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RESUMO
Os virus identificados em mosquitos sdo subdivididos em dois grupos: os arbovirus, transmitidos a
vertebrados e capazes de realizar replicacdo em ambos os vetores e hospedeiros; e 0s virus
especificos de insetos (ISVs), que apresentam capacidade de replicacdo restrita ao hospedeiro
invertebrado. Os descritos ISVs apresentam capacidade de modular respostas e efeitos contra
arbovirus quando em coinfeccdo nos mosquitos, logo, um melhor entendimento acerca desses ISVs
torna-se essencial para analises de possiveis interferéncias em estudos de arbovirologia. Na ultima
década, o uso de ferramentas da metagenémica na vigilancia de arbovirus tem se mostrado eficiente
na descoberta de arbovirus circulantes e de novos ISVs, devido a sensibilidade e alto rendimento
das técnicas empregadas em Next-Generation Sequencing (NGS). Sendo assim, o objetivo deste
trabalho de dissertacdo foi estabelecer um protocolo para detec¢do de virus (arbovirus e ISVs) em
mosquitos e células (C6/36), de linhagens de laboratério, bem como identificar os ISVs nos
respectivos grupos. Dois métodos foram testados para deteccdo desses virus: por PCR convencional
com o uso de primers degenerados para flavivirus e alfavirus, em amostras de Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti; e sequenciamento em larga escala, realizado tanto em amostras

de mosquitos, quanto em células C6/36. Como resultado, ndo foi possivel detectar ISVs por meio



da técnica de PCR convencional. Por outro lado, a analise de metaviroma por NGS revelou a
presenca dos virus Culex bunyavirus e Wutai mosquito phasivirus em amostras de Cx.
quinquefasciatus; e Culex densovirus em amostras de células C6/36 advindas de culturas de
DENV1, DENV2 e DENV3. Adicionalmente, o genoma de Culex densovirus apresentou cobertura
de 100%, com profundidade de 21.872x. Os resultados obtidos no presente trabalho disponibilizam
um protocolo de metaviroma eficiente na deteccéo de ISVs e arbovirus, reforcando a necessidade

de andlises de metaviroma em mosquitos e células empregados em estudos de arbovirologia.

PALAVRAS-CHAVE: NGS, mosquitos vetores, ISVs, Flaviviridae, Togaviridae e

Parvoviridae



ESTABLISHMENT OF A PROTOCOL FOR METAVIROME ANALYSIS FROM
MOSQUITOES AND CELL CULTURES SAMPLES
por
EVALDO JOAQUIM DE FARIAS FILHO
Sob Orientagdo do Professor Marcelo Henrique Santos Paiva
ABSTRACT
Viruses identified in mosquitoes are subdivided into two groups: arboviruses, transmitted to
vertebrates and able to replicate in both vectors and hosts, and insect-specific viruses (ISVs), which
have replication capacity restricted to the invertebrate host. ISVs have the capacity to modulate
responses and effects against arboviruses when co-infected in mosquitoes, therefore, the
prospection of these ISVs becomes essential for analyzes of possible interferences in arbovirology
studies. In the last decade, the use of metagenomics tools in the surveillance of medically important
arboviruses has been shown to be efficient in the discovery of new ISVs, due to the sensitivity and
high throughput of the techniques employed in next-generation sequencing (NGS). Therefore, the
objective of this work was to establish a protocol for the detection of virus (ISVs and arboviruses)
in mosquitoes and C6/36 cells from laboratory strains, and perform the identification of ISVs in the
respective groups. Two methods for virus detection were tested: by conventional PCR using
degenerate primers for flaviviruses and alphaviruses, using Cx. quinquefasciatus and Ae. aegypti
samples; and next-generation sequencing, in samples of laboratory mosquitoes and C6/36 cells. It
was not possible to detect ISVs using the conventional PCR technique. Metavirome analysis by
NGS reveals three viruses: Culex bunyavirus and Wutai mosquito phasivirus in samples of Cx.

quinquefasciatus. Culex densovirus was detected in three of four supernatant samples from C6/36



cells from DENV1, DENV2 and DENV3 cultures. Culex densovirus had 100% coverage of the
genome with a depth of 21.872x. The results obtained in the present work provide an efficient
metaviroma protocol for the detection of ISVs and arboviruses, reinforcing the need for metaviroma

analyzes in mosquitoes and cells used in arbovirology studies.

KEY WORDS: NGS, vector mosquitoes, ISVs, Flaviviridae, Togaviridae and Parvoviridae
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL
Virus especificos de insetos; classificacdo geral e historico

Os virus identificados em mosquitos sdo subdivididos em dois grupos: aqueles transmitidos a
vertebrados, capazes de realizar replicacdo em ambos os vetores e hospedeiros (arbovirus); e os virus
especificos de insetos (ISVs), os quais infectam e se replicam restritamente em insetos (Franzke et
al. 2018). A descoberta dos ISVs abriu novas perspectivas sobre a extensao da diversidade e evolucao
viral, a influéncia da competéncia vetorial, bem como o potencial uso como agentes de controle
bioldgico, e ainda em novas plataformas de vacinas (Vasilakis & Tesh 2015).

Stollar & Thomas (1975) registraram o primeiro ISV em células de Ae. aegypti. Devido aos
efeitos visiveis nas células, este ISV foi denominado virus agente de fusdo celular (CFAV). Estes
pesquisadores demonstraram que os efeitos observados ndo eram propagados a linhagens de células
de vertebrados, tampouco puderam isolar os virus nestas células, sugerindo especificidade celular
para 0 grupo dos artropodes (Stollar & Thomas, 1975). A descoberta do CFAV desencadeou uma
série de estudos acerca das propriedades, estrutura e classificacdo desse virus (lgarashi et al. 1976;
Westaway et al. 1985). CFAV foi classificado dentro da familia Flaviviridae e caracterizado
molecularmente como virus de RNA de sentido positivo (Cammisa-Parks et al. 1992). O primeiro
ISV isolado em populacgdes selvagens de mosquitos foi relatado em 2003 no Quénia, o virus Kamiti
River (KRV) (Crabtree et al. 2003). Posteriormente, os 1SVs Quang Binh (QBV) e Nakiwogo
(NAKYV) foram isolados em mosquitos Culex tritaeniorhynchus e Mansonia africana nigerrimade,

no Vietnd e Uganda, respectivamente (Crabtree et al. 2009, Cook et al. 2009).



Origem e discussao evolutiva

Os ISVs sdo encontrados em diversas regides do globo. Virus do género Flavivirus sdo
identificados na Italia, Portugal, Espanha, Reino Unido, Republica Tcheca e Grécia (Calzolari et al.
2012, Cerutti et al. 2012, Osorio et al. 2014, Vazquez et al. 2012, Papa et al. 2014); sequéncias
relacionadas ao género flavivirus também foram detectadas em outras regiGes a parte da Europa,
revelando que estes virus sdo amplamente distribuidos (Hoshino et al. 2012, Ochieng et al. 2013,
Pabbaraju et al. 2014, Datta et al. 2015) (GenBank: EF423170-1). Estes virus também foram
identificados em flebotomineos (familia Psychodidae) e dipteros hemat6fagos taxonomicamente
distantes da familia Culicidae, na Argélia (Moureau et al. 2010) e Espanha (Sanchez-Seco et al.
2010; Calzolari et al. 2016). Esses dados asseguram que alguns grupos de ISVs podem ser
amplamente distribuidos e também infectarem diferentes espécies de insetos, levando a
questionamentos cientificos acerca da origem e adaptacdes (Gomez et al. 2022).

Varios grupos de ISVs compartilham semelhancas a nivel filogenético com arbovirus
patogénicos, 0 que sugere processos de evolugdo a partir desses grupos. As hipoteses discutidas sdo
que surgiram adaptacGes que tornaram os ISVs capazes de se replicar em vertebrados ou o inverso,
onde os ISVs perderam a capacidade de replicacdo em vertebrados (Erasmus et al. 2017). Apesar do
conhecimento restrito, as classificacdes filogenéticas incluem os ISVs em grupos de virus infectantes
de aves, mamiferos (roedores, primatas, animais domésticos), outros artropodes e até virus de
plantas. O héabito alimentar dos mosquitos é a principal hipotese para a infeccdo por ISVs, como € o
caso dos virus derivados de plantas, no qual a dieta dos mosquitos com base em seiva de vegetais
possibilita a entrada e possiveis adaptacdes para replicacdo nestes organismos. Também existe a
hipdtese de que ocorreu o inverso, onde virus de mosquitos passam a se replicar outros organismos

(Junglen & Drosten 2013; Bolling et al. 2015; Vasilakis & Tesh 2015; Carvalho & Long 2021).



Principais familias virais que agrupam ISVs

Nos ultimos anos multiplas epidemias foram causadas por arbovirus transmitidos por
artrépodes, resultando em graves problemas de satde publica em todo 0 mundo. (Zanotto & Leite
2018). Com o advento de novas tecnologias e o barateamento das reages, como 0 sequenciamento
em larga escala, bem como o avanc¢o das ferramentas de bioinformatica, foi dado o inicio de uma
nova era de descobertas virais (Bolling et al. 2015). Muitos dos novos virus descobertos
recentemente foram isolados de mosquitos de varios géneros, como Culex, Aedes e Anopheles. Com
isso, descobriu-se que esses ISVs sdo membros de familias virais tradicionalmente associadas a
patégenos arbovirais humanos, incluindo, entre outras, as familias Flaviviridae, Togaviridae e

Bunyaviridae (Roundy et al. 2017), que séo caracterizadas na sequéncia.

Flaviviridae

A familia Flaviviridae é composta por virus de acido ribonucleico (RNA) de fita simples.
Sendo virus envelopados de diametro proximo a 45 nm, com tamanho de aproximadamente 10 kb
de comprimento, que codificam uma ou mais poliproteinas grandes que sdo clivadas pré e pos
traducdo, gerando proteinas virais maduras. As proteinas estruturais do virion sdo: capsideo (c), pre-
membrana (prM) e envelope (E), sendo estas codificadas na extremidade 5' do genoma, enquanto o0s
genes que codificam proteinas nao estruturais (NS) estdo localizados mais abaixo (Westaway et al.
1985; Chambers et al. 1990). Nas recentes revisdes da familia Flaviviridae, quatro géneros sdo
descritos: Pegivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Flavivirus. Nesses grupos sdo incluidos virus de
importancia médica para humanos, virus de importancia veterinaria e virus associados a insetos
(Kpyrnos 2019; Bamford et al. 2022).

Um novo subgrupo dentro do género Flavivirus foi identificado, sendo este restrito a mosquitos

guanto ao ciclo infeccioso (Bamford et al. 2022). Esses virus foram classificados como flavivirus



especificos de insetos (ISFs) e sdo capazes de infectar varios géneros de mosquitos, mas
principalmente Aedes, Culex e Anopheles (Shi et al. 2016, 2018). O isolamento e a caracterizagdo de
ISFs fornecem informacdes essenciais sobre a histdria evolutiva do género Flavivirus (Harrison et
al. 2020). Nos altimos anos, houve um aumento na identificagdo de novos virus “semelhantes a
flavivirus”, sendo a maioria destes identificados em invertebrados, mas que ainda ndo foram
incorporados a taxonomia oficial por apresentarem variagdes na estrutura do genoma, como 0
comprimento variando até 20 kb (Parry & Asgari 2019; Porter et al. 2020; Paraskevopoulou et al.

2021).

Togaviridae

A familia Togaviridae integra dois géneros atualmente, sendo eles: Rubivirus, que agrupa o
virus da rubéola e mantém o ciclo apenas entre hospedeiros humanos, e Alphavirus, que corresponde
a diversos arbovirus transmitidos a humanos por meio de culicideos vetores, além de virus
especificos de insetos, que sdo abundantes neste género (Lefkowitz et al. 2018). Na caracterizacao
estrutural, os alfavirus sdo envelopados e apresentam simetria icosaédrica, sdo virus de RNA de
cadeia simples. Os virions tém 60-70 nm de diametro. O genoma viral é organizado em dois médulos:
dois tercos da extremidade 5' metilada codificam proteinas ndo estruturais (nsPs). A terceira
extremidade 3' poliadenilada codifica as proteinas estruturais (E1, E2, E3 e 6K). As proteinas nao
estruturais tém um papel fundamental durante a transcricdo e replicacdo do RNA viral. O genoma
viral tem comprimento de 10 a 12 kb e localiza-se no capsideo viral produzido pela proteina C
(proteina do capsideo). Ambos os elementos compdem o nucleocapsideo envolto por um envelope
de lipoproteina. Em geral, os classificados da familia Togaviridae tém um ciclo de transmissao
diferente e 23% e 10% de divergéncia de nucleotideos e aminoacidos, respectivamente (Griffin

2007).



Alguns I1SVs sdo agrupados na familia Togaviridae, especificamente no género Alphavirus.
Dentre eles: Agua Salud Alphavirus (ASALV) encontrado em mosquitos da espécie Culex
declarator (Hermanns et al. 2020); Alfavirus Tai Forest (TALV) encontrado em Culex decens
(Hermanns et al. 2017); alfavirus Mwinilunga (MWAYV), em Culex quiquefasciatus (Torii et al.
2018) e Eilat virus (EILV), encontrado em amostras de Anopheles coustani, sendo esse um dos

primeiros classificados do género Alphavirus descrito como ISV (Nasar et al. 2012; 2015).

Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae compreende a maior familia de virus de acido ribonucleico (RNA),
com cerca de 350 membros distinguiveis sorologicamente catalogados (King et al. 2012). Os virus
classificados nesta familia sdo de RNA de cadeia simples, sentido negativo, envelopados e com
genoma segmentado tripartido, que utiliza estratégias de replicacdo de sentido negativo ou
ambisenso. S&o organizados estruturalmente em trés segmentos de RNA (segmentos S, M e L). O
segmento S codifica a proteina do nucleocapsideo (N); o segmento M codifica as duas
glicoproteinas (Gn e Gc) e o segmento L codifica a RdRp (RNA dependente de polimerase)
(Hobson-Peters et al. 2016; Ribeiro et al. 2019).

Cinco géneros compdem a familia Bunyaviridae: Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus,
Phlebovirus e Tospovirus, com base em caracteristicas estruturais e antigénicas. Os Tospovirus sao
caracterizados por infectar plantas, enquanto os quatro demais géneros agrupam agentes infectantes
de vertebrados. No género Hantavirus, o meio de transmissao ocorre por roedores, enquanto todos
0s bunyavirus sdo transmitidos por artrépodes vetores, como mosquitos, carrapatos e flebotomineos
(Hobson-Peters et al. 2016; Marklewitz et al. 2013, 2015). Dentro da ampla familia Bunyaviridae,

estdo varios patdgenos emergentes/reemergentes de interesse clinico e veterinario, incluindo, entre



outros, o virus da febre do Rift Valley (RVFV), o virus da febre hemorragica da Crimeia-Congo

(CCHFV) e os hantavirus hemorragicos (Roundy et al. 2017).

Parvoviridae

A familia Parvoviridae agrupa virus encontrados nos principais clados de vertebrados e
invertebrados (Cotmore et al. 2014). S&o virus compostos por acido desoxirribonucleico (DNA),
linear, de fita simples (ssDNA), variando de 4 a 6 kilobases (kb), apresentam tamanho pequeno, de
23-28 nm, formatacdo icosaédrica e sem envelope viral. Esses virus se compdem de duas regides
codificantes principais que determinam a expressdo de proteinas nao estruturais (NS) e estruturais
(VP), a maior é chamada proteina ndo estrutural 1, ou NS1, porta um dominio da superfamilia
helicase altamente conservado com helicase e atividade ATPase (Cotmore et al. 2019).

Essa classificacdo viral passou por um desmembramento das subfamilias Densovirinae
(infectantes de invertebrados) e Parvovirinae (infectantes de vertebrados) em 2020, ap6s uma revisao
taxonémica, que considerou critérios filogenéticos e valores de similaridade de sequéncias de
aminoéacidos calculados a partir de comparacdes das sequéncias da proteina NS1 ou de seu dominio
de helicase (Pénzes et al. 2020). O aparecimento de novos classificados associado a diferencas
estruturais e genéticas leva a uma nova subdivisdo do grupo em duas subfamilias: Densovirinae e
Brevihamaparvovirus, sendo os ISVs agrupados nesta ultima subdivisdo (Pénzes et al. 2020).
Diversos virus isolados de linhagens celulares de mosquitos foram classificados em
Brevihamaparvovirus (Afanasiev et al. 1991; Ren et al. 2008), bem como virus identificados em
mosquitos selvagens, dentre as diferentes espécies de Aedes e Culex da Asia (Kittayapong et al.
2001), Américas (Sadeghi et al. 2018), Europa (Silva et al. 2019) e Africa (Morais et al. 2020). Tais

dados sugerem uma ampla distribuicdo desses classificados (Morais et al. 2022).



Mecanismos de transmissao e fisiologia da infec¢éo por ISVs

Os virus que infectam mosquitos, sejam arbovirus ou ISVs, sdo grupos mantidos na natureza
por dois mecanismos citados no meio cientifico, sendo eles: transmissdo horizontal, envolvendo
mosquitos vetores e vertebrados. Neste tipo de transmissdo a alimentacdo € uma andlise
indispensavel na determinagdo do viroma (Lambrechts & Scott 2009; Fragkoudis et al. 2009). Outro
formato comum ¢é a transmissao vertical, onde a fémea infectada transmite os virus para sua prole,
tal processo sustenta 0 mantimento subsequente (Duggal et al. 2019). Neste caso, ocorrem duas
formas de transmissdo para a prole: a transmissdo transovariana, onde os virus infectam os tecidos
germinativos dos mosquitos fémeas e, por consequéncia, infectam os ovos; e 0 método transovular,
pelo qual os ovos sdo diretamente infectados pelos virus na passagem pelo oviduto (Duggal et al.
2019, Rosen 1988). Diferentes estudos detectaram ISVs em formas imaturas (ovos e larvas) de
mosquitos que ndo entraram em contato com repasto sanguineo, ou ndo tiveram qualquer interacao
inseto-inseto, assegurando a transmissao vertical (Ye et al. 2020, Agboli et al. 2019).

A via de transmissao venérea também é mencionada por Agarwal e colaboradores (2017) na
transmissdo de ISVs. A deteccdo de virus especificos de insetos em mosquitos machos e fémeas
sugere 0 modo de transmissdo vertical, mas também pode indicar a transmissao venérea, que € a
transmissdo do virus de um mosquito macho infectado para uma fémea durante o processo de copula
(Heinig-Hartberger et al. 2023). Estudos mostraram que este tipo de transmissao pode ocorrer como
um dos mecanismos de mantimento dos ISVs, mesmo representando um papel menor em
comparagdo com a transmissao vertical (Bolling et al. 2012; Saiyasombat et al. 2011).

Nos mecanismos de infeccdo horizontal, os virus passam por vias de defesa do inseto. Assim
como todo organismo, 0s insetos apresentam em seu complexo fisioldgico, um sistema de defesa
contra qualquer corpo ndo integrado considerado patdgeno. Na infeccdo viral, os mosquitos

dependem do RNA de interferéncia (RNAI) como sua defesa primaria, onde ocorre a seguinte



mecanismo: O RNA de cadeia dupla intracelular (dsRNA) é clivado em pequenas moléculas efetoras
de RNA (sRNA) direcionando o silenciamento de sequéncias de RNA complementares. Multiplas
vias, incluindo small interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA) e PIWI-interacting RNA
(piRNA), contribuem para este processo (Keene et al. 2004; Brackney, Beane & Ebel 2009; Sanchez-
Vargas et al. 2009). Basicamente quando essa via € ativada ocorre a degradacdo do RNA viral,
inibindo a replicagdo dessas particulas (Lee et al. 2019).

Os mecanismos que tornam esses virus especificos na infecgdo de insetos relacionam-se aos
estagios do ciclo de infec¢do celular de vertebrados, por meio de respostas antivirais. Uma outra
condicdo discutida acerca dos mecanismos de transmissao de ISVs para vertebrados é a temperatura
diferenciada entre os vertebrados e os invertebrados, especificamente os mosquitos (Harrison et al.
2020). Uma proteina antiviral, denominada dedo de zinco (ZFP), ocorre em células de vertebrados
se ligando a dinucleotideos CG no RNA viral para limitar a replicacéo do virus (Gao, Guo & Goff
2002). Estudos recentes langam insights sobre a porcao desses dinucleotideos CG em genomas de
ISVs ser mais abundante em comparacdo aos arbovirus (Blitvich & Firth 2015), logo, Colmant e
colaboradores (2021) investigaram a supressao da via, obtendo respostas que indicam que a proteina
ZFP de vertebrados desempenha uma barreira importante na protecdo celular contra infec¢do por

ISVs (Colmant et al. 2021).

Competéncia vetorial e interacdo ISVs-arbovirus / ISVs-inseto

Diversos estudos tém sido conduzidos para a descoberta de novos virus e principalmente para
a compreensdo do papel dos ISVs a nivel fisiolégico, no que diz respeito a interacdo entre a particula
viral e 0 hospedeiro (Cansado-Utrilla et al. 2021; Gao et al. 2020). A especificidade celular, bem
como a capacidade de ativagdo do sistema imune inato de alguns virus, pode modular os efeitos de

replicacdo para arbovirus patogénicos, seja favorecendo ou inibindo o crescimento do mesmo no



hospedeiro. Esses efeitos sdo promissores em diversas areas, como o controle bioldgico de mosquitos
com o uso destes ISVs, bloqueio de infeccBes por arbovirus e até o desenvolvimento de vacinas com
a utilizacéo de ISVs (Patterson et al. 2020).

Um estudo desenvolvido por Olmo e colaboradores (2023), mostrou que mosquitos selvagens
da espécie Ae. aegypti quando infectados pelos virus: Phasi Charoen-like (PCLV) e Humaita
Tubiacanga virus (HTV) tém um aumento de 200% nas chances de estarem também infectados por
DENV. O estudo também mostrou que a presenca desses ISVs aumenta a capacidade de transmitir
os arbovirus DENV e ZIKV para o hospedeiro vertebrado, utilizando camundongos como modelo
de infeccdo (Olmo et al. 2023).

Kenney e colaboradores (2014) revelaram em seus estudos que a infecgdo de células de
mosquito por um ISV, Nhumirim (NHUV) resulta na reducéo significativa da produgéo viral de trés
distintos virus: o virus do Nilo Ocidental (WNV), Virus da encefalite de St. Louis (SLEV) e virus
da encefalite japonesa. Esse efeito se mostra mais eficiente em estados de coinfec¢do do NHUV com
WNV e SLEV, reduzindo o pico da infeccdo em mais de um milhdo de vezes e 10.000 vezes,
respectivamente (Kenney et al. 2014).

O ISV Culex Flavivirus (CxFV) apresenta efeitos na competéncia vetorial para o virus do Nilo
Ocidental (WNV), segundo um estudo realizado em 2012, por Bolling e colaboradores. Nos
experimentos de competéncia vetorial ocorre uma supressdo na replicacdo do WNV nos casos de
infeccdo de CxFV em Cx. pipiens. O estudo também revela a disseminacao tardia de superinfeccédo
do arbovirus WNV, sugerindo que o CxFV afeta a intensidade da transmissao enzoética do WNV
(Bolling et al. 2012).

Schultz e colaboradores (2018) revelam que o virus Phasi Charoen-like (PCLV) estava
presente em linhagens de células de Ae. aegypti infectadas com ZIKV. O mesmo ISV ndo infectava

linhagens de células de Ae. albopictus. Em estudos anteriores do grupo, foi observado que o virus



Zika ndo infectava as linhagens de células Ae. aegypti, sugerindo que o PCLV interfere no
crescimento do ZIKV nesta linhagem. Esses dados asseguram que a infecgéo por ISVs em linhagens

de células pode modular os efeitos de infeccéo e/ou crescimento de arbovirus (Schultz et al. 2018).

Perspectivas: vacinas e métodos de controle por ISVs

Os ISVs e respectivas descobertas apresentam mecanismos promissores no meio cientifico
atualmente. Estudos sobre controle bioldgico de arbovirus, controle de vetores, vacinas e
desenvolvimento de plataformas de diagnostico sdo desempenhados frequentemente como busca de
inovacdo nesse importante campo (Carvalho et al. 2021). Segundo a Organizacdo mundial de Saude
(OMS), a vacinacdo é a profilaxia de melhor eficacia e seguranca contra doengas infecciosas (WHO
2023). Poucas arboviroses possuem vacinas com efeito validado atualmente, a vacina contra febre
amarela e a vacina contra DENV sdo as Unicas registradas, sendo a vacina de dengue considerada
invidvel para alguns sorotipos e ndo tdo estendida aos programas de satde, vacinas contra CHIKV e
ZIKV também se mostram promissoras, mas ainda estdo em fases de teste (Carvalho et al. 2021).

Como descrito neste capitulo, os ISVs infectam naturalmente mosquitos e flebotomineos,
utilizando-se de suas células para replicar-se, mas sdo incapazes de se replicar em vertebrados e suas
células (Vasilakis & Tesh 2015; Bolling et al. 2015). Com base na semelhanca entre alguns ISVs e
arbovirus foram propostas vacinas usando ISVs, por meio de tecnologias de recombinacdo gerando
quimeras. Esse mecanismo consiste basicamente na recombinacdo entre proteinas estruturais de
arbovirus e ISVs, trazendo ao vertebrado a ativacdo da imunidade sem que haja replicacdo do virus
no organismo (Hobson-Peters, et al. 2019). Essa estratégia € mais segura em comparagdo com
vacinas atenuadas que exibem risco de infecgdo em casos de inativacdo parcial dos arbovirus

empregados. Além disso, quando comparadas com vacinas inativadas, essas construcdes ndo
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precisam de inativacdo quimica ou fisica, 0 que muitas vezes diminui ou mesmo anula a
imunogenicidade e antigenicidade ao virus selvagem (Erasmus et al. 2017).

O ISV Eilat (EILV) (Togaviridae, Alphavirus) foi usado como plataforma na producdo de uma
vacina contra CHIKV. O virus quimérico teve replicagdo bem-sucedida, semelhante ao CHIKV, nos
estagios iniciais (fixacdo e entrada para entrega de RNA viral) em células de vertebrados, contudo
foi defeituoso na replicagdo produtiva. A respectiva vacina foi inoculada em animais de laboratorio
(roedores) e ndo houve deteccdo dos virus, 0 que mostra a auséncia de replicagdo da quimera. Esta
vacina quimérica EILV/CHIKYV resultou em imunogenicidade rapida, robusta e duravel. De acordo
com os resultados, uma Unica dose da vacina foi eficaz em dois modelos de camundongos diferentes
e um modelo de NHP gerando rapidamente anticorpos (dentro de 4 dias) e com duracdo de mais de
290 dias (Erasmus et al. 2017). Apds a proposta, a vacina EILV/CHIKYV foi novamente testada por
outro grupo, se mostrando novamente como forte indutor da imunidade inata e adaptativa em
camundongos, sendo caracterizada também como de baixo custo para producdo (Adam et al. 2021).

Patdgenos do género Flavivirus, DENV, virus da febre amarela (YFV), ZIKV, WNV e JEV
foram combinados com um ISV descoberto recentemente: virus Binjari (BINJV). Os genes das
proteinas preM e E foram trocados por genes de cada um dos arbovirus mencionados usando uma
metodologia modificada de Reacdo de Extensdo da Polimerase Circular (CPER) e foram
confirmados como semelhantes aos arbovirus parentais quanto a estrutura e caracteres imunolégicos.
Essas construces se replicaram bem nas células de mosquito, e apresentaram defeitos de replicacédo
em células de vertebrados, como esperado. A respectiva vacina denominada BINJV/ZIKV-prME,
foi inoculada em camundongos IFNAR -/- com dose Unica de 2 ou 20 ug, gerando uma resposta
imune significativa caracterizada pela producéo de 1gG1 e 1gG2c especificos para ZIKV, 1gG total

e anticorpos neutralizantes (Hobson-Peters et al. 2019; Vet et al. 2020).
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O uso dessa metodologia com a vacina experimental BINJV/WNVKUN-prME (contra a cepa
Kunjin do virus do oeste do Nilo (WNV) foi liberada pelas autoridades australianas para aplicacdo
restrita a animais que vivem ao ar livre em fazendas, sob condi¢cbes minimas de biocontenc&o,

objetivando o impedimento de infecges por WNV (Hobson-Peters et al. 2019).

Estudos de metaviroma e o impacto na descoberta de novos ISVs

Nem todos os virus causam efeitos citopaticos visiveis, e a metagenémica possibilitou a
identificacdo destes. A vigilancia dos perfis de viroma na identificacdo de arbovirus, além de
importante na prevencdo e controle desses agentes, traz uma gama de resultados e descobertas de
novos virus desconhecidos, devido a sensibilidade e alto rendimento das técnicas empregadas no
sequenciamento em larga escala. Nas técnicas tradicionais de detec¢do viral eram realizadas a
triagem a nivel de familia ou género dos virus detectados, ocorrendo um baixo rendimento na
identificacdo e classificacdo destes virus (He et al. 2021). Os primeiros ISVs eram classificados em
flavivirus especificos de insetos (ISFs), pois eram restritos a identificacGes deste género (Crabtree et
al. 2003). As principais técnicas utilizadas na identificacdo destes virus eram por RT-PCR
convencional, utilizando primers universais de flavivirus, seguido de sequenciamento de primeira
geracdo (Método de Sanger) (Blitvich et al. 2009).

Nos ultimos dez anos uma serie de estudos de metaviroma foram incluidos no meio cientifico,
trazendo uma ampla caracterizagdo de novos agentes, além de um crescimento nas entradas de novos
genomas Vvirais associados a insetos no GenBank (de Almeida et al. 2021). Em um uUnico estudo
realizado na regido de Shaanxi-Gansu-Ningxia, na China, em 2019, foram caracterizadas a
abundéancia e diversidade viral do género Culex, Anopheles e Aedes: 116 classificagdes virais foram
identificadas em 31 familias virais, incluindo Flaviviridae, Togaviridae, Phasmaviridae,

Phenuiviridae, e alguns virus ainda nao descritos (He et al. 2021).
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Outro estudo de metaviroma conduzido em 2022 na regido de Medellin, na Colombia, foram
identificados em Ae. aegypti pelo menos 17 classificacfes virais, sendo 16 destes virus especificos
de insetos. O virus da dengue 3 foi detectado em uma amostra e foi o Unico virus patogénico
detectado. Jd em Ae. albopictus, foram detectados 11 ISVs e um virus de planta. Estes dados mostram
que a composicao do viroma parece ser especifica da espécie. O estudo sugere, ainda, que 0s viromas
sdo temporariamente estaveis, j& que maioria dos virus associados a ambas as espécies foi detectada
em diferentes periodos de amostragem (Calle-Tobon et al. 2022).

No Brasil, Lara Pinto e colaboradores, 2017, analisaram o viroma de glandulas salivares de
culicideos de diferentes espécies, revelando a presenca de sete virus especificos de insetos, seis dos
quais representam novas espécies Rhabdoviridae (virus Lobeira), Chuviridae (virus Cumbaru e
Croada), Totiviridae (virus Murici) e Partitiviridae (virus Araticum e Angico). Além disso, dois pools
de mosquitos apresentaram sequéncias do virus Kaiowa, que ja haviam sido relatadas no Pantanal
Sul do Brasil (Lara Pinto et al. 2017).

A prospec¢do de virus em insetos e células modelo torna-se indispensavel em estudos de
virologia, sabendo-se atualmente os efeitos dos ISVs em interacdo com arbovirus, que podem
interferir e modular respostas ndo-alvo (Nouri et al. 2018). De acordo com o0s estudos aqui
apresentados, as analises de metaviroma mostram-se altamente sensiveis nesse objetivo. Poucos
protocolos sdo descritos no meio cientifico para tais fins (Bolling et al. 2015, Moonen et al. 2023),
havendo entdo a necessidade de implementacdo e estabelecimento de protocolos eficientes na

deteccdo de ISVs.
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RESUMO - Virus especificos de insetos (ISVs) é uma classificacdo restrita a virus que infectam
apenas artropodes, distintos dos arbovirus, que infectam também hospedeiros vertebrados,
causando infeccBes em Varios niveis, como o virus da dengue, responsavel por um grande nimero
de mortes em humanos. A vigilancia de arboviroses é uma necessidade mundial de satde publica e
impde o uso de ferramentas altamente eficientes para detec¢do e caracterizacdo desses virus. Os
avancos no uso da metagendmica, nesse campo, possibilita a identificacdo de novos virus, incluindo
os ISVs. Em culicideos, os ISVs apresentam diversas respostas quando em coinfeccdo com
arbovirus, seja aumentando ou reduzindo os niveis de infeccdo destes agentes. O uso de culicideos
e células C6/36 é comum em estudos de arbovirologia, mas pouco se explora o viroma integrado a
estas linhagens e seus efeitos. Neste estudo foi testado um protocolo de PCR convencional,
utilizando primers degenerados para genes conservados em Flavivirus e Alphavirus, a fim de
identificar 1ISVs destes géneros. No respectivo trabalho também foi estabelecido um protocolo de
metaviroma por Next-Generation Sequencing (NGS), para analise do viroma de Aedes aegypti,
Culex quinguefasciatus e células C6/36 de laboratério. Como resultados, foram sequenciados 0s
genomas total e parcial de trés ISVs: Wutai mosquito phasivirus, Culex bunyavirus e Culex
densovirus em amostras de Cx. quinquefasciatus e células C6/36. Estes dados demonstram a
eficiéncia de um protocolo de metaviroma para deteccdo de ISVs e reforcam a importancia de

realizar este tipo de prospeccdo em mosquitos e células utilizados em estudos de arbovirologia.

PALAVRAS-CHAVE: NGS, mosquitos vetores, ISVs, Culex bunyavirus, Wutai mosquito

phasivirus e Culex densovirus.
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ESTABLISHMENT OF A PROTOCOL FOR METAVIROME ANALYSIS FROM

MOSQUITOES AND CELL CULTURES SAMPLES

ABSTRACT - Insect-specific viruses (ISVs) is a classification restricted to viruses that infect only
arthropods, distinct from arboviruses, which also infect vertebrate hosts, causing infections at
various levels, such as the DENV, responsible for a large number of deaths in humans. Surveillance
of arboviruses is a global public health need and requires the use of highly efficient tools for
detection and characterization of these viruses. Advances in the use of metagenomic analysis enable
the identification of new viruses, including ISVs, in the field of entomology. In the Culicidae family,
ISVs induce different responses when co-infected with arboviruses: increasing or reducing the
levels of infection of these agents. The use of mosquitoes and C6/36 cells is common in
arbovirology studies, but little is explored about the virome integrated into these lineages, and their
effects. In this study, a conventional PCR protocol was tested, using degenerate primers referring
to conserved genes in Flavivirus and Alphavirus, in order to identify ISVs of the respective genera.
A metavirome protocol by Next-Generation Sequencing (NGS) was established for laboratory
strains of Aedes aegypti, Culex quinguefasciatus and C6/36 cells. The total and partial genomes of
three already classified ISVs were obtained: Wutai mosquito phasivirus, Culex bunyavirus and
Culex densovirus in samples of Cx. quinquefasciatus and C6/36 cells. These results reveal the
efficiency of a metavirome protocol for detecting 1ISVs in mosquitoes and cell lines and reinforce

the importance of performing this prospecting in mosquitoes and cells used in arbovirology studies.

KEY WORDS: NGS, vector mosquitoes, ISVs, Culex bunyavirus, Wutai mosquito phasivirus and
Culex densovirus.
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Introducgéo

Virus especificos de insetos (ISVs) é uma classificacdo referente aos virus que apresentam
restricdo no ciclo de replicacdo, sendo estes dependentes do hospedeiro inseto/invertebrado (Bolling
et al. 2015). Estes ISVs diferem dos arbovirus, que infectam insetos (vetores) e humanos, pois ndo
causam doencas e ndo impactam a saude publica global (Achee et al. 2019). Os ISVs estdo agrupados
em diversas familias que também incluem arbovirus com potencial patogénico para hospedeiros
humanos, como Flaviviridae e Togaviridae, que incluem os virus da dengue e chikungunya,
respectivamente (Ohlund, Lundén & Blomstrom 2019). O tropismo estrito torna os ISVs incapazes
de se replicar em células de vertebrados, tal restricdo faz com que este grupo ndo possua um ciclo
viral comum de mantimento na natureza, diferindo dos arbovirus, que se mantém principalmente
pela transmisséo vetor-hospedeiro na hematofagia (Weaver & Barrett 2004). Torna-se claro que o
principal meio de manutencdo dos ISVs é por transmissdo vertical, por via transovariana de
mosquitos fémeas infectadas para sua prole. Isso € corroborado por estudos de laboratério e de
campo, onde os descendentes de mosquitos fémeas testaram positivo para ISVs, incluindo formas
imaturas, como ovos e larvas ainda sem contato com alimentacdo (Saiyasombat et al. 2011, Bolling
et al. 2011, Auguste et al. 2015, Coatsworth et al. 2021).

Uma série de evidencias tém revelado os mecanismos fisiologicos nas infec¢bes por ISVs e
varios experimentos demonstraram que alguns destes ISVs podem modular a replicacdo de certos
arbovirus em linhagens de células e mosquitos (Gao et al. 2020, Cansado-Utrilla et al. 2021). Um
estudo desenvolvido por Olomo et al. (2023), mostra que mosquitos de campo da espécie Ae. aegypti
guando infectados pelos virus: Phasi Charoen-like (PCLV) e Humaita Tubiacanga virus (HTV) tem
um aumento de 200% nas chances de estarem também infectados por DENV. O estudo também

mostra que a presenca desses virus aumenta a capacidade de transmitir os arbovirus DENV e ZIKV
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para o hospedeiro vertebrado, utilizando camundongos como modelo de infeccdo (Olomo et al.
2023).

Em estudos de arbovirologia € comum o uso de células C6/36 (uma linhagem de células de Ae.
albopictus) devido ao nimero limitado de linhagens de células de insetos testadas em estudos de
interacOes virus/vetor. (Brackney et al. 2010). Em um estudo realizado por Schultz et al. (2018), foi
revelado que o virus Phasi Charoen-like (PCLV) estava presente em linhagens de células de Ae.
aegypti infectadas com ZIKV. O mesmo ISV n&o infectava linhagens de células de Ae. albopictus.
Em estudos anteriores do grupo, foi observado que o virus Zika ndo infectava as linhagens de células
Ae. aegypti, sugerindo que o PCLV interfere no crescimento do ZIKV nesta linhagem. Esses dados
asseguram que a infeccdo por ISVs em linhagens de células pode modular os efeitos de infeccéo e/ou
crescimento de arbovirus (Schultz et al. 2018).

Uma série de estudos de metaviroma foram publicados no meio cientifico nos Gltimos anos,
com uma ampla caracterizagcdo de novos agentes, resultando em um crescimento nas entradas de
novos genomas Vvirais associados a insetos no GenBank (de Almeida et al. 2021). Estas descobertas
sdo possiveis devido a sensibilidade e alto rendimento das técnicas empregadas no sequenciamento
em larga escala (He et al. 2021). Em um estudo conduzido em 2022 na regido de Medellin, na
Colombia, foi identificado pelo menos 17 classificacOes virais em Ae. aegypti, sendo 16 destes, virus
especificos de insetos. Em amostras de Ae. albopictus, foram detectados 11 ISVs. Estas evidencias
mostram que a composicdo do viroma é especifica da espécie (Calle-Tobon et al. 2022). Ferramentas
de alto rendimento apresentam custo elevado para caracteriza¢do do viroma, mas ainda assim devem
ser aprimoradas para estes estudos, considerando que muitos desses ISVs ndo causam efeitos
citopaticos visiveis em células e mosquitos, através da metagenémica é possivel a identificacdo dos

mesmos (Fujita et al. 2018).
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Tendo em vista as hipoteses de que os ISVs sdo mantidos em populagdes de mosquitos por
transmissao vertical, e que linhagens de células C6/36 também agregam ISVs, impbem-se as
necessidades de identificacdo e caracterizacdo dos ISVs que compbem linhagens de células e
mosquitos de laboratorio, a fim de trazer respostas ainda mais claras em estudos de arbovirologia
utilizando esses organismos. Logo, o respectivo trabalho objetivou o estabelecimento de um
protocolo de metaviroma eficiente para deteccdo de ISVs e arbovirus, bem como a caracterizagéo do
viroma de culicideos e linhagens de células C6/36 estabelecidos em laboratorio, além de realizar

uma anélise filogenética com os respectivos achados.

Material e Métodos
O respectivo trabalho foi conduzido em diferentes etapas utilizando mosquitos advindos de
linhagens mantidas em laboratério (RecLab e CqSLab), mosquitos coletados em campo e linhagens
de células C6/36 (Ae. albopictus). Os mosquitos de campo foram coletados na Regido
Metropolitana do Recife-PE, em quatro regides: Olinda, Jaboatdo dos Guararapes, Recife e Paulista,

no ano de 2017.

Mosquitos Advindos de linhagens de Laboratdrio. As linhagens de Ae. aegypti (RecLab) e Cx.
quinguefasciatus (CgSLab) foram estabelecidas no Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) — FIOCRUZ-
PE nos anos de 1996 e 2011, respectivamente. S8o insetos advindos dos municipios de Ipojuca,
Olinda e Jaboatdo (Regido Metropolitana do Recife). Estas sdo mantidas no insetario do
Departamento de Entomologia, 1AM, sob condi¢Oes de temperatura especificas (26°C + 1°C),
umidade relativa do ar (70£20%) e fotoperiodo 14:10 h (C/E). As formas imaturas das duas espécies
sdo mantidas em recipientes plasticos retangulares (cubas), contendo agua potavel e sdo alimentadas

com ragéo para gatos (Friskies®), administrada a cada dois dias. Os adultos sdo mantidos em gaiolas
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com dimensdes de 40 x 30 x 30 cm, feitas em tela e aluminio, alimentados diariamente em solucgéo
estéril de sacarose a 10%. A alimentacdo sanguinea para fémeas das duas espécies € ofertada

semanalmente, durante 45 a 60 minutos, utilizando sangue de coelho desfibrinado (Costa 2021).

Coletas da Amostragem de Campo. As amostras de campo foram coletadas no ano de 2017 pelo
grupo de estudos do departamento de Entomologia do 1AM, nas regides de Olinda, Jaboatdo dos
Guararapes, Recife e Paulista (Regido Metropolitana do Recife, PE, Brasil). Estas coletas foram
realizadas através de aspiradores costais elétricos, em seguida os mosquitos coletados foram triados
por espécie, sexo e estado alimentar. Para este trabalho foram utilizadas fémeas da espécie Cx.

quinquefasciatus, sem ingurgitacdo visivel, armazenados a -80 °C até o processamento.

Cultura de Células C6/36. As células de Aedes albopictus utilizadas neste trabalho foram
empregadas em estudos de arbovirologia no Departamento de Entomologia do IAM, com isolamento

viral para DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. Também foram utilizadas células sem infeccéo.

DETECCAO DE I1SVs POR PCR CONVENCIONAL
Nesta etapa foi realizada uma metodologia para deteccdo de virus por nested-RT-PCR
utilizando primers degenerados referentes a sequéncias génicas conservadas em grupos virais [NS5

para Flavivirus, Vasquez et al. (2012) e nsP4 para Alphavirus, Sanchez-Seco et al. (2001)].

Preparacdo de Inoculo para Extracdo do RNA. Foram processados 250 mosquitos fémeas da

linhagem RecLab, e 150 fémeas da linhagem CgSLab. Os mosquitos foram divididos em pools de

100 e 50 individuos (tabela 1), estes foram entdo acondicionados em microtubos de 1,7 mL, foi
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incluido 500 pl de H20 (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water), em seguida os pools

foram macerados utilizando pistilos autoclavados.

Extracdo do RNA total, Tratamento por Nuclease e Quantificacdo. Foi feita a extracdo do RNA
total por TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) seguindo o protocolo padrdo, utilizou-se 100 pl
de sobrenadante do homogenato pds centrifuga. Foi feito o tratamento das amostras de RNA
utilizando TURBO™ DNase, para remog¢ao de contaminantes de DNA, nas seguintes condicdes:
para cada tubo contendo 30 pl de RNA foi adicionado 1 pl de DNase TURBO e 3 ul de tampdo 10x
e incubado a 37°C por 30 minutos, ao retirar do banho maria as amostras foram colocadas no gelo,
seguido de adi¢do de 4,5 ul de EDTA e ultima incubacgdo a 75°C por 10 minutos. Por fim, os tubos
contendo as amostras foram incluidos no gelo seguido do armazenamento a -80°C. Por fim 0 RNA
total foi quantificado, utilizando NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), os

resultados foram analisados para os picos de 260 /280, e quantificacdo do acido nucleico em ng.

PCR - One Step Synthesis. O RNA obtido na extracdo passou por uma diluicdo seriada (10, 100,
1.000, 10.000x), utilizou-se 3 pl de cada amostra e 27 ul de H2O nesta etapa. Foram feitas duas
reacOes para amplificacdo de cada gene especifico utilizando os primers degenerados conforme
identificados na tabela 2. Para amplificacdo do gene nsP4 (Alphavirus), foi feito um mix contendo:
7,36 pl de agua; 25 pl de PCR Master Mix (Promega); 2,0 pl do Primer nsP4+1 (10U/ul); 2,0 ul do
Primer nsP4-1 (10U/ul); 0,5 ul de DTT (1M); 8,0 ul de RNAse OUT (1U/ul); 0,14 pl de AMV
(15U/ul): 5,0 ul do RNA extraido na etapa anterior, totalizando 50 pl. As amostras foram entéo
acondicionadas em termociclador nas seguintes condic¢des: 48°C por 45 minutos; 94°C por 2 min
para construcdo do cDNA, seguido de 40 ciclos nas condigdes de: 94°C por 30 segundos, 52°C por

1 min. 68°C por 30 s. e 68°C por 5 min. para amplificagdo dos fragmentos. Para a nested-PCR foi
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feito um mix contendo: 13,5 pl de H20; 25,00 pl de PCR Master Mix (Promega); 4,0 ul do Primer
nsP4+2 (10U/ul); 4,0 pl do Primer nsP4-2 (10U/ul); 2,5 pl de MgClz e 1,0 pl do RNA produto da
primeira reacdo, foi entdo submetido as seguintes condi¢fes: 94°C por 2 minutos para desnaturagéo
seguido de 40 ciclos de: 94°C por 30 segundos; 52°C por 1 min; 72°C por 15s e 72°C por 5 min. Para
amplificagdo do gene NS5 de Flavivirus, na primeira reagéo foi feito um mix contendo: 8,36 pl de
H20; 25,00 pl de PCR Master Mix (Promega); 3,0 ul do Primer NS5F1 (10U/pul); 3,0 pl do Primer
NS5R1 (10U/ul); 0,5 pl do DTT (1M); 8,0 pl de RNAse OUT (1U/ul); 0,14 ul de AMV (15U/pl);
2,0 ul de RNA extraido, nas condi¢des de 50°C por 45 min; 95°C por 15 min. para a construgdo do
cDNA, seguido de 40 ciclos de: 94°C por 1 min 50°C por 4 min; 72°C por 1 min e 72°C por 10 min.
Na nested-PCR do segundo par de primers (NS5) foi feito um mix contendo 10,5 pl de H20; 25,00
pl de PCR Master Mix (Promega); 6,0 pl do Primer NS5F2 (10U/ul); 6,0 pl do Primer NS5R2
(2ou/ul); 1,5 pl de MgCl2; 1,0 ul do cDNA produto da primeira reagdo nas seguintes condicdes:

94°C por 5 min; 40 ciclos: 94°C por 1 min; 50°C por 3 min; 72°C por 1 min; 72°C por 10 min.

Eletroforese. As analises dos produtos de amplificacdo por PCR foram conduzidas para visualizagédo
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio. Foi utilizado um marcador 1

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™), para comparacao do tamanho dos fragmentos obtidos.

METAVIROMA
Estabelecimento de um Protocolo para Identificacdo de ISVs
Para o sequenciamento do viroma de mosquitos e linhagens de células de laboratério foram

conduzidos dois ensaios com diferentes amostras (tabela 3 e 4).
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Maceracdo de Amostras e Tratamento Prévio com DNase. Para a preparacdo das amostras, 0s
mosquitos foram divididos em pools de 50 fémeas ou 300 pl do sobrenadante de células C6/36. Os
mosquitos foram suspensos em 600 I de PBS e macerados com pistilo elétrico por 30 segundos (6
vezes X 5 segundos), 0 homogenato resultante foi acondicionado em gelo seco por 5 minutos e depois
descongelado em temperatura ambiente, seguindo dois ciclos de congelamento e descongelamento,
processo essencial para lise celular inicial. Foi feita uma etapa de centrifuga com o homogenato a
12.000 rpm por 5 min. O sobrenadante do homogenato e o sobrenadante das amostras de celulas
contendo RNA viral foi entdo coletado com uma seringa de 1mL estéril e filtrado em filtro de seringa
estéril de 0,45 um para remocao dos detritos celulares. Para prosseguir com o tratamento de nuclease,
foi transferido 400 ul do filtrado para um novo tubo eppendorf de 1,5 pl, onde foram adicionados 14
pl de TURBO™ DNase (Ambion™) ¢ 40 ul de tampédo 10x Turbo, o filtrado foi entdo incubado a

37 °C por 10 minutos, seguido da adi¢do de EDTA e nova incubagdo a 65°C por 10 minutos.

Isolamento do RNA Viral. Para o isolamento do RNA viral, foi utilizado o MagMAX™ Viral RNA
Isolation Kit, seguindo o protocolo padrdo: Para lise celular, foi preparada a solucéo de lise, contendo
400 pl de Lysis/Binding Soln, concentrate, 2 pl de Carrier RNA e 400 pl de Isopropanol 100%. Para
cada 400 pl de amostra foram adicionados 802 pl de solucéo de lise, seguido de homogeneizacdo em
vortex por 30 segundos. Apos a lise celular e liberacéo do acido nucleico, foi incluido ao homogenato
a solugéo Bead mix, contendo 10 pul de RNA Binding Beads e 10 pul de Lysis/Binding Enhancer para
cada amostra, cada amostra foi agitada em velocidade moderada por quatro minutos para lise total
dos respectivos virus e ligacdo do RNA as esferas (beads) magnéticas. ApOs esse processo as
amostras foram brevemente centrifugadas e movidas para uma estante magnética (MagneSphere®
Technology Magnetic Separation Stands) para captura das beads magnéticas contendo o RNA viral.

O sobrenadante foi entdo removido, com os tubos de processamento ainda nas estantes, e foram
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seguidos para as etapas de lavagem: Dois ciclos de lavagem com Isopropanol (Solucéo de Lavagem
1, referente ao kit) e dois ciclos de lavagem com Etanol (Solucdo de Lavagem 2, referente ao Kit)
para remogéo total das impurezas e melhor isolamento do RNA viral. Por fim foi feita a secagem do
pellet seguido da adigdo de 30 pl do tampao de eluicdo e Ultima captura das esferas para o isolamento

do RNA viral. O RNA extraido foi entdo armazenado em deep freezer a -80°C até o uso.

Construcdo do cDNA, Sintese da Fita Complementar com Klenow e Quantificacdo. Para
constru¢do do cDNA, foi utilizado 1 pl da enzima Super Script 1l Reverse Transcriptase, 1ul de
primers - Random hexamers (50ng/ul), 1ul de dNTP (10mM), 12 pl do RNA viral extraido, 1 ul de
RNase Out, 4 ul do tampao da enzima Super Script I11, 1 ul de DTT, o RNA foi entdo submetido as
seguintes temperaturas: 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 min. e 70°C por 15 min. Para sintese
complementar dos virus de dupla fita ou virus de DNA, utilizou-se 1 ul da DNA Polymerase | Large
(Klenow) Fragment (5U/ul), 3ul de random hexamers (50ng/ul), 2ul do tampé&o klenow, 2ul de ANTP
(10mM) e 15ul de cDNA produto da etapa anterior em condigdo de 37°C por 60 minutos. Foi feita
a quantificacdo do cDNA e produto final do tratamento com Klenow, utilizado um quantificador

Qubit ™ (Invitrogen™), seguindo as recomendacdes do fabricante, adaptado para 3 pul de amostra.

Preparacdo da Biblioteca. Na preparacdo da biblioteca para sequenciamento foi utilizado o kit
[llumina® DNA Prep, seguindo as etapas de tagmentacdo do DNA, onde foi utilizado 25 pl da
amostra do cDNA puro e 5 pl de H20 Ultra Pura, foram adicionados os 30 pl resultantes de cada
amostra em uma placa de PCR de 96 pocos, em seguida foi incluido 20 pl do master mix (contendo
BLT e TB1: Bead-Linked Transposomes e Tagmentation Buffer 1, respectivamente), foi feita a
ressuspensdo, seguido de termociclador a 55 °C por 15 minutos. Apds a tagmentacdo foi feita a

lavagem e remocdo de impurezas adicionando 10 pl do TSE (Tagment Stop Buffer) com incubacéo
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a 37 °C por 15 minutos. Em seguida a placa foi acoplada em uma estante magnética para captura das
beads. O sobrenadante foi entdo removido e adicionado 100 ul do TWB (Tagment Wash Buffer)
para lavagem. Apds a ressuspensdo com TWB as beads foram novamente capturadas e o
sobrenadante foi removido e descartado. Foi incluido um mix de 40 ul de EPM (Enhanced PCR Mix)
e H20 ultra pura em cada amostra. Foi feita a indexagéo utilizando IDT® (lllumina Nextera), cada
amostra recebeu a respectiva identificacao e foi seguido para a etapa de PCR nas seguintes condi¢es:
68 °C por 3 minutos, 98 °C por 3 minutos, 12 ciclos de 98 °C por 45 segundos, 62 °C por 30 segundos
e 68 °C por 2 minutos, com temperatura final de 68 °C por 1 minuto. Foi realizada a Gltima limpeza
da biblioteca, 45 ul do sobrenadante da PCR foi transferido para novos pogos, em seguida foi
adicionado 40 ul de SPB (Sample Purification Beads), incubado em temperatura ambiente por 5
minutos, em seguida foi feita a captura das beads em estante magnética e remocao do sobrenadante,
na Ultima lavagem foi adicionado 200 ul de etanol a 80%, incubado novamente por 30 segundos,
seguido da remocéo do sobrenadante e ressuspensdo em 32 pl de RSB (Resuspension Buffer), onde
foi incubado por 2 minutos e novamente acoplado a estante magnética para coleta do material da

biblioteca. O volume final da elui¢éo foi de 30 pl por amostra.

Quantificacdo da Biblioteca, Célculo de Normalizacdo e DNA Seq. Para a quantificacdo da
biblioteca construida na etapa anterior foi utilizado o kit ProNex® NGS Library Quant Kit
(Promega), seguindo as recomendac6es do fabricante. A PCR foi realizada nas seguintes condicdes:
95°C por 2 minutos, 30 ciclos de: 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos, 72°C por 45
segundos. Foram avaliadas as curvas padrdo na faixa de -3,10 a -3,70. Foi conduzida também uma
eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio, para visualizacdo e determinacgéo
dos tamanhos dos fragmentos da biblioteca. Para o calculo de normalizacdo das amostras considerou-

se uma média de 350 pb, e o valor de 17 pM. Por fim utilizou-se por fator de dilui¢cdo 10.000x para
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a biblioteca 1 e 1.000x para a biblioteca 2. Foi utilizado um cartucho V3 Illumina de 300 ciclos para

ambos 0s sequenciamentos.

Anélise dos Dados, Montagem de novo e Identificacdo de 1SVs. No processo de trimagem, 0s
reads foram avaliados no FastQC de acordo com a qualidade e foram eliminadas sequéncias com
Phred <30, (Script I, material suplementar). Para a analise dos referentes dados do sequenciamento
de amostras contendo os quatro sorotipos de DENV foi utilizado o Softwere ViralFlow. Foi utilizado
o Diamond Para realizar a montagem de novo dos contigs utilizando os SPAdes e o Blast (Buchfink
et al. 2015), seguindo um script em bash, escrito por Filipe Zimmer e Alexandre Freitas, adaptado

(script 11, material suplementar).

Anédlise Filogenética. Foram utilizadas as sequéncias alinhadas de cada virus para realizar um
BLASTN, as sequéncias semelhantes foram alinhadas e formatadas por PHY LIP, apds o alinhamento
foram geradas as arvores. Cada arvore foi construida usando o método de Maxima verossimilhanca,
baseada no modelo de selecdo automatica SMS (Smart Model Selection) da plataforma PhyML-
ATCG, com o critério de selecdo AIC (Akaike Information Criterion), foi utilizado suporte bootstrep

para agrupamento da arvore.

Resultados
PCR Convencional para Deteccéo de ISVs
Extracdo de RNA por TRIzol. A extracdo do RNA conferiu valores ideais de acordo com a anélise
por espectrofotdmetro, todos os pools apresentaram valores > 1.8, caracterizando a pureza da

extracdo. Na quantificacdo em ng/ul do acido nucleico os valores variaram de acordo com a
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quantidade de mosquitos por extragéo, os pools de 100 mosquitos variaram entre 2.500 e 2.900 e 0s

pools com 50 mosquitos variaram entre 1.500 e 1.513 (Tabela 1).

Detecgdo de 1ISVs com Primers Degenerados. Nas anélises de amplificagdo dos fragmentos por
PCR convencional todos os pools foram negativos para virus das classificacdes Flavivirus e
Alphavirus, incluindo ZIKV e MAYYV utilizados como controle destes grupos, respectivamente.
Apenas DENV e CHIKV foram positivos dentro dos controles utilizados para as respectivas

classificagoes (Figs. 1 e 2).

Resultados de Metaviroma

Sequenciamento I; Total de reads e Dados Genémicos. O primeiro sequenciamento (tabela 3) foi
bem sucedido, gerando um total de 15.078.730 reads, mapeando genomas conhecidos utilizados
como controle (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4). Para a amostra 5 (DENV4), foram obtidos
2.217.906 reads, o sorotipo 4 de DENV teve 84% de cobertura do genoma, com profundidade média
de 4.4x. Os outros trés sorotipos tiveram cobertura <35% (tabela 5). Também foram identificados
virus especificos de insetos nas amostras referentes a Cx. quinquefasciatus. Sendo Culex bunyavirus
e Wutai mosquito phasivirus (familia Phasiviridae) identificados em Cx. quinguefasciatus, com
cobertura de 75% e 64% e profundidade média de 10.4x e 8.4x, respectivamente (tabela 5). Em 3
das 4 amostras de células C6/36 identificou-se o virus Culex densovirus, em culturas de DENV dos
sorotipos 1,2 e 3. Este virus teve cobertura de 100% do genoma e profundidade variando entre 8689x
e 21872x (tabela 5). Apds a trimagem das sequéncias foram selecionados os melhores hits e foi
gerado um tabular contendo as informacgdes de cada fragmento recuperado para os valores de
identidade dos aminoacidos, tamanho do fragmento recuperado e evalue dos respectivos virus (tabela

6).
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Sequenciamento I1; Resultados do Input e Montagem da Biblioteca. O segundo sequenciamento
ndo resultou em reads, apds construcdo do cDNA e tratamento com a Klenow, até a etapa de
montagem da biblioteca, foram feitas as respectivas quantificagdes e os valores obtidos foram abaixo

de 3 ng/ul (Tabela 4) revelando uma baixa concentracdo de acidos nucleicos nas amostras.

Filogenia dos ISVs Sequenciados em Cx. quinquefasciatus e Células C6/36. A analise filogenética
dos virus Culex bunyavirus e Wutai mosquito phasivirus (Figs. 3 e 4) agrupou esses ISVs proximos.
O virus Culex densovirus foi agrupado proximo ao genoma “Aedes aegypti bunyavirus” nas trés

arvores construidas para os genomas identificados nas amostras de DENV1, DENV2 e DENV3.

Discussao

O uso de PCR convencional utilizando primers degenerados para identificacdo de ISVs néo se
mostrou eficiente neste trabalho, logo, descartou-se a utilizacdo deste método pela falha na
amplificacdo dos virus Mayaro e Zika, que sdo agrupados nos géneros Alphavirus e Flavivirus e
portam as regides conservadas dos respectivos genes (nsP4 e NS5). Estas falhas revelam que a
técnica empregada ndo é sensivel para estes dominios. Vazquez e colaboradores (2012), descrevem
0 uso dos primers degenerados do gene Ns5 para deteccao de trés virus do género flavivirus: Spanish
Ochlerotatus flavivirus, Spanish Culex flavivirus e Marisma Mosquito virus (Vazquez et al. 2012).
No estudo citado este protocolo se mostra eficaz, mas ndo foram encontradas evidéncias cientificas
para 0 uso destes primers na detecc¢do de outros virus. O perfil eletroforético deste trabalho exibiu
uma banda de ~1200pb para o virus DENV, divergindo do estudo citado (Vazquez et al. 2012), que
revela a amplificacdo de um fragmento de 1019pb. Sanchez-Seco e colaboradores (2001) descrevem

a técnica nested-RT-PCR para deteccdo de alfavirus pelo gene nsP4, onde foram testados os virus:
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Western Equine Encephalitis (WEEV), Semliki Forest (SFV), Chikungunya (CHKV) e O’nyong
nyong (ONNV), todas as amostras foram amplificadas. Também ndo ha registros do uso dos
respectivos primers para a identificagdo de ISVs na literatura.

Apesar das técnicas de PCR convencional apresentarem baixo custo, estas ndo se mostram
sensiveis na deteccdo de ISVs. As novas descobertas e diversidade desses 1ISVs também devem ser
consideradas, muitos destes genomas sdo desconhecidos e ndo podem ser caraterizados por técnicas
tradicionais. Parte-se, entdo, para implementacdo de um protocolo otimizado de metaviroma,
utilizando a técnica de shotgun, por sequenciamento direto do cDNA.

O processo de maceragao e extracdo € uma etapa crucial na metagenémica, pois garante a
quebra mecénica a nivel histoldgico e celular, onde aportam-se os virus que sdo dependentes da
maquinaria celular para replicagdo. Muitas técnicas garantem a liberacdo dos virus para posterior
isolamento e sequenciamento. No respectivo estudo foram empregadas duas etapas julgadas
importantes por alguns autores: a maceracao dos tecidos, contabilizada por 30 segundos com 0 uso
de pistilo elétrico e dois ciclos de congelamento rapido a -80°C e descongelamento, que se aplica a
degradacdo da membrana celular e do capsideo viral (Eibach et al. 2019, Truchado et al. 2020).

Uma outra etapa indispensavel no metaviroma é o tratamento das amostras com o uso de
nucleases, que garante a degradacdo de acidos nucleicos ndo-alvo do sequenciamento, gerando um
numero de reads de maior aproveitamento no método de shotgun. Neste trabalho utilizou-se TURBO
DNase no tratamento dos indculos pos maceracdo, eliminando possiveis moléculas de DNA
gendmico do hospedeiro (Jansen et al. 2021). Na construcdo do cDNA, empregou-se 0 uso da enzima
SuperScript™ III Reverse Transcriptase, também foi utilizada a DNA Polymerase | Large (Klenow)
Fragment, para o enriquecimento das amostras e abrangéncia de grupos virais com genoma de DNA

(Kramna & Cinek 2018). O uso das respectivas enzimas possibilitou o sequenciamento de densovirus

37



(ssDNA), apontando a eficiéncia da enzima na caracterizagdo do mesmo, que obteve cobertura de
100% do genoma.

Os ISVs detectados nas amostras de Cx. quinquefasciatus reforcam a necessidade de realizar
este tipo de abordagem previamente em estudos de arbovirologia. A linhagem CgSLab foi
estabelecida ha mais de 10 anos no departamento de Entomologia do IAM-FIOCRUZ-PE, a detec¢édo
dos virus Wutai mosquito phasivirus e Culex bunyavirus nestes mosquitos sugere que a manutengao
destes ISVs é consistente ao longo dos anos, além de corroborar com estudos que abordam a
transmissao vertical como principal meio de manutencao (Coatsworth et al. 2021). No Brasil, 0 virus
Wutai mosquito phasivirus foi descrito em mosquitos selvagens das espécies Ae. aegypti e Culex
quinguefasciatus, na cidade do Rio de Janeiro, por Ribeiro et al. (2019). O estudo citado agrupa esse
ISV préximo a Culex bunyavirus, corroborando com a filogenia realizada aqui. O virus Phasi-
Charoen-like-Virus também esta intimamente proximo de ambas classificacdes (Wutai mosquito
phasivirus e Culex bunyavirus), recentemente, um estudo apontou que esse ISV aumenta a
capacidade de transmissdo dos virus DENV e ZIKV do mosquito para o hospedeiro vertebrado, além
de aumentar em 200% as chances de o virus da dengue ser encontrado em coinfeccdo com esse ISV
(Olmo et al. 2023). Devido a esta proximidade, deve-se considerar as possiveis implicacdes dos virus
Wutai mosquito phasivirus e Culex bunyavirus sob arbovirus de importancia médica, considerando
0 uso de linhagens de mosquitos e células para tais estudos.

O virus Culex pipiens pallens densovirus, identificado nas amostras de células C6/36
juntamente com os sorotipos de dengue 1,2 e 3 pode ter duas possiveis portas de entrada na cultura
de células: pelo processo de infeccéo pelo arbovirus (DENV) utilizado nos estudos, ou este virus ser
integrante da respectiva linhagem de células, ja que ha entradas no Genbank com a referéncia C6/36
descrita por outros autores (Figs. 4 e 5) (Chen et al. 2004). O uso comum de C6/36 em estudos de

arbovirologia in vitro é destacado na literatura, mas trata-se de uma linhagem que apresenta resposta
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de RNAI antiviral limitada, sendo suscetivel a quaisquer infec¢Bes (Brackney et al. 2010). A grande
problemética do isolamento viral se d& pelo crescimento de outros agentes nesse meio, logo, 0s
estudos que revelam a interferéncia dos ISVs sob arbovirus devem ser considerados minuciosamente.

No segundo sequenciamento ndo foram gerados reads, as amostras utilizadas neste
sequenciamento, descritas na tabela 4, ndo apresentaram uma concentracdo de cDNA consistente em
comparacdo as amostras da tabela 3. Considerando o tempo de estocagem dos mosquitos utilizados
nestas amostras (coletados no ano de 2017), o baixo rendimento pode estar ligado a degradagéo do
RNA. Também pode-se considerar o erro na construcdo da biblioteca, Schirmer e colaboradores
(2016), demostram que baixos valores de entrada (concentracdo de dsDNA) na construcdo de
bibliotecas pode conferir erros na etapa de sequenciamento, utilizando o Nextera, empregado neste
estudo (Schirmer et al. 2016).

Diante do exposto, 0 presente trabalho resulta em um protocolo funcional, estabelecido para a
deteccdo de virus especificos de insetos e arbovirus em mosquitos e células C6/36 de Aedes
albopictus, com uma abordagem de metaviroma por sequenciamento em larga escala. Os ISVs aqui
identificados reforcam, ainda, a importancia de realizar este tipo de prospeccdo em mosquitos e

células utilizados em estudos de arbovirologia.
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Tabela 1. Quantificagdo de &cido nucleico e niveis de absorbancia das amostras de RNA

extraidos de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, por TRIzol. Dados obtidos por espectrofotdmetro

NanoDrop™ 2000.
Amostra (ID) N° de individuos  Acido nucleico  260/280 Tipo de amostra
(pool) (ng/ ul) (absorbéncia)
P1 Aedes aegypti (RecLab) 100 @ 2511,3 2,04 RNA
P2 Aedes aegypti (RecLab) 100 @ 2913,9 2 RNA
P3 Culex quinquefasciatus (CqSLab) 100 ¢ 2840,2 2 RNA
P4 Aedes aegypti (RecLab) 50 @ 1513,6 1,99 RNA
P5 Culex quinquefasciatus (CqSLab) 50 @ 1504,7 2,04 RNA
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Tabela 2. Primers degenerados referentes aos alvos nsP4 e NS5 descritos para classificagdo de

Alphavirus e Flavivirus respectivamente.

ID primer
Alphal+
Alphal-
Alpha2+
Alpha2-

Alphavirus
Sequéncia
GAYGCITAYYTIGAYATGGTIGAIGG
KYTCYTCIGTRTGYTTIGTICCIGG
GIAAYTGYAAYGTIACICARATG
GCRAAIARIGCIGCIGCYTYIGGICC
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ID primer
INS5F
INS5R
2NS5F
2NS5R

Flavivirus
Sequéncia
GCATCTAYAWCAYNATGGG
CCANACNYNRTTCCANAC
GCNATNTGGTWYATGTGG
CATRTCTTCNGTCGTCATCC



Tabela 3. Amostras de mosquitos e sobrenadante de células C6/ 36 de Aedes albopictus

processadas para o sequenciamento | e quantificacdo das amostras por etapa.

Pool Amostra Infeccéo N° de cDNA Output Biblioteca  Total de reads

individuos/ul (ng/ul) (ng/ul) (nt)

1  Culex quinquefaciatus (CgsLab) - 50 11.6 135 5364292

2 Sobrenadante C6/36 DENV1 300 ul 5.39 10.7 4845702

3 Sobrenadante C6/36 DENV2 300 ul 4.39 16.5 3510392

4 Sobrenadante C6/36 DENV3 300 ul 3.04 111 5743174

5 Sobrenadante C6/36 DENV4 300 ul 1.93 8.70 2217906

6 Aedes aegypti (campo) CHIKV 50 0.54 4.26 51661

7 Controle negativo - - 0.2 0.4 44203

8  Controle negativo da biblioteca - - - 0.0 200
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Tabela 4. Amostras de mosquitos de campo e sobrenadante de células C6/ 36 de Aedes

albopictus processadas para o sequenciamento Il e quantificagdo das amostras por etapa.

Pool Amostra Infecgio . 'N,° de cDNA Output Biblioteca Total de reads
individuos/ul  (ng/ul) (ng/ul) (nt)
1 Aedes aegypti (RecLab) - 50 1.02 0.98 -
2 Culex quinquefasciatus (Recife) - 50 0.49 0.32 -
3 Culex quinquefasciatus (Olinda) - 50 0.20 0.09 -
4  Culex quinquefasciatus (Jaboatdo) - 50 0 - -
5  Culex quinquefasciatus (Paulista) - 50 1.12 0.99 -
6 Sobrenadante C6/36 - 300 ul 2.29 1.28 -
7 Sobrenadante C6/36 DENV4 300 ul 2.49 0.4 -
8 Controle negativo da biblioteca - - - 0.02 -

*N&o foram gerados reads neste sequenciamento
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Tabela 5. Resultados obtidos no ViralFlow dos 4 sorotipos de DENV e ISVs encontrados nas

amostras de Cx. quinquefasciatus e células C6/36, os dados séo referentes a cobertura gendmica de

cada virus.

Pool

AW N PR P OONWN

GenBank (ref)

KJ189369.1

NC_001474.2
NC_001475.2
NC_002640.1
MH188051.1
NC_031318.1
EF579757.1
EF579757.1
EF579757.1

Virus

DENV1

DENV2

DENV3

DENV4
Culex bunyavirus

Wutai mosquito phasivirus

Culex densovirus
Culex densovirus
Culex densovirus
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Reads

4845702

3510392
5743174
2217906
5364292
5364292
4845702
3510392
5743174

Reads
mapeados
1328
511
910
3726
2811
1024
850173
1882830
636979

Cobertura Profundidade

32.7%
0,02%
0,4%
84%
75%
64%
100%
100%
100%

média
4.4x
1x
2X
14x
10.4 x
8.4 x
11261 x
21872 x
8689 x



Tabela 6. Sequencias virais obtidas no Diamond e respectivos dados de identidade e comprimento em amino&cidos para cada virus

obtido no Sequenciamento |I.

Pool Virus Melhor hit Identidade % Comprimento  E-value Classificacdo  Tipo de genoma
(aa) (aa)

2 DENV1 AAO020974.1_polyprotein_[Dengue_virus_1] 98.0 102 4.69e-55 Flaviviridae SSRNA
AAP80402.1_polyprotein,_partial_[Dengue_ 97.0 100 1.18e-58
virus_1]
ATG84982.1 polyprotein,_partial_[Dengue_ 100 82 1.66e-43
virus_1]
AHG23202.1_polyprotein,_partial_[Dengue_ 95.6 90 1.65e-48
virus_1]
AAK59271.1 envelope_glycoprotein, partial 100 72 151
_[Dengue_virus_1]
ATG84982.1 polyprotein,_partial_[Dengue_ 935 123 3.37e-74
virus_1]
AAP80402.1_polyprotein,_partial_[Dengue_ 98.3 116 212
virus_1]
CRG63326.1_partial_RNA_dependent_ RNA 98.2 112 231
_polymerase, partial_[Dengue_virus]

3 DENV2 ACZ7;1;359.1_polyprotein,_partial_[Dengue_ 100 68 9.55e-41 Flaviviridae SSRNA
virus_:

4 DENV3 YP_001531171.3_Nonstructural_protein_NS 95.5 66 7.37e-36 Flaviviridae sSRNA
2B_[Dengue_virus_3]
ABV54906.1_polyprotein,_partial_[Dengue_ 100 71 4.43e-36
virus_3]
ABV54904.1_polyprotein,_partial_[Dengue_ 97.6 125 1.17e-77
virus_3]
BAF94061.1_polyprotein,_partial_[Dengue_v 98.0 102 209
irus_3]

5 DENV4 ANS54455.1_NS2B- 98.6 74 1.01e-38 Flaviviridae SSRNA
NS3,_partial_[Dengue_virus_4]
ABY86706.1_nonstructural_protein_5,_partia 98.4 124 1.49e-82
|_[Dengue_virus_4]
ACQ44395.1_polyprotein_[Dengue_virus_4] 99.2 122 1.56e-78
AKN20409.1_envelope_protein,_partial_[De 99.7 290 1.11e-210
ngue_virus_4]
NP_740321.1_NS3_protein_[Dengue_virus_ 99.2 260 3.38e-179
4]
ACQ44395.1_polyprotein_[Dengue_virus_4] 98.2 163 3.16e-107
APT69939.1_envelope_protein,_partial_[Den 100 97 3.51e-63
gue_virus_4]
AMK47852.1_envelope_glycoprotein,_partial 97.6 209 1.12e-137
_[Dengue_virus]
ACH61714.1_polyprotein_[Dengue_virus_4] 100 199 1.51e-114
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1

1

2

Culex bunyavirus

Wutai mosquito
phasivirus

Culex Densovirus

ALQ10738.1_polyprotein,_partial_[Dengue_
virus_4]
AlQ84226.1_polyprotein_[Dengue_virus_4]
AA083387.1 polyprotein,_partial_[Dengue_
virus_4]

AXQ04880.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Culex_Bunya
virus_1]
AXQ04878.1_glycoprotein_precursor_[Culex
_Bunyavirus_1]

AXQ04880.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Culex_Bunya
virus_1]

AXQ04879.1 nucleocapsid_protein_[Culex_
Bunyavirus_1]
AXQ04878.1_glycoprotein_precursor_[Culex
_Bunyavirus_1]

YP_009305140.1_RNA-

dependent_ RNA _polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]

YP_009305140.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]
YP_009305141.1_glycoprotein_precursor_[
Woutai_mosquito_phasivirus]
YP_009305141.1_glycoprotein_precursor_[
Wutai_mosquito_phasivirus]
QIC54212.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]
YP_009305141.1_glycoprotein_precursor_[
Woutai_mosquito_phasivirus]
YP_009305140.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]

YP_009305140.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]

YP_009305140.1_RNA-

dependent_ RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]

YP_009305140.1_RNA-
dependent_RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]

QIC54212.1 RNA-

dependent_ RNA_polymerase_[Wutai_mosqui
to_phasivirus]

ABU94978.1_non-
structural_protein_1_[Culex_pipiens_pallens_
densovirus]

100

100
100

98.7

100
97.4

99.2
96.5
94.4

98.6

97.5
97.6
100

914
97.4

97.9

96.7

97.8

98.3

100

49

195

409
79

152

71
117

126
395
71

70

314
293
127

70
230

94

92

90

178

182

1.59e-138

6.77e-256
1.66e-52

2.47e-95 Phasiviridae

1.95e-36
223

3.3%-74
9.02e-276
147 Phasiviridae

135

8.45e-212
3.04e-191
256

127
1.15e-144

184

4.04e-50

184

1.11e-104

2.40e-18 Parvoviridae

SSRNA

SSRNA

ssDNA



3

Culex Densovirus

ABU94986.1_capsid_protein_[Culex_pipiens
_pallens_densovirus]
ABU94971.1_capsid_protein_[Culex_pipiens
_pallens_densovirus]
ABU94971.1_capsid_protein_[Culex_pipiens
_pallens_densovirus]
AFH02733.1_NS1,_partial_[Culex_pipiens_d
ensovirus]
YP_002265408.1_viral_capsid_protein_[Ano
pheles_gambiae_densovirus]
YP_002854229.1_nonstructural_protein_1_[
Aedes_aegypti_densovirus_2]
ABU94986.1_capsid_protein_[Culex_pipiens
_pallens_densovirus]

YP_004222723.1_non-
structural_protein_1_[Mosquito_densovirus_
BR/07]
YP_002854231.1_capsid_protein_[Aedes_ae
gypti_densovirus_2]
APA19411.1_NS1_[Aedes_albopictus_denso
virus_5]

YP_004222723.1_non-
structural_protein_1_[Mosquito_densovirus_
BR/07]
P27453.1_RecName:_Full=Capsid_protein_V
P1/VP2;_AltName:[Aedes_densonucleosis_vi
rus_(STRAIN_GKV_002_002)]
AAP78907.1_non-
structural_protein_1_[Aedes_albopictus_C6/3
6_cell_densovirus]
YP_004222725.1_capsid_protein_[Mosquito
_densovirus_BR/07]
P27453.1_RecName:_Full=Capsid_protein_V
P1/VP2;_[Aedes_densonucleosis_virus_(STR
AIN_GKV_002_002)]
NP_694827.1_NS1,_partial_[Aedes_albopict
us_densovirus_2]
QBF54135.1_nonstructural_protein_1, partia
|_[Mosquito_densovirus]

AAT96539.1 non-

structural_protein_1, partial_[Aedes_aegypti
_Thai_densovirus]

AAM28943.1_non-
structural_protein_1_[Aedes_albopictus_C6/3
6_cell_densovirus]
AFH02734.1_NS1,_partial_[Culex_pipiens_d
ensovirus]

YP_004222723.1_non-
structural_protein_1_[Mosquito_densovirus_
BR/07]

94.1
100
100
100
98.7
94.0
91.4
100

80.4
100
100

96.5

56.7

76.9
62.9

97.1
100
74.1

74.1

98.8
71.4

50

286
18
29
24
75

581

355
48

56
49
42

228

30

26
35

35
18
27

27

160
28

535
2.67e-04

66.6
3.68e-07
1.03e-44

0

669 Parvoviridae

4.84e-25

102
2.14e-23
5.45e-23

6.17e-154

45.8

9.80e-04
2.79e-04

3.25e-11
3.48e-04
45.1

46.6

2.54e-106
47.4

ssDNA



4

Culex Densovirus

ABU94966.1_non-
structural_protein_1_[Culex_pipiens_pallens_
densovirus]

AAT96539.1_non-

structural_protein_1, partial_[Aedes_aegypti
_Thai_densovirus]

ALF05513.1_non-
structural_protein,_partial_[Culex_pipiens_pa
llens_densovirus]

ABU94987.1_non-
structural_protein_1_[Culex_pipiens_pallens_
densovirus]
AJ102599.1_capsid_protein_[Mosquito_dens
ovirus_HB-3]

YP_004222723.1_non-
structural_protein_1_[Mosquito_densovirus_
BR/07]
YP_004222725.1_capsid_protein_[Mosquito
_densovirus_BR/07]

AAT96552.1_non-
structural_protein_1, partial [Aedes_aegypti
_Thai_densovirus]

ABU94987.1_non-
structural_protein_1_[Culex_pipiens_pallens_
densovirus]

YP_004222724.1_non-
structural_protein_2_[Mosquito_densovirus_
BR/07]

AXQ04852.1 nonstructural_protein_1_[Cule
x_densovirus]

YP_004222723.1_non-
structural_protein_1_[Mosquito_densovirus_
BR/07]
AXQ04852.1_nonstructural_protein_1_[Cule
x_densovirus]
YP_002854229.1_nonstructural_protein_1_[
Aedes_aegypti_densovirus_2]

97.0

93.5

98.7

96.7

85.7
96.4

96.2
85.7

100

96.9

87.9
100

92.9
94.8

51

33

31

156

30

28
28

26
21

144

130

91
113

28
828

6.49e-15

62.4

306

66.6

1.08e-07
2.52e-09

57.8
1.86e-04

289

6.31e-79

1.03e-50
229

60.5
0.0

Parvoviridae

ssDNA
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Figura 1. Perfil eletroforético do gene Ns5 (Flavivirus). (A) Os controles positivos (CPZ e CPD)
sdo referentes aos virus zika e dengue (sorotipo 2), 1-8 sdo produtos de PCR advindos das amostras
de RNA de Cx. quinquefasciatus (P3 e P5) diluidas em 10, 100, 1.000 e 10.000x. (B) As amostras
de 1-12 sdo referentes as amostras de Ae. aegypti (P1, P2 e P4). Todos foram negativos para 0s

primers utilizados, exceto DENV (CPD).
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Figura 2. Perfil eletroforético do gene NsP4 (Alphavirus), (A) os controles positivos (CPC e CPM)
sdo referentes aos virus chikungunya e mayaro. 1-8 sdo produtos de PCR advindos das amostras de
RNA de Cx. quinquefasciatus (P3 e P5) diluidas em 10, 100, 1.000 e 10.000x. (B) As amostras de
1-12 s&o referentes Ae. aegypti (P1, P2 e P4). Todos foram negativos para os primers utilizados,

exceto CHIKV (CPC).
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Culex bunyavirus (A1)

100
100 KM817728.1 Wutai Mosquito Virus strain QN3-5 glycoprotein precursor (G) gene complete cds
100 MKO017929.1 Wutai mosquito phasivirus isolate RJ1863 glycoprotein precursor gene complete cds
NC 031319.1 Wutai mosquito phasivirus strain QN3-5 nucleocapsid protein (N) gene complete cds.
99
| . MKO017928.1 Wutai mosquito phasivirus isolate RJ1863 nucleocapsid protein gene complete cds
MH188051.1 Culex Bunyavirus 1 strain CBunV1/Kem complete genome
10 KM817700.1 Wutai Mosquito Virus strain QN3-5 RNA-dependent RNA polymerase (L) gene complete cds

MKO017914.1 Wutai mosquito phasivirus isolate RJ1863 RNA-dependent RNA polymerase gene complete cds

MKO017921.1 Wutai mosquito phasivirus isolate RJ3324 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

Figura 3. Andlise filogenética referente a sequéncia de Culex bunyavirus recuperada na amostra 1 (Culex quinquefasciatus), a sequéncia
alinhada esta destacada em azul. Sdo indicadas as referéncias de acesso do GenBank seguido das espécies de mosquitos dos quais foram

isolados e designacgdes das sequéncias génicas. A filogenia foi gerada usando PhyML ATGC.
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— Wutai mosquito phasivirus(A1)

L—— MH188051.1 Culex Bunyavirus 1 strain CBunV1/Kern complete genome

KM817728.1 Wutai Mosquito Virus strain QN3-5 glycoprotein precursor (G) gene complete cds

MK017929.1 Wutai mosquito phasivirus isolate RJ1863 glycoprotein precursor gene complete cds

Figura 3. Andlise filogenética referente a sequéncia do virus Wutai mosquito phasivirus recuperada na amostra 1 (Culex

quinguefasciatus).
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KX603698.1 Aedes albopictus densovirus 5 strain GZ05 complete genome

67 M37899.1 Aedes aegypli densovirus 1 genomic sequence

| B

FJ360744.1 Aedes aegypti densovirus 2 strain 0814616 complete genome

Densovirus DENVA

MK182384.1 Aedes albopictus densovirus 7 isolate GZ07 complete genome

EU233812.1 Anopheles gambiae densonucleosis virus complete genome

il

— EF579756.1 Culex pipiens pallens densovirus strain JZ-16 non-structural protein 1 (NS1) non-structural protein 2 (NS2) and capsid protein (VF) genes complete cds

—— FJ805445.1 Culex densovirus 0507JS11 non-structural protein 1 (NS1) and NSP2 (NS2) genes complete cds and nonfunctional capsid protein (VP) gene complete sequence

— OL700205.1 MAG: Aedes albopictus densovirus 2 isolate 37383 nonstructural protein 1 gene partial cds and nonstructural protein 2 and capsid protein genes complete cds

L— MH188046.1 Culex densovirus strain CDenV/Los Angeles partial genome

Figura 3. Analise filogenética referente as sequéncias Culex densovirus recuperadas na amostra 2 (DENV1), a sequéncia obtida para este

genoma esta destacada em azul. Sdo indicadas as referéncias de acesso do GenBank seguido das espécies de mosquitos dos quais foram
isolados e designacGes das sequéncias génicas. A filogenia foi gerada usando PhyML.
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2 Densovirus DENV2
100 MT661595.1 Aedes aegypti densovirus isolate DF/19 complete genome

GU452720.1 Mosquito densovirus BR/07 complete genome

T

M37899.1 Aedes aegypti densovirus 1 genomic sequence
100 MW736898.1 Aedes vexans densovirus isolate Koltsovo/AVD/2019 complete genome
—— KX603698.1 Aedes albopictus densovirus 5 strain GZ05 complete genome

AY095351.2 Aedes albopictus C6/36 cell densovirus non-structural protein 1 (NS-1) non-structural protein 2 (NS-2) and capsid protein (VP) genes complete cds

AY605055.1 Haemagogus equinus densovirus nonstructural protein 1 nonstructural protein 2 and capsid protein genes complete cds

| 8
. 8
w8

MWO046497.1 MAG: Grus japonensis parvoviridae sp. isolate cra190par02 genomic sequence sequence

FJ360744.1 Aedes aegypti densovirus 2 strain 0814616 complete genome

|

100 MF673888.1 Mosquito densovirus isolate A7b1 non structural protein 1 non structural protein 2 and capsid protein genes partial cds
99 EF579769.1 Culex pipiens pallens densovirus strain YN05159 non-structural protein 1 (NS1) non-structural protein 2 (NS2) and capsid protein (VP) genes complete cds
% FJ805445.1 Culex densovirus 0507JS11 non-structural protein 1 (NS1) and NSP2 (NS2) genes complete cds and nonfunctional capsid protein (VP) gene complete sequence

EU233812.1 Anopheles gambiae densonucleosis virus complete genome

49 MK182384.1 Aedes albopictus densovirus 7 isolate GZ07 complete genome

9 KP216579.1 Culex pipiens pallens densovirus strain 12-LY006 non-structural protein (NS1) and non-structural protein (NS2) genes partial cds

OL700205.1 MAG: Aedes albopictus densovirus 2 isolate 37383 nonstructural protein 1 gene partial cds and nonstructural protein 2 and capsid protein genes complete cds

Figura 4. Andlise filogenética referente a sequéncia de Culex densovirus recuperada na amostra 3 (DENV?2).
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EF579758.1 Culex pipiens pallens densovirus strain GZWN2 non-structural protein 1 (NS1) non-structural protein 2 (NS2) and capsid protein (VP) genes complete cds
Ll FJ805445.1 Culex densovirus 0507JS11 non-structural protein 1 (NS1) and NSP2 (NS2) genes complete cds and nonfunctional capsid protein (VP) gene complete sequence

EU233812.1 Anopheles gambiae densonucleosis virus complete genome

92 MK182384.1 Aedes albopictus densovirus 7 isolate GZ07 complete genome
o OL700205.1 MAG: Aedes albopictus densovirus 2 isolate 37383 nonstructural protein 1 gene partial cds and nonstructural protein 2 and capsid protein genes complete cds
8 L MH188046.1 Culex densovirus strain CDenV/Los Angeles partial genome
100
Densovirus DENV3
9

GU452720.1 Mosquito densovirus BR/07 complete genome

KX603698.1 Aedes albopictus densovirus 5 strain GZ05 complete genome

AY095351.2 Aedes albopictus C6/36 cell densovirus non-structural protein 1 (NS-1) non-structural protein 2 (NS-2) and capsid protein (VP) genes complete cds
MW046497.1 MAG: Grus japonensis parvoviridae sp. isolate cra190par02 genomic sequence sequence

X74945.1 Aedes albopictus densovirus 2 DNA

AY605055.1 Haemagogus equinus densovirus nonstructural protein 1 nonstructural protein 2 and capsid protein genes complete cds

77 L AY310877.1 Aedes albopictus C6/36 cell densovirus non-structural protein 1 non-structural protein 2 and capsid protein genes complete cds

Figura 5. Andlise filogenética referente a sequéncia de Culex densovirus recuperada na amostra 4 (DENV3).
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Scripts utilizados para montagem das sequéncias obtidas no sequenciamento

Script 1. Remogéo das sequencias de baixa qualidade utilizando o FastQC
fastp-i1 _S1 LOO1 R1 00l1.fastg.gz-11_S1 L0O01 R2 001.fastq.gz-w 1 -0 1.R1.fq.gz -O
1.R2.fq.gz -h 1.fastp.html -j 1.fastp.json --cut_front --qualified_quality phred 30

Script 2. Montagem de novo dos contigs utilizando o spades e o blast utilizando o Diamond
e Foi utilizando um script em bash descrito por Filipe Zimmer e Alexandre Freitas,

adaptado.

ativando o conda:

eval "$(conda shell.bash hook)"

#

files=3$1 #a list file with <file_1P.fastg>:<file_2P.fastg>:<file_1U.fastq>:<file_2U.fastg>

while read linha;do #para cada linha do arquivo
# criar as variaveis de cada arquivo

fastg_1P=$(echo $linha | awk -F":" ‘{print $1})

fastg_2P=$(echo $linha | awk -F":" "{print $2})

PREFIXOUT=$(echo $fastq_1P | awk -F " " {print $1}")

fastp_1=$PREFIXOUT'_R1_trimmed.fq.gz'

fastp_2=$PREFIXOUT'_R2_trimmed.fq.gz'

#echo $fastq_1P $fastq 2P $fastq_1U $fastq_2U SPREFIXOUT teste de variaveis

# executar as ferramentas

conda run -n Virome fastp -i $fastq_1P -I $fastq_2P -w 1 -0 $fastp_1 -O $fastp_2 -h
SPREFIXOUT.html -j $PREFIXOUT .json --cut_front --qual$

spades.py -1 $fastp_1 -2 $fastp_2 --only-assembler --meta -m 50 -t 8 -0
${PREFIXOUT}_spades
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conda activate /nhome/alexandre/.conda/envs/diamond/
diamond blastx -d /home/alexandre/virome/database/ncbi/new_21-12-20/nr.fasta.dmnd -q
${PREFIXOUT} spades/contigs.fasta -p 16 -0 ${PREFIX0O$

done < $files

Foram selecionados os 5 melhores hits de cada query
for i in $(Is *blastx*); do awk '{if (++count[$1] <= 5) print $0}" $i > $i.5hits; done

Foi selecionado o melhor hit de cada query
for i in $(Is *5hits*); do sort -k1,1 -k12,12gr -k11,11g -k3,3gr $i | sort -u -k1,1 --merge >

$i.besthits; done

Foi feito uma filtragem para reter apenas virus

for i in $(Is *besthits*); do grep "virus" $i > $i.virus; done

Foi gerado um tabular de resultados (tabela 6)
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CAPITULO 3
CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo traz a identificagdo e caracterizacdo de virus especificos de insetos
infectantes de linhagens de culicideos estabelecidas em laboratdrio, bem como virus infectantes de
linhagens de células de Aedes albopictus (C6/36), comumente usadas em estudos de arbovirologia
em todo o globo. Estes resultados reforcam a necessidade de inspe¢do do viroma de insetos e células
utilizados para estudos in vitro e in vivo, trazendo uma melhor apuracdo dos resultados pré-
dispostos.

Estudos acerca da influéncia dos virus Culex Bunyavirus e Wutai mosquito phasivirus sob
arbovirus de importancia médica devem ser conduzidos para melhor elucidacdo de possiveis
interferéncias na competéncia vetorial e vias de ativagdo do sistema imune inato, principalmente
considerando a competéncia vetorial de Culex quinquefasciatus para ZIKV, que se mostrou
eficiente em pesquisas realizadas pelo grupo de pesquisa em Entomologia do IAM.

O protocolo de metagenémica aqui testado também pode ser eficiente em analises de
metaviroma de outros insetos como pragas de importancia urbana e agricola, considerando a notavel
influéncia dos virus sob diversos estudos além do potencial uso como controle bioldgico em novas
descobertas. Os processos iniciais de maceracdo e extracdo de &cidos nucleicos podem ser
adaptaveis de acordo com o tamanho do inseto ou selecdo de 6rgdos de importancia de acordo com

as necessidades do estudo.
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