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RESUMO

Objetivo: Dissertar sobre o negevirus e brejeira, pertencente ao tdxon Negevirus, suas caracteristicas
bioldgicas, taxondmicas e filogenéticas, bem como sobre sua circulagdo e possiveis futuras aplicagdes no
controle e prevencao de arbovirus. Métodos: Foi realizada uma revisdo integrativa retrospectiva de estudos
sobre o virus Brejeira, em que foram analisadas publica¢des nacionais e internacionais publicadas nas bases
e plataformas de busca. Resultados: Foram encontrados 95 artigos publicados. Apds a aplicacdo dos
critérios de incluséo e exclusao, 40 artigos foram incluidos para anélise completa do texto, dentre quais todos
foram escritos na lingua inglesa e a maior parte dos artigos foram encontrados na base de dados do PubMed,
sendo possivel relatar do virus Brejeira (BREV) as caracteristicas biologicas, gendmicas, a distribuicdo dos
isolados no Brasil, bem como os diversos estudos que estdo sendo feitos em relacdo a aplicabilidade dos
virus especifico de inseto (ISVs) no que tange a controle biol6gico de arbovirus, a produgéo de plataforma de
vacinas e entre outros. Consideracdes finais: O BREV assim como outros negevirus, estdo sendo isolados
no Brasil e merecem a atencdo da comunidade cientifica, pois embora ndo causem doencas em seres
humanos e animais, possuem potencial de uso biotecnol6gico com utilidade dentro da satde publica.

Palavras-chave: Negevirus, Virus Brejeira, arbovirus.

ABSTRACT

Objective: Dissertation on the Brejeira insect-specific virus, belonging to the Negevirus taxon, their biological,
taxonomic and phylogenetic characteristics, as well as their circulation and possible future applications in the
control and prevention of arboviruses. Methods: A retrospective integrative review of studies on the Brejeira
virus was carried out, in which national and international publications published in databases and search
platforms. Results: 95 articles published were found. After applying the inclusion and exclusion criteria, 40
articles were included for full text analysis, among which all were written in English and most of the articles
were found in the Pubmed database, where it was possible to report the Brejeira virus (BREV) the biological
and genomic characteristics, the distribution of isolates in Brazil, as well as the various studies that are being
carried out in relation to the applicability of insect specific viruses (ISVs) in terms of biological control of
arboviruses, the production of a vaccine platform, among others. final considerations: BREV, as well as other
negeviruses, are being isolated in Brazil and deserve the attention of the scientific community, because
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although they do not cause disease in humans and animals, they have potential for biotechnological use with
utility within public health.

Keywords: Negevirus, Brejeira virus, arbovirus.
RESUMEN

Objetivo: Disertar sobre el virus especifico del insecto Brejeira, perteneciente al taxén Negevirus, sus
caracteristicas biolégicas, taxondmicas y filogenéticas, asi como su circulacién y posibles aplicaciones futuras
en el control y prevencion de arbovirus. Métodos: Se realizé una revision integrador retrospectiva de estudios
sobre el virus Brejeira, en la que se analizaron las publicaciones nacionales e internacionales publicadas en
las bases y plataformas de blusqueda. Resultados: Se encontraron un total de 95 articulos publicados.
Después de aplicar los criterios de inclusion y exclusion, se incluyeron 40 articulos para el andlisis de texto
completo, todos escritos en inglés y la mayoria de los articulos se encontraron en la base de datos Pubmed.
Fue posible informar sobre las caracteristicas bioldégicas y gendmicas del virus de Brejeira (BREV), la
distribucion de los aislamientos en Brasil, asi como los diversos estudios que se estan llevando a cabo en
relacién con la aplicabilidad de los virus especificos de insectos (ISVs) en términos de control biolégico de
arbovirus, la produccién de plataformas de vacunas y otros. Consideraciones finales: El BREV, asi como
otros negevirus, estan siendo aislados en Brasil y merecen la atencién de la comunidad cientifica, pues
aunque no causen enfermedades en humanos y animales, tienen potencial para uso biotecnol6gico con
utilidad en salud publica.

Palabras clave: Nevevirus, virus Brejeira, arbovirus.

INTRODUCAO

Os virus especificos de insetos (ISVs) infectam naturalmente mosquitos e se replicam em células de
mosquito in vitro, contudo, em células de vertebrados, ndo ocorre replicagdo. Em funcéo do desenvolvimento
e melhoria das técnicas de biologia molecular ao longo dos anos, houve um aumento das pesquisas sobre os
ISVs, sendo que estes estdo cada vez mais despertando o interesse da comunidade cientifica (BOLLING BG,
et al., 2015).

A maioria dos ISVs encontram-se principalmente distribuidas ao longo das seguintes familias virais:
Peribunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae, Mesoniviridae, Phenuiviridae,
Tymoviridae, Birnaviridae, Nodaviridae, Parvoviridae, Iridoviridae, Permutotetraviridae, Iflaviridae,
Orthomyxoviridae, Totiviridae; e taxon Negevirus (VASILAKIS N et al., 2013; VASILAKIS, N e TESH RB,
2015).

O taxon Negevirus é constituido por virus de RNA fita simples de sentido positivo e ja foram isolados em
vérias partes do mundo, incluindo as Américas, Europa, Africa e Asia (VASILAKIS N, et al., 2013; AUGUSTE
AJ, et al., 2014; CARAPETA S, et al., 2015). Esse taxon é classificado em dois principais clados, designados
por Nelorpivirus e Sandewavirus (KALLIES R, et al., 2014).

O virus Brejeira (BREV) pertence ao taxon Negevirus e agrupa-se juntamente a outros representantes do
clado Nelorpivirus, como o virus Piura (PIUV), o virus Negev (NEGV), o virus Ngewotan (NWTV) e o virus
Loreto (LORV). O BREV esta subdividido em trés subgrupos: subgrupo | (formado por oito isolados de Canaa
de Carajas, estado do Pard, Brasil, em 2013), subgrupo Il (isolados de Trairdo, estado do Para, Brasil, em
2005) e subgrupo lll (isolados na Colémbia, em 2013) (NUNES MRT, et al., 2015; NUNES MRT, et al., 2017,
RIBEIRO ACS, et al., 2022). Este virus foi isolado pela primeira vez no estado do Par4, Brasil, proveniente de
areas ao longo da rodovia BR-163, no ano de 2005 (NUNES MRT, et al., 2015).

A principal diferenca entre os ISVs e outro grupo bem conhecido de virus que também infectam mosquitos
e flebotomineos, os arbovirus, é que estes possuem a capacidade de infectar vertebrados e suas células. Por
infectar vertebrados, os arbovirus vém ocasionando epidemias de doenca febril, neurolégica ou hemorragica
em seres humanos e animais, sendo considerados como um problema de satde publica. Como exemplos de
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arbovirus com importancia médica, pode-se citar o virus Zika, o virus Dengue, o virus Chikungunya, o virus
Febre Amarela, entre outros (CARVALHO VL e LONG MT, 2021).

A aplicagdo biolégica dos ISVs dentro da salde publica esta relacionada principalmente a possibilidade
de controle bioldgico dos arbovirus, podendo os ISVs serem utilizados para reduzir a competéncia vetorial de
mosquitos na transmissao de arbovirus de importancia médico-epidemioldgica, através de mecanismos tais
como a inibicdo da replicagdo do arbovirus em questdo (BOLLING BG, et al., 2015; BISHOP CPR e ASGARI
S, 2019).

Podem também ser utilizados como plataforma de vacinas a partir do uso de varias estratégias, inclusive
na engenharia genética para o desenvolvimento de insumos utilizando virus recombinantes (quimeras ISV +
arbovirus), assim como podem ser utilizados no diagndstico sorolégico em testes como o Elisa, por exemplo.

Estudo demonstrou que o0s ensaios soroldégicos que utilizaram as quimeras apresentaram alta
sensibilidade, especificidade e também seguranca na producao de antigenos (NASAR F, et al., 2012; NASAR
F, et al., 2015; ERASMUS JH, et al., 2017; CARVALHO VL e LONG MT, 2021).

Neste ambito, dada a possivel aplicabilidade e a importancia desta espécie viral, o presente estudo tem
como objetivo dissertar sobre o negevirus brejeira, suas caracteristicas biologicas, taxon6micas e
filogenéticas, bem como sobre sua circulacdo e possiveis futuras aplicacdes no controle e prevencdo de
arbovirus, a partir de artigos cientificos publicados entre os anos de 2012 a 2022.

METODOS

Trata-se de uma revisdo integrativa retrospectiva de estudos sobre os virus especificos de insetos,
negevirus e o virus Brejeira, onde foram analisadas publica¢cdes nacionais e internacionais indexadas nas
seguintes bases e plataformas de busca: Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (Pubmed),
Biblioteca virtual de saude (BVS), Scientific Electronic Library Online (Scielo) e base de dados Latino-
Americana de informacao bibliografica em ciéncias da saude (LILACS).

Foram selecionados artigos publicados no periodo de 2012 a 2022, utilizando as palavras chaves: “Brejeira
virus”,“Negevirus”,“Negevirus and Insect specific viruses”, “Brejeira virus e Arbovirus”, “Negevirus and
Arbovirus”. Posteriormente, os artigos encontrados utilizando as palavras chaves escolhidas foram tabulados
em planilhas eletrénicas no software Microsoft Excel, contendo as seguintes informacdes: palavras chaves,

ano da publicacao, titulo da publicagdo, idioma do texto, meio de publicagéo e resumo.

Para analise dos artigos pesquisados foram utilizados os seguintes critérios de inclusao: tratar do assunto
pesquisado; estarem disponiveis no idioma portugués e/ou inglés; estarem disponiveis no formato de
trabalhos cientificos (artigo cientifico, dissertacdo, tese e/ou trabalho de conclusdo de curso); e a
disponibilidade online do exemplar.

Foram excluidos artigos que ndo estdo relacionados com o tema. Apds a aplicacdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo, foi realizada a leitura do texto completo dos artigos selecionados.

Por se tratar de um trabalho que ndo envolve experimentacdo e nem o uso de amostras de humanos nao
foi necessaria a submissao a comités de ética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base no levantamento bibliogréfico realizado, foram encontrados 95 artigos publicados no periodo de
2012 a 2022.

ApoOs a aplicagéo dos critérios de incluséo e excluséo, 40 artigos foram incluidos para anélise completa do
texto (Quadro 1), dentre quais todos foram escritos na lingua inglesa e a maior parte dos artigos foram
encontrados nas bases de dados PubMed e BVS. O panorama da andlise completa dos artigos pode ser

visualizado na figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma detalhado sobre os critérios utilizados para a selecado, elegibilidade, incluséo e

identificacdo dos artigos encontrados referente ao periodo compreendido entre os anos de 2012 e 2022.
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Nota: A variavel “n” é relacionada ao numero de artigos encontrados ao longo das fases de analises apos o
levantamento bibliogréafico.
Fonte: Ribeiro ACS, et al., 2023.
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Quadro 1 - Artigos selecionados apés o levantamento bibliografico.

N° | Ano Autores Tipo de estudo Sintese dos resultados e conclusfes
oL Através das caracteristicas biologicas de seis novos virus especificos de insetos (Negev, Ngewotan, Piura, Loreto, Dezidougou e
1 Vasilakis N, Estudo : S o ~ 8 - ~
2013 . Santana), no qual foi possivel identificar a formacdo de um novo taxon designado Negevirus, onde apresentou uma relagéo
etal, Experimental - o o .
filogenética préxima com os virus de plantas.
Auquste AJ Estudo Foi realizado o sequenciamento nucleotideo de pools de artrépodes hematéfagos utilizando a plataforma ilumina, onde foi possivel
2 | 2014 g ' . obter sequéncias completas dos virus Cumuto (CUMV) e do virus Wallerfield (WALV) e por meio de anélises filogenéticas foi
etal., Experimental L . ) .
demostrando que os dois virus fazem parte do taxon Negevirus recém descrito.
Por meio da metodologia da genética reversa foi possivel a criagdo de um clone de cDNA infeccioso completo da cepa M30957 do
Gorchakov Estudo . ; A A B . " -
3 | 2014 - virus Negev (NEGV), no qual permite a elucidacdo dos aspectos bioldgicos do novo taxon Negevirus e também a melhoria do
RV, et al., Experimental . . N A .
entendimento a respeito das suas aplicacdes bioldgicas dentro da sociedade.
Através de pools de artrépodes hematdfagos coletados no México e na Costa do Marfim que apresentaram efeito citopatico nas
4 | 2014 Kallies R, et Estudo células C6/36, foi possivel identificar virus especificos de insetos (ISVs) por meio do sequenciamento nucleotideo, no qual permitiu
al., Experimental | também a descricdo de um novo virus para a ciéncia denominado virus Goutanap, que apresentou semelhancas filogenéticas com
o taxon Negevirus que poderia ser subdividido em dois clados denominados Nelorpivirus e Sandewavirus.
5 | 2014 Nabeshima Estudo O virus Tanay (TANAV), isolado de pools de artropodes hematdfagos se relaciona filogeneticamente com virus pertencentes ao
T, etal., Experimental | taxon Negevirus.
6 | 2015 Nasar F, et Estudo O negevirus chamado o virus Eilat (EILV) induziu a reducao da replicacé@o dos arbovirus, através da coinfeccéo e superinfeccéo em
al., Experimental experimentos in vitro e in vivo.
Nunes MR Estudo Foi possivel identificar o genoma completo de doze virus isolados no estado do Para, proveniente de pools de artrépodes
7 | 2015 ! - hemato6fagos (Psorophora ferox e Culex sp.), dentre os quais oito isolados, foram identificados com o virus Brejeira (BREV) e os
et al, Experimental . . : )
demais eram semelhantes ao virus Wallerfield, todos do taxon Negevirus.
Estudos referente aos ISVs tomou uma propor¢édo exponencial com o advento das técnicas de sequenciamento, onde apresenta
Vasilakis N Revisdo de uma diversidade de familias virais (Bunyaviridae, Flaviviridae, Mesoniviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae , e o recém-
8 | 2015 ) o . . . ~
e Tesh RB. literatura reconhecido taxon Negevirus) no qual o autor explana de uma forma geral cada uma delas e também relata a respeito da evolucao
genética dos ISVs, como ocorre sua transmissao e as suas aplicacdes bioldégicas promissoras.
Por meio da técnica de biologia molecular foi possivel a deteccdo de Negevirus oriundos de quatro espécies de artrépodes
9 | 2015 Carapeta S, Estudo hematdfagos (Culex pipiens,, Cx. Theileri, Cx. Univittatus e Ochlerotatus caspius), sendo que foi possivel identificar dois genomas
et., Experimental completos dos virus Culex univittatus negevirus (CUNV) e Ochlerotatus caspius negevirus (OCNV) no qual produziram efeito
citopatico em cultura de célula (C6/36).
A abordagem do estudo envolve a analise filogenética dos virus de plantas como Citrus leprosis virus C (CiLV-C), Citrus leprosis
Roy A, et Estudo . - . S ; T . . . )
10 | 2015 X virus N (CiLV-N), Citrus leprosis virus C2 (CiLV-C2) e a sua relagdo com o taxon Negevirus que ainda precisa ser mais bem
al., Experimental esclarecida
. O novo negevirus denominado virus Okushiri (OKV) oriundo de amostras de artropodes hemat6fagos coletados no Japéo, possuli
Kawakami Estudo . . - N - . ’ N !
11 | 2016 . uma particula viral esféricas com 50-70 nm de diametro, seu genoma viral possui 9.704 nucleotideos e trés ORFs e se replica em
K, et al., Experimental P . .
células C6/36 oriundas de Aedes albopictus.
Por meio de diversas técnicas laboratoriais de biologia molecular como: metagenémica, RT-PCR e isolamento viral, foi possivel o
Pauvolid Estudo estudo da diversidade virol6gica que comtempla as amostras coletadas na regido do pantanal brasileiro, onde resultou em 1.657
12 | 2016 - . " . . P - : . . L
CA, etal., Experimental mosquitos classificados em 28 espécies, no qual foi possivel identificar 12 virus, dentre os quais 4 cepas eram do virus Brejeira
(BREV).
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N° | Ano Autores Tipo de estudo Sintese dos resultados e conclusfes
Através das ferramentas da genética reversa foi possivel o desenvolvimento de um virus recombinante contendo estruturas de um
13 | 2017 Erasmus E . alfavirus especifico de inseto chamado EILV e proteinas estruturais do virus Chikungunya (CHIKV), no qual observou-se a producgéo
xperimental . ) . . / A
JH, etal., de anticorpos neutralizantes em células de mosquito e em camundongos o que demostra o potencial de aplicacao bioldgica dos ISVs
na producédo de plataforma de vacinas.
Com a crescente descoberta dos ISVs por meio dos avangos das técnicas de biologia molecular e da engenharia genética houve a
Erasmus necessidade de conhecer a biologia desses agentes, mesmo porque alguns ISVs possuem uma relacao filogenética com virus que
14 | 2017 JHe Reviséo sdo patogénicos, por isso foi descrito as principais caracteristicas EILV, iniciando com a sua descoberta, perpassando pela
Weaver SC. caracterizacdo da quimera produzida, a antigenicidade, a Imunogenicidade, a aplicagdo no diagnéstico e no desenvolvimento de
vacinas.
Caracterizacdo genética de dois virus isolados da regido de Bustos, onde foi possivel identificar que estes agentes faziam parte do
15 | 2017 Fujita R, et Est.udo novo taxon Negevirus, que apresentavam efeito citopéatico nas células C6/36 e ndo apresentavam efeito na céluila BHK-21, um dos
al., Experimental | isolados € uma nova cepa do virus Negev e o outro, € um novo negevirus designado virus Bustos, no qual possui trés ORFs em sua
composicao genética.
16 | 2017 O'Brien CA, Est_udo Por meio da coleta entomolégica e da aplicacdo do sequenciamento de nova geracdo foi possivel identificar uma nova espécie de
etal., Experimental | negevirus, chamado de virus Castlerea, que se agrupou no clado Nelorpivirus.
Através das sequéncias de noventa e um novos isolados proveniente de diversos paises do mundo como: o Brasil, Peru, Panama,
N Estud Nepal, Colémbia e EUA, foi possivel realizar a caracterizacdo genética, analises epidemioldgicas e evolutivas de todas essas
17 | 2017 unes studo sequéncias, no qual se agruparam no taxon Negevirus, nos dois grupos que a compdem chamados Nelorpivirus e Sandewavirus,
MRT, et al., Experimental . . fe: . . ~ .
onde possuem uma grande diversidade genética e de hospedeiros, assim como uma relacdo com os virus de plantas destacando
os géneros (Cilevirus, Higrevirus e Blunevirus).
Relato do primeiro isolamento do virus Tanay na China, proveniente de amostras de Culex, no qual causaram efeito citopatico (ECP)
18 | 2018 Wang J, et Est_udo apenas em células de i_nve,rt(_abrados '(06/36) e nao causaram ECP em células de rpamiferos (BHK-21 e VERO), atrav_és da andlise
al., Experimental das sequéncias de aminoacidos mais conservado da proteina polimerase, este virus faz parte do grupo Sandewavirus do taxon
Negevirus.
Com uma abordagem utilizando uma metodologia de biologia molecular chamada metagen6émica, foi possivel realizar o isolamento
19 | 2018 Charles J, ESt.UdO viral de 37 pools de artrépodes hemat6fagos, onde apenas um virus isolado, chamado virus Uxmal apresentou similaridade gendmica
etal., Experimental . ~ > '
com os virus que compdem o taxon Negevirus.
20 | 2019 Kondo H, et Est.udo Cc_)m 0 avanco o_Ias técn_ica_s de biologia molecular principalmente as metodologias de sequenciamento e analise de transcriptomas
al., Experimental | foi possivel elucidar curiosidades acerca da evolucdo dos ISVs até mesmo no que tange a suas semelhancas com virus de plantas.
Relato do primeiro isolamento do ISV, virus Tanay (TANAV), em amostra oriunda de artrépode hematofago (Anopheles sinensis),
proveniente da provincia de Yunnan na China, no qual é filogeneticamente semelhante as cepas isoladas anteriormente, onde se
21 | 2019 Zhao L, et Est_udo agrupou no téxo_n Negevirus, d_e_ntro.do género_Sandewavirus, foi observado.também que elas se re_plic_am nas cglturas de células
al., Experimental de Aedes albopictus com deficiéncia de RNAi (C6/36) e de Aedes aegypti (Aag2), e também foi feito os registros através da
microscopia eletrdnica da maturagao viral com a identificagdo de proteinas que € um avango no entendimento a respeito da biologia
dos ISVs.
Por meio do sequenciamento genético realizado no sequenciador lllumina MiSeq foi possivel realizar o isolamento de um novo virus
22 | 2019 Wang, Y, et Est_udo proveniente de amostras de_artrépodes hemato6fagos gla espécie Culex tritaeniorhynchus, chamado de virus Manglie (MaV) que
al., Experimental | pertencente ao tdxon negevirus, onde ap6s uma analise no programa BLASTn mostrou uma semelhanga genética com o virus
Ngewotan.
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N° | Ano Autores Tipo de estudo Sintese dos resultados e conclusbées
O novo virus possui um genoma de RNA de cadeia simples, sentido positivo, com uma sequéncia viral de 13.098 pares de base e
23 | 2020 Bojko J, et Estudo foi identificado através da técnica de transcriptoma, possuindo uma similaridade genética com o taxon Negevirus. Relata também a
al. Experimental importancia de realizar o sequenciamento que abrange outros hospedeiros além dos artropodes hematéfagos e das plantas para
compreender melhor a evolucédo dos negevirus.
O novo negevirus foi oriundo de amostras de mosquitos Aedes vexans, coletados na Finlandia, chamado Mekrijarvi negevirus
Suvanto Estudo . AR I ) .
24 | 2020 MT. et al Experimental (MEJNV), onde este possui uma organizagao tipica do genoma dos virus que fazem parte dos negevirus com 9.740 nucleotideos, e
' " P € composto também por trés ORFs, onde apresentou maior similaridade genética com o virus Ying Kou da China (67,71%).
Foi obtido 600 espécies em 32 ordens de insetos, no qual gerou mais de 1.213 virus de RNA que foram recapitulados em 40 familias,
dentre essas familias destacou-se os negevirus. Como pouco se descobriu a respeito da biologia dos negevirus e que a maioria dos
Wu H, et Estudo . - ; - L .
25 | 2020 . artigos publicados se preocupam em divulgar os novos isolamentos virais, este trabalho abrange de uma forma geral os virus de
al., Experimental ~ ~ . : L ; .
RNA, no qual propde como sugestao futura um projeto de viroma envolvendo véarios organismos, afim de detalhar melhor como
ocorre as infec¢gfes por virus em hospedeiros invertebrados.
Os dois novos negevirus chamados Nelorpivirus dungflyl (NVD1) e Sandewavirus dungflyl (SVD1), séo provenientes de amostras
Estudo coletadas de artrépode nao hematéfago na regido do Artico, no qual estdo associados a virus de plantas da familia Kitaviridae, esses
26 | 2020 | Lu G, et al., - . - L AR o . : .
Experimental resultados contribuem para uma melhor compreenséo da distribuicdo geografica e da diversidade de hospedeiros que abrange os
negevius.
27 | 2020 Bishop C, Estudo A bactéria Wolbachia € um mecanismo de controle vetorial utilizado para controlar a transmissdo dos arbovirus, nesse sentindo
et al, Experimental pouco se sabe ainda a respeito da relagdo dessa bactéria com os ISVs.
28 | 2020 Lenz O, et Estudo O novo virus foi detectado por meio do sequenciamento de nova geracédo, com relacéo filogenética com os Negevirus e também
al., Experimental associado com virus de pulgdes, chamado provisoriamente como Fragaria vesca-associado ao virus 1 (FVaV-1).
Deteccgéo da diversidade viral de amostras coletadas de artropodes hematéfagos oriundos do Estado de Mato Grosso e do Centro-
29 | 2020 Silva FR, et Estudo Oeste do Brasil, no qual foi detectado arbovirus como: Ilhéus, Dengue, Mayaro, Virus da Encefalite Equina, Febre Amarela,
al., Experimental Oropouche, Zika e Chikungunya e dentre os quais, foi detectado também, os ISVs e Negevirus. Ressaltando assim, a ampla
diversidade dos ISVs e dos arbovirus que infectam também culicideos machos.
Colmant Estudo Isolamento de um novo virus proveniente de amostras de artrépodes hematéfagos do género Culex sp chamado provisoriamente de
30 | 2020 - virus Badu (BADUV), onde apresentou replicagdo em células de invertebrados (Culex e Aedes) em contrapartida, nao apresentou
AMG, et al., Experimental : ~ - -
replicacdo em células de vertebrados, reafirmando que se trata de um ISVs.
O estudo compreende uma abrangéncia geral sobre doengcas que afetam plantas em especial o maracuja, que através de
Ramos Estudo . ; . - A Lo . pe
31 | 2020 . metodologias de biologia molecular detectou que além dos pertencentes ao género Cilevirus, outros virus pertencentes a familia
GPL, et al., Experimental L > - . . )
Kitaviridae e ao novo taxon Negevirus podem causar doengas em plantas e que precisam ser bem mais esclarecidos.
Descoberta de virus novos para a ciéncia utilizando uma abordagem metatranscriptdmica, no qual foi possivel obter sequéncias
Kondo H, et Estudo i 5 G oy 4 i " ; 4
32 | 2020 - proveniente de pulgBes que principalmente a cepa nege/kitavirus esta relacionada a virus que infectam plantas e artropodes,
al., Experimental | gemostrando assim a diversidade biolégica dos ISVs e que certamente necessitam ser mais bem estudados e compreendidos.
Os virus GmmIV e GmmNegeV, possuem um genoma contendo 9685 nucleotideos e 9685 nucleotideos, respectivamente, no qual
33 | 2021 Meki IK, et Estudo nota-se que o segundo codifica duas ORFs e pertence ao novo taxon Negevirus. Em relacédo a aplicacédo biolégica desses virus,
al., Experimental para o controle da proliferacdo de moscas que causam problemas econdmicos e doencas em humanos ainda precisa ser bem mais
esclarecido.
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N° | Ano Autores Tipo de estudo Sintese dos resultados e conclusbées
Revisdo dos estudos a respeito das atualizagbes das familias virais que comportam os ISVs como: Flaviviridae, Togaviridae,
Carvalho Peribunyaviridae, Phenuiviridae, Tymoviridae e Taxon negevirus. Além de relatar como ocorre a transmissdo dos ISVs (via
34 | 2021 | VLe Long Revisao transovariana), a evolu¢do desses virus, a interagdo dos ISVs com os arbovirus e a aplicagdo biotecnoldgica dos ISVs, que
MT. compreende a parte mais importante e inovadora para a ciéncia que é a utilizacdo desses virus como uma ferramenta alternativa
para controle bioldgico, o desenvolvimento de vacinas e plataformas de diagnéstico para arbovirus.
Estudo que compreende a coinfecgao viral com a utilizag&o do ISV, virus Espirito Santo (ESV) e o arbovirus, o virus Dengue (DENV)
. que é um grande problema em saude publica, no qual foi observado que houve uma reducéo da replicacdo do DENV em células de
35 | 2021 White AV, ESt.UdO mosquito quando coinfectada com ESV e além disso quando ocorreu uma superinfeccdo do ESV em relagéo ao DENV resultou na
etal. Experimental | . . >quito q U . M diISSO q . Sup ¢ - refacao e P
' inibicdo da replicagdo do DENV e na disseminacao dos artropodes hematdfagos (A. Aegypti), reduzindo assim a competéncia do
vetor.
Relata a capacidade dos Negevirus, tais como o virus Negev (NEGV) de inibir a replicagdo dos arbovirus como o virus Chikungunya
36 | 2021 Patterson Est_udo (CHIK_V) e virus_EncefaIite Equina Oriental (EEEV) em células <_je mosquitos coinfectadas, mostrando_, assim, a relevéncia_de estudos
El, etal., Experimental que visam elucidar a relagcdo dos ISVs com os arbovirus, principalmente, no que tange as espécies do novo taxon ainda pouco
estudadas.
Carvalho Levantamento bibliografico acerca da aplicacdo biolégica dos ISVs na produgdo de vacina para os arbovirus, no qual oferecem
37 | 2021 | VLe Long Reviséo plataformas Unicas para expresséo de proteinas por meio de criagao de quimeras utilizando ISVs e arbovirus mesmo porque estas
MT. ja possuem resultados promissores na literatura o que desperta o interesse da comunidade cientifica.
38 | 2021 Langat SK, Est_udo Por meio de andlise de metagen()m_ica houve a descoberta de um viroma de RNA divers_o entre mosquitos quenianos que inclui virus
et al, Experimental previamente desconhecidos para ciéncia e virus que fazem parte do novo tdxon negevirus.
Com o sequenciamento de nova geracao foi possivel obter os viromas de artropodes hematofagos (Ochlerotatus) coletados na
39 | 2022 Truong N, Est_udo Finléndia,_no q_ua_l foi possivel recuperar 514 s_,equéncias vi_rais de RNA polimerase_ (Rd_Rp), dg 159 espécies de virus, pertencentes
etal, Experimental a 25 familias virais dentre elas o taxon Negevirus, nos quais 147 s&o novos para ciéncia, assim estudos como este sdo de extrema
importancia porque apresenta a diversidade dos virus associados a mosquitos na regiéo da Finlandia.
Este trabalho demostra que através da vigilancia entomoldgica realizada pelo Instituto Evandro chagas foi possivel realizar o
isolamento viral de sete amostras que apresentaram resultados negativos para flavivirus, alfavirus e bunyavirus na RT-gPCR, mas
40 | 2022 Ribeiro Estudo apresentaram efeito citopatico em células de invertebrados (C6/36), assim se identificou uma variedade de ISVs, sendo a maioria
ACS, et al., Experimental | delas pertencente ao tdxon Negevirus: os virus Brejeira, Negev, Cordoba e Wallerfield, incluindo um novo virus para a ciéncia,
provisoriamente denominado virus Feitosa, demostrando assim, a importancia da realizagdo de trabalhos como este, afim de
entender a diversidade dos negevirus na regido amazdnica.

Fonte: Ribeiro ACS, et al., 2023.

REAS | Vol. 23(9) | DOI: https://doi.org/10.25248/REAS.e13686.2023 Pégina 8 de 15


https://doi.org/10.25248/REAS.e13686.2023

sGacervo+
"u index base Revista Eletronica Acervo Saude | ISSN 2178-2091

De acordo com os resultados de pesquisa obtidos na faixa temporal analisada, foi possivel observar que
o nimero maior de artigos publicados referente as palavras chaves pesquisadas foi no ano de 2020, com dez
artigos publicados, seguido dos anos de 2015 e 2017, com cinco artigos e 2014 com quatro artigos publicados
(Figura 2).

Figura 2 - Distribuicdo do nimero de artigos encontrados por meio do levantamento bibliografico, abrangendo
as palavras chaves “Brejeira virus”,“Negevirus”,“Negevirus and Insect specific viruses”, “Brejeira virus e
Arbovirus”, “Negevirus and Arbovirus”.

L

10

(n)

-

NUMERO DE ARTIGOS

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
ANOS AVALIADOS

Fonte: Ribeiro ACS, et al., 2023.

Dentre os artigos pesquisados apenas quatro deles trazem informages mais detalhadas sobre o virus
Brejeira listados no quadro 2, que demonstra a escassez de trabalhos cientificos sobre o BREV e 0 pouco
conhecimento sobre as caracteristicas bioldgica assim como sua aplicabilidade dentro da ciéncia e da salde
publica, no qual merece ser bem mais estudado.

Quadro 2 — Artigos encontrados apés o levantamento bibliografico acerca do BREV.

Ano Autores Sintese do conteido dos artigos

Anuncio do sequenciamento de oito espécies semelhante ao virus Piura que receberam
2015 Nunes MRT, et al., . q . P q
0 nome de virus Brejeira.

Quatro isolados do BREV proveniente da regido de Corumbéa no Pantanal (MS) oriunda

2016 Corréa AP, etal, do pools de artropodes Culex sp.

Caracterizagéo genética dos Negevirus, incluindo 11 cepas do BREYV isoladas no Para e

2017 Nunes MRT, et al., PO
na Colémbia.

2022 | Ribeiro ACS, et al., Isolamento viral dg 6 cepas do virus Brejeira e caracterizagdo da sua relagéo filogenética
COM outros negevirus.

Fonte: Ribeiro ACS, et al., 2023.
Caracteristicas biologicas, filogenéticas e taxondmicas dos negevirus, incluindo o BREV

O taxon Negevirus € constituido de uma diversidade de espécies virais que apresentam um genoma de
RNA de fita simples de sentido positivo com caudas poli (A) (VASILAKIS N, et al., 2013; ROY A, et al., 2015;
CARAPETA S, et al., 2015; NUNES MRT, et al., 2017). Por meio de andlises filogenéticas, foi possivel
observar que os seis primeiros virus identificados, virus Negev (NEGV), virus Ngewotan (NWTV), virus Piura
(PIUV), virus Loreto (LORV), virus Dezidougou (DEZV) e virus Santana (SANV), formaram um novo taxon,
denominado Negevirus, que se relaciona com virus de plantas dos géneros Higrevirus, Blunevirus e Cilevirus.
Muito pouco se conhece sobre o relacionamento genético entre os ISVs do taxon Negevirus e os virus de
plantas, sendo possivel que um grupo tenha originado evolutivamente o outro. Foi proposto por Kallies e
colaboradores (2014) uma subdivisdo dos negevirus em dois géneros: Nelorpivirus e Sandewavirus (O'BRIEN
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CA, etal., 2017, CHARLES J, et al., 2018; KONDO H, et al., 2020; GONZALEZ PLR, et al., 2020; FERREIRA
RS, et al., 2020). Os negevirus ndo demonstram causar efeito citopatico em células de vertebrados, mas
causam em células provenientes de invertebrados, como o clone C6/36; analises feitas por microscopia
eletrbnica demonstraram as caracteristicas do efeito citopatico (ECP) causados pelos negevirus, que se
caracterizam pela expansdo dos espagos perinucleares, cheios de vesiculas ou microtdbulos, sendo que
estes ainda formam arranjos paracristalinos, empurrando o citoplasma para a periferia celular (VASILAKIS N
etal., 2013; AUGUSTE AJ, et al., 2014).

O BREV possui um genoma viral de RNA fita simples de sentido positivo e consiste em uma particula
esférica de tamanho de 45-55 nm de diametro (VASILAKIS N et al., 2013; NUNES MRT, et al., 2017). O
genoma viral do BREV é composto por trés cadeias de leitura abertas (ORFs) (NUNES MRT, et al., 2015;
NUNES MRT, et al., 2017) flanqueadas por regiées néo traduzidas (UTRs) nas extremidades 5 'e 3', com
cada ORF sendo separada por regides intergénicas curtas. A ORF1 (grande) foi encontrada possuindo de
233 a 7339 nt e codificando a proteina de polimerase viral. A ORF2 (média) e ORF3 (pequena) codificam
glicoproteinas e proteinas de membrana, respectivamente (VASILAKIS N et al., 2013; NUNES MRT, et al.,
2017). A ORF1 contém dominios de proteina putativos que correspondem a proteinas ndo estruturais. Além
disso, foram identificados, também, quatro dominios funcionais: dominio de metiltransferase; um dominio de
metiltransferase de RNA ribossomal; um dominio de helicase e um dominio RNA-polimerase RNA-
dependente (RdRp) (RIBEIRO ACS, et al., 2022).

Estudo realizado por Ribeiro ACS, et al. (2022) demonstra a relacao filogenética dos Negevirus referente
ao dominio da polimerase da ORF 1, incluindo isolados na regido de Canaa dos Carajas ou de Curionépolis
no estado do Para, Brasil. Na arvore filogenética publicada, os negevirus isolados foram agrupados dentro
dos principais grupos descritos anteriormente para estes virus: Nelorpivirus (BREV, NEGV, CDBYV) e
Sandewavirus (WALV) e virus Feitosa (FEITV). Em relacé@o ao género Nelorpivirus, destague-se que as cepas
do BREV, onde formaram um grupo relacionados com as cepas brasileiras do BREV isoladas no Paré e na
regido de Corumba no Mato Grosso do Sul, sendo que o PIUV esta mais relacionado filogeneticamente com
0 BREV. As cepas referentes ao NEGV relacionaram-se mais ao NWTV, no qual, este género possui uma
ancestralidade comum com alguns virus de plantas, como o virus Citrus leprosis group C (CiLV-C), virus
Hibiscus green spot (HGSV) e virus Blueberry necrotic ring blotch (BNRB). Em relacdo aos negevirus
pertencentes ao género Sandewavirus, as cepas WALV formaram um clado com as demais cepas americanas
(Brasil, Panama, Trinidad e Tobago, EUA e Colémbia), sendo o clado WALV mais intimamente relacionado
com o do GANV. Por sua vez, o FEITV, um novo virus para ciéncia descrito no estudo, relacionou-se mais
com o virus Biratnagar (BIRV) e virus Bustos (BUSV) (RIBEIRO ACS, et al., 2022).

Neste mesmo estudo, foi demonstrado que as cepas do BREV disponiveis no genbank se subdividiram
em trés subagrupamentos: subgrupo | (formado por oito isolados de Canad de Carajas, Brasil, 2013),
subgrupo Il (isolados de Trairdo, Brasil, 2005) e subgrupo Il (isolados na Coldmbia, 2013) (NUNES MRT, et
al., 2017; RIBEIRO ACS, et al., 2022). A filogenia do BREV evidenciou a formacéo de trés clados, sendo o
grupo | correspondente aos isolados do Brasil dos anos de 2013, 2014 e 2015; o grupo |l, composto por
isolados do Brasil dos anos de 2005 e 2010, incluindo o primeiro isolado no Brasil; e o grupo Ill, formado pelos
isolados da Coldémbia do ano de 2013. Todas as seis cepas do BREV isoladas (Canad dos Carajas e
Curionoépolis), em relacéo as trés ORFs concatenadas, mostraram ser mais relacionadas geneticamente com
as cepas de 2013 também do municipio de Canad dos Carajas, enquanto as demais amostras brasileiras dos
anos de 2005 e 2010 (grupo IlI) mostraram-se mais distantes geneticamente do grupo |, com distancias
genéticas variando entre 10,5% e 11,4%

Circulacao dos negevirus e BREV

O novo taxon chamado Negevirus surgiu a partir da descoberta de seis novos ISVs, oriundos de artrépodes
hematéfagos e flebotomineos coletados em vérias regides do mundo como: Brasil, Peru, Estados Unidos,
Florida, Loreto, Texas, Costa do Marfim, Colombia, Cordoba, Israel, Indonésia e China e estdo cada vez mais
sendo descobertos devido ao avanco no sequenciamento e da metagendmica (Quadro 3) (NUNES MRT, et
al., 2017; LANGAT KS, et al., 2021).
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Quadro 3 - Virus especificos de inseto do taxon Negevirus, de acordo com o género e a referéncia.

Virus Género Referéncias

Negev virus (NEGV) Nelorpivirus Vasilakis N, et al. (2013)
Ngewotan virus (NWTV) Nelorpivirus Vasilakis N, et al. (2013)
Piura virus (PIUV) Nelorpivirus Vasilakis N, et al. (2013)
Loreto virus (LORV) Nelorpivirus Vasilakis N, et al. (2013)
Brejeira virus (BREV) Nelorpivirus Nunes MRT, et al. (2015)
Cordoba virus (CDBV) Nelorpivirus Nunes MRT, et al. (2017)
San Bernardo virus (SBDV) Nelorpivirus Nunes MRT, et al. (2017)
Big Cypress virus (BCPV) Nelorpivirus Nunes MRT, et al. (2017)
Castlerea virus (CsV) Nelorpivirus O'Brien CA, et al. (2017)
Okushiri virus (OKV) Nelorpivirus Kawakami K, et al. (2016)
Manglie virus (MaV) Nelorpivirus Wang Y, et al. (2019)
Ochlerotatus caspius negevirus (OCNV) Nelorpivirus Carapeta S, et al. (2015)
Culex univittatus negevirus (CUNV) Nelorpivirus Carapeta S, et al. (2015)
Mekrijarvi negevirus (MEJNV) Nelorpivirus Suvanto MT, et al. (2020)
Nelorpivirus dungflyl (NVD1) Nelorpivirus Lu G, et al. (2020)

Santana virus (SANV)

Sandewavirus

Vasilakis N, et al. (2013)

Dezidougou virus (DEZV)

Sandewavirus

Vasilakis N, et al. (2013)

Goutanap virus (GANV)

Sandewavirus

Kallies R, et al. (2014)

Wallerfield virus (WALV)

Sandewavirus

Auguste AJ, et al. (2014)

Tanay virus (TANAV)

Sandewavirus

Nabeshima T, et al. (2014)

Uxmal virus (UVMV)

Sandewavirus

Charles J, et al. (2018)

Biratnagar virus (BIRV)

Sandewavirus

Nunes MRT, et al. (2017)

Bustos virus (BUSV)

Sandewavirus

Fujita R, et al. (2017)

Sandewavirus dungflyl (SVD1)

Sandewavirus

Lu G, et al. (2020)

Feitosa virus (FEITV)

Sandewavirus

Ribeiro ACS, et al. (2022)

Fonte: Ribeiro ACS, et al., 2023.

O BREV foi isolado pela primeira vez, no Brasil, no estado do Para (ao longo da rodovia BR-163), no ano
de 2005 (NUNES MRT, et al., 2015). Posteriormente, nos anos 2010, 2013, 2014 e 2015, foi isolado
novamente no Brasil, no municipio de Canaa dos Carajas, no estado do Para e na Colémbia (2013). Em 2016,
foi isolado na regido do Pantanal, mais especificamente na regido de Corumba-MS (CORREA AP, et al., 2016;
NUNES MRT, et al., 2017; RIBEIRO ACS, et al., 2022).

Esses achados demonstram que o BREV esté distribuido em algumas regides brasileiras, destacando a
regido Norte e Centro Oeste, sendo a maioria dos isolados proveniente de artrépodes hematéfagos do género
Culex sp. e Psorophora ferox, como pode ser observado na figura 3.
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Figura 3 - Mapa do Brasil representando as regides que ja tiveram o registro de isolamento do BREV através das
sequéncias depositadas no NCBI, onde se destaca a regido Norte, mais especificadamente o estado do Para, e dois
municipios, Trairdo e Canaé dos Carajas; e a regido Centro Oeste, destacando a regido de Corumba.

= Canaa dos Carajas — PA
Trairdo - PA
] Corumbé-Ms

0 250 500km A
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Fonte: Ribeiro ACS, et al., 2023.

O BREV esté sendo cada vez mais detectado por meio de técnicas de isolamento viral e biologia molecular
atravez dos estudos realizados pelo Instituto Evandro Chagas, nas areas que sofrem ac¢do antrépicas na
Amazobnia, mais especificamente no sudeste do estado do Pard, demonstrando assim, a importancia de
realizar investigacdes ndo apenas sobre arbovirus, mas também para os ISVs, principalmente nas regiées da

Amazonia Brasileira (NUNES MRT, et al., 2015; NUNES MRT, et al., 2017; RIBEIRO ACS, et al., 2022).
Possiveis usos biotecnolégicos dos ISVs, incluindo os negevirus

Diversos estudos estéo realizando experimentos de coinfec¢des entre arbovirus de importancia em sadde
publica e ISVs e tem demonstrado o potencial dos ISVs como possivel futura ferramenta de controle dos
arbovirus. Como exemplo, para o arbovirus DENV e o virus Zika (ZIKV), ambos apresentaram reducao do
titulo de disseminagédo em mosquitos da espécie Ae. aegypti com infec¢do prévia por virus Agente de Fuséo
Celular (CFAV) (BAIDALIUK A, et al., 2019). Por outro lado, pesquisas realizadas com o virus Palm Creek
(PCV), um flavivirus especifico de inseto, infectando mosquitos das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus
desafiados com os arbovirus ZIKV e virus Chikungunya (CHIKV), mostraram que para ambos os arbovirus, a
infeccé@o por PCV néo teve efeito nas taxas de infeccdo e transmisséo, concluindo assim, que seu potencial
de controle bioldgico é limitado (KOH C, et al., 2021), divergente do que foi encontrado por (SCHULTZ MJ, et
al., 2018).

O ISV Nhumirim (NHUV), pertencente ao género Flavivirus, ao ser submetido a condigdo de coinfec¢éo
com o virus West Nile (WNV) reduziu em 10.000 vezes os titulos virais do WNV, sendo observada também a
reducédo de 40% da transmissibilidade do WNV em coldnias de mosquito Ae. albopictus infectados com NHUV,
portanto, este ISV pode servir como possivel ferramenta de controle bioldgico da transmissibilidade eficiente
do WNV (GOENAGA S, et al., 2015; GOERTZ GP, et al., 2019). Outra potencial utilizacdo dos ISVs & o seu
uso como plataformas de vacinas para arbovirus. Através das técnicas da genética reversa, os ISVs podem
ser utilizados como backbones para insercdo de proteina de arbovirus, e consequente formagdo de virus
quimérico, que mantém sua incapacidade de se replicar em vertebrados, mas que induzem anticorpos
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neutralizantes e respostas celulares, resultando assim, em uma estratégia promissora para prevenir a
emergéncia ou reduzir a morbimortalidade causada pelos arbovirus (GORCHAKOV RV, et al.,, 2014;
ERASMUS JH, et al., 2017; ERASMUS JH e WEAVER SC, 2017). Por essas e outras vantagens, é tdo
importante a realizacdo de pesquisas envolvendo ISVs para melhor compreensdo da sua biologia e
consequentemente a sua aplicacdo (PETERS HJ, et al., 2019; MEKI IK, et al., 2021).

Em 2021, foi publicado o primeiro estudo de interferéncia realizado com agentes virais do taxon Negevirus,
no qual o NEGV e PIUV mostraram-se capazes de inibir a replicacdo de arbovirus pertencentes aos género
Alphavirus (CHIKV e EEEV) em células de mosquitos coinfectadas. Neste mesmo estudo foram utilizadas
metodologias provenientes da engenharia genética como a estratégia de expressao de proteinas, 0 que
permitiu a modificacdo genética do virus NEGV para expressar a proteina (GFP) e fragmentos do anticorpo
do CHIKYV (scFv), no qual foi possivel observar que o negevirus geneticamente modificado reduziu ainda mais
a replicacdo do arbovirus in vitro, quando comparado com o NEGV selvagem, porém requer mais estudos in
vivo utilizando artropodes hematdfagos para a avaliacdo da sobrevivéncia do negevirus geneticamente
modificado e sua aplicagdo no controle da competéncia vetorial de mosquitos frente a transmissdo dos
arbovirus de importancia em saude publica (PATTERSON El, et al., 2021).

Outro uso potencial dos ISVs é no diagndstico laboratorial dos arbovirus. Estudos realizados por Erasmus
JH e Weaver SC (2017) mostraram que quimeras produzidas utilizando a maquinaria de replicagéo do EILV
(backbone) e as proteinas estruturais do CHIKV, possuem a capacidade de gerar respostas imunolégicas e
se ligar a anticorpos. O mais interessante dessa proposta é que se tem na mesma particula viral as
propriedades restritas ao hospedeiro do ISV e as caracteristicas antigénicas do arbovirus. Assim, para avaliar
a capacidade da quimera (EILV/CHIKV) de detectar anticorpos CHIKV IgM, foi padronizada a metodologia
sorolégica de ELISA, utilizando um painel de soros de pacientes infectados com CHIKV, sendo a nova
metodologia comparada com ensaio disponivel comercialmente recomendado pelo Centro de Controle e
Prevencao de Doengas (CDC); os resultados mostraram uma grande sensibilidade e especificidade da nova
metodologia usando quimeras, superando até mesmo os kits comerciais (ERASMUS JH e WEAVER SC,
2017; ERASMUS JH, 2017).

A grande vantagem da utilizac@o de quimeras para a produc¢édo e padroniza¢des de métodos diagnostico
€ a seguran¢ga na manipulagdo, o baixo custo e um curto periodo de producdo, no qual ndo precisa
necessariamente de etapas que encarecem O processo como: a concentracdo, a purificacdo e a inativacdo
dos antigenos, por outro lado, os antigenos produzidos pelo método tradicional requerem uma estrutura de
biocontencao para as culturas utilizadas e a realiza¢@o de técnicas que fazem com que a produgao se torne
mais custosa e demorada (ERASMUS JH e WEAVER, SC, 2017; ERASMUS JH, 2017). Portanto, essa
ferramenta aparenta ser bem promissora no futuro proximo, que permite a utilizacdo do ISV como uma
alternativa na geracdo de produtos comerciais para imediata utilizagdo pelos laboratérios clinicos durante
epidemias e até mesmo elucidar melhor o diagndstico sorolégico dos arbovirus que é um grande desafio para
a salde publica.

CONSIDERACOES FINAIS

A presente revisdo demonstrou que o BREV, assim como outros negevirus estdo sendo isolados no Brasil
e merecem a atencdo da comunidade cientifica, pois embora ndo causem doencas em seres humanos e
animais, possuem potencial de uso biotecnolégico com utilidade dentro da saude publica, contudo para tal se
faz necessaria a realizagcdo de outros estudos, a fim de, elucidar melhor a biologia desses agentes e sua
relagdo com os arbovirus.
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