interati)
coocorr°ncia com oS agrupamentos hier8rqui
com o0 plamtoe macti veConipdUgx HEEp BB&@pMANB,a 202
di spamidenl i ne com fun-skheqdyCHHAN@aebdt eplar,a 20
constru-«o de Ra&Ophleiad artaipv afaotieemhaotsuptendlaidzoa nd o o
gratuito slmi seappsoiro

4. 1:-B0tens«o da montagem de contigs vVvirais

Para tentar estender a monctoangtpiegrsi@es c e B [ €

o]

O mesmo agrupamento hier8rquico com simila

—

oram submetidos a uma nova rodada de mont a

S comodagat a ao p atrrCursetbencbniag sr e mont agem dos r

o O

i bl i ot ec aess sneassn tqgi ugasi svi miac is anfoonet@anteo s

4. 1-Relf er °ncia de arbov2rus comumente trans

Parvaeri ficar a presen-a dos principais a
guecasi on®lodentieam estar presentes com bai x:
a mont @dagemaeo contigs foi criada uma refer
representativas obtidas dbe Rgeue N2 rlUCHR 1477 a rlc
NC_0014NL£. PO014NE. PO26ANC. D75408. 075435 .2 ka
VZ2r NE_3588. D754NL. D754NE. D75420h.ilkkunguny a
v2rNGEe_@o418C.2750Y6l LowvirN@rO0o2Q0Bsulirus
(NC_00695%Westi vNiriNeS_@0158C.209942. 1

4. 1-Q&mpara-«0 dos perfis de pequenos RNAs

Par a a ansg8lise comparativa dos perfis
encontrados, foi selecionado o maior conti g
com O gene ou sequ°ncia de aa da RdARP do v*+

contig com simi°lnxniadaden e segguincia viral n



no Genbank quando fragmentos da replicasse
Para os V2rus segment ados, 0] mesmo crit®r
segment os virais gue n«o codificam replic
representant @dgofboi malinhada contra o cont.i
de pequenos RNAs representativo. A quantid

tamanhos alinhada a cada -soo(tA2Q@UIfAR entgrara.l,i
estabelecendo um vetor num®rico com atri but
A similari dade peengtureen ooss RpNeAnsffviidgossd es r e pfreisent
anal i svainadm8 1 i s e de aprendi zado de m8qui na
agrupaménteogrguiilcozando Compp @axdHHte@Ghap EI L S;
SCHLESNER,naO0llibBhnguagem R. Todas as combi na-
de agrupammelnu ote ( di std@)ysdidisspdn2veis fora
sistematicamente e visual mente inspecionad
apresentou mai or coer°ncia com o conhecim

gentmica dos v2rus encontrados.

4. 1-Am81 i ses dsovs rmii BRNA
Sobreposi padeds »pequersosviRIN@ssam anal i sada
determi nar a preseonound8mrAspsidRALONci as entr
RNAs foram cal cul adas c¢onf(dGrAmeN EdieDd dNrOiVt e t a ratl
HAN et al. Rezd@mblamente, a fr ef'u° eduisaerkcaasd s
de24a29 nal dehadas emfhitaalcpd atdas e-scor mal i
OenriquediamebMdreapr i mei ras e«d®esiecradlsp 830 a
nt aflooinhadas aos contigs virais f oil oagnoasl idsea

sequ°meriradospaocogges eghaglbi ngu(aWeGit R . 201 7)

4. 1-AM81| ifsdsogen®ti cas

Para os potenciai s nNovos vz Aus adeggpbobe

al bopekd.usj apebiecu®nsxmndciagnt endo a mai or se

RdRparcaadva2rus i dentodbiuvangdadeA@a8r aapomiamb®m
sel eci oosmamosnti gs que continham as mai ores
glicoprote?2na. A pr epremt-eacods erd@amorsi ode
nucl eocaps?2?deo e glicopratéeénaarmeaediotnas emd/le dn

Domain SeNCrBdhBuscas por sequt ogpaarsa Vvciornapi osr

conjunto de sequ°ncias pafroar airm freera’lnicziosadsa sf il



progr Bmaswet xBl astp v.eQssa* e s hwemd/nlttoispl of oglaab a i
real i e@ammrso g rMATRF(TKATOH et .@$ . mo @edlo@9gurhd ivo s
adequardosmdloeci aasadaor oogr MBE&EX ( KUMAR et al .,
sobcrot®rio de I nforma-«o de Akaike. A infel
progrMBE@A usando o m®t odo de M8xi ma Ver oss
8rvores filogen®tsclasdooa mnublUshda desando
boot s(tlr0a0p0 pseudorr ®pl i cas) . Aes e™driworadeass of or .

progrialm@aL v e r(sL«Eol UBN.I1 5C; BORK, 2021)

4. 1:-Al5 nhamento de Sequ°ncias e Model agem d

As sequ°nciasNarenaWAr wdso f or am @lriormgh aadrmas
MUSCLVEeTr s «o0 3(EDBAR 8084. As estruturaBNAefcamamr
prde tuassando o s eRNAsdiorrwomredy«xed0 6. 3 com temper &
par a (RBUTER; MATHEWS, 2010). Pseaudo no RNA ddonTatdiov 2
em bibliAdtecpapgdaiacduigoeopnr @wg rCaomtaknet s«o 1. 3.
(SPERSCHNEIDER; DATTA, 2010). sAestr uRNA afaondei suwmd arzcha a s
opr og r\VaArRaN(RARTY; DENISE; PONTY, 2009).

4. -An8| idsaessst r spuma edeA&. | aponi cusl MNargmaewitrou
2

As propriedadans cfassidao estrutura pri m8ri
progrRarmat P& WaimnKI NS et &AlinphaméfA)os gl obais
compopogrGlmast al ( ®mMEYEBERS eteedli t adm@bdlser vi dor
ESPcr( iRDBERT; GOU.E T®r 0290r B&jaP RED Wo rfkobie nucthi | i z
para «waldeasst rusecasd@mredistas ¢ omP D PPREDOPr a ma
(BUCHAN et al ., 2013; .BUQGHAND aSM@NEEDORB3I9)
COZZETTO,f iO1wbt)i | i zado rpan @ easv dleisoMki 1A as
SVM( NUGENT; JONEPSaraa®09a -r«eng i hee s de ciomt er a
me mbr akh amadel agetmr gitt airr esif Dri | doem tpar o gArl gprhaa Fo | d
(JUMPER et raoldahdd2@2 menser vidores instanci af
AWS. Utilizadddda M&seceepipar &@met r oAb paar «o
de dados wudhtl@daeddbd 0fldi2022" .

4 . -Ans8l i e/ Ed o ma
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Paramn8l i sempbornei EMBEs esp®cies de mosqui
sse tr abddnrhoomi Basggdwio ma , todas as 122 bibli
SS0O grupo passaram por pumpedsengeundamaemec ®#
clasi raeddsahadagemomas de mosquitos para p
Nt i gisVEdsaspresentes nos gFeon o neasst adbiesl peocn 2dvoe i ¢
e as por-»es dos contigs com alinhament o:
ni mo 100nt ou 33rmamans8lamsanasnanart rsaequ°nc
tenci al similaridade com v 2 rcuosm caolginnahtaonse nc
o voiu asiesm al i nhamendoms c¢adrmtniigs cfadri e 1sif @ ho \«
guenosoRNAsnti gs 2naldinotr ees cqoure si mi | ari dade
qgu°ncias virais a n2vel de nt 8Be@ua’ foirasm
rai s que apresent ar3aimtp)ersiadh® ndkca apsi RINMAspr (o
RNAs (dsRNAsrdem 2édns)derado#® petaeandd®darcsa
gu°ncias de EVEs foi r e maecwimdsa ccoor @0%os dpdreo g r
entidade do al-t)reahedeocgdbh@ebalbrghamento
nor se@Gu3 npmraa remo-«o0 Alsa seqgw’nd@inas d e E
pRPRAi.esaegAptal bbpramusal i nhadaspeontvasogel!
ref &SCAn002204GAAS .006496t7i1115. Aando o progr .

Para ans8lise de coovasrdiPrherandas EYE®CI e
ot inNxk® reduhdamamesusadosanpiariaaburRdOmdai a
guenos RNAs em cada Qusmaa gdrausp almeltiost ehci aesr. &
bl i otecas feoidoge ocaodntt a sgesa InmrsdRP KleReads Per
| obase of tr acdhes cpaqpue pesdHBNDAdpiiddRS )nhados
S contigs em cada sutenmpaardasdnibéndt egraama
atmap foram ger aQoonsp | ceoxnH gceGpraa eIt le S ; SCHL E

201.6)

4 . -

m§

pr

Di ferencia-«o0 de cont i gsutviilriaziasn deox -agperneonsd
gui nasunpceor vi si onada e supervisionado

Sequ°®°nci as mont aadksd 2 2 a biplalritotrecd s de p e

eparadas ©por nosso grupo foram inicial me

sew nci afv ienpdn «cv i roafse sconheAkp-dsascuradoria dos

p e

guenos(FRNAsRras9Asequ°ncias virais foram d

AVirai so euyuiBdEs&asSduapsascslaarsasne spor uma es



de dados que resultou em vet o#d@&strriebpurteosse ngtear
a partir da quantifica-«o0o de plkiqguOmBads RMBAS
atributos de pequenosp R&l#%esNn saeEmdd N cheassard st tows:
nalrabell a

Com o objetivo de reduzir a dimensional
dados e avaliar a capacidade distintiva ent
de atributos representativos selecionados,
m8qui na perewvi suonado. UtilizamMosnosp al®t Gd mp
Anal)y s&€dN€Etd(li stri buted stochasd)i panai glladn ze

ans8lise.

Para constru-«o de um model o classifica
virais de EVEs uwtuitloilnadhnidamerctas de,tpeduamos
classificadores utilizando m®t odos de apren
dados de sequ®°ncidd& v iediaVsiari i < rAesdfedstVeEEpsads a s
foram realizadas com scripts escritos na |
pacotes comsailkedd mot eca

TabeliaDelscri -«o dos 48 atributos de pequenos R
sequ®°ncias virais.

Descricéo dos atributos Nro. de atri- Referéncia
butos

Numero de pequenos RNAs separados por tamanho

de 15-35nt, por polaridade de fita e normalizados por 42 AGUIAR et al., 2015

Z-score

Numero de pequenos RNAs de 15-18nt normalizado 1 AGUIAR et al., 2016

por tamanho do contig

Numero de pequenos RNAs dg 20-22nt (siRNAs) nor- 1 AGUIAR et al., 2016

malizado por tamanho do contig

Numero de pequenos RNAs de 24-30nt (piRNAS) nor- 1 AGUIAR et al.. 2016

malizado por tamanho do contig
Razéo entre siRNA e piRNAs 1 AGUIAR et al., 2016

Razdo do nimero de pequenos RNAs 20-22nt entre

) ; 1 AGUIAR et al., 2016
fita senso e antisenso

Numero de pequenos RNAs de 18-35nt normalizados

. 1 AGUIAR et al., 2016
pelo tamanho do contig.

Total 48
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FiguriaEs®rat ®gia de diferencia-«o0 dAR.Apc

processamento dos reads, montagem de ¢
sequ®ncia as reads foram realinhadas ao
para gera-«0 dos perfis de pequenos RN&
foram inspecionados e classificados com

(dsRNAs sim®tricos de 21nitnt eer rjoanpe ldas
paradas sowu, AEWa&ENn do apr esent ava3nd pnetr fsielm |
fita, comumente enriBqu®sidost com Winai§
de estrutura-«o de dados em que cada s¢
vetor contendo 48 atributos num®ricos <
pequenos RNAs alinhados assemesmber ac€os
algoritmos de aprendisagpeavdei onfadonapa
dados e foram treli aaadiofsi cnacddoerlesss para ¢

4 BAutomati za-«0 e cria-«o0 de um container (
com pequenos RNAs

Com o objetivo de oferecer @onmap ascotlau - pcar
an8l ideesviromas bubiioreods de pequenos RNA
menci onados nas <gFei-gruersg latndt eervicoadrivdaesmo | e de qu e
das bi b;imoonttagaesn del asstiifgsxa- «o dos contigs
sequ°;ncgqguwanti fica-»es de pequenos RNAs; ge
pequenos RNAs e cobertura dos contigs virai
de EVEs wutilizandenads rRNMA4Z ofsordem paewyt omat i z a

em um %nico cont°®iner que pode ser utilizad

Uma i magem Docker f oi criada para a cons
para executar o pipeline de Of drema&nvobans maer
testes do encapsulamento da aplica-«0 nest
servidor(elsbulnitruux22. 0.4 @s CieendtO5) de execu- «o0
foram feitos com uso das runti mes Docker |

di ferentes configura-»es de hardwar e, haven



Biblioteca Bruta de pequenos RNAs

Classificacao de contigs via
similaridade de sequéncias

Extracao de atributos de Extragao de atributos de
pequenos RNAs pequenos RNAs

Contigs

E "
: .,“'.
|
RRCT
Geragdo de atributos de Geragdo de atributos de Geragdo de atributos de
pequenos RNAS pequenos RNAs pequenos RNAS

Montagem de
contigs

Estruturacao de dados Estruturacao de dados Estruturagdo de dados

moop )

i '
............... B caoneene el ! Contigs virais e EVES.

Filtragem de reads do
hospedeiro e bactérias

Diferenciagao de
contigs virais e EVEs

\ ,'
'
Classificador .
Virus x EVEs 7 Contigs nao virais

FiguriagtlaOpas do pipeline de metagen! mi A:
etapas mostradas foram automati zadas e
instala-«o para uso da ferramenta compu

Contigs nao mapeados

omgo
Omgo
[ 0[]

A i magem base wutilizada, a partir da

customi zada, ® a imagem Docker oficial da
funci onaruil da d engrLeBal d\NeQ; M LLERE,ssa009magem of e
ambiente, baseado na distribui-«o0o Linux Del

de scripts em |linguagem Perl e inclui tambe
a l i nguagemhtRytshdrd met ac ppgm.nar n/udsi/ svti /A i T
Usando o] paradi gma a®eckoauri | Mpul tai i ncl us«o
necess8rias do pipeline foram segmentadas n
bl ocos de decl ara-»es correlacionadas em 6
de cada bpeond°dei ds

l1.Stage: pEst 8gi o inicial no qual a i ns

i magem base. Utilizando o gerenciador
Perli sgspanasdas est 8gget (Afuppamk buil d
modul es fromet €EPAPpAN. orgo, [s.d.]);



2.St ageEsR:8gi o que acrescenta a instala
as bibliotecas R usadas no pipeline;
3.Stage DeperAdlectdioemsa: a i nstala-«o0 de to
de Dbioinfor m8ti pa owteislsiaznechae ® maor ead
l ongo das etapas do pipeline;

4 .St age Maich ui os diret-rios padr «o u
pipeline;

5.Stage Eisnh&lgio final onde s«o feitos
com o objetivo de reduzir ao m8§xi mo
resul tante. A | impeza envolve a rem

interesse espec?2fico dos procedi menta
nossteSgi os anteriores.;
6.St age EBavBigi o0 extra opci onFRiln agluer esaulbiszt

uma <configura-«o diferente, especi al
ferramemtmbi emte de desenvolvi mento.
realizados os procedimentos de | i mpe
inseridos, como por exemplo editores
Dentre 0s recursos encapsul adoso chedsab e cC

ti po enkRsaenndbolne BEepastdor de contigs virais e
de treinamento realizado num segundo cont ai
p¥%blica docker.iodgtueplydek./ d@atmcsdelemncter ei nad
arqui veaexteons godultiibl i zado i nternamente pelo
refinamento da <classifica-«@asdentoptic@eantvip

ex-genos e EVEs.

4. 8Quantifi cRiINA«deddaem @i bliotecas de peque
mosquitos

As reads trimadas foram previ aAme nateegAapltiinh
al bopcomu® programa bowtie p-einit Asd&eddami
alinhadas nos genomas de mosquitos foram ut
RNAs Wel basc.frioaam bai xados todos 0s 67 ge

Wol baxxchdiaspon2veis no Refseq dO0s Geebh@dm&s ( a

Wol batbram i ndexados em uma refer°ncia Ynic
alinhados a essa refer°ncia com o progr an
(par Omeaterrvdds)As r eads alinhadas foram quantif
RPMr dads per. misl lviadzraeosndromalm utili zados

agrupamentos hi er 8r qQoincpol se xHemat olaipragcwa gee m R
permitiu comparar a quant det eade ol ien heasgpeencsi

Wol banhsadi ferentes bibliotecas.



Pargauanti fica-»es especificas wAkel(egbamds
NZ CPO31DR23LNHA et edbwMeilaO &8 RAandeagrytpitfii ci al m
nos estudos(GYMe2 Ch@&gpdbb a®@kQ726){ DA1 NTY et, al .,
fomamndegasddooige nosidae refer °nci aseragpresdnt dtoir
alinhados sem permitir mi ssmatches e Con
alinhamentos para cada r ead Comem 0 oksls)@ht war e
guantifica-«o0o de readswhAlfbohnhadosi aasdogenas
anota-»es dbZ_LCePDB3Mma®@ 2asl contagens foram cor
progr aBag HTmondtoe r s e c)lt(iPounl Rslt reitctal ., 2022)

N

. 6-Ah8ldesebibliotecas de peguenos RNAs de ¢

a detec-«0 de peegANbd bas hRMAS

Para verificar a sensibilidadeNod bmeea ims «o0
bi bliotecas de pequenos RNAs, obtivemos 18
em que novA.paedrgtpitlfei ci al me n tWo | ibmafweAdftemrdaom p
seqguenciados concomitantementaegy@mhadose cpa
antibi-tico tetraciclina para a r(e8m&-HOP ¢kd
al ., .A822)i bliotecas foram processadas seg
anteriormente e o pipeline para detec-«o0 de
presen-a de infec-»es virais n«o descrita
bi bliotecas.
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4. 6AR28l i se do i mpacto dawiMefies- k8VartAfect a
aegyeimmciampo

A . A4 NITEROI

B d_biblioteca Zona Periodo_coleta Nro. de Femeas spp.
Aaeg_1 Zona3 Jan_2018 1 A. aegypti
Aaeg_2 Zona3 Jan_2018 2 A. aegypti
Aaeg_3 Zona3 Jan_2019 5 A. aegypti
Aaeg 4 Zona3 Jan_2019 6 A. aegypti
Aaeg 5 Zona3 Jan_2020 5 A. aegypti
Aaeg_6 Zona3 Jan_2020 1 A. aegypti
Aaeg_7 Dez_2020-Jan_2021 17 A. aegypti
Aaeg_8 Dez_2020-Jan_2021 16 A. aegypti
Aaeg 9 Zona3 Dez_2020-Jan_2021 14 A. aegypti
Aaeg_10 Dez_2020-Jan_2021 6 A. aegypti
Aaeg_11 Dez_2020-Jan_2021 14 A. aegypti
Aaeg_12 Abril_2021-Maio_2021 21 A. aegypti
Aaeg_13 Abril_2021-Maio_2021 17 A. aegypti
Aaeg_14 Abril_2021-Maio_2021 19 A. aegypti
Aaeg_15 Abril_2021-Maio_2021 12 A. aegypti
Aaeg_16 Abril_2021-Maio_2021 20 A. aegypti
Aalb_18 Abril_2021-Maio_2021 28 A. albopictus
Aalb_20 | Abril_2021-Maio_2021 21 A. albopictus
Aalb_21 ~ Abril_2021-Maio_2021 30 A. albopictus

FiguriaAnlolstragem de mosquitos col eRddem Baeabkda
avalia-«o Wol paplhetaocontrole da transMapa«dade
cidade dRJ Nditwirsdiida em quatro Zonas omde aecgyptrt é
artificial menWel baékomwmadosenpocontrole (Zona 5,
solturas de n\od dpwi¢tMaspaacomti do da public@8-«0 Pl
Il nf or mhaseamostras de mosquitos que edepeqn eomnro sg
RNAs analisadas.
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Em col abora-«o com o grupo deMGDr .obltuoieano
amostras e sequencipanouse ntoisb IR NoAtaeedjagsprnt@ g i « 0
NitéRJiem que o projeto de controle de tran
i nfectados ar tWdli lwassHemeemticoncom em andament
dividi dazemésignutid( PI NTO et ,alhas 2021k quat
soltos mosquitowMe(nDAlcNTaWd oest ecaobmma 2@ 81 ko cc
onde n«o foram SAolstods umams ceuictodset a de mosqu
grupo do Dr. LAusc i caonloe tMeosr ed g carnrelar adnO riedi tog a e
202Q@.processamento dos mosquitos, extra-«o
amostras foram realizados pelo Dr. Yaovi Ma
no | aborat-ri o RNAI UF MG. Foram prepdadradas
aegyegtridA. al b@pigauttBasAE bi bl i otecas foram pr
RoenOlckwo na Universi daBBR degishdasbsrpgponot oc
nas se-»es p@pot@mbemesp,rocedi mentdoes RINNAA® X i C
bi blioteengi &adasampar a aqypd mpdGenmeamiadtr an- a
com 0o equi pamenseql ROObGLbnlai dteexdas sequenci a
todos o0s passos de caom§8lirded evid e mau &l iqgduaadnet, i

pequenos WoAbasdbhdescr it osannaes.isoer-e»xses



5-Resul tados

5.-An8ldesevi gbmaal mosquitos vetores

cons-rchot pzsi:k/la/lAzlilkiaalnlciean c e .
sequWwWemich laimetpeeaause adoes R NA
Aelaaggemii

Comparte do
grugpe® pesqganclaui u o
preparadas a partir de mosquitos
A. al bjApi gtaspsblaemmagog sabep h.eds. sfpyAci verRans
vittAtluseocehphattuyst oretmda dmas2 ses (Brasil, Fr e
Singapur a,Se@Galgkd g dedprAasTabeJuapl emenkFararm t amb®n
bi blAl.otaeceadagsptden hmgeqsi eédes | a
duas Dbibliotecas de Acduilctiuornaa Udaes rch®d bybl¥eost ieAcaags2

deA. | apdbaitkaléadArBdBaD et

seqguenciadas 11

@Qle , n&®2t00)veram o viro

analisado tamk®m2oderoamj unt o de bi,lhloit@atle zaand
12Bi bliotecas de pequenoisg URBRAsbred as S ugd teuncka
1).
A Aedes albopictusf "
Aedes japonicus ¢ . : + Aedes aegypti
Aedes vexans: :Aedes aegy p.t' : Aedes albopictus
. : + Aedes albopictus H
Aedes aegypti : Aedes furcifer

Aedes albopictus :
Sabethes:

! Aedes vittatus
: Aedes taylori

Haemagogus § ! Aedes luteocephalus
. ( E\ // : : & od - é G
e _— / ~_3 \_\’/\/ E /::_ o : ”_:J ’:‘
X .,.
: /
‘/ @ \
' —/—'\ -
B C
_ Aedes u'exang
— Aedes furcifer
Aedes vittatus

1000 mosquitos Aedes Iuteocephalus \

Aedes aegypti

10 espécies B Unknown
4 continentes B nonviral
Aedes japonicus
Haemagogus

= Sabethes

Aedestaylon




Figura Viad«o geral das amostras de mos
bi bliotecas de pequenos RNAs e resultad
de sequ”’ recsipaBRciAR.s de mosquitosB.€Eompbadoe
amostras sequenciadas. O tamanho da f¢c
guantidade de Dbibliotecas sequ€nrPaiogpdas
contigs maiores que 200 nt montados nas
de sequ°ncia cora:r af\sior,a chisDdepsscoNiho

Foram mo28 B&Zlostmagsores que 200 nt que for
similaridade d23Zquimziia, emlblesconniercaids
(Figue@Tabel a Supl)emAnmar oRi amdarotsa glowasrt teingcse &
cl asse dos Afdesconheci dos o, sequ°ncias S
significativa com sequ°nci ase cdonGed®&sskeons b
evi d®° napireessedn-a de dom2nios.proteicos conse.

A maioria dos genomas ani mai s cont ®m
conhecidas como el ementos virais end-genos
pequenos RNAs. Assim, ® importante que tra
estrat ®gi as per & edqiustnicngawsi rdeeantvradas de vZ2rL
uma mel hor estimativa dos V2(rAIGUI ARa | m2elnMG
MARQUES, 2016; DE ALMEP®dDAaeadabatdar 2024¢ pro
o perfil de pequenos RNAs associado ~ an§gl
seqgu°ncias derivadas de F?% gu® LCo®xn geesnsoes fdd
i dent i f9i9ctanmsoesqu ®° EViEas pdéati vas que f28rlédm r
contiimgisci al mente classAs$i eadad 2spomoasvidai I

contigs das quatro clTavedsan 2«0 mostradas na

TabelBstRat?sticas de montagem dos conti g
Viral o e ADesconhecidoo montados nas 12

contigs T medio (nt) ~ Padrao contig > 1K contigs > 1K
Viral 1321 1346 813.22 484  983.33 8702 292 635595
EVE 994 387 383.07 288  274.84 2796 45 61952
N&o-Viral 11168 301 311.59 265  150.63 2449 83 111689
asconhecii 14645 271 283.52 249  108.30 1875 32 40333
Utilizando 0 -HO rTo g raasna 1 D1 contigs vira

agrupados em 2&7 scé¢lmudtaern sdade representadoa
sequ°.necsisses 267 contigs foram utilizados pa

e determinar a Qquantidade de v2rus %Ynicos



seqgu°ncias virais em cada biblioteca foli i
22 nt mapeado(Bi gdd.aAc qqrutaing s f i ¢ aem oc addoas kriebaldis
associada a inspe-«o0o dos resultados de si m

-~

esultantes da clusteriza-«o hier8rquica no

s

0S mesmos geqrhemtcos &i qaiasti dade ndhes VIZr2us
bi bliotecas

Di ferentes combina-»es de m®todos de af
testpchasa verificar a coer°nciavdbsamago upan
pertencentes a <dmnihe cpodmeos iraenieenrt°’enci a. A mel |
fod ddei st ©nci a 6Geomm®@tioddioanfaommplugdladddo r obust ez
estat2stica dos agrupamend®lscdieloopmabadi f odarct
m®t odbodest Aamdosorni-as utilizados para suport

pertencentes ao me s mo VvZrus possuem val ores

9% (Fi gul®a Umaver s«o interativa do heatmap q
agrupamentos e inspecionar os valores de RP
di spon2vel C 0Omo Saphyc®&ti vono I i nk
https://jpal meida. shinyapps.io/Viral _small RNA_coocc:¢

A influ®°ncia do intervalo de tamanhos d
estrutura-«o dos dados que permitiu inferir

s

0 i avalicas8dacdéeelda ssi mi |l ari dade entre 0s
guantifica-«o0o cB3tntr;2@@d8, deod@ds oS reads,
emovendo -202si{Rd g ULPH&O i nt er v-aRot dapl6snentharum
efi ni extor Wtawrna deac 0 a § u ndtaod.odse

Aans8ldasecoocor cromita gdcoosnisn alies ando o0s agr

formados e alinhamentos dos contigs com se
definir a P4desZemumalkiricd@s babai otFmdak’l J .
Desses, d o iisd eanrthi ofZizdér audssy\$sruutsu (vI2 a wisy, i rsiedrave r a

de controle positcomp ptaaap langedsdtas aa ghiabl i ot
gue foram identificados foram A&ensjtapdndiacu
col etados eanr tciafmpoi &l mente i nfectados com e
(ABBO et .al ., 2020)
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FiguriaColaBcorr °nci a dovsi r2a6i7s ecdounatdiagnst es nas bi bliotecas das
representa a contagem nor mal i zad22 (nRRPKaM)i ndhea dbeesg uae ncoasd aR NuAne ddoes d2206t7e € o(nd o
nas 122 bibliotecas analisadas (linhas). Os nomes das Ilisklgluii dtoec ansa
sequenciada (fAspp_local _ 1 Do | Anr o. de mosquitoso). A coococur®andca rai
reswawldos de alinhamentos | ocais de cada contig permitiram a
com a mesma coOr Os dendrogramas apresentados tem como
Afeuclideand e para as colunas ficompleted com fieuclideano.
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FiguraSuplorte estat2stico dos agrupamdosopadae |
quanti dade de Vv2arus Yani co0®s naal olrBe@so thdidholaipot e

agrupamentos i nspecionados para inferir 0sS <cCco
bi bl i oftiegcuarya €1s2t «xo anotados pr-ximos aos n-s de
eixo y (height) representa a dist©ncia euclidi
cinza foram usados apenas para facilitar a Vvi sl

Dissimilaridade entre contigs virais

Reads 20-22nt Todos Reads

e

Reads 20-22nt removidos Reads 24-30nt

FiguriaMaltsri zes de di ssi milreaerpirceasckentdassc pretliag g u
de diferentes intervalQoss gdreS fp ecqouse nroesp rRRNsAesn.t am m
com os valores de dissimilaridade entre o0s con
alta dist®©ncia euclidiana) representados pel a
RNAs. O interwmasozideh@QOapresenta uma estrutur a:
quando comparada aos demais interval os;

ATabellconto®Bm resul tados dos alinhamentos

mont ados paarridad rcuasdae a porcentagem total de



mont ados para cARiaguéddcentowop ear. f i | de peqguen
cobertura de reads de nolnntta ddooss praari ao reesss ecso ndt

nas bi bl iAct g@aponde us

Tabeli€o®ertura por contigs montados dos arbovz2i

Cobertura
Arbovirus Maior Cobertura Ident E Referéncia Cobertura  Referéncia
Contig (nt) Contig value Referéncia  por todos
contigs
Ld
Usutu virus 8702 99% 99.99% 0.0 MT188658.1 74,00% 99,00%
L4
Zika virus 1267 98% 100.00% 0.0 MK566202.1 11,00% 81,00%
A Arboviruses artifically infected in A. japonicus (+ssRNA)
1
Flaviviridae
£ 1000 I qg’ 200
S § 500 g 100
Sl o -cljismEme.__ §8 :
Sl E w0 | & 100
N E —1000 E—zoa
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 «w 1] 500 1000
@B 1e+05 prg.fgraesnece & 2000
gl 800 1 A gL
-5 % 0e+00 —-=I=-= ————— g 0
a % —5e+04 I E—mon-
= g —10+05 1 g-zooo-
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 «w 0 2500 5000 7500
small RNA size (nt) Reference sequence (nt)
B Only DNA viral contig assembled (dsDNA)
" Hytrosariviridae
2 2 10000
o3| g )
B85 | | £
OZ| < 8
> 2 o —-II- ————— o
E z A
= 2 © R0 I E -100
TE|lE ®
o) ©| & -1000 £
& 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 % 0 200 400 600
= small RNA size (nt) Reference sequence (nt)
FiguraPdawf il e cobertura dbhes peqqwemaoas aRl
i nfecthendqg aposndacu%ni co segmento de um v
A. fufFciguems da esquerda mostram a di st
separados por fita (senso acima e antis

nucl eot2deo da primeira base na extremi
Figurasida mosttram a cobertura de pequce
marrom fita antisenso). A@s rjegfdam cailsi mh
mai ores contigs montados para o0os arbov?
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TabeliRedumo dos 32 potenciais v2Zrus montados nas 122 bil
representativos
Spp. Baltimore Familia Virus Segmento Tipo C?:tt)lg Cc(;tz)er:ttiléra Ident. E-value Referéncia
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 BBQO04461.1
*+SSRNA Unclassified Humaita-Tubiacanga virus 1 nt 2786 100,00% 99.21% 0.0 KROO3801.1
2 1360 100,00% 99.63% 0.0 KR003802.1
Unclassified Guadeloupe mosquito virus 1 nt 1131 100,00% 99.56% 0.0 MW434816.1
2 1664 98,00% 98.05% 0.0 MwW434804.1
A. aegypti L 6149 99,00% 99.61% 0.0 NC_038262.1
Phenuiviridae Phasi Charoen-like virus M nt 3672 100,00% 99.59% 0.0 NC_038261.1
-ssRNA 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
dsRNA Partitiviridae Nyamuk partiti-like virus 1 aa 909 99,00% 71.714% 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
+ssRNA Unclassified Guangzhou sobemo-like virus > nt 211 98,00% 08 27% 00 MW434910 1.
L 4977 99,00% 98.63% 0.0 MW434659.1
A. albopictus -SSRNA Phasmaviridae Aedes phasmavirus M nt 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
Phenuiviridae Aedes japonicus Bunyavirus 1 M aa 2029 85% 42% 1.0e-142 QHA33860.1
S 1432 55% 44% 8.0e-62 QHA33859.1
A. japonicus -ssRNA Phasmaviridae Aedes japonicus Bunyavirus 2 M aa 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
-ssRNA  Unclas Bunyavirales Aedes vexans Bunyavirus 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
A. vexans 1 3180 95,00% 64.86% 0.0 UuVv42200.1
dsRNA Chrysoviridae Aedes vexans chrysovirus 1 2 aa 1500 88,00% 48.87% 3,00E-147 uuv42192.1
3 791 88,00% 56.84% 4,00E-89 UuVv42194.1
o L 1 aa 534 98,00% 90.91% 1,00E-115 QEM39257.1
+ssRNA Unclassified Guadeloupe mosquito virus 2 > nt 785 80.00% 80.98% 4.00E-136 MNO53804.1
A vittattus o _ N L 818 98,00% 53.16% 5,00E-100 UYE93924.1
-SSRNA Phenuiviridae Aedes vittattus phenuivirus 1 M aa 1953 79,00% 32.12% 5,00E-81 QRW41943.1
S 1698 73,00% 41.01% 1,00E-92 AP161886.1
Xinmoviridae Aedes vittattus anphevirus 1 ns aa 3133 99,00% 79.58% 0.0 AWW13453.1
A. +ssRNA Iflaviridae Aedes luteocephalus iflavirus 1 ns aa 398 99,00% 88.64% 2,00E-67 UYE93723.1
luteocephalus dsRNA Partitiviridae lllomantsi partiti-like virus 1 nt 565 96,00% 86.81% 1,00E-169 0OP019950.1
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
Haemagogus 1 4349 87,00% 70.52% 0.0 DAZ85690.1
sp. dsRNA Sedoreoviridae Haemagogus sedoreovirus 2 aa 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

yy
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Os 32 potenciais v2rus natural mente infe
emao meAdAds fam2l l asanvdoaem conta a <c¢cl assi fi
mel hor resul tado de alinhamento | ocal dos

virais de( Tab&D®3r 38 v2rdasprmsemntsgr dm si mi |
seqgu°ncia significativa a n2vel de nucl eot 2
as sequdansciraesf er °nnbasbanobsddse dadost reatpa o\
de v2rus previamOst p9oegwehwst osestantes ap
similaridade de sequ°ncia significativa ape
seqgu°ncias pertencentes a potenciais v2rus

Analisando os resultados dos alinhament c
proteicos conservados buscamos por contigs
Para peisnvikPaiisbed)an«o foram montadas seq

simil acupdaden-a de dom2nio de replicases Vv
cl asse Bunyavirales, v2rus tri segment ado
mosquitos dA.f ejf apieda$ C USV e xaambso s com sequ’t

correspoadensegmgeaitmgwes codd fglciaemopr ot e?2 na

caps?2de s (d®)mai s v2rus para o0os quais n«o fo
repl i geamteeeawv2 rmosnopartites, sendo um del es o
encontramos sistdduwrremiaate ss@®es comantgadovsi ram
bi bl i otAec fsulPdte ®my apesar de um perfil de p
via de (FSigRM6RB, f o i montado apenas um contig d
similaridade &&boesinsa ¢pgal DNAIi pes salcomry g
genoma de t6606c&bde Devido a repeti-«o do |
i ndependent es de mosquitos di stintAsdescon:
japoni cus D uMeydaevsi rwesx ansp dodeamaver usatar de
capazes de wusar a RAdRP de outros v2rus. (
encontramos QOretphloficyaksee s Réd uke , kédes j aponi
RhabdowiSausi vary Gl and -vhiyrguesrr tarmo pchhya maidloes d e
putati vos e comai wenrcedd £ z avatl e adgpuesequ® nci .
representativadNalieg @ unso s/amnmacab@eas umo da cl as
de Baltimore e das fam2lias virais -222nds Vv
contabilizados pha n &t a dooss cpoanrtai g 8 S potenci ai



encontrados nnoovees p@mAle@®@ms§droagnmsedot pot A ¢ iuas |
de DNAp foram encontr adast rddesdpu °i madAeass swrdocaafi e

. . Log2 (RPKM 20to22nt reads)
New viruses in bold

25 5 75 10 125
Yellow Fever virus Sl |
BCell fusing agent virus —_113—
BSabethes flavi-related virus |
Aedes luteocephalus iflavirus 1 v e
Flaviviridae 0 Aslam narnavirus {11
Mlaviridae l Aedes japonicus Narnavirus 1 — 11—
- BOrbis virgavirus -1 -
Narnaviridae WHumaita-Tubiacanga virus 11
Virgaviridae 0 Guadeloupe mosquito virus — I F———mee s
Guadeloupe mosquito virus 2 v+ —
Ae. aegyp Unclassified W Guangzhou sobemo-like virus  —— 11—
B Phasi Charoen-like phasivirus 1T 1} '
B Aedes japonicus Bunyavirus1  —__|- v
(+)ssRNA ORerT as Aedes vittatus phenuivirus 1~ —___1 ——
2| Ae. albopictus I 0l Aedes japonicus Bunyavirus 2* —IF
9 > Phasmaviridae 0l Aedes phasmavirus —1 -
| o oo unclassified Bunyavirales M Aedes vexans Bunyavirus® I
g [ A6 Japonicus / 0 Aedes anphevirus — 17—
@ ' 4 Xinmaoviridae Aedes vittatus anphevirus 1 1}
2| Ae vexans I » /v‘ (JosRNA Rhabdoviridae 0l Aedes japonicus Anphevirus 1 —L1_— '
W Bahianus rhabdovirus |
Ae. vittattus '~L W Aedes japonicus Totivirus 1 I+
ITC'"'V"’ idae l Aedes taylori totivirus 1 | |
Saiiﬂ:t;f:f)sz:ii I I Ry ' ﬁ:;t:;t;?;:;gjfke virus 1 l I+
dsRNA Sedoreoviridae 0 Nyamuk partiti-like virus —1T 1
Haemagogus sp. Chrysoviridae Haemagogus montes claros virus |
Ae. taylori Il l Aedes vexans crhysovirus 1 -1 -
*No polymerase domain sequence found 25 5 75 10 125

- dsRNA viruses pottentially being parasitized by Bunyaviruses without RdRP

Fi gur aDila’/gr ama de Sankey com Cl assifica- -
resumo da carga de pequenos RNAs virais d
mosquitos aBabi madasados o0s 28 v2rus pert
virais diferente, todos v2Zrus com genoma
carga de pequenos RNAs virais dos <contig
foram encorctorreedsosdosAsguadrados de cada v?2
Os 1%7epoiais v2rus novos est«o destacados
mai s prevalentes e que atingem as maior e:
em azul. O Ynico arbov2rus natural mente i
YFV, est8§8 destacado em amarel o, com um dc
RNAs virais coerente com o alto CT de gP
marcados com * o0os dois Bunyavirus para o0:¢
d e HRRA, mas que o0s demai s segmentos poOSsSsuct
presen-a desses Vv2rus. Foram destacados
coocorrem com OS Bunyavirus sem RdARP em
A.vexans) .

O Yndarcmov2rus detectado infectandieldwowno
Fever ewm rwma bi blHaectmaga gdemepquicbdbeds amo

Brumadi MBd( gulB,al; Tabed) &doram montados <contig



todos menores que 500 nt e a carga de peque
entrevaasus i de(Fguf a7¢ aldho s resduel t ddoesct «m

relacionados a baixa carga viral do arbov?i
gPCRom vdaedteQ 2 esul t agdpPCRIogeRrTado pel a daoutor
Crylzabordta:- Pro®nai.a BlertumtrtIGP&Ba verificar a
deoutros arbov2rus comuremtue tmedigami popdesi pc
viral i nsuficiente paasa rae anbsntdeg etno ddees caosnth
alinhadas contra uma ApéteraSnasabdél aobevas
sabidamente infectadds. cjommpdn iKKdd @ nd Vb I i ot
deHaemagodyaBsr umadir M&Ga i veram alinhamentos c

gen!mcoasespoaasndrelsov2rus comTabelags mont

Tabelii Pl i otecas com alinhamentos contra a refer°nc

reads alinhadas Cobertura (%)  Profundidade média

Biblioteca Referéncia
v0 vl v0 vl v0 vl

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 9925 24,66 26,21
Haem Brumadinho BR 02  YFV (NC 002031.1) 426 1316 9,72 30,45 0,9 2,76

*vnro n«e par ealmes s makpcehrsmi t i dos

5. 1-Abh8lise do pequenos RNAs virais do viron

O perfil de peqguenos RNAs e <cobertura
representativos dos sfeogrnaenmm taogsr uvpiardaoiss poebl tai dcc

Balti more do v22mmowsd sadrioglulByjemmodos 0SS potenc

encontrados apresentam um perfil demagi vas
sim®tricos daequashetdis¥lcta-o«roi undos das Aitas
Si metrcicabeddosr a ech2l53 mte das fitasoewvarmdsencé aa
processamento de subst2ralOo sos RNAvVPpelua Quee
per fil de ativa-«o0o da via de si RNA arbovz2r
oriundos apenasothas sfiimdae r deompmearof i | de pequen
ger adiomi | ar ao densegusmquaeaeidkei rRNaesyv awnidaos a
degrada- «o RNmrs esutr as
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