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COSTA, Monica Maria Crespo. Avaliacdo de parametros da capacidade vetorial para
arbovirus em populacbes de Aedes aegypti e Culex quinquefascaitus. 2021. Tese
(Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

O Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) representam um problema de satde publica mundial.
Conhecer aspectos da capacidade vetorial de seus transmissores é importante para a defini¢do
de estratégias de controle mais eficazes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o custo biologico
da exposicdo aos ZIKV e CHIKV em Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus. Amostras de
campo foram coletados em Recife, Pernambuco. Ae. aegypti de campo (AeCamp) e de
laboratério (RecLab) e Cx. quinquefasciatus de laboratério (CqSLab) foram expostas a
alimentacdo sanguinea artificial com ZIKV e CHIKV. Avaliou-se fecundidade, fertilidade,
sobrevida, longevidade, atividade de repasto sanguineo e resposta aos DEET e Picaridina. A
sobrevida de RecLab foi duas vezes menor entre 0s grupos expostos ao ZIKV, com relagédo
aos ndo expostos, e a longevidade ndo foi alterada. Em AeCamp, o ZIKV ndo alterou a
sobrevida e longevidade das fémeas. A fecundidade e fertilidade de RecLab ndo sofreu
impacto pelo ZIKV, enquanto AeCamp teve a fertilidade reduzida, nos grupos expostos.
Infectadas com CHIKYV, fémeas de RecLab tiveram reducdo na sobrevida e longevidade. O
CHIKYV reduziu a fecundidade em AeCamp e a fertilidade nas duas colbnias avaliadas. Em
CgSLab, a exposicdo ao ZIKV reduziu a fecundidade e fertilidade entre os grupos expostos,
mas nado entre aqueles que foram expostas e desenvolveram a infeccdo. A atividade de repasto
sanguineo ndo foi alterada pelos ZIKV e CHIKV nas trés colonias avaliadas. Expostas ao
ZIKV, fémeas de RecLab tiveram reducdo na resposta ao DEET, a 1%, mas ndo a 5%.
Conclui-se que o ZIKV impacta diferentemente no fitness de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus. O impacto do CHIKV em Ae. aegypti é maior com relacdo ao custo
biolégico das fémeas expostas ao ZIKV. Estes resultados podem contribuir para a definicao
de métodos mais eficazes de controle vetorial, de modo a potencializar o custo da exposicdo
aos virus, aqui caracterizado pela reducdo na fecundidade, fertilidade e resposta ao DEET.

Palavras-chave: Culicidae; fecundidade; fertilidade; longevidade; repelentes de insetos; virus
Zika; virus chikungunya.



COSTA, Monica Maria Crespo. Evaluation of vector capacity parameters for arboviruses
in Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus populations. 2021. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2021.

ABSTRACT

Zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) represent a global public health problem. Knowing
aspects of the vectorial capacity of your transmitters is important for defining more effective
control strategies. The objective of this work was to evaluate the biological cost of exposure to
ZIKV and CHIKV in Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus. Field samples were collected
in Recife, Pernambuco. Ae. aegypti from field (AeCamp) and from laboratory (RecLab) and
Cx. quinquefasciatus from laboratory (CqSLab) were exposed to artificial blood feed with
ZIKV and CHIKV. Fecundity, fertility, survival, longevity, blood meal activity and response
to DEET and Picaridin were evaluated. RecLab survival was twice as low among groups
exposed to ZIKV, compared to non-exposed ones, and longevity was not altered. In AeCamp,
ZIKV did not change female survival and longevity. The fecundity and fertility of RecLab was
not impacted by ZIKV, while AeCamp had reduced fertility in the exposed groups. Infected
with CHIKYV, females from RecLab had reduced survival and longevity. CHIKV reduced
fecundity in AeCamp and fertility in the two colonies evaluated. In CqSLab, exposure to ZIKV
reduced fecundity and fertility among exposed groups, but not among those who were exposed
and developed the infection. The blood repast activity was not altered by ZIKV and CHIKV in
the three colonies evaluated. Exposed to ZIKV, females from RecLab had a reduced response
to DEET, at 1%, but not at 5%. It is concluded that the ZIKV impacts differently on the fitness
of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus. The impact of CHIKV on Ae. aegypti is higher in
relation to the biological cost of females exposed to ZIKV. These results may contribute to the
definition of more effective vector control methods, in order to increase the cost of exposure to
the virus, here characterized by a reduction in fertility, fertility and response to DEET.

Keywords: Culicidae; fecundity; fertility; longevity; insect repellents; Zika virus;
chikungunya virus.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas infecciosas causadas por virus transmitidos por
artropodes, com destaque na saude publica mundial, pelos altos indices de morbidade,
envolvendo mais de 150 espécies de agentes patogénicos que causam doencas no homem.
Entre esses, destacam-se os virus da familia Flaviviridae e Togaviridae, causadores da
dengue, febre amarela, febre chikungunya, Zika e algumas encefalites (FIGUEIREDO, 2007;
LEDERMANN et al., 2014).

Como para grande parte dessas arboviroses ndo existe vacina comercialmente disponivel
ou tratamento especifico, o controle dessas enfermidades direciona-se primariamente a acoes
voltadas para a reducéo populacional dos mosquitos responsaveis pela sua transmissao. Uma vez
que a ineficiéncia dessas acGes é um dos fatores determinantes para o estabelecimento de
arbovirus em um territorio, a fragilidade dos programas de controle dos vetores do virus
dengue (DENV) pode ter contribuido para a disseminagdo de novos arbovirus no Brasil, como
0 virus Zika (ZIKV) em 2013 e o chikungunya (CHIKV) em 2014 (FARIA et al., 2016;
FERNANDEZ-SALAS et al., 2015).

Varias espécies do género Aedes (Ae.) sao consideradas vetores de ZIKV (BOCCOLINI et
al., 2016; DIAGNE et al., 2015; LEDERMANN et al., 2014; MCKENZIE; WILSON; ZOHDY,
2019), que é de circulacdo selvatica, sendo mantido em ciclos de transmissdo em primatas néo
humanos por meio de espécies de mosquitos selvagens. Em ambientes urbanos, onde ocorrem
outras especies de culicideos antropofilicos, faz-se necessaria a comprovacdo das espécies
vetoras, considerando-se que estratégias de controle vetorial devem ser bem definidas e
direcionadas a espécies-alvo (AYRES, 2016). Culex (Cx.) quinquefasciatus, por exemplo, € um
culicideo cosmopolita, que ocorre abundantemente em vérias partes do mundo; contudo, a maior
parte dos estudos sobre o seu papel na transmissao do ZIKV sé surgiu em 2016 (AZAR et al.,
2019; FERNANDES et al., 2016; GOMARD et al., 2020; GUEDES et al., 2017; GUO et al.,
2016; HEITMAN et al., 2017; MAIN et al., 2018) no momento em que Ayres (2016) levantou a
possibilidade de seu envolvimento na epidemia de Zika em Pernambuco.

O papel de Ae. aegypti como principal vetor do ZIKV vem sendo ressaltado em varios
estudos, que relatam ndo terem encontrado evidéncias que apontem para espécies do género
Culex. como envolvidas no processo de transmissdo (AMRAOUI et al., 2016; AZAR et al., 2019;
DODSON; PUJHARI; RASGON, 2018; ELIZONDO-QUIROGA et al., 2019; FERNANDES et
al., 2016, 2017; GOMARD et al.,, 2020; KENNEY et al.,, 2017; RASGON; BENELLLI;

DODSON, 2017). Por outro lado, na China, no Brasil, nos Estados Unidos, no México e na
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Tailandia, encontraram-se evidéncias de que Cx. quinquefasciatus é competente para transmitir o
ZIKV (GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; PHUMEE et al., 2019; SMARTT et al.,
2018), sobretudo pelo fato inedito de espécimes de Cx. quinquefasciatus terem sido encontrados
naturalmente infectadas pelo virus no municipio do Recife, Pernambuco, Brasil (GUEDES et al.,
2017).

Com relacdo a febre chikungunya, as epidemias tém causado impacto econémico em
varios paises (MORRISON, 2014). Diferentemente de infeccbes causadas por outros
arbovirus, que sdo assintomaticas entre 75% e 95% dos casos, a chikungunya é sintomatica,
causando quadro de poliartrite intensa e debilitante. Manifestagdes neuroldgicas e cardiacas,
destruicdo osteoarticular, assim como alguns oObitos, foram associados a infec¢do por CHIKYV,
e ocorrem com maior frequéncia em recém-nascidos, idosos e em pacientes em condicdo de
salde debilitada (MORRISON, 2014).

Espécies do género Aedes, especialmente, Ae. aegypti e Ae. albopictus, sdo apontadas
como capazes e altamente eficientes na transmissdo do CHIKV (AGHA et al., 2017; AMRAQUI
etal., 2019; GLORIA-SORIA et al., 2020; VEGA-RUA et al., 2014).

A espécie capaz de transmitir um arbovirus, inicialmente, permite que ocorra a
infeccdo em suas células epiteliais do intestino e a replicacdo. Ultrapassada essa barreira,
haverd a disseminacdo para a hemocele e a posterior infeccdo das glandulas salivares
(HADDAD et al., 2012; MCTIGHE; VAIDYANATHAN, 2012; SALAZAR et al., 2007).
Esta denomina-se competéncia vetorial, que é funcdo intrinseca da constituicdo genética do
vector, envolvendo varios genes que regulam 0s mecanismos responsaveis pela
susceptibilidade ao patégeno (ALMEIDA, 2011; HARDY et al., 1983) e € um componente
importante da capacidade vetorial (MACDONALD, 1957).

A capacidade vetorial define-se como um conjunto de caracteristicas fisiologicas e
comportamentais de cada espécie de mosquito que, associada as condi¢cGes ambientais, pode
favorecer a transmissdo natural de uma doenca. Trata-se de um conceito que aborda a
interacdo do virus com o vetor e o hospedeiro humano, a qual determina a prevaléncia de uma
doenca que pode variar no tempo e espago. A dindmica de transmissdo também é influenciada
pelo estado imunolodgico e pela densidade da populagdo humana (LOUNIBOS; KRAMER,
2016). Um estudo de modelo epidemiologico apresenta aspectos quantitativos do processo de
transmissdo de um patdgeno e ressalta a necessidade de considerar fatores bioldgicos
peculiares da espécie de mosquito e patdgeno envolvidos. Mostra, ainda, de modo
proporcional, como as mudancas em qualquer um deles impactardo na incidéncia e
prevaléncia da doenca (MACDONALD, 1961).
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Estudos apresentam modelos de risco que consideram o papel das espécies envolvidas
na transmisséo e quantificam risco potencial de disseminagéo do ZIKV em novas regides do
globo (GARDNER; CHEN; SARKAR, 2016, 2017). Entretanto, de modo geral, as
informacdes disponiveis sobre os aspectos da capacidade vetorial de espécies do género Aedes
para transmissdo do ZIKV, por exemplo, ndo sdo suficientes para compreender a dindmica de
transmissao e a distribuicdo geografica do virus, o que dificulta a definicdo de medidas de
prevencdo e controle mais eficazes (VOROU, 2016).

Analises prévias foram realizadas por nosso grupo de pesquisa para determinacdo da
competéncia vetorial das colonias selecionadas para este estudo. Os resultados encontrados
sugerem que as linhagens de laboratério das espécies Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus sdo
competentes para transmitir ZIKV (GUEDES et al., 2017). Do mesmo modo, a colbnia
selecionada de campo, da espécie Ae. aegypti, mostrou-se competente para transmissdo de
ambos os virus (informacéo verbal).!

Apesar dos avangos, o conhecimento acerca da dindmica de transmissdo de arbovirus
como ZIKV e CHIKYV carece de investigacdes, uma vez que os estudos, na maioria, até entdo,
apenas abordam um aspecto da capacidade vetorial: a competéncia para transmissdo (AGHA
et al., 2017; ELIZONDO-QUIROGA et al., 2019; GLORIA-SORIA et al., 2020; GOMARD et
al., 2020; HEITMANN et al., 2017; SEVERINI et al., 2018; VEGA-RUA et al., 2014). Assim,
0 presente estudo propds-se a responder a questdes referentes a parametros da capacidade
vetorial de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, relacionados com a capacidade reprodutiva
(fecundidade, fertilidade), sobrevida, longevidade, atividade de repastos sanguineos, resposta
a repelente e sua relacdo com os arbovirus emergentes (ZIKV e CHIKV), que podem

repercutir na epidemiologia das arboviroses que causam ao homem.

! Informagcéo prestada em 2019 pela Dra. Mariana Sobral, membro do grupo de pesquisa, obtida por meio de
seus experimentos, cujos resultados ainda ndo foram publicados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

ModificacBes no comportamento humano e, sobretudo, alteracdes ecoldgicas repercutem
em mudancas no ciclo de transmissdo de patdgenos por artrpodes, considerando-se que, na
maioria, eles sdo virus zoonoticos. Essas mudangas incluem o homem como hospedeiro acidental
Além disso, fatores associados a diversidade de agentes infecciosos e 0 pouco conhecimento
sobre a interacdo de hospedeiros, reservatérios e vetores envolvidos tornam as arboviroses um
grande desafio para os sistemas de saude (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Ndo menos
importante nesse contexto estdo as dificuldades enfrentadas no controle de mosquitos envolvidos
no ciclo de transmissdo (ZANLUCA et al., 2015).

O Brasil é considerado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) hiperepidémico
para dengue. O Pais tem passado por repetidas epidemias que, somadas as mais recentes,
sobretudo envolvendo os ZIKV, CHIKV e suas complicacfes, levaram o Estado brasileiro a
desencadear uma série de acOes na perspectiva de dar maior aporte ao controle populacional
do vetor, bem como direcionar recursos para pesquisa e desenvolvimento de novas
tecnologias para enfrentamento de arboviroses (BRASIL, 2017a). Entretanto, apesar dos
esforcos, as arboviroses ainda sdo causa de grande preocupacao, especialmente porque, para
dengue, Zika e chikungunya, ainda ndo existem vacinas disponiveis comercialmente, o que
torna a prevencdo limitada ao controle vetorial, que ¢ muito incipiente no Brasil. Assim,
conhecer a origem, 0 modo de transmissdo e o potencial de disseminacdo desses arbovirus é
essencial, de forma a estabelecer medidas eficazes de prevencdo e controle das arboviroses
(MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017).

2.1 ZIKA

Esta subseccdo aborda o conhecimento acerca da caracterizagdo, historico de
distribuicdo, gendtipos ja identificados e transmissdo do ZIKV, assim como sobre o
diagndstico, prevencao e tratamento da febre Zika no mundo.
2.1.1 Caracterizacao e distribuicao do virus Zika no globo

O virus Zika (ZIKV), um arbovirus zoon6tico, emergente, da familia Flaviviridae, foi

isolado pela primeira vez em 1947 em Uganda, por meio de amostras de um macaco rhesus

febril, utilizado como sentinela no programa da Fundacdo Rockefeller para pesquisa sobre a
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febre amarela da selva. Seu soro foi inoculado no cérebro de camundongos, 0s quais
adoeceram apds 10 dias, de onde se isolou um agente patogénico, mais tarde denominado
virus Zika. Um ano depois, 0 mesmo patdgeno foi isolado na espécie de mosquito Aedes
africanus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).

Embora os anticorpos contra o ZIKV tenham sido encontrados em soros humanos de
muitas partes da Africa, até 1964, ndo havia registro de caso comprovado de infecgio por esse
virus. A primeira deteccdo de infeccdo em humanos sé ocorreu entre 1962 e 1963, também
em Uganda, quando o pesquisador D. I. H. Simpson, em estudo com cepas do virus, isoladas
do Ae. africanus, na floresta Zika, contraiu a infec¢do. A pesquisa descreveu o curso clinico
do agravo e apontou as razdes que incriminaram o ZIKV como patégeno envolvido
(SIMPSON, 1964). Em 1968 e entre 1971 e 1975, o virus foi isolado na Nigéria, em estudos
realizados com humanos, onde anticorpos neutralizadores do virus Zika foram detectados em
40% dos pacientes nigerianos avaliados (FAGBAMI, 1979). Desde entdo, varios casos foram
notificados em outros paises africanos: Uganda, Republica Central Africana, Serra Leoa,
Gabdo, Egito e Tanzania (HAYES, 2009) e no Sudeste Asiatico (OLSON et al., 1981).

Em 2007, nas ilhas de Yap, nos Estados Federados da Micronésia, relatou-se um surto
de doenca caracterizada por erupcdo cutanea, artralgia e conjuntivite (DUFFY et al., 2009).
Inicialmente, diagnosticou-se esse surto como dengue, no entanto, estudos seroldgicos e
moleculares apontaram o ZIKV como o patégeno envolvido (BALM et al., 2012). Esse foi 0
primeiro relato de deteccdo do ZIKV fora da Africa e Asia — Figura 1 (HAYES, 2009). O
virus circulou no sudeste da Asia, pelo menos, por cinquenta anos, sendo entéo introduzido na
ilha de Yap, o que culminou na epidemia de febre Zika em humanos. Para confirmagéo do
diagndéstico dos casos em Yap, utilizaram-se primers de consenso, 0s quais detectaram
moléculas de &cido ribonucleico (RNA) do ZIKV no soro dos pacientes (HADDOW et al.,
2012).

Em 2014, Cao-Lormeau e Musso relataram a identificacdo de ZIKV como agente
causador de um surto que comegou em outubro de 2013 na Polinésia Francesa (CAO-
LORMEAU; MUSSO, 2014). E provavel que a chegada do virus a outras ilhas do Pacifico
(Nova Caledbnia, llhas Cook e Ilha de Pascoa) tenha sido por meio de viajantes infectados da
Polinésia Francesa (MUSSO, 2015). Durante o surto, relatou-se o primeiro caso de Sindrome
de Guillain-Barré, sete dias ap0s suspeita de infecgdo por ZIKV. Com base em resultados
soroldgicos de Imunoglobulina M (IgM), Imunonoglobulina G (IgG) e teste por neutralizagdo
de reducdo de placas (PRNT), foi possivel fazer o diagnostico diferencial para infeccdo

recente por ZIKV, descartando-se reacOes cruzadas em razdo de infeccOes anteriores por



28
DENV. Esse foi o primeiro caso registrado de hospitalizagdo causada por uma infecgéo grave

por Zika (OEHLER et al., 2014).

Fﬂura 1 — Distribui¢do do virus Zika, 1947-200

.
Fonte: Hayes (2009).
Legendas:
o representa a llha Yap; indica evidéncia sorolégica humana; B indica virus isolado de humanos; Il
representa isolados de mosquitos.

A introducdo do ZIKV no Brasil ocorreu provavelmente durante a Copa das
Confederagdes em 2013 (FARIA et al.,, 2016). Contudo, a confirmagdo de transmisséo
autoctone no pais sé adveio em abril de 2015, ano em que foi registrado aumento de casos de
microcefalia em bebés recém-nascidos na regido Nordeste (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO
[DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016a). A hipGtese de que esses casos
estivessem associados a infec¢do materna por ZIKV durante a gravidez foi confirmada no Brasil,
no mesmo ano, o que desencadeou a formacao de grupos para enfrentamento da doenca no pais
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2016b). A confirmacdo laboratorial da transmissdo autdctone no pais verificou-se no municipio
de Camagari, Bahia. Em maio do mesmo ano, confirmaram-se casos em Natal, Rio Grande do
Norte; Sumaré e Campinas, Sdo Paulo; Maceid, Alagoas; e Belem, Para (BRASIL, 2017a).

Posteriormente, identificou-se o virus em outros paises da América do Sul e Central, e
no Caribe. A circulagdo autdctone em outros paises iniciou-se em outubro de 2015 na

Colombia, seguida do Suriname em novembro do mesmo ano. O Centro Nacional de



29

Referéncia para arboviroses, localizado no Instituto Pasteur, na Guiana Francesa, confirmou
0s primeiros cinco casos autdctones detectados no Suriname, pelos quais foi possivel
sequenciar o genoma do virus (ENFISSI et al., 2016).

Inicialmente, supunha-se que o virus havia entrado no Brasil durante a Copa do
Mundo de 2014 (ZANLUCA et al., 2015). Segundo Musso (2015), os estudos filogenéticos
de Zanluca et al. (2015) corroboram a ideia de que a introducdo desse virus no Brasil foi
durante a corrida de canoas do Va'a World Sprint Championship, realizada no Rio de Janeiro
em agosto de 2014, da qual participaram equipes de quatro paises do Pacifico. Musso (2015)
ainda argumenta que, na Copa do Mundo de 2014, nenhum pais do Pacifico, endémico do
ZIKV, competiu. Contudo, conforme relatado no paragrafo anterior, estudo filogenético e
molecular estima que a introducdo do ZIKV nas Américas ocorreu entre maio e dezembro de
2013, mais de 12 meses antes da primeira deteccao no Brasil (FARIA et al., 2016). Foi nesse
periodo que surgiram os surtos nas ilhas do Pacifico, 0 mesmo periodo em que se detectou um
aumento de passageiros dessas areas para o Brasil (FARIA et al., 2016).

Entre outubro de 2015 e maio de 2016, o Brasil registrou um aumento de casos de
microcefalia — 1.326 casos confirmados, sendo 351 em Pernambuco. No mesmo ano, o
aumento subito de casos de microcefalia em recém-nascidos na regido Nordeste do Brasil foi
associado a infeccdo das mdes pelo ZIKV durante a gestacdo (BRASIL, 2017b). Essa
adversidade foi considerada pelo Ministério da Salde uma Emergéncia em Salde Publica de
Importancia Nacional (Espin) e, desde entdo, varias frentes tém mostrado esforcos no sentido de
monitorar, de forma integrada, alteracdes no crescimento e no desenvolvimento relacionadas com
a infecgdo pelo ZIKV.

O total de casos provaveis de infeccdo pelo ZIKV, registrados no pais em 2015, foi de
37.011 (Tabela 1), sendo o maior nimero de casos notificados na regido Nordeste do pais,
mais precisamente no estado da Bahia (32.544 casos, com taxa de incidéncia de 213,0
casos/100 mil habitantes). Em 2016, esse numero subiu para 216.207, desses, 445 casos em
Pernambuco, com taxa de incidéncia de 4,0 casos/100 mil habitantes (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2018b). Segundo
0 Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Saude de Pernambuco, no mesmo ano, o numero
de casos notificados e confirmados no estado foram de 11.392 e 202, respectivamente
(PERNAMBUCO, 2016). O maior numero de casos provaveis registrados em 2016 no
Nordeste foi no estado da Bahia (51.796 casos, com taxa de incidéncia de 339,0), seguido do
estado de Alagoas (6.875 casos, com taxa de incidéncia de 204,6). No mesmo ano, destaca-se

ainda o aumento consideravel do nimero de notificacGes na regido Sudeste, estado do Rio de



30

Janeiro (68.564, com taxa de incidéncia de 412,1 casos/100 mil habitantes) e no Centro-Oeste,
estado do Mato Grosso (21.945 com taxa de incidéncia de 663,8 casos/100 mil habitantes)
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2018b).

Em 2017, o nimero de casos provaveis no pais caiu para 17.593, com taxa de
incidéncia de 8,5/100 mil habitantes (Figura 2), sendo o0 maior nimero de casos registrados na
regido Centro-Oeste, estados de Goias (3.867 casos e taxa de incidéncia de 57,8) e Mato
Grosso (2.148 casos e taxa de incidéncia de 65,0). No Nordeste (Figura 2), 0 maior numero de
casos foi nos estados da Bahia (2.217 casos e taxa de incidéncia de 14,0) e Ceara (1.503 casos
e taxa de incidéncia de 16,8) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2019a).

Figura 2 — Gréfico representativo do nimero de casos provaveis de virus Zika por semana epidemioldgica,
Brasil, 2015-2017
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Fonte: Boletim Epidemioldgico [da] Secretaria de Vigilancia em Saude (2018b).

Em 2018, registraram-se 8.680, com taxa de incidéncia de 4,2 casos/100 mil
habitantes. Desses, confirmaram-se 3.984 (45,9 %) casos. Na regido Nordeste, 0s maiores
nameros de casos provaveiss foram nos estados do Rio Grande do Norte (576 casos e taxa de
incidéncia de 16,6 casos/100 mil habitantes) e Paraiba (399 casos, com taxa de incidéncia
10,0/100 mil habitantes). Destacam-se ainda, na regido Centro-Oeste, 0s estados de Goias
(988 casos, com taxa de 14,3) e Mato Grosso (583 casos e taxa de 16,9/100 mil habitantes)
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(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2019a).

Em 2019, até a semana epidemioldgica (SE) 50, o nimero de casos provaveis de Zika
registrados no pais foi de 10.768, com incidéncia de 5,1 casos/100 mil habitantes. (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2020). A regiao
Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia (9,5 casos/100 mil habitantes), destacando-se
os estados da Bahia (2.049 casos, com taxa de incidéncia de 13,8), do Rio Grande do Norte
(1.232 casos e taxa de 35,1) e Alagoas (731 casos e taxa de 21,9) (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2020).

Notificaram-se em 2020, até a SE 51, 7.387 casos provaveis no pais, com taxa de
incidéncia de 3,5 casos por 100 mil habitantes. A maior taxa de incidéncia ocorreu na regido
Nordeste — 9,2 casos/100 mil habitantes (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA]
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2021a). Em Pernambuco, o nimero de casos
notificados em 2020 foi de 247, representando reducdo em relacdo aos registrados em 2019 —
Tabela 1 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2020). A Bahia e 0 Rio Grande do Norte foram os estados que contribuiram com as
maiores taxas de incidéncia na regido Nordeste (23,7 e 15,6 casos/100 mil habitantes,
respectivamente).

Conforme apresentado na tabela 1, os dados epidemiolégicos obtidos da Secertaria de
Saude do Estado de Pernambuco mostram um numero consideravelmente maior de
notificacBes de febre Zika, entre os anos 2015 e 20109.

Entre as semanas epidemioldgicas 45/2015 e 52/2017, registraram-se 15.298 casos
suspeitos de alteragcBes no crescimento e desenvolvimento a partir da gestacdo até a primeira
inféncia, relacionados com a infeccdo pelo ZIKV e outras etiologias infecciosas. A maioria dos
casos notificados até a SE 52/2017 concentrou-se na regido Nordeste do pais (60,6%). Naquele
periodo, Pernambuco estava entre os cinco estados com maior nimero de casos notificados
(16,8%), seguido pela Bahia (16,3%), S&o Paulo (9,0%), Paraiba (7,3%) e Rio de Janeiro com
7,3% (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2018d). Até dezembro de 2018 — SE 45/2015 a 52/2018 (periodo 8 nov. 2015 a 29
dez. 2018) —, o Ministério da Saude foi notificado sobre 17.041 casos suspeitos, sendo 3.332
(19,6%) confirmados. A maioria ainda se concentrou na regido Nordeste do pais (58,5%) e

Pernambuco entre 0s cinco com maior nimero (16,4%) de casos notificados.
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Tabela 1 — NUmero de casos provaveis e incidéncia de febre pelo virus Zika no Brasil, por regido e no estado de Pernambuco, de 2015-2018 até a Semana Epidemiolégica 52,
de 2019 até a Semana Epidemioldgica 50 e 2020 até a Semana Epidemioldgica 51; NUmero de casos provaveis e confirmados de febre pelo viruz Zika no estado de
Pernambuco, 2015 a 2019 até a semana epidemioldgica 52

Si?ége da Federacgao Numero de casos provaveis (N) Coeficiente de incidéncia/100 mil habitantes
Ano 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Norte* 359 12981 2.079 1.326 790 524 2,0 733 114 73 4,3 2,8
Nordeste* 33571 76.029 5232 2425 5406 5305 59,0 1335 92 4,3 9,5 9,2
Pernambuco* 60 445 36 113 403 247 0,6 4,0 0,4 1,2 4,2 2,6
Sudeste* 2973 91.025 3937 3.149 3525 860 33 1054 45 3,6 4,0 1,0
Sul* 45 1.014 87 47 106 98 0,2 3,4 0,3 0,2 0,4 0,3
Centro-Oeste* 63 34278  6.258 1.733 941 600 04 2188 389 108 58 3,6
Brasil* 37.011 215.327 17593 8.680 10.768 7.387 17,9 1044 84 4,2 51 3,5

Pernambuco** 1.386 11.392 782 1.422  3.827 - - - - - - -

Numero de casos confirmados (N)
Pernambuco** 14 202 - 54 58 - - - - - - -

Fonte: * Boletim Epidemiolégico [da] Secretaria de Vigilancia em Salde (2018b, 2018c, 2019a, 2019b, 2020, 2021a); ** Pernambuco (2016, 2017, 2018, 2019, 2020).
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Entre os anos 2015 e 2020, registraram-se 19.622 casos suspeitos de sindrome
congénita associada a infeccdo pelo virus Zika (SCZ), sendo 3.577 (18,2%) confirmados
(Figura 3A). A grande maioria desses casos ocorreu entre o fim de 2015 e 2016, com maior
concentracdo na regido Nordeste (2015: 88,1%; 2016: 49,8%). Em 2020, notificaram-se 1.007
novos casos. Um percentual de 83,9% (n=845) desses eram recém-nascidos e 13% (n=131)
eram criangas com mais de 28 dias de idade (Figura 3B). Confirmaram-se 3,5% desses casos e
59,3% permanecem em investigacdo — Figura 3C (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA]
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2021b).

Figura 3 — Numero de casos notificados de Sindrome Congénita associada a infeccdo pelo virus Zika (SCZ),
Brasil, 2015-2020
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Fonte: Resp. Dados atualizados em 4/1/2021, sujeitos a alteragoes.

Fonte: Boletim Epidemioldgico [da] Secretaria de Vigilancia em Saude (2021b).
Legendas: A) Por ano de notificagdo. B) Tipo de notificacdo. C) classificagdo final em 2020.

Nesse contexto, 0 ZIKV esta presente em todos 0s continentes, tendo sido relatado por
ultimo na Europa (BRADY; HAY, 2019), o que representa 4,6 bilhdes de pessoas
potencialmente em risco (KRAEMER et al., 2019).

2.1.2 Caracterizagdo genotipica e estrutural do virus Zika
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O ZIKV é um virus de RNA sentido positivo, fita simples, com um genoma de
tamanho de 11 kb e neurotrofico, assim como outros flavivirus. Constitui-se de trés proteinas
estruturais: proteina do capsideo (PrC), proteina pré-membrana (PrM) e proteina do envelope
(PrE); e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A entrada do
virus na célula é mediada pelas proteinas do envelope enquanto as proteinas nao estruturais
(NS) desempenham diferentes funcgdes relacionadas com a replicagdo do virus (SAXENA et
al., 2016).

Embora pertenca ao mesmo cluster que outros flavivirus, como o virus dengue
(DENV), o genoma do ZIKV evoluiu rapidamente e divergiu dos membros desse género.
Entre as cepas do ZIKV, também se encontram divergéncias gendmicas, o que pode explicar
as peculiaridades do agravo (WANG et al., 2017). Uma caracteristica singular do ZIKV é a
grande quantidade de recombina¢des homdlogas ativas em seu genoma, incomum entre outros
flavivirus, o que certamente contribuiu para sua evolucéo (FAYE et al., 2014).

Existem duas linhagens geograficamente distintas do ZIKV, a linhagem africana e a
asiatica. O surto ocorrido na Micronésia, em 2007, foi causado por linhagem do Sudeste
Asiatico (HADDOW et al.,, 2012). Desse modo, durante a epidemia nas Américas,
pesquisadores sequenciaram 0 genoma do virus diretamente dos soros de quatro pacientes
virémicos no Suriname. De um desses pacientes, obteve-se a sequéncia completa do RNA
viral. Para outros trés pacientes, obtiveram-se sequéncias da codificacdo da proteina do
envelope. O estudo revelou que as cepas do Suriname compartilham mais de 99,7% da
identidade de nucleotideos e 99,9% de aminoacidos com a cepa que estava circulando na
Polinésia Francesa em 2013, e pertencem ao gendtipo asiatico (ENFISSI et al., 2016).

Nesse contexto, Faria et al. (2016) afirmam que todos os virus amostrados nas
Américas, incluindo os do Brasil, compartilham um ancestral comum com a cepa ZIKV que
circulou na Polinésia Francesa em novembro de 2013, sendo todos da linhagem asiatica. Ha
padrdes complexos de disseminacdo do ZIKV na América do Sul (LEDNICKY et al., 2016),
sendo o Haiti considerado o provavel ponto de entrada do ZIKV nas Américas, considerando-
se que a cepa haitiana foi identificada como a mais proxima ao isolado da Polinésia Francesa
(CAMPOS et al., 2018).

Para a eficiente transmissdo nas Americas, o estudo de Liu et al. (2021) apresenta
quatro reversdoes mutacionais combinadas do ZIKV, associadas a “imunidade de rebanho
limitada” e mutagdes adicionais, como fatores determinantes, que potencializaram o
estabelecimento do virus e a ocorréncia da epidemia no continente. Segundo 0s mesmos

autores, mutacGes adaptativas adicionais ndo estavam presentes em varias cepas asiaticas.
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Por outro lado, recentemente, outras descobertas apontam para a circulacdo da
linhagem africana nas Américas, levantam a possibilidade de surto epidémico no continente
(ALMEIDA et al., 2019; KASPRZYKOWSKI et al., 2020) e a hipotese de que a introducédo
de diferentes linhagens de ZIKV no continente tenha ocorrido em momentos diferentes
(ALMEIDA et al., 2019).

2.1.3 Diagndstico, prevencao e tratamento da febre Zika

De modo geral, o diagnéstico baseia-se na deteccédo indireta de anticorpos IgM e 1gG
anti-ZIKV no soro ou na deteccdo do RNA viral pela técnica de RT-PCR em fluidos como
soro, urina, sémen (FAYE et al., 2008) e saliva (MUSSO et al., 2015a).

E dificil o diagnéstico de individuos que vivem ou retornam de areas endémicas de
flavivirus. Esses virus desencadeiam a producdo de anticorpos que podem apresentar reacdes
cruzadas em seres humanos, como os virus causadores da dengue, encefalite japonesa,
encefalite de Saint Louis, Febre do Nilo Ocidental (FNO), febre amarela e Zika, doencas que
provocam sintomas similares. Com relacdo aos trés arbovirus responsaveis por epidemias de
dengue, chikungunya e Zika no Pacifico, desde 2012, é um desafio para a satde publica
realizar a vigilancia, pelas dificuldades enfrentadas na notificacdo e diagndstico clinico, onde
as manifestagdes iniciais dos trés agravos sdo bastante semelhantes: febre aguda, erupgéo
cutanea e sintomas semelhantes a gripe (ROTH et al., 2014).

Por outro lado, a RT-PCR convencional e a quantitativa (RT-gPCR), apesar de serem
técnicas rapidas e com alta sensibilidade e especificidade, apresentam desvantagem pelo curto
periodo de deteccdo, que é limitado a fase virémica, que inicia junto com os sintomas e segue
até aproximadamente o 7° dia da doenca (FAYE et al., 2013; LANCIOTTI et al., 2008).

O método de RT-qPCR foi desenvolvido por meio do sequenciamento da regido
codificadora da proteina NS5 e alinhamento dessa com regides representivas de flavivirus do
GenBank.? Trata-se de uma técnica de bastante relevancia do ponto de vista de vigilancia
epidemioldgica, especialmente em areas onde circulam outros virus que apresentam
manifestacdes clinicas semelhantes (LANCIOTTI et al., 2008). Embora demande maior custo
comparada com a convencional, apresenta menor risco de contaminacao e de gerar resultados
falso-positivos. Tem alta sensibilidade e especificidade, € de facil padronizacao e possibilita a
quantificacdo de copias de RNA viral (FAYE et al., 2013; LANCIOTTI et al., 2008).

2 GenBnk é o Banco de dados de Nucleotideos da National Library of Medicine (NLM) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), localizado no National Institutes of Health (NIH).
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Além do sangue, a saliva pode ser uma alternativa para deteccdo do ZIKV,
especialmente quando h& dificuldade na coleta de sangue. Amostra de saliva, coletada em
pacientes com sintomas da doenca, aumentou a taxa de deteccdo pela técnica de RT-gPCR,
ZIKV especifico, com relacdo as amostras sanguineas, embora ndo tenham incrementado a
janela de detecgcdo do RNA viral (MUSSO et al., 2015a). Por apresentar maior quantidade de
particulas virais em relacéo ao soro, ser de facil obtencédo e ter um longo periodo de deteccéo,
a urina também é um fluido eficiente para o diagnostico de ZIKV (BINGHAM et al., 2016;
SHARRP et al., 2019).

Apesar dos avangos quanto aos métodos moleculares para diagnostico, ainda ha
fragilidade com relagdo a especificidade e sensibilidade dos testes. Estudo de avaliagdo
externa da qualidade dos testes de diagndstico molecular do ZIKV no Brasil demonstrou que
73% dos laboratorios apresentaram sensibilidade e especificidade dos testes limitadas, em que
a estimativa de carga viral variou de forma significativa. O ensaio avaliado foi o protocolo de
RT-PCR em tempo real, desenvolvido por Lanciotti et al. (2008), e amplamente utilizado no
Brasil. Esses resultados ndo foram significativamente diferentes daqueles encontrados para
laboratérios da Europa (FISCHER et al., 2018).

Com relacdo a identificacdo de ZIKV em insetos vetores, a mesma técnica de RT-
gPCR pode ser utilizada. Contudo, pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz de Pernambuco
(Fiocruz-PE) analisaram e validaram uma técnica de transcricdo reversa para deteccdo de
ZIKV em espécimens de mosquitos. A técnica denominada amplificacdo isotérmica mediada
por alca — Lampada da Reverso-Transcricdo (RT-LAMP) — é altamente especifica, de baixo
custo, além de ser até 10.000 vezes mais sensivel que RT-gPCR. Trata-se de um ensaio que
permite o diagnostico de ZIKV em até 20 minutos. Essa ferramenta pode ser utilizada na
forma de kit rapido para monitorar o ZIKV nas populacdes de mosquitos, o que trara grande
contribuicdo para o estabelecimento de medidas de controle, sobretudo nos paises em
desenvolvimento (SILVA et al., 2019).

Com relagdo a prevengdo, ainda ndo existem vacinas disponiveis, embora se tenha
verificado um avango nas pesquisas para 0 desenvolvimento de vacinas desde a recente
emergéncia do ZIKV (BARRETT, 2018; CHIN et al., 2021; GAUDINSKI et al., 2018;
LAROCCA et al., 2016). A vacina de acido desoxirribonucleico (DNA) VRC5283 em ensaios
clinicos de fase 1, por exemplo, desencadeou respostas eficazes, envolvendo anticorpos
neutralizantes e células T (GAUDINSKI et al., 2018). Com a cepa de vacina do DENV, PDK-53,
pesquisadores entendem como um candidato a vacina contra 0 ZIKV um virus quimérico da

dengue/Zika, VacDZ. O estudo relata que o metodo VacDZ € seguro e eficaz, podendo ser



37

administrado como uma vacina tradicional ou como uma vacina langada por DNA (CHIN et al.,
2021).

Até 0 momento, a prevencao de infeccdo com ZIKV depende essencialmente da reducédo
de criadouros dos vetores e diminuicdo do contato fisico do hospedeiro humano com esses
insetos, 0 que pode ser feito pelo uso de repelentes, mosquiteiros e protecéo de janelas (SAXENA
etal., 2016).

Com relacédo ao tratamento, ainda ndo existem drogas antivirais especificas apesar das
graves consequéncias confirmadas a partir de infeccao pelo ZIKV (ODUYEBO et al., 2017).
Compostos anti-flavivirais vém sendo testados no sentido de prover conhecimento e
identificar drogas que poderiam ser avaliadas em estudos clinicos de infeccdo por ZIKV
(BARROWS et al., 2016). A atividade antiviral do ribosideo 6-metilmercaptopurina (6MMPr)
—um analogo de nucleosideo tiopurina contra a cepa do ZIKV que circulou no Brasil durante
a epidemia de febre Zika — foi avaliada. Os resultados mostraram que essa substancia reduziu
a replicacdo do virus em 99%, sendo indicada, pela primeira vez, como candidato antiviral
promissor contra 0 ZIKV (CARVALHO et al., 2017).

Medicamentos fitoterapicos podem ser uma alternativa eficaz, considerando sua baixa
toxicidade e o fato de ja terem sido eficientes em tratamento de infecgdo pelo virus da encefalite
japonesa. Medicamentos homeopéticos como Eupatorium perfoliatum, Atropa belladonna, Rhus
tox podem ser utilizados de forma segura como parte do tratamento para febre Zika (SAXENA et
al., 2016).

2.1.4 Transmissdo do virus Zika

Este era um tema pouco estudado, mesmo ap6s o primeiro surto detectado fora da Africa,
em 2007, na Micronésia (LI Ml et al., 2012). Entretanto, a dispersao do virus para as Américas, a
partir de 2013, e seus graves efeitos desencadearam uma série de investigacdes, sobretudo na
perspectiva de fornecer conhecimento acerca do processo de transmissdo e das espécies de
mosquito envolvidas. Essa exploséo de estudos desenvolvidos em todo o mundo resultaram em
controvérsias e discussdes entre os estudiosos da area (AYRES et al., 2017; FERNANDES et al.,
2016, 2017; GOMARD et al., 2020; GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; LIU et al., 2017
LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2018), o que levou a reflexdo sobre os parametros que
determinam a competéncia vetorial de uma espécie.

Competéncia vetorial € um dos elementos-chave na avaliacdo de riscos de transmisséo

e na compreensdo do papel individual das espécies transmissoras biolégicas de patdgenos
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(VEGA-RUA et al., 2014). Classicamente, é conceituada como a habilidade intrinseca de
determinada espécie para permitir a infeccdo pelo patégeno, sua replicagdo em células
epiteliais do intestino, a disseminacdo para a hemocele e a infec¢do das glandulas salivares
(HADDAD et al., 2012; MCTIGHE; VAIDYANATHAN, 2012; SALAZAR et al., 2007).
Hoje, outros parametros como a presenca de RNA viral ou particulas virais infectivas na
saliva e a transmissdo para animais expostos a fémeas infectadas passam a ser inclusos nos
estudos (FERNANDES et al., 2016, 2017; GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; LIU et al.,
2017; PHUMEE et al., 2019).

Desde os primeiros relatos de febre Zika no mundo, espécies do género Aedes sdo
apontadas como vetoras do ZIKV. Ja em 1969, apesar de isolados de ZIKV terem sido obtidos de
amostras de Aedes luteocephalus, espécie encontrada em florestas, foi sugerido o possivel papel
de Ae. aegypti como vetor do ZIKV em areas urbanas da Nigéria, pelo fato de essa espécie ser
predominante na regido e de ter sido detectada imunidade da populacdo humana a esse arbovirus
em todas as comunidades estudadas (FAGBAMI, 1979). Achados anteriores relatam ter obtido o
virus de espécies selvaticas de Aedes (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).

Muitos estudos também avaliam e apontam Ae. aegypti como vetor priméario do ZIKV,
sobretudo por terem isolado o virus em espécimes encontradas em campo (DIALLO et al., 2014;
DIAZ-QUINONEZ et al., 2016; GUERBOIS et al., 2016). Porém, a dispersdo do virus levou
alguns pesquisadores a investigarem sobre o envolvimento de outras espécies, sobretudo
considerando a densidade e o comportamento dessas nas diferentes regibes do globo
(AYRES, 2016; BOCCOLINI et al., 2016; GOMARD et al., 2020; GUEDES et al., 2017;
GUO et al., 2016).

O alerta para a necessidade de investigar o papel de Cx. quinquefasciatus no ciclo de
transmissdo desse arbovirus foi dado por Ayres (2016). Motivado ndo apenas pelo recente surto
gue se espalhou para as Américas, onde Cx. quinquefasciatus € a espécie mais abundante; mas em
razdo de seu habito altamente antropofilico e também por ser uma espécie que transmite outros
arbovirus, por exemplo, o Virus do Oeste do Nilo (VON) — West Nile Virus (WNV). Segundo
Ayres et al. (2017), muitos estudos ndo consideram a abundancia das espécies em suas
investigacOes de modo que o numero de espécimes coletados represente a populagao na regido em
estudo. Cx. quinquefasciatus € a espécie de culicideos mais abundante nas Américas, porém, na
maioria das investigacdes, ndo se considera esse parametro, que é um importante aspecto da
capacidade vetorial (KRAMER; CIOTA, 2015). Nesse sentido, 0 ZIKV foi isolado e sequenciado

por meio das amostras de Cx. quinquefasciatus coletadas em Recife entre 2015 e 2016. O
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sequenciamento mostrou semelhanga com a linhagem de virus isolada de pacientes durante a
epidemia no mesmo periodo (GUEDES et al., 2017).

Embora a principal forma de transmisséo do ZIKV seja por espécies de mosquitos vetoras,
a transmissao sexual (FOY et al., 2011; MUSSO et al., 2015b) e vertical (BESNARD et al.,
2014) entre hospedeiros humanos tém sido relatadas.

Outro ponto importante na ecobiologia de patégenos e hospedeiros é a transmissdo
vertical na espécie vetora. Um patdgeno tem mecanismos para se manter e garantir sua
sobrevivéncia, especialmente quando ndo ha hospedeiros suscetiveis ou em condicdes
ambientais adversas. S80 poucos os estudos que investigam a estratégia do ZIKV para
garantir sua permanéncia em mosquitos vetores (PHUMEE et al., 2019; THANGAMANI et
al., 2016), embora esses sejam fundamentais para compreender a ecologia do ZIKV e
implementar medidas de controle (LEQUIME; PAUL; LAMBRECHTS, 2016).

Nesse sentido, a transmissdo vertical é um desses mecanismos (LEQUIME; PAUL;
LAMBRECHTS, 2016). Nas espécies do género Aedes, por exemplo, 0s ovos sdo capazes de
resistir a dessecacdo e a condicBes variaveis de temperatura, de modo que, em condicdes
favoraveis, podem eclodir e as larvas se desenvolverem até a forma adulta. Durante os
diferentes estagios do ciclo de vida do mosquito, o patégeno que foi transmitido verticalmente
também replica, e a fémea adulta emerge infectada, garantindo a permanéncia do virus e
impactando diretamente na dindmica de transmissdo (THANGAMANI et al., 2016).

O Quadro 1 sistematiza os principais estudos gue abordaram a transmissdo do ZIKV,
desenvolvidos no periodo de 2009 a 2020, contemplando as espécies e linhagens estudadas,

sua origem, tipo de experimento realizado, resultados encontrados e principais conclusdes.

Quadro 1 — Estudos que abordam transmisséo do ZIKV realizados no periodo 2009-2020

(continua)
Espécie de Linhagem Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e do ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Aedes hensilli Coleta de larvas e | Ae. hensilli como espécie | Duffy et al.
llhas de Yap, mosquitos em campo, | predominante; (2009)
Estado Federado - para deteccdo do | Nenhum pool de mosquitos avaliados
da Micronésia ZIKV foi positivo para presenca de RNA
viral.

Ae. aegypti MR766 Infeccdo oral | 62% de disseminacdo  (virus | Li Mi et al.
Singapura, Uganda artificial em | encontrado nas glandulas salivares | (2012)
Sudeste Asiatico laboratorio I?SLE\;O“a do 5° dia pos-exposicdo
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(continuacdo)

Espécie de Linhagem Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e do ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Ae. albopictus MR766 Infeccéo oral | Taxas de infeccdo de 91,7%; | Wong et al.
Singapura Uganda artificial em | disseminacdo  de  100% e | (2013)
laboratério transmissdo de 72,7% (detectada
pelo processamento da saliva por
RT-gPCR);
Ae. albopictus de Singapura é
altamente suscetivel ao ZIKV.
Ae. hensilli MR766 Infeccdo oral | 86% de infeccdo; 23% de | Ledermann
llhas de Yap, | Uganda artificial em | disseminagdo; etal. (2014)
Estado Federado laboratério Espécie incriminada como possivel
da Micronésia vetora do ZIKV.
Ae. aegypti, Ae. | ArD 128000 | Infecgéo oral | odas as espécies foram suscetiveis a
unilineatus, Ae. | ArD 132912 | artificial em | infeccao;
vittatus e Ae. | ArD 157995 | laboratério Apenas  Ae. vittatus e Ae.
Luteocephalus ArD 165522 Luteocephalus apresentaram | Diagne et al.
Senegal HD 78788 potencial para transmissdo do ZIKV, | (2015)
Senegal pois continham genoma do virus em
MR 766 sua saliva, depois do 15° DPE, em 20
Uganda e _50% dos mosquitos
respectivamente.
Cx. NC-2014— Infeccéo artificial | Cx. quinquefasciatus - infecgdo no 3°, | Amraoui et
quinquefasciatu | 5132) oral e intratoracica | 7° e 21° DPE, respectivamente: 0/42, | al. (2016)
s - San Joaquin | Genétipo em laboratério 1/47 e 5/40;
Valley, asiatico Cx. pipiens - infecgéo no 3°, 7° e 21°
California e Cx. | Nova DPE respectivamente: 1/48, 3/47 e
pipiens - | Caled6nia 6/46; ) L
Tabarka, Cx. quinquefasciatus - disseminagao:
Tunisia no 14° DPE (1/41) e 21° DPE (3/40).
Cx. pipiens: disseminacdo ndo
detectada;
N&o encontrado virus na saliva, nas
duas espécies, as quais foram
consideradas ndo competentes para
transmisséo.
Ae. aegypti NC-2014- Infeccdo oral | Ae. aegypti e Ae. albopictus foram | Chouin-
Guiana 5132 artificial em | capazes de infectar e disseminar 0 | Carneiro et
Francesa, Genotipo laboratério ZIKV no 4° e 7° DPE. al. (2016)
Martinica asiatico A transmissdo, avaliada pela
(Caribe), titulagdo do virus na saliva, foi
Guadalupe Nova baixa e s6 foi detectada no 14°
(Caribe), Flérida | Caledénia DPE.
(EUA), Rio de

Janeiro (Brasil)
Aedes
albopictus

Rio de Janeiro
(Brasil) e
Florida, (EUA)
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Ae. aegypti e | PF13/251013 | Infeccdo oral | Ae. aegypti - alta taxa de infecgdo | Richard;
Ae. Instituto Louis | artificial em | (90%); disseminagdo e transmissao | Paoaafaite;
polynesiensis - | Malardé laborat6rio so foram expressivas a partir do 9° | Cao-
Taiti — Polinésia DPE (75%) e 14° DPE (36%) | Lormeau
Francesa respectivamente; Ae. polynesiensis | (2016)
— maiores taxas de infeccéo (36%) e
disseminagdo (18%) no 14° DPE.
Transmissdo ndo detectada;
Ae. aegypti apresentou capacidade
tardia para transmitir ZIKV;
Ae. polynesiensis  ndo  foi
competente pata transmitir;
Outra espécie pode ter contribuido
para a propagacdo do ZIKV durante
o surto.
Culex  pipiens | SZ01 Infeccéo oral | Taxa de disseminagdo: 90% em | Guo et al.
quinquefasciatu | GenBank. n.° | artificial em | glandulas salivares no 8° DPE. (2016)
S— KU866423 laboratorio e | 8 dos 9 camundongos avaliados
Provincia de Experimentacdo de | apresentaram cérebro positivo apds
Hainan, China avaliacdo da | exposicdo em mosquitos infectados.
transmissio em | Cx. pipiens  quinquefasciatus
camundongos considerada como potencial vetor
na China.
Ae. aegypti - | PRVABC5S Infeccéo oral | A transmissdo das linhagens de | Weger-
México Porto Rico artificial em | ZIKV do oeste e leste da Africa foi | Lucarelli et
Cx. MR766 laborat6rio mais eficiente em Ae. aegypti do | al. (2016)
quinquefasciatu | Uganda que a linhagem asiatica.
s — Flérida Espécies de Culex, ndo foram
Cx. pipiens - | 41525 vetores eficientes do ZIKV.
Pensilvania Senegal Outras linhagens do ZIKV podem
Cx. tarsalis - infe(;tgr e replicar em Aedes da
Califérnia America
Ae. aegypti - Avaliacao de | 20% e 70% das amostras analisadas | Diaz-
México amostras de | de duas areas de coleta foram | Quifionez et
mosquitos positivas para ZIKV. al. (2016)
- coletados em | Ae. aegypti coletados de janeiro a
campo marco de 2015 tinham a presenca
do ZIKV.
O ZIKV estava presente na regido
desde o inicio de 2015.
Ae. aegypti e Avaliacdo de | 27,3% das amostras de Ae. aegypti | Guerbois et
Cx. amostras de | coletadas foram positivas para | al. (2016)
quinquefasciatu mosquitos ZIKV;
s - México coletados em Nédo foi detectado ZIKV em C.
- campo quinquefasciatus.
A. aegypti incriminado como vetor
principal, pela primeira vez, na
América do Norte.
Ae. aegypti e | Rio-Ul and | Infeccdo oral | Cx. quinquefasciatus: taxa de | Fernandes et
Cx. Rio-S1 artificial em | infeccdo minima para ZIKV. Néo | al. (2016)
quinquefasciatu | Gen6tipo laboratério foi detectada disseminacéo ou
S asiatico transmisséo.
Rio de Janeiro, | Rio de Ae. aegypti: taxa de infeccdo acima

Brasil

Janeiro, Brasil

de 80%. Taxas de disseminacgdo e
de transmisséo acima de 40%.

Cx. quinquefasciatus ndo foi
competente para transmitir ZIKV.
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Ae. aegypti, Ae. Avaliacéo de | 1683 mosquitos coletados e trés | Ferreira-de-
albopictus e Cx. amostras de | pools de Ae. aegypti positivos | Brito et al.
quinquefasciatu - mosquitos para ZIKV; (2016)
S coletados em | Nenhum pool positivo para Ae.
campo albopictus e Cx. quinquefasciatus.
Ae. aegypti e | FB-GWUH- Infec¢do oral | As espécies Culex ndo foram | Heitmann et
Cx. pipiens | 2016 artificial em | competentes para o ZIKV. al. (2017)
(colbnias de | GenBank laboratério Ae. albopictus foi suscetivel ao
laboratério) - | KU870645 ZIKV, mas apenas a 27° C, com
Alemanha taxas de transmissdo semelhantes
Cx. P. pipiens e a uma col6nia de laboratério do
Cx torrente - Ae. aegypti
Alemanha
Ae. albopictus -
Alemanha e
Italia
Ae. aegypti e | ZIKV Avaliacéo de | ZIKV isolado de espécimes de | Guedes et al.
Cx. BRPE243/201 | amostras de | Ae. aegypti (dois pools em 117 | (2017)
quinquefasciatu | 5 mosquitos analisados) e Cx.
s - Recife, | Pernambuco, coletados em | quinquefasciatus (trés em 270).
Brasil Brasil campo; Ae. aegypti: taxa de infeccdo de
Infecgéo oral | 90% e proporcdo de glandulas
artificial em | salivares infectadas de 60% no 7°
laboratério. DPE.
Cx. quinguefasciatus: taxa de
infeccdo de 83% e proporcdo de
glandulas salivares infectadas de
100% no 7° DPE.
Cx. quinguefasciatus: potencial
vetor para transmissdo do ZIKV.
Ae. aegypti e | PF13 /| Infeccéo oral | Cx. quinquefasciatus: nenhuma | Richard;
Cx. 251013-18 artificial em | amostra positiva para ZIKV no 6° | Paoaafaite;
quinquefasciatu | Gendtipo laboratorio para | DPE (n = 39) e 9° DPE (n = 47). | Cao-
s — Polinésia | asiatico avaliacédo de | Ndo foi detectada disseminacdo | Lormeau
francesa competéncia ou transmissao. (2016)
vetorial Ae. aegypti: amostras positivas
para ZIKV (75% a 6° DPE, 77% a
9° DPE. Particulas detectadas em
todas as amostras positivas para
PCR.
Ae. aegypti, Ae. Avaliacéo de | Taxa minima de infeccdo (MIR) | Elizondo-
vexans, Cx. amostras de | por 1000 mosquitos: 250 para Ae. | Quiroga et al.
quinquefasciatu mosquitos vexans, 180,82 para Cx. tarsalis, | (2018)
s, Cx. coronator - coletados em | 34,08 para Cx. quinquefasciatus,
e Cx. tarsalis campo para | 29,10 para Cx. coronator e 10,28

Guadalajara  —
Jalisco, México

deteccdo do virus

para Ae. aegypti.

O virus isolado de glandulas
salivares de 5 espécies causou
efeito citopatico em células
C6/36.

As cinco  espécies  foram
consideradas potenciais vetores
do ZIKV.
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Ae. aegypti, Cx. PR15 Avaliacéo das | Com PR15: Cx. quinquefasciatus | Main et al.
quinquefasciatu Porto Rico Taxas de infeccdo, | refratario a infecgdo (0%, N = 42) (2018)
s, e Cx. tarsalis BR15 disseminacédo e | e Cx. tarsalis infectado a 4% (N =
Califérnia Brasil e MAG6 | transmissdo através | 46); RNA de ZIKV ndo detectado
Malasia da exposicdo de | na saliva das espécies Culex: 14
mosquitos a | ou 21 dias apés a alimentacdo
camundongos (dpa);
infectados Ae. aegypti: taxas de infeccdo de
85% (PR15; N = 46), 90%
(BR15; N = 20) e 81% (MAG66; N
= 85) 14 ou 15 dpa; As unidades
de formacdo de placa (PFU)
variaram de acordo com a cepa
viral: 13-4 PFU com MAG6
(média £ SE, N = 13) em
comparagdo com 29 + 6 PFU para
infectada por PR15 (N = 13) e 35
+ 8 PFU para BR15 infectado (N
=6; ANOVA, df=2,F=38,P =
0,035);
Cx. tarsalis e Cx.
quinquefasciatus:  considerados
ndo vetores de ZIKV.
Ae. aegypti, Cx. Mex1-44 Quantificaco viral | Ae. aegypti: 2,2 a 6,0 logl0 FFUe/ | Azar et al.
quinquefasciatu Chiapas, em amostras de | pool (valor consistente com a | (2019)
s e Mansonia México mosquitos competéncia para transmissao);
titillans coletados em | Cx. quinquefasciatus e Mansonia
Chiapas, campo (valores de | titillans: =1 FFUe/pool (valor ndo
México Ct extrapolados | consistente com  competéncia
para equivalentes | vetorial.
unidades Ae. aegypti: Unica  espécie
formadoras de foco | diretamente  incriminada  na
por mL) transmissdo de ZIKV em Chiapas.
Cx. Zika/H. Infecgéo oral | Cx. quinquefasciatus: ZIKV | Phumee et al.
quinquefasciatu | sapiens-tc /| artificial em | detectado em fémeas e machos até | (2019)
s, Ae. aegypti e | THA / 2014 / | laboratério para [ @  geragdes F6 e F2
Ae. albopictus | SV0127-14 avaliacio de | respectivamente  (virus isolado
Tailandia (ntmero  de | transmissdo vertical | Mmostrou efeito  citopatico  nas

acesso
KU681081)
Genoétipo
asiatico

células C6/36).

Ae. aegypti: ZIKV detectados em
FI;

Ae. albopictus:
transmisséo vertical.
Cx. quinquefasciatus: considerado
seu papel como vetor potencial do
ZIKV na Tailandia.

ndo detectada
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Cx. Senegal - | Infeccéo oral | Cx. quinquefasciatus: infeccdo, | Hery et al.
quinquefasciatu | Africa artificial em | disseminacdo ou transmissdo ndo | (2019)
se Ae.aegypti | 1984 laboratério para | detectadas em 7°, 14° ou 21° DPE;
Guadalupe GenBank: avaliacéo de | Ae. aegypti: cepa de ZIKV do
(Antilhas KU955592; competéncia Senegal apresentou maiores taxas
Francesas) Martinica - vetorial de infeccdo e disseminacdo 88% e
America 94%,;
2015 Periodo de incubacdo extrinseco
GenBank: também diferiu entre as cepas
KU647676; virais: virus detectado na saliva
Malasia, Asia no 7 DPE para a cepa do Senegal,
1966 14 DPE para a da Malésia e 21
GenBank: DPE para Martinica;
KX694533 Ae. aegypti: pode transmitir cepas
asidticas, africanas e americanas;
Cx. quinquefasciatus sao
refratarios a infeccdo por ZIKV.
Cx. Cepas Ae. G6 | Infecgéo oral | Cx. quinquefasciatus: refrataria a | Elizondo-
quinquefasciatu | e Cx. de ZIKV | artificial em | infeccéo, disseminagéo e | Quiroga et al.
se Ae. aegypti isoladas de Ae. | laboratério para | transmissao; Ae. aegypti: | (2019)
Guadalajara, aegypti e Cx. | avaliacdo de | competente para transmissdo em
Jalisco, México | quinquefasciat | competéncia Guadalajara.
us coletados | vetorial
em
Guadalajara,
Jalisco, em
2016;
Cepa isolada
de amostra de
soro  humano
confirmada
COMo positivo
Cx. Avaliacdo de | Seis pools positivos para ZIKV: em | Ayres et al.,
quinguefasciatu amostras de | Ae. aegypti, Ae. taeniorhynchus e | 2019
s, Ae. aegypti e mosquitos Cx. quinquefasciatus.
Ae. - coletados em | ZIKV lIsolado de duas amostras de
taenlorhynchus CampO, para Cx. qu_inquefaSCiatUS e uma de Ae.
Vitéria, Espirito deteccdo do virus, | ae9ypu. _
Santo, Brasil isolamento e | Genomas sequenciados:

sequenciamento

ZIKV/C. quinquefasciatus/Brasil/
ESO1 / 2016 (Cxq_ES1), ZIKV/C.
quinquefasciatus/ Brasil / ES24 /
2016 (Cxq_ES24) e ZIKV/Ae.
aegypti/
Brasil/ES32/2016(Aea_ES32).
Cxq_ES24 e e Aea ES32
mostraram semelhanga com o0s
detectados no Haiti em 2014 e em
Pernambuco, em 2015;

Cepas de ZIKV de dois clados
cocirculando na regiéo.
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e ZIKV experimento/
origem origem Infeccéo
Ae. aegypti ZIKV  HND | Infecgdo oral | Temperaturas mais altas: | Onyango et
Poza Rica - | (2016- artificial para | diminuicdo da longevidade de Ae. | al. (2020)
México e Miami | 19563, acesso | avaliagdo do efeito | aegypti e nas taxas de alimentacdo
- Flérida ao GenBank | da  faixa  de | sanguinea de Ae. albopictus.
Ae. albopictus | no. temperatura diurna | Ae.  albopictus  mantido  em
Nova York KX906952) na temperatura mails ba}lxa: mostrgu
capacidade vetorial | Maior taxa de cgpaudgdg V(_storlal
de Ae. aegypti e Ae. (0,53) ea moalor eficiéncia de
albopictus: transmisséo (57%). o
longevidade, Aume_nto da temperatura diminuiu a
alimentacio cap_amdad_e vetorlal_: o
Mtag efeitos ainda mais significativos
sanguinea € | foram obtidos em Ae. aegypti;
competencia Aumentos de temperatura nas
vetorial  avaliados | Américas podem afetar
em diferentes | significativamente a competéncia
temperaturas do vetor, alimentacdo sanguinea e
longevidade: diminuir a capacidade
vetorial das espécies de Aedes nas
Américas.
Ae. albopictus; | ZIKV:  Cepa | Infeccdo oral | As duas linhagens de Cx. | Gomard et
Ae. aegypti e | africana artificial para | quinquefasciatus ndo  foram | al. (2020)
Cx. (Daks4, avaliacdo da | infectadas pelas trés cepas de
quinquefasciatu | GenBank: competéncia ZIKV avaliadas. As linhagens de
s KU955592) e | vetorial Ae. albopictus e Ae. aegypti foram
llha da Unido, | duas  cepas menos competentes para 0 as
Franca aslaticas cepas asiéticas do que para a
(PaRi_2015: a cepa africana ZIKV.
GenBank: A cepa africana foi melhor
KU647676 e - .
MASG6: transmltldfl por Ae. aegypti em
GenBank: comparagdo com Ae. albopictus.
KX694533)
Ae. albopictus ZIKV:  cepa | Infecgdo oral | As duas linhagens de Ae. | Gloria-Soria
Nordeste  dos | HND C3 | artificial para | albopictus foram infectadas pelas | et al. (2020)
Estados Unidos: | (2016-19563, | avaliacdo da | duas cepas de ZIKV (taxa de
Nova York e | GenBank: competéncia infeccdo de variou de 63 a 98%);
Connecticut KX906952) e | vetorial A taxa de disseminagéo variou de
cepa 15% a 98%, no 14° DPE;
PRVABC59, Poucas amostras apresentaram
GenBank virus detectaveis na saliva.
KU5012 15

Fonte: A autora, 2021.

2.2 CHIKUNGUNYA

Esta subseccdo aborda o conhecimento acerca da caracterizagdo, historico de

distribuicdo, gendtipos j& identificados e transmissdo do CHIKYV, assim como sobre o

diagnostico, prevencéo e tratamento da chikungunya no mundo.
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2.2.1 Caracterizagdo e distribui¢do do virus chikungunya no globo

O virus chikungunya (CHIKV) é um Alphavirus da familia Togaviridae. Foi isolado
pela primeira vez em 1953 de um humano febril, no Distrito da Tanganyika, Tanzania (Africa
Oriental), durante uma epidemia de dengue (ROSS, 1956). A primeira evidéncia da presenca
do virus fora da Africa foi em 1958 na Tailandia (Sudeste Asiatico), onde foi isolado durante
um surto associado a transmissdo pela espécie Ae. aegypti. O CHIKYV foi também identificado
em Camboja e na India, entre 1961 e 1963, associado a surtos de dengue (WEAVER;
FORRESTER, 2015). Considerando a auséncia de surtos de CHIKV desde 1972, foi
postulado que o virus teria desaparecido da india e do Sudeste asiatico (ARANKALLE et al.,
2007). Entretanto, ainda na década de 1970, o virus continuou a se dispersar pelo Sul e
Sudeste asiatico, originando pequenos surtos e casos esporadicos. Estudos sustentam a
hipotese de que o virus tenha sido disseminado para essas regides, mas sua origem ¢ a Africa
Tropical (POWERS et al., 2000).

Entre 2004 e 2006, uma grande epidemia causada por CHIKYV iniciou-se no Quénia e
se espalhou por vérias ilhas do Oceano indico, india e Sudeste Asiatico, incluindo a Ilha de
Reunido, em seguida, ilhas Mauricias, Madagascar, Mayotte e Seychelles (TSETSARKIN et
al., 2007). Em 2007, esse alfavirus causou um surto de febre de chikungunya no Norte da
Itdlia, sendo esse o primeiro relato de transmissdo autoctone fora das areas tropicais
(SAMBRI et al., 2008). Desde entdo, o0 virus reemergiu em paises das regides oeste e central
da Africa e causou pequenos surtos na Europa (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016).
Na Franca, identificou-se a primeira transmissao local de dois casos em 2010 (GOULD et al.,
2010) e, a partir de 2011, na regido do Pacifico (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016).

A preocupacdo com a dispersdo e o estabelecimento do virus nas Américas cresceu,
sobretudo quando houve um surto com mais de 11.000 casos registrados na Republica
Democratica do Congo em 2011 (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELQOS, 2015).
Somente em dezembro de 2013, dois casos de CHIKV autéctones foram confirmados em
laboratdrio e detectados nas Ameéricas, mais precisamente no territério francés de Saint
Martin, no mar do Caribe, de onde se dispersou para diversos paises, nas Américas do Sul,
Norte e Central (Figura 4). Desde entdo 1,7 milh&o de casos suspeitos foram relatados com
transmisséo local em 46 paises das Américas (WIMALASIRI-YAPA et al., 2019). Trata-se de
uma reemergéncia apos, aproximadamente, duzentos anos (HALSTEAD, 2015). Segundo
Halstead:
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O retorno do virus chikungunya para as Américas oferece uma oportunidade para
revisitar a epidemiologia desse togavirus zoonético da Africa e para contrasta-lo
com o dos virus dengue, os flavivirus que sdéo mantidos como zoonoses no Sudeste
Asiatico. Todos esses virus podem ser transmitidos pelos mosquitos Ae. aegypti e
Ae. albopictus em um ciclo urbano. (HALSTEAD, 2015, p. 557, grifo do autor,
traducgéo nossa).

Figura 4 — Distribuicao dos gendtipos do virus chikungunya das regides Central, Leste e Sul da Africa (ECSA),
asiatico e linhagem do Oceano Indico (IOL) entre 2004 e 2015
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Fonte: Weaver e Forrester (2015). i
Legendas: @ linhagem leste/central / sul-africana (ECSA); @ linhagem asiatica;  linhagem do Oceano indico
(loL).

No Brasil, a transmissdo autoctone foi detectada em setembro de 2014, na cidade de
Oiapoque (Amapd). No mesmo ano (SE 37 a 53), foram notificados 3.657 casos autdctones
suspeitos de febre chikungunya. Desses, foram confirmados 2.772 nos seguintes estados:
Amapa (1.554 casos), Bahia (1.214), Distrito Federal (2), Mato Grosso do Sul (1), Roraima
(1) e Goias (1) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2015). Em 2015, foram registrados 38.499 casos com taxa de incidéncia de 18,8
casos/100 mil hab., sendo 5.076 em Pernambuco (Tabela 2). Esses casos foram distribuidos
em 704 municipios, dos quais, foram confirmados 17.971 (46,7%). Houve confirmacdo de 14
Obitos em 2015 por febre de chikungunya: na Bahia (5), Sergipe (2) e Pernambuco (7)
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2017).

Em 2016, notificaram-se 277.882 casos suspeitos de febre de chikungunya, sendo 50.139
em Pernambuco (incidéncia de 532,8 casos/100 mil hab. no estado) — Tabela 2. Do total de casos
notificados no pais, em 2016, foram confirmados 151.318 (55,7 %). No mesmo ano, foram
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confirmados 196 Obitos, distribuidos em Pernambuco (58), Rio Grande do Norte (37), Paraiba
(34), Cearé (26), Rio de Janeiro (13), Alagoas (6), Bahia (10), Maranh&o (8), Piaui (1), Sergipe
(2), Amapa (1), Piaui (1) e Distrito Federal (1) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA]
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017). Registraram-se 185.593 casos
provaveis de CHIKV em 2017, sendo 1.787 em Pernambuco (incidéncia de 18,8 casos/100
mil hab.) - Tabela 2. Do total no pais, 151.966 (81,8%) foram confirmados (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2018a). A Figura
5 apresenta um grafico comparativo de casos provaveis de chikungunya entre os anos de 2015

e 2017 por semana epidemioldgica de inicio dos sintomas.

Figura 5 — Gréafico representativo do nimero de casos provaveis de febre chikungunya por semana
epidemiolc’)g_]ica, Brasil, 2015-2017

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

N° de casos provaveis de febre de chikungunya

0 .
1T 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51

Semana Epidemiologica de Inicio de Sintomas

2015 —2016 =—2017

Fonte: Boletim Epidemiolodgico [da] Secretaria de Vigilancia em Salde (2018b).

Como é possivel observar na tabela 2, em 2018, foram 87.687 casos provaveis, com
uma incidéncia de 42,1 casos/100 mil hab., sendo 1.200 em Pernambuco (taxa de incidéncia
de 12,6 casos/100 mil hab.). Do total de casos registrados no pais em 2018, foram
confirmados 68.962 — 78,6 % (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2019a).

Até a SE 52 de 2019, foram notificados 132.205 casos de infecgdo pelo CHIKV (taxa
de incidéncia de 62,9 casos por 100 mil habitantes). O maior nimero concentrou-se nas

regides Sudeste e Nordeste, com 104,6 casos/100 mil habitantes e 59,4 casos/100 mil



49

habitantes respectivamente (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2020).

Até a SE 53 de 2020, foram notificados 82.419 casos provaveis (taxa de incidéncia de
39,2 casos por 100 mil hab.) de chikungunya no pais, com maior concentracdo nas regioes
Nordeste e Sudeste, com 103,4 casos/100 mil hab. e 24,1 casos/100 mil hab., respectivamente
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2021a). Em Pernambuco, o numero de casos notificados em 2020 foi de 5.335, representando
um aumento de 77% e 43% em relacdo aos registrados em 2018 e 2019 respectivamente conforme
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA] SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2020).

Conforme apresentado na tabela 2, os dados epidemioldgicos obtidos da Secertaria de
Salde do Estado de Pernambuco mostram um numero maior de notificacbes de febre

chikungunya, entre os anos 2016 e 20109.
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Tabela 2 — Numero de casos provaveis e incidéncia de febre chikungunya no Brasil, por regido e no estado de Pernambuco, 2015 a 2019, até a Semana Epidemioldgica 52, e
2020 até a Semana Epidemioldgica 53; Nimero de casos provaveis e confirmados de febre pelo virus chikungunya no estado de Pernambuco, 2016 a 2019, até a semana

epidemioldgica 52

Si?éﬂe da Numero de casos provaveis (N) Coeficiente de incidéncia/100 mil habitantes
Federacéo
Ano 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Norte* 1.280 9.019 16.489 9.315 4.347 828 7,3 50,9 90,7 51,2 23,6 4,5
Nordeste* 36.433 239.714 142,194 11.287 33901 59.019 644 4212 2505 199 59,4 1034
Pernambuco*  5.076 50.139 1.787 1.200 3.035 5335 543 5328 188 126 31,8 55,8
Sudeste* 495 25.245 22,730 52966 92414 21265 0,6 29,2 25,9 60,4 1046 241
Sul* 64 1.978 273 257 479 598 0,2 6,7 0,9 0,9 1,6 2,0
Centro-Oeste* 227 1.926 3.907 13.862 1.064 709 15 12,3 24,3 86,2 6,5 4
Brasil* 38499 277.882 185.593 87.687 132.205 82.419 188 1348 89,0 42,1 62,9 39,2
Pernambuco** - 58.969 4.829 3.246 8.458 - - - - - - -
Lljzgzjdeariz;oa Numero de casos confirmados (N)
Pernambuco** - 26.133 988 557 989 - - - - - - -

Fonte: * Boletim Epidemiolégico [da] Secretaria de Vigilancia em Salude (2018b, 2019a, 2019b, 2020, 2021a); ** Pernambuco (2017, 2018, 2019, 2020).
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Estudiosos alertaram sobre o risco de estabelecimento desse arbovirus no continente
americano ja em 2007, apos avaliar soro de viajantes que retornavam da India, durante a
grande epidemia de CHIKV, que acometia aquele pais em 2006. Os autores detectaram altos
niveis de virus infecciosos em viajantes norte-americanos e ressaltaram que 0s vetores
primarios para 0 CHIKV (Ae. aegypti e Ae. albopictus) estdo estabelecidos em vérios estados
costeiros do Sudeste dos Estados Unidos (LANCIOTTI et al., 2007).

2.2.2 Caracterizacao genotipica e estrutura do virus chikungunya

O CHIKV é um virus de RNA de fita simples e sentido positivo, com
aproximadamente 12 kb (KHAN et al., 2002). Apresenta-se em simetria icosaédrica, medindo
cerca de 70 nm de diametro. Seu material genético codifica duas poliproteinas, sendo uma
estrutural e uma ndo estrutural. Essas, apds clivadas, ddo origem a nove proteinas, das quais
quatro estdo envolvidas no processo de replicagdo do virus (ndo estruturais), trés formam o
envelope viral (E1, E2 e E3) e uma o capsideo (proteina C). O capsideo é composto por 240
copias da proteina C e € multifuncional nos alfavirus, tendo papel essencial no ciclo de vida
do virus. O involucro externo do virus é formado pela bicamada lipidica, com a proteina
precursora de membrana (prM) e as glicoproteinas de envelope (THOMAS et al., 2010).

Esse alfavirus apresenta trés principais gendtipos ja identificados, o asiatico, o do
oeste da Africa e o das regides central, leste e sul da Africa (ECSA). O gendtipo asiatico foi o
responsavel pela epidemia em 43 paises na América (LEPARC-GOFFART et al., 2014).
Entretanto, desde 2005, o ECSA foi o responsavel por mais de um milh&o de casos nas ilhas
do Oceano Indico, Asia, Africa e alguns casos autoctones na Europa (THIBERVILLE et al.,
2013). No Brasil, foram identificados os gendtipos asiatico, no estado do Amap4, e ECSA na
Bahia (HONORIO et al., 2015).

A partir de uma substituicdo de aminoacidos na proteina do envelope do gendtipo
CHIKV ECSA (E1-A226V), uma linhagem denominada linhagem do Oceano Indico (IOL)
foi selecionada por Ae. albopictus entre 2005 e 2006, quando o virus se dispersou para a Asia
e ilhas do Oceano Indico (TSETSARKIN et al., 2007). Essa mutagdo reduziu de 40 a 100
vezes a dose de sangue infeccioso necessaria para infectar o mosquito pelo CHIKV. A taxa de
infeccdo aumentou de 50 a 100 vezes nessa espécie, que € abundante na regido, o que
desencadeou uma grande epidemia (WEAVER; FORRESTER, 2015).
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2.2.3 Diagndstico, prevencdo e tratamento

A infeccdo pelo CHIKV causa uma doenca que apresenta febre, dor de cabeca, nausea,
vOmito, mialgia, erupcdo cutanea e artralgia como principais sintomas na fase aguda.
Aproximadamente metade dos casos evolui para a fase cronica, que atinge especialmente as
articulagcbes dos membros, com poliartralgia dolorosa e incapacitante (MADARIAGA,
TICONA; RESURRECION, 2016). Esses sdo sintomas semelhantes as manifestacGes clinicas
da dengue na fase aguda, embora, na febre chikungunya, se observe o inicio subito e maior
intensidade das dores. Em 1955, Robinson (1955) relata mudanca do nome da doenga, até
entdo denominada como dengue na Tanzénia, pela intensidade distinta das dores nas
articulacGes e pelo inicio subito dos sintomas. A doenca ficou conhecida como chikungunya,
gue na lingua shi-makonde, falada por um grupo étnico no sudeste da Tanzénia e norte de
Mocambique, significa “aquele que se dobra” (POWERS et al., 2000).

A cocirculagdo do CHIKV e do DENV, em regides endémicas, pode resultar em
diagnosticos equivocados, culminando em subnotificacdo. Desse modo, o diagnostico
diferencial é fundamental para nortear a vigilancia e implementar medidas de controle. Esse
diagndstico é feito com base em critérios clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. O
laboratorial depende da qualidade, do volume e momento da obtencdo da amostra durante a
infeccdo, e pode ser feito pela identificacdo de anticorpos especificos do soro, pelo
reconhecimento do RNA viral ou deteccdo direta do virus. Uma amostra de soro obtida dentro
de 7 dias do inicio dos sintomas apresenta grande quantidade de virus, o que é indicado para
diagnostico por isolamento viral ou deteccdo do RNA por PCR. Essas técnicas tém a
vantagem de ser altamente especificas e rapidas, mas dependem fundamentalmente do curso
da infeccdo (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016).

Com relacéo ao tratamento, a opgdo terapéutica é o alivio dos sintomas com drogas
anti-inflamatorias ndo esteroides e hidratacdo. Na fase aguda, em que as dores articulares
permanecem, o uso de corticosteroides tem sido indicado (REISINGER et al., 2018).

Estudo recente demonstrou inibicdo da disseminagdo viral do CHIKV, em Ae.
aegypti pré-tratados experimentalmente com genomas virais defeituosos do CHIKV. Esses
genomas sdo rearranjos produzidos durante a replicacdo viral e podem ser antivirais de amplo
espectro, com grande potencial imunoestimulatorio, interferindo na replicacdo viral, em
experimentos in vitro, tanto em células de mamiferos como em mosquitos (LEVI et al., 2021).

Ainda ndo héa vacinas disponiveis embora algumas estejam em diferentes fases de

experimentacdo. Considerando que, de modo geral, uma vacina deva atender a demanda de
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paises em desenvolvimento, é vidvel que seja de baixo custo e capaz de estimular protecéo
eficaz, com uma Unica aplicacdo (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016).

Uma vacina contra apenas uma cepa do CHIKV poderia trazer grande contribuicdo
para o controle da doenca, beneficiando populacGes que vivem em areas endémicas e 0S
vigjantes. Nesse sentido, pesquisadores realizaram experimento de fase 1 e 2 com a
Chikungunya Vaccine (MV-CHIK). Trata-se de uma vacina viva, atenuada e recombinante,
vetorizada com o sarampo. Esse vetor contém informacdes genéticas de genes estruturais do
CHIKYV, obtido em 2006, de um paciente da llha de Reuni&o, no Oceano indico, na ilha de
Madagascar. Os resultados da fase 1 mostraram que a vacina em teste tem alta
imunogenicidade, seguranca e tolerabilidade, mesmo com a imunidade preexistente ao
sarampo. Na fase 2, a MV-CHIK foi bem tolerada e altamente imunogénica em voluntarios
entre 18 e 55 anos. Os experimentos de fase 3 estdo em andamento (REISINGER et al.,
2018).

Como ja relatado para ZIKV na se¢do 2.1.2.2, at¢é o momento, a Unica forma de
protecdo contra 0 CHIKV é através do controle de vetores e uso de medidas fisicas de

protecéo.

2.2.4 Transmissao do virus chikungunya

A transmissdo do CHIKYV ocorre em ciclos selvaticos e urbanos. O primeiro, restrito a
habitats florestais da Africa, envolve espécies do género Aedes (Ae. furcifer-taylori, Ae.
africanus e Ae. aegypti) como vetores e pequenos mamiferos e primatas ndo humanos como
reservatorios. O ciclo selvatico pode produzir casos da doenga em popula¢fes humanas que
residem em areas proximas da mata. O ciclo urbano é endémico ou epidémico, envolvendo 0s
vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus e humanos suscetiveis. A distribuicdo do virus ocorre de
acordo com a presenca do vetor em areas urbanas de clima tropical, subtropical e temperados.
(RESTREPO-JARAMILLO, 2014). De modo geral, Ae. aegypti esta distribuido em regides
tropicais e subtropicais, enquanto Ae. albopictus pode ser encontrado tanto em climas quentes
como temperados (POWELL; TABACHNICK, 2013).

Apesar da espécie Ae. aegypti ser a principal incriminada na transmissao do CHIKYV,
durante a epidemia de 2005-2006, na ilha da Reunido, a espécie Ae. albopictus foi o vetor
responsavel pela transmissdo entre humanos (ENSERINK, 2006) em consequéncia da
mutacao que surgiu nesse periodo no gene da proteina do envelope (E1-A226V) do gendtipo

ECSA. Essa substituicdo de aminoacidos favoreceu o fitness do virus para Ae. albopictus,
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potencializando a transmissdo do CHIKV por essa espécie e contribuindo para a manutencéo
e grande dimenséo da epidemia (TSETSARKIN et al., 2007).

Recentemente, populacdes de Ae. albopictus da Italia foram avaliadas em relacdo a
competéncia vetorial quanto ao gendtipo mutante E1-226V, responsavel pelo surto ocorrido
em 2007 naquele pais. Os achados mostraram que elas foram suscetiveis ao CHIKV
(SEVERINI et al., 2018) embora se tenha verificado, em outro estudo, que essa troca de
aminoéacidos provavelmente ndo é fator determinante para o bom desempenho do virus em Ae.
albopictus, pois ndo encontraram diferencas significativas entre as duas linhagens (com e sem
a mutacdo E1: A226V), avaliando a mesma espécie de mosquitos da Itdlia (FORTUNA et al.,
2018).

Esses dados corroboram outros que descrevem diferentes padrdes de transmissao, de
modo que a epidemiologia do CHIKV, em uma determinada regido, é fortemente influenciada
por cepas de virus e espécies de mosquitos presentes no local (SAM et al., 2012).

Apo6s a identificacdo do CHIKV nas Américas, verificou-se, em 2013, maior
incidéncia de febre chikungunya em relacdo a dengue entre os anos 2013 e 2014, sugerindo
que a ineficiéncia no controle populacional do Ae. aegypti na América Latina e a consequente
infestacdo dessa espécie na regido proporcionaram um ambiente favoravel para o rapido
estabelecimento do CHIKV (FERNANDEZ-SALAS et al., 2015). Segundo Agha et al.
(2017), deve ser priorizada a vigilancia e o controle do Ae. aegypti em regides onde o risco de
emergéncia do CHIKYV for alto.

Desse modo, estudos vém sendo desenvolvidos na perspectiva de fechar lacunas no
conhecimento sobre a dindmica de transmissdo do CHIKV e contribuir para definicdo de
estratégias de controle mais eficazes (AMRAOUI et al., 2019; FERNANDEZ-SALAS et al.,
2015; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2015; RIEMERSMA; COFFEY, 2019; VEGA-RUA et
al., 2014). Entretanto, a possibilidade de envolvimento de mosquitos de outros géneros nédo
estd sendo investigada. Alguns poucos estudos prévios incluiram espécies do género Culex na
avaliacdo de taxas de infeccdo e de transmissdo (JUPP et al., 1981) ou avaliaram a infecgéo
natural dessas espécies pelo CHIKV (DIALLO et al., 1999; ROZILAWATI et al., 2011).
DIALLO et al. (1999) chegaram a isolar o virus de espécies do género Culex e encontraram
a maior taxa de infecgdo minima (TIM) — nimero de cepas de virus isoladas/nimero de
mosquitos capturados — para a espécie Culex ethiopicus, comparando-se com as espécies de
Aedes (DIALLO et al., 1999).

Com relagdo a transmissdo vertical do CHIKV nas espécies vetoras, hd muitas
divergéncias entre os estudos (HONORIO et al., 2019; SEVERINI et al., 2018), embora ela ja
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tenha sido demonstrada experimentalmente (AGARWAL et al., 2014; BELLINI et al., 2012;
HONORIO et al., 2019) e através da identificacdo do virus em amostras naturais de Ae.
aegypti e Ae. albopictus (THAVARA et al., 2009). Segundo Mavale et al. (2010), por meio da
transmissdo vertical entre duas geracdes de uma espécie vetora, 0s machos podem estar
naturalmente infectados, sendo esse um mecanismo de manutencdo do virus em periodos
interepidémicos, uma vez que relatos apontam transmisséo sexual do patégeno para fémeas no
ato do acasalamento. Acredita-se que machos infectados mantém o virus sem causar surtos na
populacdo humana, porém a fémea infectada venereamente pode iniciar um ciclo de
transmissdo em um determinado contexto epidemioldgico (MAVALE et al., 2010).

Diante do exposto, fica evidente a preocupagdo com relacdo a distribuicdo explosiva
do CHIKYV globalmente, sobretudo pela sobreposicdo com 0 DENV e pela plasticidade entre
os arbovirus para adaptacdo a novos vetores (HIGGS; VANLANDINGHAM, 2015).

O Quadro 2 sistematiza os principais estudos que abordaram a transmissao do CHIKV,
desenvolvidos no periodo de 2007 a 2021, contemplando as espécies e linhagens estudadas,

sua origem, tipo de experimento realizado, resultados encontrados e principais conclusdes.

Quadro 2 — Estudos sobre transmissdo do CHIKYV realizados no periodo 2007-2021

(continua)
Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e CHIKV experimento/
origem origem infeccéo
Ae. aegypti | Gendtipo ECSA: | Infecgdo oral de | A mutacdo E1-A226V, do gendtipo
- RexvilleD | mutante - EI1- | mosquitos e | ECSA, favoreceu o fitness do virus | Tsetsarkin et
Ae. 226V e  pré- | competigdo viral | em Ae. albopictus; al. (2007)
albopictus - | endémico - em modelos de | o melhor desempenho da infeccédo
Galveston El- 226% transmissao estd associado a dependéncia do
Genotipo oeste da | animal CHIKV com relacéo ao colesterol
Africa na membrana celular do mosquito;
a mutacdo  potencializou a
transmissdo por Ae. albopictus e
contribuiu para a dimensdo da
epidemia.
Ae. aegypti Avaliacdo  de | -Dezenove de 118 pools (16%)
e Ae. - amostras de | positivos para CHIKV:10 Ae. | Thavara et al.
albopictus — mosquitos aegypti (6 machos e 4 fémeas) e 9 | (2009)
Songkhla, coletados  em | Ae. albopictus (2 machos e 7
Tailandia campo fémeas);
- taxa de infeccdo relativa de
machos e fémeas Ae. albopictus:
100% e 47%; em Ae. aegypti: 21%
e 5% respectivamente.
Ae. Gendtipo ECSA - | Infec¢do 1.675 espécimes do primeiro ciclo
albopictus — | CHIKV (CHIKV | artificial ~ oral | gonadotréfico e 1.709 do segundo | Vazeille,
llha de | 06.21) para avaliacdo | sem detec¢do de particulas virais ou | Mousson e
Reunido da transmissdo | RNA viral. Failloux
vertical (2009)




Quadro 2 — Estudos sobre transmissdo do CHIKYV realizados no periodo 2007-2021

(continuacdo)

Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e CHIKV experimento/
origem origem infeccdo
Ae. Avaliacdo  de | 640 pools testados e nenhum
albopictus; amostras de | positivo para CHIKV; Rozilawati et
Culex  sp.; - mosquitos Ae albopicitus foi a mais | al. (2011)
Armigeres coletados  em | abundante, seguida de Armigeres
sp. e campo sp. e Anopheles sp.
Anopheles
sp.
Kelantan,
Malésia
Ae. Genotipo ECSA - | Infeccdo - CHIKV foi detectado em uma
albopictus - | A (ITA07-RAL): | artificial oral | fémea e dois machos da progénie, | Bellini et al.,
Italia isolada de | para avaliacdo | de um total de 318 e 371 | (2012)
mosquito da transmissdo | analisadas;
B (ITA7-BIO 07): | vertical - todos obtidos durante o segundo
isolada de ciclo gonadotrofico;
paciente virémico - a transmissdo vertical é um evento
Ravenna, Italia raro nas condicOes analisadas;
- um periodo é necessario para que
os ovariolos sejam infectados, pois
s6 foram detectados positivos na
progénie do segundo ciclo
gonadotrofico.
Ae. aegypti - | Geno6tipo asiatico | Infeccdo Ae. albopictus, em relacdo ao Ae.
Universidade | ((MY/06/37348 e | artificial oral; | aegypti, foi o wvetor mais | Sam et al.
de Malaya, | MY/06/37350) e | isolamento e | competente experimentalmente para | (2012)
Kuala genétipo ECSA | replicacdo viral | os dois genétipos;
Lumpur (MY/08/065 e | invitro; a genotipo ECSA replicou melhor
Ae. MY/08/068) sequenciamento | em Ae. albopictus do que o asiéatico;
albopictus — | Malasia a inverso ocorreu com Ae. aegypti,
Bangsar em que o genotipo asiatico mostrou
Malésia maior adaptacdo ao vetor.
22 CHIKV_0621 - | Infecgéo 100% de disseminacdo para todas
populacées ECSA (E1-226V | artificial oral | as populacées testadas, | Vega-Ria et
de Ae. | e E1-98A) | para avaliacdo | independente da linhagem do virus; | al. (2014)
aegypti e 13 | CHIKV_115 - | de competéncia | transmissdo diferente entre as
de Ae.. | ECSA (E1-226A populacGes de ambas as espécies,
albopictus e E1-98A) - mas todas com competéncia para
de 10 paises | llha da Reunido transmitir; com taxas de 83.3% para
das CHIKV_NC - Ae. aegypti e 96.7% para e Ae.
Américas do | Geno6tipo Asiatico albopictus;
Norte, Sul e | (E1-226A e E1- Ae. albopictus: melhor competéncia
Central 98T) para transmitir a linhagem mutante

Nova Caleddnia

Utilizadas
linhagens com e
sem mutagao

CHIKV_0621 (ECSA), que Ae.
aegypti;

Ae. aegypti: foi mais competente
para transmitir ECSA CHIKV_115
e CHIKV_NC do genétipo asiético;
a barreira das glandulas salivares
tem papel importante na
determinacdo da  competéncia
vetorial.
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e CHIKV experimento/
origem origem infeccdo
Trés Lamu 001 | Infecgdo Taxa de infeccdo aumentou com a
populac6es (ECSA) artificial oral | carga viral ingerida, sendo muito | Agha et al.
de Ae. | llha Lamu, | para avaliagdo | baixa quando essa carga foi < 10%° | (2017)
aegypti Quénia de competéncia | PFU/ml,
Mombaca, periodo de incubacdo extrinseco
Nairdbi e (PIE) de 5 a 7 DPE, quando a carga
Kisumu viral foi > 10%° PFU/m;
Quénia disseminacéo e transmissao
detectadas apenas quando a carga
viral foi > 10%° PFU/m;
nivel de viremia: importante na
avaliacdo de competéncia vetorial.
Oito CHIKV/ISS- Infecgéo Alta taxa de infeccdo a partir do 3
populacGes 2007/paciente artificial oral | DPE (67% a 100%); Severini et al.
de Ae. | G.P./M2V2 (El- | para taxa de disseminacéo de 60% no 7 | (2018)
albopictus 226V) — linhagem | determinacdo da | DPE e de 67%-100% no 12 DPE,
Italia mutante competéncia e | com valor cumulativo de 73-91%,
Emilia Romagna, | transmisséo nas oito populacdes;
Italia vertical taxas de transmissdo de 23, 40 e
31% em trés populagdes avaliadas;
alto titulo do virus encontrado na
saliva de fémeas de uma das
populacGes estudadas (2.3 logl0
PFUeg/mL), no 3 DPE,
confirmando o curto PIE do
CHIKV em Ae. albopictus;
transmisséo vertical ndo detectada
nos 1° e 2° ciclos gonadotroficos
Ae. CHIKVEL1:A226 | Infecgéo PIE curto, com virus detectado na | Fortuna et al.
albopictus V (ECSA IOL) - | artificial oral | saliva a partir do 3 DPE (0.94 + | (2018)
Scalea, linhagem mutante | para avaliacdo | 0.57 logl0 PFU/mL para
regido de Emilia Romagna, | de competéncia | CHIKVEL:A226V e 1.08 + 0.31
Calabria, Italia log10 PFU/mL, para CHIKVEL;
Italia CHIKVEL (ECSA disseminacdo de 100% para
IOL) — linhagem CHIKVEL:A226V e de 75% a
sem mutagao 100% para CHIKVELZ,;
Lazio e regides de presenca do virus na saliva de
Calabria, Italia ambas as linhagens até o0 20 DPE;
competéncia vetorial similar com
0u sem a mutacéo.
Ae. CHIKYV (06.21) Infecgdo Taxa de infeccdo de 93% no 3 DPE,
albopictus Ilha da Reunido artificial oral | 86.7% no 14 DPE e 90 % no 21 DPE; | Amraoui et al.
Marrocos, para avaliacdo | disseminacdo de 28.6% no 3 DPE, | (2019)
norte da de competéncia | 53.3% no 7 DPE, 65.4% no 14 DPE e
Africa em torno de 80% no 21 DPE;

taxa de transmissdo de 37.5%, 68.7%,
35.3% e 17.4%, nos 3, 7, 14 e 21
DPE respectivamente;

é provavel que o CHIKYV, assim
como outros arbovirus se estabelegam
em ciclos de transmiss@do em
Marrocos, pela recente introducdo do
Ae. albopictus.
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Espécie de Linhagem do Tipo de Principais resultados Referéncia
mosquito e CHIKV experimento/
origem origem infeccdo
Ae. Linhagem asidtica | Infecgéo - Brasil: um pool de fémeas e
albopictus - | — artificial ~ oral | quatro pools de machos da progénie | Honério et al.
Rio de | llhas Virgens | para avaliacdo | positivos (taxa minima de infeccéo, | (2019)
Janeiro Britanicas, Caribe | da transmissdo | MIR, de 0,76% e 2,86%
Brasil, vertical respectivamente);
- Flérida, apenas um pool de
machos foi positivo (MIR ode
1.06%).
Ae. aegypti linhagem CHIKV | Infeccdo Ae. aegypti: altamente competente
Los Angeles, | do Oceano Indico | artificial oral | parao CHIKV; Riemersma;
Califérnia - | (IOL CHIKV 06- | para avaliacdo | populagdes intravetores de CHIKV | Coffey (2019)
EUA 049 acesso | de competéncia | passam por selecdo purificadora e
GenBank regibes ndo codificadoras sdo
AM?258994.1 preservadas.
Ae. Linhagens Infeccéo Alta taxa de infeccdo de Ae. | Gloria-Soria et
albopictus CHIKV artificial ~ oral | albopictus com ambas as linhagens | al. (2020)
Nordeste dos | IDR140025461 - | para avaliacdo | de CHIKV (4° DPE: >70%);
Estados Republica de competéncia | a taxa de disseminacdo foi entre 30
Unidos: Dominicana e e 100%, apds o 14° DPE, e variou
Nova York e | LR20060PY1 entre os DPE, linhagens de virus e
Connecticut | (GenBank: de mosquitos;
KT449801.1) - amostras de saliva foram positivas
Ilha da Reuniéo no 4° DPE. A maior taxa de
disseminacdo foi detectada no 7°
DPE.
Cx. linhagem CHIKV | Avaliagdo  de | Cx. quinquefasciatus: oito de 27
quinquefasci | do Oceano Indico | amostras de | fémeas capturadas em campo foram | Phumee et al.
atus (IoL CHIKV- | mosquitos positivos para IOL CHIKV e 99- | (2021)
Bangkok PCHIK2019 coletados em | 100% de identidade e 100% de
Tailandia campo e | cobertura total de sequéncias
Infecgéo semelhantes ao CHIKYV isolado de
artificial oral | fémeas de Ae. aegypti em Bangkok;
para avaliacdo | RNA viral ndo foi detectado em

de competéncia

amostras masculinas usando nested-
RT-PCR.

Cepa de laboratério de Cx.
quinquefasciatus, apo6s infeccéo
artificial:  RNA do CHIKV

detectado até o dia 4 apds a
infec¢do; ndo houve disseminagdo
ou transmissdo do CHIKV em Cx.
quinquefasciatus e efeito citopatico
(CPE) néo foi observado em células
C6 / 36;

CHIKV  detectado em  Cx.
quinquefasciatus, mas essa espécie
ndo tem competéncia para
transmissdo da linhagem estudada
na Tailandia.

Fonte: A autora, 2021.
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2.3 Aedes aegypti

O Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) é uma espécie de mosquito classificada na classe
Insecta; ordem Diptera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae e subgénero Stegomya
(FORATTINI, 1962). Faz parte de um género muito grande, que apresenta caracteristicas
variaveis, sendo considerado polimorfico e de dificil classificagdo (TANAKA; MIZUSAWA,;
SAUGSTAD, 1979). Foi originalmente identificado no Egito, continente africano, de onde se
dispersou mundialmente (CLEMENTS, 1992; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Ocorre,
sobretudo, nas regibes tropicais e subtropicais do globo (Figura 6) e esta plenamente adaptada
ao ambiente urbano (CLEMENTS, 1992). Ha evidéncias de que o ancestral da forma
doméstica vivia na Africa Subsaariana. Animais silvestres eram sua fonte sanguinea e o
habitat larval provavelmente eram o tronco de arvores onde havia acimulo de agua. A forma
ancestral ainda existe nas florestas da Africa Subsaariana (LOUNIBOS, 1981) e é
denominada Ae. aegypti formosus, uma subespécie. Apresenta uma morfologia mais escura
que a forma urbana, embora a variacdo de cores e padrGes de escala de Ae. aegypti esteja
relacionada com a grande quantidade de sindénimos entre diferentes espécies
(MCCLELLAND, 1974). Embora indicadores de diversidade genética suportem Ae. aegypti
na Africa como a forma ancestral da espécie, estudo sugere que a domesticacio na Africa
ocorreu independentemente daquelas observadas em populacGes dos demais continentes
(BROWN et al., 2011).

Figura 6 — Distribuicdo mundial de Aedes aegypti

Fonte: Augusto (2017).

O mosquito Ae. aegypti &€ uma espécie r-estrategista, de habito diurno, com alto grau

de antropofilia, que realiza seu repasto sanguineo preferencialmente ao amanhecer e
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entardecer (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). S&o holometabolos, pois seu ciclo de vida ocorre
por metamorfose completa, passando pelos estagios de ovo, larva, pupa e adultos (alados),
com duracdo de aproximadamente 10 dias. No estagio de larva, passam ainda pelos estadios
de L1, L2, L3 e L4. Os ovos sdo resistentes a dessecacao, permanecendo vidveis por longos
periodos de quiescéncia, o que dificulta as a¢bes de controle e favorece a sobrevida do inseto
(SILVA; SILVA, 1999).

As fémeas depositam 0s ovos nas paredes internas de criadouros naturais (bromélias,
troncos de arvores, bambus, casca de frutas e axilas das folhas) ou artificiais (pneus
abandonados, vasos de planta, reservatorios de &gua potdvel). Essa espécie ndao tem
concordancia gonadotréfica, de modo que buscam o repasto sanguineo com uma frequéncia
que independe do ciclo gonadotréfico (BARATA et al., 2001). Criadouros caracterizam-se
por serem locais onde ha acumulo de &gua, de modo que propiciem ambiente para deposicao
dos ovos e o desenvolvimento do inseto nos estagios aquaticos (FORATTINI, 1962).

Morfologicamente, o Ae. aegypti apresenta-se com uma coloracdo escura e
caracteriza-se pela presenca de escamas prateadas, distribuidas no corpo, formando listras e

manchas. No torax, essas escamas formam o desenho de uma lira (Figura 7).

Figura 7 — Diptero, Culicideo da espécie Aedes aegypti

Fonte: Pinheiro (2021).

A disseminacdo e o0 estabelecimento dessa espécie, em vérias partes do mundo,
associam-se estreitamente a ocupacdo desordenada do espaco urbano, ao processo de
globalizacdo, bem como a facilidade de deslocamento de pessoas e produtos (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 1996). Introduzido nas Américas por meio do trafico negreiro
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durante o periodo colonial (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994), o Ae. aegypti estabeleceu-se e,
hoje, esta distribuido pelos 27 estados da Federacdo Brasileira.

Por ser vetor de diversos arbovirus de grande importancia para a satde publica global,
pela recente emergéncia de algumas doencas transmitidas por mosquitos vetores e, sobretudo,
pela sua plasticidade para adaptacdo a novos ambientes, o Ae. aegypti tem sido alvo de muitos
estudos e intervencdes das esferas governamentais, na perspectiva de controlar a incidéncia da
populacdo vetora em areas endémicas ou de risco. Arboviroses como chikungunya, febre do
Oeste do Nilo e Zika tém-se expandido aceleradamente nos ultimos 10 anos, especialmente
em paises das Américas (LIMA-CAMARA, 2016).

No Brasil, adotaram-se vérias estratégias de controle desde 1902, quando Oswaldo
Cruz instituiu as brigadas sanitarias na perspectiva de identificar e eliminar os criadouros do
Ae. aegypti (BRAGA,; VALLE, 2007). Posteriormente, o Brasil participou do programa de
erradicacdo continental em 1947 (SOPER, 1965) e teve éxito na primeira etapa de eliminagéo
dessa espécie em 1955 (FRANCO, 1969). A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e
a OMS coordenaram esse processo por meio do Programa de Erradicacdo de Ae. aegypti no
Hemisfério Oeste. Em 1958, na XV Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, em Porto Rico,
oficializou-se a erradicacdo do mosquito no Brasil (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002). Entretanto, jA em 1976, a fragilidade dos sistemas de vigilancia & salde, associada ao
processo de urbanizagdo acelerado, culminaram na reintrodugdo do vetor no pais
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2003).

Em 1996, o Ministério da Saude criou o Programa de Erradicacdo do Ae. aegypti
(PEAa) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). Entre 1981 e 1982, houve uma
explosdo do nimero de casos de dengue no estado de Roraima, considerada a primeira
epidemia laboratorialmente registrada no pais, com circulacdo dos sorotipos 1 e 4 (OSANAI
et al, 1983). Ap0s essa, seguiram-se mais trés epidemias no territério brasileiro: a primeira, no
periodo de 1986 a 1987, que apresentou incidéncias de 35,2 (1986) a 65,1 (1987) casos por
100 mil habitantes, com circulacdo do sorotipo 1. A segunda, entre 1990-1991, com maior
incidéncia no Ceara (249,1 casos/100.000 hab.) e Rio de Janeiro (613,8 casos/100.000 hab.),
causada pelo sorotipo 2. E, a partir de 1994, uma rapida dispersdo do vetor propiciou a
circulacdo do DENV em maior nimero de Estados, o que desencadeou a terceira epidemia
entre 1997 e 1998. Em 2001, o sorotipo 3 foi introduzido no Rio de Janeiro, e em 2002, foram
registrados no pais em torno de 800 mil casos da doenga, com 150 Obitos por dengue
hemorragica (BRAGA; VALLE, 2007). O sorotipo 4 foi reintroduzido em 2010, ap6s 28 anos
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sem a deteccdo na cidade de Boa Vista, Roraima, e se dispersou rapidamente para outros
estados do pais (TEMPORAO, 2011).

Apls o PEAa, seguiu-se a estruturacdo do Plano de Intensificacdo das AcOes de
Controle da Dengue (PIACD) em meados de 2001 (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2001), e o atual Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002). Esse ultimo também n&o tem conseguido controlar os altos
indices de infestacdio do vetor, o que efetivamente evidencia a necessidade do
desenvolvimento de um processo de mobilizacdo sustentavel, com a participacdo
descentralizada da sociedade e consequente contribui¢do das varias pessoas envolvidas nos
diversos niveis de atuacdo necessarios em um programa de controle de endemias (CRESPO et
al., 2012).

2.4 Culex quinquefasciatus

Culex quinquefasciatus Say, 1823, também conhecido como Culex fatigans
(HARBACH, 2012) e, vulgarmente, como pernilongo, muri¢coca ou carapand (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994), ¢é um mosquito de distribuicdo cosmopolita, taxonomicamente
classificado na classe Insecta; ordem Diptera; familia Culicidae; género Culex; subgénero
Culex (FORATTINI, 1962). H& muita controvérsia com relacdo a classificacdo das espécies
do género Culex uma vez que apresentam caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes.
Seus individuos estdo distribuidos mundialmente e, muitas vezes, geram hibridos, por estarem
coabitando a mesma regido (HARBACH, 2012).

A espécie Cx. quinquefasciatus esta bem estabelecida nas regides tropicais e
subtropicais do globo, compreendendo as planicies africanas, Américas, Asia e Austrélia
(Figura 8), com a espécie Culex pipiens, que também esta presente em muitas areas habitadas
do mundo (FARAJOLLAHI et al., 2011). A baixa diversidade nas Américas aponta para uma
recente introducdo do Cx. quinquefasciatus, entretanto, sua origem ainda ndo esta bem
esclarecida (FONSECA et al., 2006). Estudo sugere que tenha sido do Oeste da Africa
(ROSS, 1964), entretanto, isso é pouco provavel, uma vez que a espécie nao tenha sido
identificada antes de 1942 naquela regido (MATTINGLY, 1963).

Sé&o insetos holometébolos, pois realizam metamorfose completa em seu ciclo de vida,
que compreendem os estdgios de ovo, larva, pupa e adultos (alados), com duracdo de
aproximadamente dez dias. Seus ovos sdo postos agrupados, em forma de jangada, e cada um

deles tem uma goticula apical de feroménio, que funciona como atraente para postura de
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outras fémeas no mesmo criadouro (SUBRA, 1981). Diferentemente de espécies do género

Aedes, os ovos de Culex ndo resistem a dessecacéo.

Fﬂura 8 — Distribuicéo geogréﬁca mundial das espécies Culex guinquefasciatus e Culex pipiens
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s Cx. . piplens Cx. p. pallens NN\ Cx. globocoxitus
s Cx. p. piplens & Cx. quinquefasciatus hybrids Cx. quinquefasciatus & Cx. p. pallens hybrids ///y Cx. australicus
Cx. quinquefasciatus

Fonte: Farajollahi et al. (2011).

Por outro lado, apresentam uma vantagem, pois sdo postos agrupados, formando
estrutura semelhante a uma jangada, o que confere protecdo contra o ataque com inseticidas,
uma vez que apenas duas dimensdes estariam vulneraveis (MATTINGLY, 1963). No estagio
de larva, passam ainda pelos estadios de L1, L2, L3 e L4. Na fase adulta, apresentam corpo de
tamanho médio, de cor parda (FORATTINI, 1962). Observemos a Figura 9.

Figura 9 — Diptero, culicideo da espécie Culex quinquefasciatus

Fonte: Gathany (20--).
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As fases de ovo, larva e pupa (estadgios imaturos) desenvolvem-se em aguas com
elevada carga de matéria organica, entretanto, na auséncia destas, podem desenvolver-se em
aguas com baixo teor de residuos organicos (SUBRA, 1981). O pico de densidade
populacional ocorre entre 0s meses quentes e chuvosos, como consequéncia do acumulo de
agua no solo (BARBOSA,; REGIS, 2011; STRICKMAN, 1988).

De hébito noturno, sua atividade hematofagica ocorre no crepusculo vespertino, com
pico em torno da meia-noite. Diferentemente de Aedes sp, as fémeas de Cx. quinquefasciatus
apresentam concordancia gonadotrofica, com deposicao de todos os ovos de cada ciclo, apds
cada repasto sanguineo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Apresenta concordancia
gonadotrofica, assim, necessita de repasto sanguineo para que ocorra a postura subsequente
(CLEMENTS, 1992).

Cx. quinquefasciatus € vetor de varios patdgenos de importancia na satde publica em
diversas partes do mundo, incluindo o verme filarial, Wuchereria bancrofti, do qual é o
principal vetor nas Américas (WHITE, 1989). A espécie e também vetora de arbovirus como
o0 da encefalite Saint Louis (FORATTINI, 2002); do Nilo Ocidental (SARDELIS et al., 2001);
Rift Valley; Sindbis (TURELL, 2012) e Oropouche (ROSA et al., 1996).

Mattingly (1963) ressalta a importancia e necessidade de estudos sobre essa espécie,
considerando sua plasticidade genética para resistir a inseticidas, sua elevada densidade em
areas urbanas e sua implicacdo na transmissdo de diversos patdégenos. Além de ser a espécie
mais bem-sucedida entre aquelas consideradas invasoras domiciliadas, sendo capaz de se
reproduzir utilizando criadouros artificiais poluidos organicamente, como fossas, canaletas e
esgotos abertos.

E considerado altamente antropofilico, de habito endofilico, sendo o mais frequente no
Brasil, onde essa espécie esta distribuida por todo o territério (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).
A falta de saneamento resulta no acimulo de aguas servidas e, consequentemente, favorece a
sua reproducéo. Estudo realizado no estado de S&o Paulo aponta a predominancia dos machos
em abrigos, as margens dos criadouros, enquanto as fémeas abandonam esses locais em busca
de fonte sanguinea, predominando no interior das habitacfes, 0 que aumenta o risco de
transmissdo de patogenos (LAPORTA; URBINATTI; NATAL, 2006). SO recentemente,
estratégias direcionadas ao controle populacional de Cx. quinquefasciatus vém sendo adotadas
no Brasil (BRASIL, 2011), apesar de o programa global de eliminagéo da Filariose Linfatica
(FL) haver sido instituido pela OMS desde 1997. Ressalta-se o fato de que o controle vetorial
ndo foi uma prioridade naquele contexto. Considera-se, entretanto, que a proposta de

eliminacdo da FL tenha sido beneficiada em suas metas, em decorréncia de medidas adotadas
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para controle de vetores de outros patdgenos, como o virus dengue por exemplo (BRASIL,
2009).

Por considerar a possibilidade de introdugdo do virus do WNV no Brasil, em virtude
da chegada aos Estados Unidos em 1999, e expansdo para o Canada, Mexico, Colémbia,
Venezuela e Argentina, elaborou-se pelo Ministério da Saude um Guia de Vigilancia do Cx.
quinquefasciatus (BRASIL, 2011). A capacidade vetorial e ampla disperséo do vetor, presente
em abundéncia no pais, reforcou a necessidade de definicdo de estratégias eficazes de
enfrentamento de uma possivel chegada do virus do WNV. Desse modo, pela alta capacidade
reprodutiva de Cx. quinquefasciatus e por seu curto ciclo de vida, é fundamental a
manutencdo de forte pressdo de controle por meio de diferentes estratégias. Esse Guia de
Vigilancia apresentou um plano de acdo em trés fases fundamentais, que teve seus pilares
sustentados pelos principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP): diagnoéstico situacional;
defini¢do da estratégia de controle e implementacéo e avaliacdo das a¢Bes (BRASIL, 2011).

Embora se tenham realizado algumas ac¢Ges para o controle populacional do mosquito
mais abundante no Brasil, ndo ha um programa voltado para o controle de Culex, de modo
que ainda ha muito por fazer, sobretudo com relacdo a infraestrutura sanitaria nas cidades
brasileiras. A precariedade de saneamento basico é fator determinante para manutencdo da
alta infestacdo de Cx. quinquefasciatus em ambientes urbanos (LAPORTA; URBINATTI;
NATAL, 2006).

2.5 CAPACIDADE VETORIAL

O conhecimento sobre a implicacdo de espécies de culicideos na transmissdo de
patdgenos teve avancos desde os Ultimos 120 anos, quando Walter Reed, Carroll, Lazear e
Aristides Agramonte, em 1900, demonstraram que o0 virus da febre amarela era transmitido
por mosquitos. A época, James Carrol dispds-se a servir como isca humana para mosquitos
Ae. aegypti infectados com o virus, de modo que chegou a contrair a doenga, com
subsequente recuperagdo (TABACHNICK, 2013). Esses e muitos outros estudos trouxeram
grande contribuicdo para o conhecimento sobre diferentes espécies de mosquitos e seu papel
na transmissdo de patdgenos, sobretudo, em relacdo aos fatores determinantes e a variacao
intraespecifica na competéncia vetorial (DIALLO et al., 1999; DUFFY et al., 2009; HIGGS;
VANLANDINGHAM, 2015; HUANG et al., 2016; ROSS, 1956; ROUNDY et al., 2017;
STYER et al., 2011; TABACHNICK, 2013; TSETSARKIN et al., 2007; TURELL, 2012).
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Contudo, a maioria das investigacdes desenvolvidas até 0 momento deixam lacunas no
conhecimento acerca da dindmica de transmissdo de patdgenos por mosquitos vetores, por
contemplarem apenas a competéncia vetorial em suas andalises. Esta por sua vez, ocorre em
funcdo de fatores intrinsecos a espécie vetora, determinados por sua genética e pode ser
defnida como: “a razdo entre o nimero de fémeas de mosquitos ensaiados num hospedeiro
potencialmente infectante e o numero desses individuos que de facto infectam hospedeiros

susceptiveis, uma vez transcorrido o correspondente periodo de incubagdo extrinseco”

(ALMEIDA, 2011).

2.5.1 Definicao e fatores determinantes da capacidade vetorial

A competéncia vetorial é um dos componentes de um conjunto de parametros
especificos que definem a capacidade vetorial (CV). Esse conjunto de parametros,
organizados em uma expressao matematica (DYE, 1990), quantificam a habilidade de uma
espécie para transmitir um patégeno em um determinado tempo e espaco (GARRET-JONES,
1964):

CV = mbca® P"
Ln (P)

Onde: CV é a capacidade vetorial; m é o nimero de fémeas de mosquito por pessoa; b
¢ a probabilidade de um mosquito infectado transmitir o patégeno ao picar um hospedeiro
humano suscetivel; ¢ é a probabilidade de um mosquito se infectar com o patdgeno enquanto
pica um hospedeiro humano infectado; a € o nimero de picadas por ser humano por dia; P é a
taxa de sobrevivéncia diaria do mosquito e n é o periodo de incubacdo extrinseco (PIE) do
parasito. Assim, a capacidade vetorial é conceituada como: “o ndmero de novas infec¢des
(contatos potencialmente infecciosos) produzidos pelo vetor por caso, por dia (por pessoa
infecciosa, por dia)” (GARRET-JONES, 1964).

O conceito de capacidade vetorial foi proposto para estimar a capacidade de espécies
de Anopheles para transmitir o Plasmodium, patégeno causador da malaria. Entretanto, foi
extrapolado para os vetores do DENV (GARRET-JONES, 1964). Desse modo, ndo contempla
peculiaridades da interacdo patdgeno e vetor, como a transmissdo vertical de arbovirus nas

especies de Aedes sp. por exemplo. Nesse caso deve-se considerar que as fémeas de Aedes sp.
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ndo precisam de dois eventos de alimentacdo sanguinea para contrair e transmitir o virus, pois
podem adquirir o patégeno da sua geracdo parental (ARUNACHALAN et al., 2008).

Parametros ecologicos, ambientais (temperatura e umidade), de comportamento
(preferéncia alimentar) e biologicos (duracdo do ciclo gonadotréfico, concordancia
gonadotrofica, capacidade reprodutiva, idade da fémea no momento da infeccdo e custo
bioldgico da infeccdo na espécie vetora) ndo sdo descritos classicamente na equagdo que
estima a capacidade vetorial, embora tenham papel importante na determinacdo da dinamica
de transmissdo (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; MACIEL-DE-FREITAS, 2010;
ONYANGO et al., 2020). Assim, ha de se considerar esses fatores e a heterogeneidade do
desempenho bioldgico das espécies envolvidas em diferentes sistemas de transmissdo de
doencas por vetores, pois esses podem alterar a predicdo de ocorréncia de surtos (MAYTON
et al., 2019). Uma espécie altamente competente, por exemplo, pode néo ter capacidade vetorial
se sua taxa de picadas for baixa ou se sua vida for menor que o periodo de incubacdo extrinseco
(PIE) do virus. Por outro lado, uma espécie pouco competente pode ser responsavel pela
propagacdo de um arbovirus, como relatado para o da febre amarela, que causou epidemia na
Nigéria em 1987, transmitido por uma populacdo de Ae. aegypti pouco competente (MILLER et
al., 1989).

2.5.2 Desempenho bioldgico e interagdo vetor-parasito

Entre os aspectos que compdem o desempenho bioldgico ou fitness de uma espécie,
estdo aqueles relacionados com a capacidade reprodutiva e de sobrevivéncia, compreendendo
viabilidade, sucesso de acasalamento, fecundidade, que contribuem para que determinados
individuos deixem determinado numero de descendentes. Na area de genética de populacgdes,
o termo fitness vem sendo utilizado de diferentes formas. O conceito compartilhado entre os
estudiosos da area resume o termo como a capacidade de sobrevivéncia e reproducdo em um
determinado ambiente, entendido de modo geral como desempenho bioldgico. O resultado
desse desempenho é a contribuicdo dos individuos para o fitness das gera¢fes subsequentes
por meio da transferéncia de genes (BARKER, 2009).

Em modelos matematicos de transmissdo do DENV, a duracdo do periodo de
incubacéo extrinseco e a taxa de sobrevivéncia didria do vetor sdo 0s mais importantes para
determinacdo da capacidade vetorial, pois impactam no nimero reprodutivo bésico (Ro), ou
seja, no numero de casos secundarios produzidos por um individuo infectado (LUZ et al.,

2003). Adicionalmente, a concordancia e duracdo do ciclo gonadotréfico de uma espécie
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vetora, em um determinado ambiente, sdo pardmetros importantes que também influenciam a
intensidade e distribuicdo da transmissdo de patogenos. Entretanto, a frequéncia de procura
pelo hospedeiro pode ser subestimada quando se utiliza apenas a duracdo do ciclo
gonadotréfico como indicador, uma vez que algumas espécies de mosquitos ndo tém
concordancia gonadotrofica e necessitam de mais de um repasto sanguineo para concluir a
oviposicdo (KLOWDEN; BRIEGEL, 1994).

Outro fator importante a ser considerado em avaliacBes de dinamica de transmissao
sdo as complexas interacdes entre mosquitos e arbovirus, as quais ocorrem em funcdo do
tempo e de caracteristicas especificas do vetor e genétipo ou linhagem do virus em cada
regido. Um mosquito infectado, por exemplo, tem um padrédo especifico de resposta imune e
de transcricdo, e essa pode impactar na sua capacidade de transmitir um patégeno (KRAMER,;
CIOTA, 2015).

A resposta imune pode apresentar-se de forma diferente entre populacGes de uma
mesma espécie. Ela também ¢é especifica em diferentes tecidos e pode ser um determinante
para o sucesso da infec¢do viral (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012). O papel do RNA de
inferéncia (RNAI) nas interacfes de arbovirus com vetores, por exemplo, tem sido estudado
como um dos fatores determinantes da competéncia vetorial (ASGARI, 2014; LIU et al.,
2015; SALDANA et al., 2017), entretanto, ainda ha lacunas no conhecimento acerca dos
mecanismos e requisitos moleculares envolvidos no processo de infecgdo (BLAIR; OLSON,
2015). Essas interacdes ndo atuam sozinhas, pois estdo associadas a um contexto externo,
constituido por fatores bidticos e abidticos, particularmente, a temperatura do ambiente
(KRAMER; CIOTA, 2015).

Diante do conhecimento acumulado e do cenério de distribuicdo de patégenos e
vetores pelo mundo, ainda sdo escassos 0s estudos voltados a investigar fatores determinantes
do ciclo de transmissdo de doencas transmitidas por vetores (PETERSEN et al., 2018).

Estudos indicam que a interacdo de bactérias que vivem naturalmente nos organismos
de mosquitos tém influéncia nos padrdes de transmissdo de arbovirus (ALIOTA et al., 2016;
ZINK et al., 2015). Pesquisadores utilizaram sequenciamento de Gltima geracdo dos genes do
RNA ribossomal 16S bacteriano, derivado de Cx. pipiens, ap0s exposicao e/ou infec¢do ao
virus do Oeste do Nilo (WNV) e verificaram gue, nos grupos expostos e/ou infectados, muitos
géneros de bactérias estavam em maior quantidade. Concluiram que a infeccdo por WNV se
associa a regulacdo positiva de vias imunes, tais como RNA de interferéncia (RNAI), Toll e
Jak-STAT (Transdutor Janus quinase-sinal e ativador de transcri¢do), além de incrementar a

diversidade de organismos microbianos no mosquito vetor. E possivel que a interacdo de
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bactérias com virus tenha influéncia sobre aspectos importantes do desempenho bioldgico,
como a longevidade, por exemplo, 0 que pode impactar diretamente em sua capacidade de
transmissao (ZINK et al., 2015).

Com relacéo a capacidade reprodutiva, a fecundidade das fémeas apos infeccdo por
patdégenos é um parametro pouco estudado (LIMA et al., 2003; PADILHA et al., 2018;
PETERSEN et al., 2018; RESCK et al., 2020; SIRISENA; KUMAR; SUNIL, 2018). Em
mosquitos, o nimero de ovos produzidos no primeiro ciclo gonadotréfico ja revela o perfil
total de postura durante toda a vida de uma fémea. E importante ressaltar, nesse aspecto da
capacidade vetorial, a variacdo individual dentro de uma mesma espécie, como encontrado
para Anopheles stephensis (SULEMAN, 1990).

Avaliando o custo biologico da infeccdo por Wuchereria bancrofti, pesquisadores
encontraram que fémeas de Cx. quinquefasciatus infectadas com baixos niveis de parasitemia
sanguinea apresentaram incremento na fecundidade, enquanto nos niveis mais altos, houve
reducdo significativa nesse parametro da capacidade reprodutiva (LIMA et al., 2003).

A infeccdo pela bactéria endossimbiotica Wolbachia bloqueia a replicacdo viral no
mosquito hospedeiro, estratégia que tem sido usada no controle de arboviroses, por meio do
lancamento em campo de individuos infectados. Entretanto, o fitness da populacéo infectada
deve superar o da populacdo natural para o sucesso do método de controle. Em estudo com
Ae. aegypti infectado com Wolbachia, detectou-se perda de fertilidade e fecundidade de
fémeas que vieram de ovos infectados, que passaram por quiescéncia, por um periodo
superior a 11 semanas, a temperatura entre 22°C e 30°C, em relacdo aquelas que vieram de
ovos ndo infectados na mesma condicdo de armazenamento. Os autores destacaram a
importancia do conhecimento sobre o custo bioldgico da infec¢do, assim como sobre o tempo
e condicbes de armazenamento dos ovos, fatores que determinam o desempenho dos
individuos em campo (LAU; ROSS; HOFFMANN, 2021). O custo biologico de uma infecgdo
depende também do background genémico. Nesse sentido, linhagens de Ae. aegypti de duas
localidades, obtidas mediante cruzamento com uma terceira linhagem infectada com
Wolbachia, responderam de modo diferente a presenca da bactéria, com relacdo aos efeitos
sobre a fertilidade, longevidade e tamanho das pupas (CARVALHO et al., 2020).

Apos infeccdo com o0 WNV, a fecundidade de Culex tarsalis diminuiu, entretanto, a
presenca do virus ndo alterou significativamente a sobrevivéncia das fémeas infectadas
(STYER; MEOLA; KRAMER, 2007). No mesmo estudo, verificou-se que a dinamica de
alimentacdo sanguinea pés-infecgdo foi alterada, pois um nimero maior de fémeas do grupo

infectado realizou repasto sanguineo por toda a vida com relacdo aquelas expostas, mas néo
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infectadas. Segundo os autores, embora tenha havido um custo da infeccdo com relagdo a
capacidade reprodutiva, pardmetros da capacidade vetorial diretamente relacionados com a
transmissdo ndo foram afetados, como a sobrevivéncia, ou incrementaram essa capacidade,
como a maior necessidade de repasto sanguineo (STYER; MEOLA; KRAMER, 2007).

Uma reducéo significativa foi encontrada na longevidade de fémeas de Ae. albopictus
expostos ao CHIKV, entretanto, esse efeito ndo foi observado em Ae. aegypti. Em ambas as
especies, ndo houve diferencas significativas no nimero de ovos postos entre 0 grupo de
fémeas infectadas e ndo infectadas. Em Ae. albopictus, observou-se, ainda, uma correlagdo
negativa entre o tempo de vida e a titulo viral detectado no corpo das fémeas apds a morte. Os
autores sugerem que o custo da infeccdo pelo CHIKV, em Ae albopictus, pode estar associado
a uma limitacdo fisioldgica adquirida na evolucdo da infecciosidade do patdgeno nessa
espécie (REISKIND; WESTBROOK; LOUNIBOS, 2010).

Diferentemente, com DENV-2, observou-se impacto significante da infeccdo sobre o
desempenho biol6gico de Ae. aegypti. O grupo exposto ao virus, além de apresentar menor
fecundidade, apresentou menor tempo de vida; maior tempo para completar a ingestdo
sanguinea e menor frequéncia de oviposicdo em relacdo aos ndo expostos. Entretanto, os
autores observam que o custo de adaptacdo a infeccdo provavelmente ndo impacta na
sobrevivéncia e no desempenho biol6gico de mosquitos naturais em campo, uma vez que as
desvantagens identificadas neste estudo apareceram sempre com o envelhecimento das
fémeas, de modo que essas sobreviveram por, pelo menos, 20 dias sem modificacdes
significativas no fitness (SYLVESTRE; GANDINI; MACIEL-DE-FREITAS, 2013).
Adicionalmente, a sobrevivéncia diéria de Ae. aegypti é considerada baixa e a probabilidade
estimada, em estudo de captura, marcagdo e recaptura, foi entre 0,80-0,85 (MACIEL-DE-
FREITAS et al., 2007).

Em experimentos realizados com a linhagem ZIKV/H. sapiens/Brazil/PE243/201 do
ZIKV (genotipo asiatico), pesquisadores encontraram efeitos negativos do virus sobre a
sobrevivéncia de fémeas de Ae. aegypti de uma populacdo coletada no Rio de Janeiro.
Entretanto, esses efeitos foram mais evidentes nos grupos de fémeas mais velhas, que
receberam a primeira alimentagdo sanguinea com 14 e 21 dias de emergéncia. O grupo de
fémeas mais novas recebeu a infec¢do por meio do primeiro repasto sanguineo com 7 dias de
emergéncia. No mesmo estudo, verificou-se que as fémeas infectadas depositaram menos
ovos do que as ndo infectadas independentemente da idade (PETERSEN et al.,
2018). Resultados diferentes foram obtidos por Padilha et al. (2018) com relacdo a

fecundidade, apos infeccdo de fémeas de Ae. aegypti por ZIKV. Utilizando a mesma linhagem
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do virus (ZIKV/H. sapiens/Brazil/PE243/201) e uma linhagem de Ae. aegypti da Polinésia
Francesa, esses pesquisadores relataram que a infeccdo ndo teve efeito sobre a fecundidade e
viabilidade dos ovos produzidos por fémeas infectadas pelo ZIKV (PADILHA et al., 2018).

Silveira et al. (2018) encontraram resultados semelhantes com relacdo a producao de
ovos de uma populacdo de Ae. aegypti coletadas em trés diferentes regides do Rio de Janeiro.
A infeccdo pelo ZIKV, linhagem (Rio-Ul), também do gendtipo asiatico, ndo alterou a
fecundidade das fémeas, embora tenha reduzido significativamente a sua longevidade
(SILVEIRA et al., 2018).

Recentemente, Mayton et al. (2019) propuseram adaptagdo do modelo classico
estabelecido para estimar a capacidade vetorial de mosquitos, incluindo na equacdo o fator
idade da fémea no momento da infeccdo. Os autores se basearam em resultados obtidos por
meio de experimentos de laboratdrio, com ZIKV e Ae. aegypti, em que a inclusdo da idade na
férmula padrdo que estima a capacidade vetorial fez grande diferenca na quantificacdo do
potencial de ocorréncia de surto; nesse caso, a diferenca entre declarar ou ndo o risco de um
surto. Verificou-se, em laboratério, uma tendéncia de diminuicdo da taxa de picada e aumento
da mortalidade diaria em funcdo da idade. O célculo da CV baseado em fémeas infectadas até
10 dias de emergéncia resultou em valores que indicam alto risco para ocorréncia de surto (1
< CV < 6). O valor de CV indicou auséncia de risco de surto (CV < 1) quando o célculo foi
baseado em fémeas com mais de 10 dias de idade no momento da infeccdo. A CV ¢é
multifatorial e dependente da idade da espécie vetora (MAYTON et al., 2019).

Em sintese, esforcos tém sido direcionados a investigacGes sobre interacdo vetor-
parasito, sobretudo com relacdo a resposta imune de vetores a arbovirus em condicGes de
laboratério (ANGLERO-RODRIGUEZ et al., 2017; CARVALHO-LEANDRO et al., 2012;
MCCRACKEN et al., 2014). Entretanto, é fundamental que esses estudos extrapolem para
situacGes de campo e, principalmente, incorporem informagOes sobre a biologia do vetor,
incluindo a longevidade, capacidade reprodutiva e hematofagica, tamanho e densidade de
larvas de modo a melhor estimar, em nivel populacional, a capacidade de transmisséo
(SEVERSON; BEHURA, 2016). Surto de arboviroses ocorrem quando combinagdes
especificas de condi¢des favorecem o aumento das taxas de contato entre virus, vetor e
humano (MANORE et al., 2017). Assim, compreender outros aspectos da capacidade vetorial
é fundamental para elucidar os processos envolvidos no surgimento de arboviroses, bem como
para encontrar alternativas de controle eficazes, considerando-se o ambiente, a espécie, a
populacdo, o virus e a linhagem em um determinado contexto epidemioldgico (KRAMER,;
CIOTA, 2015).
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2.5.3 Resposta de mosquitos a repelentes

Historicamente, as estratégias para reduzir a transmissdo de arboviroses seguem dois
principais caminhos: o controle da populacéo de vetores e a utilizacdo de protecao individual
(FRADIN, 1998). Com a recente distribuicdo mundial de arboviroses, a OMS d& énfase a
essas medidas, tendo como uma das principais recomendacdes, 0 uso de protecdo fisica ou
guimica para pessoas que moram ou viajam para areas de surto ou epidémicas. Essa protecdo
inclui o uso de roupas com mangas longas; de mosquiteiros; a colocacdo de telas nas janelas e
a utilizacdo de repelentes topicos, tais como DEET (N,N-dietil-3-metilbenzamida), IR3535
(Butilacetilaminopropionato de etilo) e Icaridina — Carboxilato de hidroxietil isobutil
piperidina ou Picaridina (FRADIN; DAY, 2002; STEFANI et al., 2009). Por outro lado,
estudos apontam alteracdes no comportamento de mosquitos infectados com arbovirus, em
relacdo a sensibilidade a repelentes, sendo esse um aspecto que pode impactar diretamente em
um dos principais parametros da capacidade vetorial, o desempenho hematofagico
(FRANCES; SITHIPRASASNA; LINTHICUM, 2011; QUALLS etal., 2012).

Ha restricbes ao uso de repelentes topicos por serem produtos quimicos, e precisam
atender a muitos requisitos para serem registrados para uso humano pelos Orgaos
competentes. Muitos sdo comercializados como repelentes, mas, em experimentos cientificos,
ndo reduziram a atracdo de mosquitos para humanos (RODRIGUEZ et al., 2017). Entre esses
requisitos, destacam-se: ter amplo espectro, atingindo vérias espécies de insetos; estar ativo
por, pelo menos, 8 horas ap6s a aplicacdo; ndo causar irritacdo na pele ou mucosas, ser
resistente; atdxico e sem cheiro (FRADIN, 1998). A adicdo de substancias ativadoras pode
aumentar a acdo de um produto repelente, assim como a formulacdo podera determinar sua
eficacia (LUPI; HATZ; SCHLAGENHAUF, 2013; MBUBA et al., 2021).

Adicionalmente, estudos sugerem que fatores ambientais, além de interacOes
complexas de mosquito e o hospedeiro, genetica e condicBes de desenvolvimento da espécie,
influenciam na dindmica de picada do mosquito. Entretanto, a eficacia do produto parece ser
constante. Os mesmos autores verificaram em seus experimentos que DEET e SS220 (2-
metilpiperidinil-3-ciclo-hexeno-1-carboxamida) oferecem o mesmo nivel de protecdo em Ae.
aegypti (KLUN et al., 2003).

Além dos repelentes tipo odorantes, aqueles que provocam repeléncia, fazendo com
gue o inseto se afaste da fonte sanguinea, existem repelentes que atuam quando o inseto entra
em contato com a pele. Sdo os chamados repelentes de contato, em que o inseto chega a sentir

0 sabor do produto, e ndo o odor (MILLER et al., 2009). Esses sdo menos indicados para uso,
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pois 0 patdgeno pode ser transmitido enquanto um mosquito estd explorando a pele do
hospedeiro, mesmo que nao faca o repasto sanguineo, pela presencga do repelente de contato
(MCCRACKEN et al., 2014). Em adi¢do, a presenca de patdgeno na glandula salivar pode
alterar a sensibilidade do inseto a repeléncia de contato (QUALLS et al., 2012).

Entre os odorantes, DEET e Icaridina apresentam seguranca e eficacia, sendo bastante
utilizados em criangas e adultos (BADOLO et al., 2004; STEFANI et al., 2009); embora
produtos naturais sejam uma alternativa eficaz quando os consumidores preferem nao usar um
repelente sintético (REICHERT et al., 2019).

Estudo indica que repelentes de spray contendo DEET ou PMD (p-menthane-3,8-diol)
tiveram maior eficacia em relagcdo aqueles com outros ingredientes (RODRIGUEZ et al.,
2017). A aplicacdo do DEET na populacdo de uma aldeia africana reduziu a incidéncia da
maldria, restabelecendo a incidéncia da doenca aos niveis pré-epidémicos (DURRHEIM,;
GOVERE, 2002). Assim, como resultado de sua eficécia e baixa toxicidade, o0 DEET tem sido
utilizado por muitas décadas como repelente de referéncia.

A Icaridina foi tdo eficaz quanto o DEET contra o An. gambiae e uma linhagem
urbana da Africa Ocidental de Ae. aegypti (BADOLO et al., 2004). Em fémeas de Cx.
quinquefasciatus de laboratdrio, o DEET causou repeléncia significativamente maior do que
Icaridina (LEAL et al., 2017). No mesmo estudo, verificou-se que o DEET e a Icaridina
foram menos eficazes contra Ae. aegypti de Recife com relagdo a Cx. quinquefasciatus da
mesma localidade. O DEET a 1% apresentou maior protecdo contra o Ae. aegypti do que
Icaridina (LEAL et al., 2017).

A resposta dos mosquitos a repelentes pode ser variavel entre espécies e entre
individuos de uma mesma espécie, de diferentes origens geogréaficas (RUTLEDGE et al.,
1978). Contudo, em experimentos realizados com Icaridina e DEET, em coldnias de Cx.
quinquefasciatus de diferentes origens (Recife no Brasil e Davis nos Estados Unidos), ndo se
verificou diferenca significativa no perfil de repeléncia (LEAL et al., 2017).

Fémeas de Ae. aegypti infectadas pelo Sindbis virus (SINV) utilizaram menos tempo
para se alimentar do que mosquitos ndo infectados quando oferecida refeicdo sanguinea em
involucro contendo DEET. A disseminacdo do SINV resultou também em um aumento de
12% e 10% na quantidade de sangue ingerida em relacdo aos mosquitos ndo expostos ao
virus, e aqueles sem uma disseminacgdo positiva do patdgeno, respectivamente (QUALLS et
al., 2012). Por outro lado, ndo se observaram diferencas significativas nas respostas de Ae.

aegypti e Ae.
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albopictus, infectados pelos quatro sorotipos DENV ao DEET, na dose de 5%
(FRANCES; SITHIPRASASNA; LINTHICUM, 2011).

Apesar da recomendacdo da OMS para utilizacdo de fémeas nuliparas em testes de
eficacia de produtos repelentes, deve-se considerar que o risco de transmissao de patdgenos
ocorre com fémeas mais velhas a partir do segundo ciclo gonadotrofico. Assim, Leal et al.
(2017) sugerem a necessidade da realizacdo de testes de eficacia de repelentes em fémeas que
ja tenham feito pelo menos uma refeicdo sanguinea, por meio da qual pode adquirir o
patdgeno e transmitir ao hospedeiro nas alimentacGes seguintes (LEAL et al., 2017). Os
mesmos autores observaram reducdo, embora ndo significativa, do efeito de repeléncia do
DEET em fémeas mais velhas quando a dose utilizada foi de 1%. Por outro lado, o efeito
induzido pelo DEET na alimentacdo sanguinea de Anopheles gambiae e Ae. albopictus foi
avaliado em trés faixas de idade. Nas duas espécies, a inibicdo do repasto sanguineo induzida
por esse repelente foi significativamente menor em fémeas mais jovens (<13 d) do que nas
mais velhas (> 18 d). Os autores sugerem que o controle de doencas causadas por patdgenos
transmitidos por vetores, em que o periodo de incubacdo extrinseco é longo, poderia ter como
alvo os mosquitos mais velhos, o que pode potencializar a eficacia de repelentes no controle
dessas doengas (MULATIER et al., 2018). De todo modo, é importante também considerar a
dose utilizada nos produtos comerciais e em testes de laboratério, pois, em altas doses, a
diminuicdo do efeito de repeléncia em fémeas mais velhas pode ser compensada (LEAL et al.,
2017).

Em uma pesquisa de revisdo sistematica e metanalise, foram selecionados 2.316
estudos, entre eles artigos publicados, teses e resumos de conferéncias na perspectiva de
entrar em consenso sobre a existéncia ou ndo de efeito da infeccdo de mosquitos sobre a
eficacia de repelentes. Dentre esses, 18 estudos avaliaram se a infeccdo modulava a resposta a
repelentes. De modo geral, o DEET foi o mais estudado, com 62% dos resultados, assim
como a espécie Ae. aegypti com 71% dos resultados. Entre os virus testados, incluiram-se o
Sindbis, DENV e Zika. Os autores concluiram que os repelentes foram menos eficazes contra
0s mosquitos infectados e as fémeas mais velhas infectadas foram mais afetadas pela perda de
sensibilidade e consequente menor resposta a repelentes, o que reforca a necessidade de

incluir fémeas infectadas nos testes de eficacia de repelentes (LAJEUNESSE et al., 2020).
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3 JUSTIFICATIVA

O cenério epidemiologico de arboviroses tem sido fortemente influenciado pelo
aumento da mobilidade das pessoas; pelo deslocamento dos mosquitos e seu transporte
passivo mundialmente. O controle de seus vetores é a principal forma disponivel de reduzir a
incidéncia dessas doengas e minimizar o impacto socioecondmico decorrente dos surtos
epidémicos que causam. Esse controle depende, principalmente, da reducdo da densidade
populacional das espécies vetoras e do contato mosquito-homem, que pode ser feito pelo uso
de repelentes e de outras medidas fisicas de protecdo individual ou coletiva.

Em consequéncia das recentes epidemias causadas pelos virus Zika e chikungunya no
pais, compreender o processo de transmissdo desses patdégenos é uma prioridade de salde
publica. O desenvolvimento de estudos que abordem aspectos da capacidade vetorial das
espécies envolvidas pode elucidar questdes fundamentais para essa compreensao, apontando o
real papel do vetor em um determinado territério e contexto epidemiol6gico. Desse modo, 0
presente trabalho apresenta informacfes importantes, que poderdo nortear futuros estudos
epidemioldgicos, e de predicdo de epidemias, contribuindo, sobretudo, para a definicdo de
estratégias de controle direcionadas a espécies alvo, incriminadas na transmissdo desses

arbovirus.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Quais as taxas de infeccdo, de disseminacgdo viral e o impacto da exposi¢do aos virus
Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) sobre os parametros de fecundidade, fertilidade,
sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos, e do ZIKV sobre a resposta aos
repelentes DEET e Picaridina, na espécie Ae. aegypti?

Quais as taxas de infeccdo, de disseminacdo viral e o impacto da exposi¢do ao virus
Zika (ZIKV) sobre a espécie Cx. quinquefasciatus, considerando-se a fecundidade, fertilidade,

sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos?
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5 HIPOTESE

A exposicao aos virus Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) altera os parametros de
fecundidade, fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos, na
espécie Ae. aegypti, assim como a exposi¢do ao virus Zika altera 0s mesmos pardmetros, na
espécie Cx. quinquefasciatus, em diferentes propor¢des. A exposicdo ao ZIKV pode impactar

ainda sobre a resposta aos repelentes DEET e Picaridina, na espécie Ae. aegypti.
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6 OBJETIVOS

Abaixo estdo descritos 0s objetivos, geral e especificos, que nortearam o0

desenvolvimento deste estudo.

6.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis alteraces em parametros da capacidade reprodutiva, na espécie
Ae. aegypti, apds exposicao aos virus Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV), bem como em
Cx. quinquefasciatus, ap6s exposi¢do ao ZIKV.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estimar as taxas de infeccdo e de disseminagdo viral, e avaliar o custo
bioldgico da exposicdo artificial oral aos ZIKV, em col6nias de Ae. aegypti
natural de Recife e de laboratério, considerando-se 0s parametros de
fecundidade, fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos
sanguineos;

b) Estimar as taxas de infeccdo e disseminacdo viral, e avaliar o custo biol6gico
da exposicdo artificial oral ao CHIKV, em col6nias de Ae. aegypti natural de
Recife e de laboratério, considerando-se os parametros de fecundidade,
fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos;

c) Estimar as taxas de infeccdo e de disseminagdo viral, e avaliar o custo
biolégico da exposicdo artificial oral ao ZIKV, em colénia de Cx.
quinquefasciatus de laboratério, considerando-se 0s parametros de
fecundidade, fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos
sanguineos;

d) Avaliar o comportamento de repeléncia de fémeas de Ae. aegypti de
laboratério, utilizando-se os repelentes de insetos DEET — N,N-dietil-3-
metilbenzamida e Picaridina (hidroxietil isobutil-piperidina carboxilato de
etilo), apds exposicdo ao ZIKV.
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7 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo estdo descritos os procedimentos metodologicos adotados neste estudo, 0s
quais também estdo sistematizados no quadro 3, que apresenta uma sintese das avaliacdes

realizadas com cada espécie, col6nia de mosquito e virus estudados.

Quadro 3 - Sistematizacdo dos procedimentos metodoldgicos e avaliacdes realizadas para os virus Zika (ZIKV)
ou chikungunya (CHIKV), em experimentos com Aedes aegypti de laboratério (col6nia RecLab) e campo
(coldnia AeCamp), e para espécie Culex quinquefasciatus

(continua)
Etapas, Espécies de mosquitos/coldnias x virus
procedimentos Ae. aegypti X ZIKV Ae. aegypti x CHIKV Cx.
e parametros quinquefasciatus
avaliados X ZIKV
Laboratdrio Campo Laboratério Campo Laboratério
(RecLab) (AeCamp) (RecLab) (AeCamp) (CgSLab)
Obtencao das Obtida do Obtida de Obtida do Obtida de Obtida do
Amostras de insetario do treze bairros | insetério do treze bairros insetario do 1AM,
mosquitos IAM, onde foi do IAM, onde foi do municipio | onde foi fundada
fundada em municipio de | fundada em de Recife, em 2011
1996 Recife, 1996 Pernambuco,
Pernambuco, através da
através da coleta de ovos
coleta de em armadilhas
ovos em BR - OVT
armadilhas Aedes
BR-OVT
Aedes
Propagacdo dos | Em células Vero | Em células Em células Vero | Em células Em células Vero
virus Vero Vero
Exposicdo Alimentador Alimentador | Alimentador Alimentador Alimentador
artificial oral artificial, com artificial, artificial, com artificial, com | artificial, com
aos virus sangue de com sangue | sangue de sangue de sangue de coelho
coelho de coelho coelho coelho desfibrinado;
desfibrinado; desfibrinado; | desfibrinado; desfibrinado; Fémeas com 7 a
Fémeascom 7a | Fémeascom | Fémeascom 7 a | Fémeascom 7 | 10 dias de
10 dias de 7 a 10 dias 10 dias de a 10 dias de emergéncia
emergéncia de emergéncia emergéncia
emergéncia
Obtencdo das Obtidas pela Obtidas pela | Obtidas pela Obtidas pela Obtidas pela
taxas de detecgdo de deteccdo de | deteccdo de deteccéo de deteccdo de RNA
Infeccéo RNA através de | RNA através | RNA através de | RNA através através de qRT-
qRT-PCR. de qRT- gRT-PCR. de qRT-PCR. | PCR. Calculadas
Calculadas pelo | PCR. Calculadas pelo | Calculadas pelo nimero de
namero de Calculadas namero de pelo nimero fémeas positivas
fémeas positivas | pelo nimero | fémeas positivas | de fémeas dividido pelo
dividido pelo de fémeas dividido pelo positivas numero total de
numero total de | positivas numero total de | dividido pelo | fémeas
fémeas dividido fémeas namero total analisadas.
analisadas. pelo nimero | analisadas. de fémeas
total de analisadas.
fémeas
analisadas.
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Quadro 3 — Sistematizacdo dos procedimentos metodolégicos e avaliacBes realizadas para os virus Zika
(ZIKV) ou chikungunya (CHIKV), em experimentos com Aedes aegypti de laboratério (col6nia RecLab) e
campo (colénia AeCamp), e para espécie Culex quinquefasciatus

(continuacdo)

Etapas, Espécies de mosquitos/col6nias x virus
procedimentos Ae. aegypti X ZIKV Ae. aegypti x CHIKV Cx.
e parametros quinquefasciatus
avaliados X ZIKV
Laboratorio Campo Laboratorio Campo Laboratorio
(RecLab) (AeCamp) (RecLab) (AeCamp) (CgSLab)
Obtencdo das Calculada pelo Calculada Calculada pelo Calculada pelo | Calculada pelo
taxas de namero de pelo nimero | nimero de nimero de nimero de cards
disseminacdo cabecas ou de cabecas cabecas ou cabecas ou positivos,
cards positivos, | ou cards cards positivos, | cards dividido pelo total
dividido pelo positivos, dividido pelo positivos, de fémeas
total de fémeas | dividido total de fémeas | dividido pelo | positivas.
positivas. pelo total de | positivas. total de
fémeas fémeas
positivas. positivas.
Definigéo dos Avaliacdo em Avaliacéo Avaliacéo em Avaliacdo em | Avaliacdo em trés
grupos a serem | trés grupos: em trés dois grupos: dois grupos: grupos: Controle
avaliados, em Controle ou ndo | grupos: Controle ou ndo | Controle ou ou ndo exposto
funcdo das taxas | exposto (C); Controle ou | exposto (C) e n&do exposto (C); Exposto ndo
de infeccéo Exposto ndo Nnao exposto | exposto (C) e exposto | infectado (E) e
obtidas pela infectado (E) e (C); Exposto | infectado (EI) infectado (EI) | Exposto infectado
detecgéo de Exposto nao (ED
RNA através de | infectado (EI) infectado (E)
gRT-PCR e Exposto
infectado
(ED)
AvaliacBes de Avaliados trés Avaliados Avaliado 0 1° Avaliado 0 1° | Avaliado 0 1° CG,
fecundidade e CG:1°,2°e3°, | trésCG: 1° | CG, através da CG, através da | através da
fertilidade através da 20¢ 3°, contagem de contagem de contagem de ovos
contagem de através da ovos e larvas ovos e larvas | e larvas eclodidas
ovos e larvas contagem de | eclodidas eclodidas
eclodidas ovos e larvas
eclodidas
AvaliacOes de Mortalidade Mortalidade | Mortalidade Mortalidade Mortalidade
sobrevida e verificada verificada verificada verificada verificada
longevidade diariamente: diariamente: | diariamente: diariamente: diariamente e
30 fémeas 30 fémeas 30 fémeas 30 fémeas todas as fémeas
censuradas, censuradas, censuradas, censuradas, acompamhadas
sendo 10 em sendo 10 em | sendo 10 em sendo 10 em até a morte (ndo
cada DPE (7°, cada DPE cada DPE (7°, cada DPE (7°, | houve coleta nos
14°e21%e 20 | (7° 14°¢ 14°e 21% e 20 | 14°e21%e 7°, 14° e 21° DPE)
fémeas 21%e 20 fémeas 20 fémeas
acompanhadas fémeas acompanhadas acompanhadas
até a morte acompanhad | até a morte até a morte
as até a
morte
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Quadro 3 — Sistematizacdo dos procedimentos metodolégicos e avaliacBes realizadas para os virus Zika
(ZIKV) ou chikungunya (CHIKV), em experimentos com Aedes aegypti de laboratério (col6nia RecLab) e
campo (colénia AeCamp), e para espécie Culex quinquefasciatus

(conclusdo)

Etapas, Espécies de mosquitos/col6nias x virus
procedimentos Ae. aegypti X ZIKV Ae. aegypti x CHIKV Cx.
e parametros quinquefasciatus
avaliados X ZIKV
Laboratorio Campo Laboratério Campo Laboratorio
(RecLab) (AeCamp) (RecLab) (AeCamp) | (CgSLab)
Avaliacdo da Avaliada nos 7°, | Avaliada nos 7°
atividade de 140 ¢ 21° DPE, e 14° DPE, Avaliada no 7° Né&o Avaliada no 7°
repasto através da através da DPE, através da | avaliado DPE, através da
sanguineo pds- | observacgdo e observacdo e observacdo e observacdo e
exposi¢do aos calculo do calculo do célculo do célculo do
virus percentual de percentual de percentual de percentual de
fémeas que fémeas que fémeas que fémeas que
completaram o | completaram o completaram o completaram o
ingurgitamento | ingurgitamento | ingurgitamento ingurgitamento
Avaliacéo da Avaliacéo da
resposta ao resposta ao
repelente DEET | DEET nas doses
de 1% e 5%, no
2° CG, ap0s
exposicao ao
ZIKV; Né&o realizado Né&o realizado Néo Né&o realizado
Avaliacdo de realizado
fémeas expostas
ao DEET a 1%
e 5%, nos 1%e
2° ciclos
gonadotrofico,
sem exposicao
ao ZIKV
Avaliacéo da Avaliacéo da
resposta a resposta de
Picaridina fémeas a
Picaridina a 1%, | N&o realizado Né&o realizado Néo Né&o realizado
no 2° CG, ap6s realizado
expor ao ZIKV.

Fonte: A autora, 2021.

Legendas: |IAM — Instituto Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ-PE; CG: ciclo gonadotrofico; DPE: dia pds exposicao.

7.1 AREA DE ESTUDO

Com uma populacdo de cerca de 1,5 milhdo de habitantes, a cidade de Recife ocupa
posicao central no litoral da regido nordeste do Brasil (latitude 8° 04’ 03”’ S; longitude 34° 55’
00>’ W e altitude de 4 metros acima do mar), estado de Pernambuco, a 800 km das metropoles
regionais de Salvador e Fortaleza. Limita-se ao norte com os municipios de Olinda e Paulista;
ao sul, Jaboatdo dos Guararapes; a leste com o oceano Atlantico e a oeste com Séo Lourencgo

da Mata e Camaragibe. A regido € de clima tropical-umido, onde as chuvas sdo escassas na
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estacdo seca, podendo ser intensas e prolongadas no inverno (entre os meses de abril a julho).
Ao longo do ano, a temperatura e a umidade relativa do ar oscilam de 22°C a 32°C e de 70% a
90% (BARBOSA,; REGIS, 2011).

7.2 AMOSTRA DE MOSQUITOS

Neste estudo, foram utilizadas colénias de laboratério de Ae. aegypti e Cx.
quinguefasciatus e amostras de populacdo natural de Recife da espécie Ae. aegypti. Amostras
de populacdo natural de Cx. quinquefasciatus chegaram a ser coletadas como parte deste
estudo, contudo, ndo foi possivel concluir as anélises estatisticas necessérias, pelo nimero
limitados de dados obtidos, considerando-se a baixa taxa de infeccdo da espécie pelo ZIKV,
como também a dificuldade de adaptacdo da linhagem local dessa espécie a alimentacdo
artificial

A coldnia Ae. aegypti (RecLab) ¢ oriunda da cidade de Recife, e Cx. quinquefasciatus
(CgSLab) originou-se dos municipios de Ipojuca, Olinda e Jaboatdo (Regido Metropolitana do
Recife). Essas linhagens foram fundadas em laboratério em 1996 e 2011 respectivamente.
Ambas sdo mantidas no insetario do Departamento de Entomologia do Instituto Aggeu
Magalhées (IAM, Fiocruz-PE), em Recife, sob condic¢des controladas de temperatura (26°C +
1°C), umidade relativa do ar (70+20%) e fotoperiodo 14:10 h (C/E).

As formas jovens (larvas e pupas) das duas espécies sdo mantidas em recipientes
plasticos retangulares (cubas), contendo dgua potavel. Como alimento, utiliza-se racdo para
gatos (Friskies®), administrada a cada dois dias. Para as formas jovens de Ae. aegypti, sdo
utilizadas cubas de 30 x 22 x 7,5 cm, com aproximadamente 1 litro e meio de agua potavel e
racdo na concentracdo de 0,15 mg por larva. Para Cx. quinquefasciatus, os recipientes medem
45,5 x 28 x 7,7 cm, com aproximadamente 2 litros de &gua e racdo a 0,10 mg por larva. Os
adultos sdo mantidos em gaiolas com as dimensdes de 40 x 30 x 30 cm, feitas em tela e
aluminio, alimentados diariamente em solucdo de sacarose a 10% (Figura 10).

Alimentacdo sanguinea é oferecida semanalmente, durante 45 a 60 minutos, com
sangue de coelho desfibrinado, fornecido pelo Centro de Criagdo de Animais de Laboratério
(Cecal), Fiocruz-RJ). O sangue é mantido sob refrigeracao, a 4°C, em tubos de ensaio, por até
30 dias. O alimentador utilizado é constituido por placa de Petri plastica, revestida com duas
membranas tipo parafilme M (Bemis). Bolsas térmicas sdo pré-aquecidas em banho-maria e

colocadas sobre o aparato para manter a temperatura do sangue em torno de 37°C (Figura 11).
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Esse procedimento é feito nas salas de criagdo, com a iluminacdo desligada,
temperatura de 26 °C £ 1 °C e umidade de 70 £20%.

Figura 10 — Larvicultura e sala de adultos do Insetario do Departamento de Entomologia, Fiocruz-PE

Fonte: Acervo da autora, 2021; cedida pelo Instituto Aggeu Magalh&es, Fiocruz-PE.
Legendas: A) formas jovens; B) adultos. Mosquitos mantidos em condigdes de laboratdrio.
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Figura 11 — Alimentador artificial utilizado nas alimentagdes
sanguineas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Fonte: Acervo da autora, 2021; cedida pelo Instituto Aggeu Magalhdes, Fiocruz-PE.
Legendas: A) placa de Petri revestida com parafilme e bolsa térmica; B) mosquitos fazendo repasto sanguineo
em alimentador artificial.

A obtencdo das amostras de Ae. aegypti de campo foi realizada por meio de coleta de
ovos, utilizando-se armadilha de oviposicdo BR-OVT Aedes (BARBOSA; REGIS, 2011,
XAVIER et al., 2018) e da coleta de formas jovens diretamente nos criadouros.

Para selecdo das areas de coleta, foram utilizados como referéncia pontos ja
selecionados pela Secretaria de Saude do Recife, onde estavam instaladas ovitrampas
destinadas ao monitoramento de infestacdo por Ae. aegypti.

Um primeiro ciclo de coleta realizou-se, entre novembro e dezembro de 2017, em 24
pontos da cidade do Recife, totalizando 13 bairros (Recife, Santo Amaro, Varzea, Afogados,
Dois Irmé&os, Apipucos, Monteiro, Ipsep, Boa Viagem, Nova Descoberta, Vasco da Gama,
Cidade Universitaria e Mustardinha), onde as armadilhas BR-OVT Aedes permaneceram por
15 dias. A manutencdo das armadilhas (troca da &gua e tecidos, recolhimento de ovos, pupas e
larvas) ocorreu no sétimo dia ap06s a instalacdo a fim de evitar emergéncia de adultos, uma vez

que nelas néo se adicionou larvicida.
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Os ovos, larvas e pupas coletados nas armadilhas foram levados ao insetario e
mantidos sob condi¢des controladas (conforme descrito para colnias de laboratorio), para
estabelecimento da col6nia de Ae. aegypti (AeCamp) e obtencdo das geracgdes filiais usadas
nos ensaios. Um segundo ciclo de coleta foi realizado nos mesmos pontos entre junho e julho
de 2018.

7.3 PROPAGACAO DE VIRUS EM CELULAS VERO PARA OS EXPERIMENTOS DE
ALIMENTACAO ARTIFICIAL ORAL

As amostras de ZIKV e CHIKYV que foram usadas no presente projeto de pesquisa séo
das linhagens ZIKV BRPE243/2015 (DONALD et al., 2016) e CHIKV PE480/2016
respectivamente. Ambas foram disponibilizadas pelo Departamento de Virologia e Terapia
Experimental do Instituto Aggeu Magalhdes e pertencem a colecdo de virus daquele
Departamento.

Para os experimentos de alimentacdo artificial oral, a propagacdo do virus foi realizada
com a adicdo de 7-8 mL de uma suspensdo de células Vero em meio essencial minimo
(MEM) adicionado de 10% de soro fetal bovino (SFB), na concentracio de 6 x 10° células/mL
em uma garrafa de cultura de 25 cm?®. Esse procedimento foi realizado 24-48 horas antes da
inoculagdo do virus, em incubadora com CO2, a 37°C ou até que as células atinjam uma
confluéncia de 90%.

Para a inoculacdo do virus, o meio foi desprezado e adicionou-se 0,25 — 0,30 mL do
estoque de virus as garrafas, as quais, em seguida, foram mantidas em estufa a 37°C, por 60
minutos para adsorcdo do virus, com homogeneizacdo a cada 15 minutos. Apds o tempo de
adsorcdo, adicionou-se em cada garrafa 10 ml do meio de manutencdo MEM, suplementado
com 2% de SFB e incubou-se por 5-7 dias (para ZIKV), por 2-3 dias (para CHIKV) ou até o
aparecimento do efeito citopatico. Para a titulacdo dos virus, realizou-se o ensaio de titulagdo
por reducéo de placa descrito em Castanha et al. (2013).

7.4 EXPOSICAO DOS MOSQUITOS AOS ZIKV E CHIKV

Foram realizados de dois a trés eventos de alimentacdo artificial via oral para cada
virus/colbnias estudados. Esses procedimentos seguem o mesmo protocolo descrito por
Guedes et al. (2017). Para tanto, 300 fémeas de cada colonia, com idade entre 7 e 10 dias,

foram acondicionadas em gaiolas plasticas com volume de 1.570 cm® com auxilio de
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capturador de Castro (Figura 12). Essas fémeas foram submetidas a jejum de &gua e sacarose
por aproximadamente 24 horas.

Figura 12 — Capturador de Castro para captura de mosquito

Fonte: Sanit’All (2018)

Para a alimentacdo artificial via oral, foram usados cultivos de células Vero inoculadas
com virus, preparadas conforme descri¢do na se¢do 7.3, além dos controles negativos, que sao
cultivos ndo infectados. Apos 5-6 dias para ZIKV e 48-72 horas para CHIKV, os cultivos de
célula que apresentaram efeito citopatico foram colocados a - 80°C por 10 minutos e depois
descongelados em banho-maria a 37°C, com o objetivo de promover a lise das células e
liberacdo dos virus no meio de cultura. Em seguida, foi feita a mistura de sangue e suspensdo
viral na proporgdo de 1:1 (10 mL da suspensdo e 10 mL de sangue). O titulo de virus dos
estoques de ZIKV e CHIKV usado para os ensaios de propagacio viral foi de 10 e 10°
unidades formadoras de placas por mL (PFU/mL) respectivamente. Para o controle negativo,
utilizou-se uma mistura de igual volume de sangue e cultivo sem virus; por fim, separaram-se
aliquotas de 0.5 ml das misturas com e sem o virus para titulacdo. O sangue utilizado nos
experimentos € mantido sob refrigeracdo a 4°C. Assim, permaneceu a temperatura ambiente
por cerca de 1 hora antes da mistura com os cultivos de células e virus.

Como alimentador artificial, utilizou-se o descrito na se¢do 7.2, utilizado na rotina de
manutencdo das colonias no insetario. Placas de Petri revestidas com membranas tipo
parafilme M (alimentador artificial) foram preparadas no dia da infec¢do oral e colocadas
sobre as gaiolas no momento do experimento.

Para iniciar o experimento, 10 mL das misturas de sangue com virus e controle
negativo (sangue com células sem virus) foram cuidadosamente transferidos para placas de
Petri, com o auxilio de uma pipeta sorolégica. Em seguida, bolsas térmicas aquecidas a 60°C

por 4 minutos foram dispostas sobre as placas para aquecer e manter o sangue a temperatura
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de aproximadamente 37°C. As bolsas foram trocadas depois de meia hora de exposi¢do. Os

mosquitos foram expostos a alimentacdo sanguinea por 45 a 60 minutos.

7.5 AVALIACAO DE CUSTO BIOLOGICO

Nas andlises de custo bioldgico, foram avaliados os pardmetros de fecundidade
(ndmero de ovos postos por fémea); fertilidade (percentual de larvas que eclodiram por
fémea), sobrevida (expressa pelo probabilidade de uma fémea estar viva durante um
determinado periodo, em cada experimento), longevidade (tempo médio de vida das fémeas,
medido pela soma do tempo de vida de cada fémea, dividio pelo total de fémeas analisadas
em cada grupo) e atividade de repastos sanguineos (nimero de fémeas que completaram o
ingurgitamento em sangue limpo, em até 30 minutos de exposi¢do a alimentacdo artificial nas
semanas subsequentes a exposi¢ao aos virus).

Apos a infeccdo oral, as gaiolas utilizadas na exposi¢do aos virus foram transferidas
para uma caixa de isopor contendo gelo com a finalidade de anestesiar os mosquitos. Apds
anestesiadas, 50 fémeas ingurgitadas de cada grupo (1- coldnia laboratorio controle, 2 -
coldnia campo controle, 3 - coldnia laboratdrio exposta ao virus e 4 - colénia campo exposta
ao virus) foram transferidas para gaiolas individuais, devidamente identificadas, com volume
aproximado de 500 cm? (Figura 13). Sobre as gaiolas, foi colocado algoddo embebido em
agua e sacarose a 10%. As gaiolas individuais com as fémeas ingurgitadas permaneceram até
o fim do experimento protegidas em grandes gaiolas de contencdo, sob condi¢bes controladas
de temperatura (26 °C £ 1 °C), umidade relativa do ar (70 £20%) e fotoperiodo 14:10 h (C/E).
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Figura 13 — Experimento para acompanhamento dos parametros de
fecundidade, fertilidade e longevidade, apos infeccdo pelos virus Zika
(ZIKV) e chikungunya (CHIKV) em fémeas de Aedes aegypti

Fonte: A autora, 2021.
Nota: Acervo da autora / Instituto Aggeu Magalhées, Fiocruz-PE.

Nas trés semanas subsequentes a infeccéo, foram oferecidos individualmente mais trés
repastos sanguineos em sangue limpo as fémeas sobreviventes das 200 acompanhadas em

cada experimento.

7.5.1 Fecundidade, fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos

subsequentes a exposicao de Aedes aegypti aos ZIKV e CHIKV

Para as avaliacOes de fecundidade e fertilidade das fémeas de Ae. aegypti (colonias
RecLab e AeCamp), ap6s exposicdo ao ZIKV, foram analisados trés ciclos gonadotréficos
(CG). Por questbes de operacionalizacdo e de logistica no momento dos experimentos apos
exposicao ao CHIKYV, apenas o primeiro ciclo gonadotroéfico foi analisado.

No terceiro dia pds-exposicdo (3 DPE), foram colocados recipientes para postura
(medindo 3,14 cm®) em cada uma das gaiolas contendo as fémeas individualizadas. Esses
recipientes continham 2 mL de solucdo de graminea a 30% e suportes para postura feitos em

papeldo, medindo aproximadamente 4 x 2 cm (Figura 14).
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Figura 14 — Recipientes individuais com infusdo de
graminea e suportes para postura de ovos de Aedes
aegypti apos infecgao por ZIKV

— ——
Fonte: Acervo da autora, 2021; cedida pelo Instituto
Aggeu Magalhdes, Fiocruz-PE.

Os suportes e a solugdo de graminea eram trocados duas vezes por semana. Os 0vos
coletados foram contados e estimulados para eclosdo em infusdo de graminea a 30%, apds 15
a 20 dias de quiescéncia, a fim de determinar a fecundidade (nimero de ovos) e taxa de
fertilidade individual (percentual de ovos que eclodiram até 24 ap6s o estimulo para eclosao).
O mesmo procedimento foi realizado para os grupos controle.

Para andlises de sobrevida e longevidade, a verificagdo da mortalidade das fémeas foi
feita diariamente, e as fémeas mortas foram congeladas individualmente a -80°C.

Foi realizada, ainda, a analise de sobrevida, longevidade, fecundidade, fertilidade e
atividade de repasto sanguineo entre as fémeas que apresentaram maior ou menor carga viral,
representada pela quantidade de copias de RNA (NC), detectada por RT-gPCR. O ponto de
corte para definicdo dos grupos (com maior e menor carga) foram os valores medianos dos
NC obtidos pelas fémeas infectadas.

Para as avaliagfes de atividade de repastos sanguineos, em Ae. aegypti, foram
contadas as fémeas que visualmente conseguiram completar o ingurgitamento em
alimentacGes sanguineas nos 7°, 14° e 21° dias pds-exposicdo ao ZIKV, em até 30 minutos de
exposicdo a sangue de coelho desfibrinado, livre de particulas virais. Por dificuldades
operacionais, nos experimentos com o CHIKYV, essas analises foram feitas apenas no 7° dia

p0Os-exposicao.

7.5.2 Fecundidade, fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos

subsequentes a exposicdo de Culex quinquefasciatus ao ZIKV
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Para a avaliacdo de fecundidade e fertilidade de Cx. quinquefasciatus, colonia

CqSLab, os recipientes para postura foram colocados em cada uma das gaiolas contendo as
fémeas individualizadas expostas ao ZIKV no terceiro dia pos-exposicdo (3 DPE).

Como estimulo para postura, o recipiente continha 2 mL de solugdo de graminea a
30%. Diferentemente do procedimento com fémeas das colnias de Ae. aegypti, a solucéo de
graminea era colocada apenas uma vez por semana e retirada quando verificada a presenca de
ovos (jangadas). Os ovos coletados foram contados com auxilio de uma lupa, até 24 horas
apos a postura, para determinacdo da fecundidade, e permaneceram nos recipientes para
eclosdo por 72 horas, para contagem das larvas (em estadio L1) e verificacdo da fertilidade.

Como feito para Ae. aegypti, para analises de sobrevida e longevidade, a verificagdo
da mortalidade foi feita diariamente, e as fémeas mortas foram congeladas individualmente a -
80°C para avaliacdo da taxa de infeccdo.

As avaliacGes de atividade de repastos sanguineos pés-exposicdo ao ZIKV foram
feitas conforme descrito para Ae. aegypti, na secdo 7.5.1, onde foi avaliado o primeiro repasto

sanguineo pos-exposicdo ao ZIKV (7 DPE).

7.6 EXTRACAO DE RNA E RT-gPCR PARA DETERMINACAO DAS TAXAS DE
INFECCAO E DISSEMINACAO

Nos experimentos com Ae. aegypti, das 50 fémeas acompanhadas em cada grupo, 30
foram censuradas (coletadas individualmente antes da morte, durante os experimentos) para
avaliacdo da taxa de infeccdo e disseminacao, sendo 10 em cada ponto de avaliagdo: 7°, 14° e
21° dias pos-exposicdo (DPE), embora todas tenham contribuido para avaliacdes de
fecundidade, fertilidade e sobrevida até o ponto em que sairam do estudo, seja por morte ou
censura. As 20 fémeas restantes de cada grupo permaneceram até o fim da vida e foram
coletadas individualmente ap0s a morte, conforme descrito na se¢do 7.5.1. Nessas ultimas,
cartdes FTA — classic card Whatman® (cards), que sdo cartdes preparados com papel filtro,
foram colocados nas telas das gaiolas individuais, onde permaneceram do 7° ao 14° DPE na
tentativa de coletar saliva, com RNA viral, e confirmar a infecgdo do grupo de fémeas que
ndo foi censurado. O termo censurado aqui foi utilizado para designar os individuos que néo
morreram durante os experimentos, mas foram coletados antes da morte e congelados
individualmente para avaliacdo das taxas de infeccdo e disseminado nos 7°, 14° e 21° DPE.

A taxa de infeccdo (TI) foi calculada pelo nimero de fémeas positivas (RNA

detectado por RT-qPCR), dividido pelo nimero total de fémeas analisadas. Para estimativa da
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taxa de disseminacdo (TD), calculou-se 0 nimero de cabecas ou cards positivos, dividido pelo
total de fémeas positivas.

Nos experimentos com Cx. quinquefasciatus, todas as fémeas permaneceram no
experimento até o fim da vida, quando foram coletadas individualmente e congeladas,
conforme descrito na secéo 7.5.2 para confirmacdo da infeccdo. Nesse caso, os cartdes FTA —
classic card Whatman® (cards) foram colocados nas gaiolas individuais de todas as fémeas,
onde permaneceram do 7° ao 14° DPE. A TI foi calculada conforme descrito no paragrafo
anterior para Ae. aegypti. Contudo, para calculo da TD, foram usados os cards positivos
colocados sobre as gaiolas do primeiro experimento, ao invés das cabecas, pois estas ndo
foram separadas do toérax e abdomem. Assim, o calculo da TD para Cx. quinquefasciatus foi
feito pelo nimero de cards positivos, dividido pelo nimero total de fémeas positivas.

Todos os mosquitos coletados foram colocados separadamente em microtubos de 1,5
ml, contendo 300 pl de um diluente para mosquitos, constituido por PBS 1X (0,1M; pH 7,4),
soro fetal bovino 10 %, antibiotico 1% — penicilina/streptomicina e antifungico 1% — fungizon
(LAMBRECHTS et al., 2009). As amostras foram armazenadas a -80°C até a sua utilizacao.
Os procedimentos referentes a extracdo de RNA e RT-PCR quantitativa estdo descritos em
Guedes et al. (2017).

As amostras de mosquito do 7 DPE foram separadas em cabeca e corpo a fim de
determinar a taxa de disseminag&o.

Os cards coletados foram armazenados em tubos de 1,5 mL a -80°C até a preparacao
dos indculos. Para preparacdo dos inoculos, os cards foram cortados e colocados em tubos de
1,5 mL. A eles, foram adicionados 400 uL de &gua ultrapura. Em seguida, os tubos com os
cards cortados foram agitados em homogeneizador tipo vortex por 5 vezes durante 10
segundos, com intervalo de 5 minutos. Por fim, os cards foram transferidos para uma seringa
de 10 mL e filtrados, de modo que apenas o eluado foi recuperado. Os indculos preparados
foram armazenados a -80°C até o processamento para extracdo do RNA e RT-gPCR,
seguindo o0 mesmo protocolo usado para as amostras de mosquitos.

A extracdo do RNA realizou-se seguindo-se o protocolo de extracdo de RNA por
Trizol, com algumas modificacdes. Cabecas, torax e abdomens, bem como 0s mosquitos
inteiros, foram homogeneizados com micropistilo e, em seguida, 100 puL do inoculo foi
transferido para outro microtubo contendo 200 pL de Trizol (Invitrogen). O material foi
homogeneizado no agitador de tubos por cerca de 10 segundos e deixado em temperatura
ambiente por cinco minutos. Em seguida, adicionou-se a esses tubos 100 pL de cloroférmio e

procedeu-se com agitacdo manual, vigorosamente, por aproximadamente 15 segundos. A
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mistura foi incubada em temperatura ambiente por trés minutos. Apds a incubacdo, os
microtubos foram centrifugados a 12000 rpm (rotagdes por minuto), por 15 minutos, a 4°C, e
a parte aquosa foi transferida para um novo microtubo (procede-se com duas pipetagem de
100 pL). Neste, foram adicionados 200 pL de isopropanol para precipitacdo do RNA. Esses
tubos foram invertidos manualmente, por cerca de 10 vezes, e incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos. Passado esse tempo, foram novamente centrifugados a 12000 rpm,
por 10 minutos, a 4°C. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi removido por inversdo dos
tubos. A estes, adicionam-se 300 pL de etanol a 75%, para lavar o RNA. Os tubos foram
homogeneizados rapidamente em agitador de tubos tipo vortex, por aproximadamente dois
segundos, e novamente centrifugados a 12000 rpm, por cinco minutos, a 4°C. Em seguida, 0
etanol foi retirado por inversdo e secagem em papel absorvente, e colocado em estufa para
secagem, por 15 a 20 minutos, a 37°C. O RNA entdo foi ressuspendido em 30 yL de agua
Ultra Pure (Invitrogen).

Os primers (Quadro 4) utilizados para os ensaios de detec¢do de particulas virais de
ZIKV e CHIKV nos diferentes tecidos ao longo do periodo de incubacdo nas espécies

estudadas estdo descritos, respectivamente, em Lanciotti et al. (2007, 2008).

Quadro 4 — Primers e sondas utilizados nas reages de RT-qPCR para deteccdo de particulas virais dos virus
Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV)

VIRUS PRIMERS — sequéncia 5’ — 3’ SONDAS
ZIKV 1087 CCGCTGCCCAACACAAG 1108 FAM
1163cCCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGAC
ACTCAA

CHIKV 6856 TCA CTC CCT GTT GGA CTT GAT AGA 6919 VIC
6981 TTG ACG AGA GTT AGG AAC ATACC AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG
Fonte: Lanciotti et al. (2007, 2008).

A deteccdo dos virus realizou-se por RT-PCR quantitativo (RT-gPCR), em um sistema
QuantStudio® 5 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific). Para tal reacéo, utilizou-se o kit
QuantiNova Probe RT-PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha). O volume de reacdo utilizado foi de
10 uL, contendo 3,5 uL. de RNA extraido sob as condigdes descritas no item anterior; 1 X
QuantiNova Probe RT-PCR Master Mix; 0,1 uL do QuantiNova, Probe RT Mix; 0,1 uL do
ROX Reference Dye, 0,8 uM de cada primer ¢ 0,1 uM da sonda (estoque). Os primers, sonda
e condicbes de PCR foram inicialmente descritos em Lanciotti et al. (2008) para ZIKV e
Lanciotti et al. (2007) para CHIKV. A ciclagem consiste de um ciclo de transcri¢ao reversa,

por 15 minutos, a 45°C, seguido por 5 minutos, a 95°C, para inativacdo da transcriptase
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reversa e ativacdo de DNA polimerase. Em seguida, a ciclagem prossegue em 45 ciclos de 5
segundos, a 95°C, e 45 segundos, a 60°C. Os valores do limiar do ciclo — Cycle Threshold
(Ct) — sdo utilizados para estimar a quantidade de RNA viral, tendo a curva padrdo como
referéncia para cada ensaio RT-qPCR. A curva padrdo consiste em diferentes diluicdes do
RNA de amostra de ZIKV BRPE243/2015 e do RNA de CHIKV PE480/2016 previamente
titulados.

7.7 AVALIACAO DA RESPOSTA DE FEMEAS DE Ae. aegypti AOS REPELENTES
DEET - N,N-DIETIL-3-METILBENZAMIDA E PICARIDINA (HIDROXIETIL
ISOBUTIL-PIPERIDINA CARBOXILATO DE ETILO), APOS INFECCAO PELO
VIRUS ZIKA

Como um dos objetivos deste trabalho, foi avaliada a resposta de fémeas de Ae.
aegypti da colonia de laboratério (RecLab) aos repelentes DEET - N,N-dietil-3-
metilbenzamida e Picaridina (hidroxietil isobutil-piperidina carboxilato de etilo), apos
infeccdo com ZIKV.

Inicialmente, foram realizados testes para comparar a eficacia dos dois repelentes
estudados: DEET e Picaridina, na colénia RecLab, com fémeas entre 5 e 7 dias pds-
emergéncia, conforme recomendado pela OMS para testes de eficécia de repelentes na dose
de 1%.

A infeccdo dos mosquitos foi feita conforme descrito na se¢do 7.4 do procedimento
metodolégico. Os ensaios de avaliacdo da repeléncia, apds infeccdo com o virus aqui
estudado, foram realizados no 7° dia pos-exposi¢do (DPE), quando as fémeas estavam com
idade entre 14 e 17 dias (segundo ciclo gonadotréfico), uma vez que essas precisaram passar
pela exposicdo ao ZIKV quando nuliparas. Os testes foram feitos na dose de 1%. Para o
DEET, avaliou-se também a dose de 5%.

Foram realizados ainda testes de comparacao entre fémeas jovens (5 e 7 dias) e fémeas
mais velhas (segundo ciclo gonadotréfico (14 e 17 dias), expostas a doses de 1% e 5% do
DEET, com o objetivo de avaliar se a idade impacta na resposta ao repelente.

Esses ensaios foram realizados utilizando-se um aparato que permite a avaliacdo da
repeléncia, por teste de escolha, simulando a mdo humana, pulverizada com repelentes
(Figura 15). Esse ensaio atrai mosquitos a um repasto sanguineo, em algoddo dental embebido

em sangue de coelho desfibrinado, diéxido de carbono (CO2) e estimulos fisicos (cor escura e
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de calor). Uma “cortina quimica” de repelente é lancada por meio de anéis de papel de filtro
em torno das iscas.

Trata-se de uma arena constituida por uma gaiola dobravel, com contorno de aluminio
(30,5 x 30,5 x 30,5 cm) e cobertura em poliéster (Bioquip), adequada para conter cerca de 50
fémeas. Essa gaiola é fixada a uma placa de madeira (30 x 30 x 2,5 cm), a qual projeta para
seu interior dois tubos Dudley (5,5 cm), os quais sdo pintados internamente com tinta preta e
mantidos aquecidos por um banho de agua circulante a 38°C. A mesma tabua de madeira, sdo
presas duas agulhas de seringa projetadas 4 cm para dentro da gaiola. Essas servem como

saida de didxido de carbono (CO.), que flui a 50 ml/min.

Figura 15 — Ensaio de avaliacdo de resposta do mosquito a repelente
Iy N B
y g DEET Control

DEET applied to Hexane applied to
edge of paper ring edge of paper ring

Fonte: Leal et al. (2017).

Legendas: A) gaiola, cAmera e banho de agua circulante utilizados em ensaio de avaliagdo de resposta do
mosquito A repelente; B) representacdo diagramatica do ensaio dentro da gaiola (sangue em algodéo; saida de
COy; tubos aquecedores conectados ao banho de agua circulante e anéis de papel de filtro contendo repelente e
hexano).

Os tubos Dudley e as agulhas sdo colocados transversalmente na linha média da placa
de madeira. Entre cada tubo de Dudley e a seringa (8 mm), séo colocados os rolos de algod&o
dental embebidos em sangue (100 pL) no momento de cada ensaio. Alfinetes entomoldgicos
sdo colocados 1,8 cm acima das agulhas, aos quais sdo presos os anéis de papel de filtro
(largura de 4 cm; 25 cm), que servem como fonte repelente espacial e controle.

A superficie superior da gaiola contém um ziper para permitir o acesso da méo do
operador ao interior da gaiola. A superficie oposta a placa de madeira tem uma abertura pela
qual uma camera filmadora registra os experimentos.

O DEET foi adquirido da Sigma-Aldrich (catalogo numero 36452-250 MG), com
pureza de aproximadamente 99%. A Picaridina foi uma doagdo do Dr. Kamal Chauhan —
United States Department of Agriculture (USDA), ARS, Beltsville). Estimou-se a pureza em

aproximadamente 99%, por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-EM) e
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ressonancia magnética nuclear (RMN) — VNMRS600, Varian, Departamento de Quimica.
Utilizou-se hexano para preparacdo da solugédo estoque de cada repelente estudado (10% m/v)
e suas diluicdes (5, 1 e 0,2%), as quais foram mantidas a -20°C. Para cada experimento,
aliquotas de 200 pl foram aplicadas na borda dos anéis de papel de filtro. Nos anéis do
controle, foram aplicados apenas 200 pul do hexano.

Os resultados foram obtidos de trés grupos de, no minimo, 50 fémeas infectadas pelo
ZIKV. Cada grupo experimental foi exposto por, pelo menos, sete vezes, compreendendo sete
repeticdes do ensaio, com troca dos anéis de papel de filtro, contendo repelente e/ou hexano, a
cada 15 minutos. Finalizado o experimento, é feita a observacdo da filmagem e o registro, a
cada minuto, de quantas fémeas ultrapassam a arena em busca do repasto sanguineo. Ao final,
¢ feita a selecdo do minuto em que o maior nimero de fémeas ultrapassou a arena em cada
repeticéo.

Para confirmar a infeccdo dos mosquitos a serem utilizados nos testes de repeléncia,
analisaram-se as amostras de mosquitos expostos ao sangue contendo particulas virais, por
reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR), conforme descricdo na secdo 7.6 do
procedimento metodoldgico deste estudo. Os mosquitos foram coletados no dia da exposicao
ao ZIKV (0 DPE), assim como no terceiro e sétimo dias pds-exposi¢do (3 C e 7 DPE), em
pools de até 10 mosquitos. Aqueles coletados no 7 DPE sdo os mesmos utilizados nos ensaios
de resposta aos repelentes aqui avaliados. Nestes ensaios, a infec¢do foi confirmada pela
deteccdo de RNA nos pools de até 10 fémeas expostas ao virus, e ndo individualmente, como
descrito nas secBes 7.5.1 e 7.5.2, nos ensaios para avaliagdo de capacidade reprodutiva,
longevidade e atividade de repastos sanguineos.

Foram coletadas também amostras do sangue com virus e daquele contendo apenas
células Vero (controle negativo), utilizados no ensaio de alimentacdo oral. Amostras de

mosquitos expostos ao sangue sem virus foram utilizadas como controle negativo.

7.8 ANALISE ESTATISTICA

A apresentacdo das variaveis foi feita por meio de graficos e tabelas, incluindo o uso
de medidas descritivas como minimo, maximo, média e desvio padrdo. As suposicOes de
normalidade das variaveis envolvidas foram testadas aplicando-se os testes de Shapiro Wilk.
Quando observados os pressupostos de normalidade, utilizou-se o teste de T-Student para
avaliar as diferencas de médias para as variaveis independentes. Quando n&o, avaliou-se as

medianas, utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Também se utilizou o teste de Bartlett para
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avaliar a homogeneidade dos dados, e quando observado a suposi¢cdo aplicou-se o teste de
média Anova, com post hoc, o teste de Tukey. Caso contrario, avaliou-se a mediana,
aplicando o teste de Kruskal-Wallis, com post hoc, o teste de Fisher. O teste de Cox foi
utilizado para avaliacdo da sobrevida. As proporcionalidades das curvas foram avaliadas com
0 teste de Schoenfeld, a apresentacdo realizada com o gréafico de Kaplan-Meier. As
conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

De acordo com o recomendado pela OMS, para as avaliagdes de resposta a repelentes,

essas foram expressas em taxas de protecao, utilizando-se a seguinte formula:
P% =[1-(T/C)] x 100
Onde “P%” ¢ a taxa de protegdo; “T” é 0 numero de fémeas que ultrapassaram a arena

no lado do teste (arena com repelente) e “C” é o nimero de fémeas que ultrapassaram a arena

no lado do controle.
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8 RESULTADOS

Os resultados apresentados referem-se a avaliacdo dos parametros de custo biologico e
as taxas de infeccdo e disseminacdo, obtidos apOs exposicdo aos virus Zika (ZIKV) e
chikungunya (CHIKV), nas coldnias de Ae. aegypti de campo (AeCamp) e de laboratério
(RecLab), como também os mesmos parametros na coldonia de Cx. quinquefasciatus de
laboratdrio, CqSLab, apds exposicdo ao ZIKV. Sdo apresentados, ainda, os resultados da
suscetibilidade da colonia RecLab aos repelentes DEET e Picaridina, apds infec¢cdo com o
ZIKV, ja publicados no artigo: Does Zika virus infection affect mosquito response to
repellents (LEAL et al., 2017).

8.1 TAXAS DE INFECCAO E DISSEMINACAO DOS VIRUS ZIKA (ZIKV) E
CHIKUNGUNYA (CHIKV)

A média das taxas de infeccdo (TI) pelo ZIKV, calculadas entre as fémeas coletadas
nos 7°, 14° e 21° dias pds-exposicdo (DPE), foi de 75% para coldnia de Ae. aegypti RecLab e
de 68% para AeCamp (Tabela 3). A taxa de disseminacdo (TD) das fémeas coletadas no 7°
DPE foi de 90% para RecLab e de 70% para AeCamp. O percentual de cards positivos foi de
30% entre as fémeas da colonia RecLab expostas ao ZIKV. Na colonia AeCamp, esse valor
subiu para 60% dos cards avaliados. Os titulos das misturas (sangue + cultivo viral) utilizadas
nos experimentos de exposicdo de Ae. aegypti foram 2,7 x 10°; 8,5 x 10° e 4 x 10% PFU/mL
respectivamente para os experimentos 1, 2 e 3. Para CHIKV, as taxas de infeccdo (Tabela 3) e
disseminacdo foram de 96% e 100% para RecLab e de 93 e 94% para AeCamp
respectivamente. Nao foram detectados cards positivos nos ensaios com CHIKV.

Com relagdo a CqgSLab, as taxas de infeccdo e disseminagdo obtidas a partir da
exposicdo de fémeas da col6nia CgSLab ao ZIKV foram de 22,5% (Tabela 3) e 57%
respectivamente. Os titulos das misturas (sangue + cultivo viral) utilizadas nos experimentos
de exposicdo de CqSLab foram 7,8 x 10%; 3,5 x 10° e 3,9 x 10° PFU/m, respectivamente, para
0s experimentos 1, 2 e 3.

A carga viral média de ZIKV, detectada por RT-gPCR (numero de copias de RNA/mL
- NC), ndo apresentou diferenca entre os tempos de coleta 14° e 21° DPE nas duas col6nias de
Ae. aegypti (RecLab e AeCamp). Essa diferenca foi encontrada nas duas colbnias, com o

ZIKV, quando se compara com o 7° DPE, pois nesse ponto de coleta, analisou-se apenas a
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cabeca e, possivelmente, por isso, a quantidade de RNA detectada foi menor. Para CHIKYV,

nos trés tempos avaliados, os NC foram semelhantes nas duas col6nias estudadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Taxa de infecgdo dos virus Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV), em colénias de Aedes aegypti de
laboratdrio (RecLab); Aedes aegypti de campo (AeCamp) e Culex quinquefasciatus de laboratério (CqSLab) e
nimero médio de copias de RNA (NC) detectada por ponto de coleta (7, 14 e 21 dias pds exposicdo - DPE)

Taxa de Infeccdo

Virus Coldnias 7 DPE 14 DPE 21 DPE Total
%(MN) NC %(MN) NC % (@MN) NC  %(nN) NC
80 83 63 75
recLab  (24130) SOTETIL  (ggagy SASEHIL gng LOIEM2 oo 6.90E+1L
ZIkv 61 80 63 68
ACCAMD (| ey 2SAERLT e BTOERLL g0 A00EHLL oo 64BE+LL
100 94 94 96
ey RecLad (1919 L3BEHI2 (og 296E412 oo LIEF2 o0 189E412
85 100 94 93
AeCamp ooy LIEH2  gn0 LAERI2 00 136EH12 oo 130E+12
225
ZIKV  CgSLab - - - - - - (oo  BO4E10

Fonte: A autora, 2021.

Legendas: n = nimero de fémeas infectadas; N = nimero de fémeas avaliadas; DPE = dias pds exposi¢do; NC =

namero de copias de RNA

O valor mediano de copias de RNA por mL (NC) aumentou significativamente (p =

0.019) entre as fémeas da colonia RecLab, infectadas por ZIKV, que fizeram um segundo

repasto sanguineo em sangue livre de particulas virais. Essa alimentacdo foi oferecida sete

dias ap0s o experimento de infeccdo. A mediana da NC aumentou de 4,41E+08, entre as que

ndo se alimentaram, para 1,42E+11 entre as que fizeram esse segundo repasto sanguineo

(Tabela 4). Essa diferenca na carga viral, apds segundo repasto sanguineo nao foi detectada

entre as fémeas infectadas com CHIKV (Tabela 4).

Né&o foi possivel comparar as fémeas de CgSlab, com relacdo ao nimero de copias de

RNA, pelo pequeno percentual de fémeas infectadas com ZIKV.
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Tabela 4 — Quantidade de copias de RNA (NC) dos virus Zika (ZIKV), detectadas por RT-gPCR, em fémeas das
colbnias de Aedes aegypti de laboratdrio - RecLab e campo - AeCamp, e do virus chikungunya (CHIKV),
detectadas em fémeas da coldnia RecLab, que completaram um segundo repasto sanguineo no 7° dia apds
exposicdo (DPE), em sangue livre de particulas virais

Coldnias Fémeas Namero de NC NC Desvio Valor

Virus fémeas (N) Média Mediana padréo dep

Repasto 22 4,31E+11  4,44E+08 1,75E+12
sanguineo
RecLab negativo
Repasto 35 5,81E+11  1,42E+11 1,1E+12
ZIKV sanguineo
positivo
Repasto 30 2,01E+11 2,94E+09 3,98E+11
sanguineo
AeCamp  negativo
Repasto 22 6,45E+11 3,4E+09 1,21E+12
sanguineo
positivo
Repasto 12 2,213E+12 3,768E+11  2,754E+12
CHIKV ReclLab sanguineo
negativo
Repasto 10 9,233E+13 1,535E+12 2,863E+14
sanguineo
positivo

0,019

0,810

0,582

Fonte: A autora, 2021.

8.2 AVALIACAO DE CUSTO BIOLOGICO

Aqui sdo apresentados os resultados obtidos com relacdo aos parametros de
fecundidade, fertilidade, sobrevida, longevidade e atividade de repastos sanguineos das
colénias de Ae. aegypti, apds exposicdo aos virus Zika e chikungunya, e de Cx.

quinguefasciatus ap6s exposicao ao virus Zika.
8.2.1 Custo bioldgico da infeccdo com o virus Zika (ZIKV) em Ae. aegypti
Para analise do custo bioldgico com ZIKV, os grupos foram definidos de acordo com
os resultados da exposicdo. Desse modo, esses foram divididos em trés: controle (C);
expostos, que nado se infectaram (E) e expostos infectados (El).
8.2.1.1 Sobrevida e Longevidade
A sobrevida (expressa pelo risco de morte) da colénia RecLab mostrou

diferenca significativa entre os dois grupos expostos ao ZIKV (E e EIl), com relagédo ao grupo

controle (p = 0.014 e p = 0.003 respectivamente), onde o risco encontrado para fémeas
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expostas que n&o se infectaram foi de 1,845 e para fémeas infectadas foi de 2,014 (Tabela 5;
Figura 16A). O tempo médio de vida para cada grupo mostrou-se semelhante: 33,36; 31,04 e

26, 23 dias para C, E e EI respectivamente.

Tabela 5 — Risco de morte de fémeas da colénia de Aedes aegypti de laboratério — RecLab —
apos exposicao ao virus Zika (ZIKV)

Sobrevida
L Valor de
Variaveis Hz IC 95% P
Inf Sup
Grupo Controle 1,000
Grupo Exposto 1,845 1,130 3,013 0,014
Grupo Exposto | 2,014 1,272 3,189 0,003
Proporcionalidade
L . Valor de
Variaveis Andlise de Schoenfeld D
rho chisq
Exposto 0,162 3,30 0,0695
Exposto | 0,162 3,36 0,0670
GLOBAL 4,87 0,0876

Fonte: A autora, 2021.
Legenda: IC: intervalo de confianca; Inf: limite inferior do IC; Sup: limite superior do IC; rho: coeficiente de
correlacao linear; chisq: estatistica qui-quadrado; p: valor de p da estatistica (CARVALHO et al., 2011)

Para Ae. aegypti de campo (AeCamp), o risco de morte foi 1,289 para o grupo E e de
1,212 para EI (Tabela 6; Figura 16B). Ndo ha diferenca significativa entre os trés grupos
analisados. O tempo médio de vida para cada grupo também se mostrou semelhante (34,19;
31,19; e 31, 6 dias, para C, E e El respectivamente).

Tabela 6 — Risco de morte de fémeas da coldnia de Aedes aegypti de campo — AeCamp — apds
exposicdo ao virus Zika (ZIKV)

Sobrevida
Variaveis Hz IC 95% Valgr de
Inf Sup

Grupo Controle 1,000

Grupo Exposto 1,289 0,8165 2,034 0,276
Grupo Exposto | 1,212 0,7696 1,910 0,406
Exposto -0,0308 0,112 0,738
Exposto | 0,0967 1,142 0,285
GLOBAL 1.582 0,453

Fonte: A autora, 2021.
Legenda: IC: intervalo de confianca; Inf: limite inferior do IC; Sup: limite superior do IC; rho: coeficiente de
correlacdo linear; chisq: estatistica qui-quadrado; p: valor de p da estatistica (CARVALHO et al., 2011)
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Analisando-se a curva de sobrevivéncia em relacdo a carga viral, detectada por RT-
gPCR, entre as fémeas de RecLab infectadas com ZIKV, verificou-se que ndo houve
diferenca quando se comparam aquelas que apresentaram quantidades de copias de RNA
(NC) menores ou iguais a 2,67E+09 copias por mL (valor mediano das NC obtidas), com as
que apresentaram quantidades de RNA maiores que esses valores (Figura 16C). O ponto de
corte para definicdo dos grupos (com maior e menor carga viral) foram os valores medianos
das NC obtidos pelas fémeas infectadas. Diferenca significativa (p = 0,062) foi encontrada
para a colonia AeCamp (Tabela 7; Figura 16D), utilizando-se o mesmo critério (valores
medianos de NC: 7E+09), em que o risco de morte entre as fémeas com maior carga viral foi
de 0,103 (9,69 vezes menor gque 0 encontrado para 0 grupo com menor carga viral).

Adicionalmente, os tempos médios de vida entre as fémeas da col6nia RecLab e
AeCamp foram maiores entre as fémeas que apresentaram maior carga viral (18,51 dias, p =
0,021, para RecLab e 14,66 dias, p = 0,042, para AeCamp), com rela¢do as que apresentaram
menor numero de copias de RNA do ZIKV (14,62 e 11,79, para RecLab e AeCamp
respectivamente). Desta analise, foram retiradas as fémeas que foram censuradas (coletadas

antes de morrerem) no 7°, 14° e 21° dias.
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Figura 16 — Curva de sobrevivéncia de fémeas da espécie Aedes aegypti — colbnia de laboratério— ReclLab, ao
longo de 66 dias de observacéo; col6nia de campo - AeCamp, ao longo de 80 dias de observacao, apds exposicao
ao virus Zika (ZIKV), e curva de sobrevivéncia de fémeas de RecLab e AeCamp, em fungdo do nimero de

cépias de RNA do ZIKV (NC) por mL, detectadas por RT-qPCR

Tempo (dias)

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Nota: Grupos Controle; exposto e exposto infectado; Pontos de corte definidos pelos valores medianos das NCs,

obtidos pelas fémeas infectadas de cada coldnia.
Legendas: A — colbnia RecLab; B — coldnia AeCamp; C — col6nia RecLab (NCs < 2,67E+09 <NCs); D —

colénia AeCamp (NCs < 7E+09 < NCs).
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Tabela 7 — Risco de morte de fémeas de Aedes aegypti — colénia de campo — AeCamp, ap6s exposicdo ao virus
Zika (ZIKV), comparando-se quantidade de cépias de RNA (NC) por mL, detectadas por RT-qPCR. Grupos: NC
< 7E+09 e NC > 7E+09

Sobrevida
. Valor de
Variaveis Hz IC 95% p
Inf Sup
Grupo NC < 7E+09 1,000
Grupo NC > 7E+09 0,103 0,013 0,827 0,032
Proporcionalidade
L . Valor de
Variaveis Analise de Schoenfeld D
rho chisq
NC > 7E+09 0,173 0,250 0,617

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Legenda: IC: intervalo de confianca; Inf: limite inferior do IC; Sup: limite superior do IC; rho: coeficiente de
correlacdo linear; chisq: estatistica qui-quadrado; p: valor de p da estatistica (CARVALHO et al., 2011)

Contudo, nas duas colonias de Ae. aegypti avaliadas, verificou-se que ndo houve
correlagéo entre o tempo de vida e a carga viral das fémeas infectadas com ZIKV, p = 0,571,
para RecLab e p = 0,689, para AeCamp. Quando a analise foi feita categorizando-se o tempo
de vida ap0s a exposicao, em trés periodos (1: até 7 dias, 2: de 8 a 20 dias e 3: > 21 dias), a
carga viral também foi semelhante (p = 0,402, para RecLab e p = 0,286, para AeCamp), nas
duas colbnias de Ae, aegypti (Figura 17). Assim como nas andlises de tempo médio de vida,

desta também foram retiradas as fémeas censuradas durante 0s experimentos.

Figura 17 — Carga viral (nimero de copias de RNA por mL - NC) e tempo de vida das fémeas de Aedes aegypti
das col6nias de laboratorio e de campo apds exposicdo ao virus Zika (ZIKV)

A B
- o \
o 7 i
~ & =) :
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Dias
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Legendas: (A) — RecLab; (B) — AeCamp
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8.2.1.2 Fecundidade e Fertilidade

Na colbnia de laboratorio, RecLab, ndo se observou diferenca significativa no nimero
médio de ovos postos (fecundidade) entre os grupos C, E e El, no primeiro e terceiro ciclos
gonadotroficos (Tabela 8). Contudo, 0 nimero médio de ovos postos por fémeas de RecLab,
no segundo ciclo gonadotrofico, foi significativamente menor (p = 0,0490) no grupo E: 42
ovos, em relacdo ao EI: 58 ovos. Os grupos E e El ndo diferiram do grupo controle nos trés
ciclos analisados, sugerindo que a infeccdo ndo impactou na fecundidade dessa colénia
(Figura 18).

Com relacéo ao percentual de ovos viaveis (fertilidade) na colénia RecLab, ndo houve

diferencas significativas entre os grupos C, E e El nos trés ciclos gonadotréficos (Figura 18).
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Tabela 8 — NUmero médio de ovos postos e percentual médio de eclosdo das larvas nos trés primeiros ciclos gonadotroficos de fémeas de Aedes aegypti — colbnia de

laboratério - RecLab, ap6s exposi¢do ao virus Zika (ZIKV)

Fecundidade (n.° de ovos)

Fertilidade (n.° de larvas que eclodiram)

e Grupos Nufgnrrfe:ste Interv_alo de Média Mediana Valor de p Nl;gnrr?tZste Interv.alo de Média Mediana Valor de p
avaliadas (N) Confianca avaliadas (N) Confianca
Controle 149 82,95-92,71 87,83 88 149 55,79 -65,40 60,60 59,00
L0 Exposto 46 70,02 -88,24 79,13 74 0,154 46 45,25-58,93 52,09 52,50 0,207
Exposto infectado 83 75,42 88,72 82,07 89 82 51,53-64,29 57,91 61,00
Significancia:
Controle 67 44,49 -55,96 50,22 52 67 25,19-33,49 29,34 28,00
20 Exposto 22 32,79-52,57 42,68 34,5 0,058 22 19,45-35,82 27,64 23,00 0,055
Exposto infectado 34 49,51 -66,55 58,03 62 34 30,66 -44,93 37,79 38,5
Significancia: exposto x exposto | p = 0,049
Controle 37 34,40-51,22 42,81 43 37 21,09-32,16 26,62 24,00
%0 Exposto 15 28,84 -5543 42,13 36 0,909 15 15,04 -40,16 27,60 19,00 0,580
Exposto infectado 17 33,72-57,33 45,53 50 17 21,12-4394 32,53 31,00

Significancia:

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 18 — Numero médio de ovos postos e percentual médio de eclosdo por ciclo
gonadotrofico de fémeas de Aedes aegypti — col6nia de laboratério - RecLab, apds exposicao
ao virus Zika (ZIKV)
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1307 p=0,154 1307 CxEl-p=0.261 1307 p=0,909
120 1201 ExEI-p=0,049 120
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Fonte: A autora, 2021
Legendas: A) 1° ciclo gonadotréfico; B) 2° ciclo gonadotréfico; C) 3° ciclo gonadotréfico;
C: Controle; E: exposto; El: exposto infectado.

Em AeCamp, semelhante ao encontrado para RecLab, a fecundidade entre 0s grupos
C, E e El ndo diferiu significativamente no primeiro ciclo gonadotrofico (Tabela 9). Embora o
namero de ovos postos pelo grupo de fémeas expostas, mas que ndo se infectaram (E), tenha
sido significativamente maior no segundo ciclo gonadotréfico (p = 0,012) em relagdo ao
grupo controle (70,43 e 50,89 respectivamente). Ambos ndo diferiram do grupo de fémeas
infectadas (EI). No terceiro ciclo, o grupo EI apresentou menor fecundidade (42,07 ovos) em
relacdo a E (63,27 ovos), entretanto, ndo diferiu do grupo controle (47,32 ovos), sugerindo
ndo haver impacto da infeccdo por ZIKV sob a producéo de ovos da colénia AeCamp (Tabela
9; Figura 19).

Com relacdo a fertilidade na colénia AeCamp, esta foi afetada pela exposicédo e
infeccdo pelo ZIKV no primeiro ciclo, onde a reducdo ocorreu nos grupos E e El, em relacéo
ao grupo C (C: 65,46% - n.° médio de ovos eclodidos = 49,42; E: 50,68% - n.° médio de ovos
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eclodidos = 35,94 e El: 49,38% - n.° médio de ovos eclodidos = 34,09 - p < 0,001 e p < 0,001
respectivamente). No segundo ciclo, El (53,58% - n.° médio de ovos eclodidos = 28,52)
apresentou menor percentual em relacdo ao C (64,85%, n.° médio de ovos eclodidos = 34,72 -
p = 0,036 -) e a0 E (69,44%, n.° médio de ovos eclodidos = 48,43 - p = 0,030) (Tabela 9;
Figura 19).

Analisando-se a fecundidade e fertilidade, no primeiro ciclo gonadotrofico, em relacéo
a carga viral, detectada por RT-gPCR, entre as fémeas de RecLab infectadas com ZIKV,
verificou-se que nao houve diferenca significativa (p = 0,448 e p = 0,670, para fecundidade e
fertilidade respectivamente), utilizando-se 0 mesmo critério usado na avaliacdo de sobrevida.
(valor mediano dos NCs = 2,6 7E+09 co6pias por mL). A fecundidade e fertilidade no primeiro
ciclo gonadotrofico também foram estatisticamente semelhantes, com relacdo a carga viral
das fémeas de AeCamp infectadas com ZIKV (p = 0,387 e p = 0,715, para fecundidade e
fertilidade respectivamente). O valor mediano detectado para esta colénia foi 7E+09 cdpias de
RNA. Os segundo e terceiros ciclos ndo foram avaliados.
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Tabela 9 — Numeros médios e medianas de ovos postos e de larvas que eclodiram nos trés primeiros ciclos gonadotréficos (CG) de fémeas de Aedes aegypti, coldnia de

campo — AeCamp, apds exposi¢do ao virus Zika (ZIKV)

Fecundidade (n.° de ovos)

Fertilidade (n.° de larvas que eclodiram)

NUmero de Numero
CG Grupos &
P fémeas Igter}/-alo de Média Mediana Valordep 23;?5:; Igter}/.alo de Média Mediana Valordep
avaliadas (N) onfianga . onfianga
Controle 150 67,93-77,48 72,7 75,0 150 45,39 -53,45 49,42 49,00
Exposto 50 61,97-78,79 704 70,0 0,842 50 30,24 - 41,64 35,94 36,00 <0001
E 1
10 Exposto 76 6499-7685 709 715 76 3044-37,74 3409 3550
infectado
ST controle x exposto p < 0,001; controle x exposto infectado p
< 0,001
Controle 54 44,76 - 57,01 50,9 54,5 53 28,96 — 40,48 34,72 31,00
Exposto 14 58,27 - 82,59 70,4 69,5 0,016 13 40,22 - 56,64 48,43 44,00 0,011
2°  Exposto infectado 21 43,10 - 63,28 53,2 50,0 21 21,66 - 35,39 28,52 23,00
e A G = 012 controle x exposto p = 0,0460; g)égosto x exposto infectado p =
Controle 25 36,95-57,68 47,3 40,0 23 21,99 - 41,61 31,80 25,00
28,23 -
Exposto 11 50,20 - 76,34 63,3 60,0 0,057 8 60,50 44,36 47,00 0,160
3° 16,39
Exposto infectado 14 31,97-52,17 421 44,5 12 3% 897 27,14 29,00
Significancia: exposto x exposto infectado p = 0,054

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 19 — NUmero médio de ovos postos e percentual médio de eclosdo por ciclo gonadotréfico de
fémeas de Aedes aegypti — coldnia de campo - AeCamp, ap6s exposi¢ao ao virus Zika (ZIKV)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Legendas: A) 1° ciclo gonadotréfico; B) 2° ciclo gonadotréfico; C) 3° ciclo gonadotréfico;
C: Controle; E: exposto; El: exposto infectado.

8.2.1.3 Atividade de Repasto Sanguineo

A atividade de repastos sanguineos das col6nias RecLab e AeCamp (expressa pelo
namero e percentual de fémeas que completaram o ingurgitamento, em até 30 minutos, em
sistema de alimentacéo artificial, nos 7°, 14° e 21° dias da exposi¢do ao virus) nao foi alterada

pela exposicdo ou infeccdo (Tabela 10).
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Tabela 10 — NUmero e percentual de fémeas das col6nias de laboratério - RecLab e campo - AeCamp, que
completaram o repasto sanguineo nos 7°, 14° e 21° dias apds exposicdo (DPE), em sangue livre de particulas
virais, apds exposicdo ao virus Zika (ZIKV)

Repastos Sanguineos

Colbnias DPE Grupos Negativo (-) Positivo (+) Valor de p
N° % N° % Ne total
Controle 42 35,59 76 64,41 118
7°  Exposto 16 43,24 21 56,76 37 0,695
Exposto infectado 22 38,6 35 61,4 57
Controle 45 55,56 36 44,44 81
RecLab  14° Exposto 15 51,72 14 48,28 29 0,526
Exposto infectado 14 43,75 18 56,25 32
Controle 21 72,41 8 27,59 29
21°  Exposto 7 43,75 9 56,25 16 0,085
Exposto infectado 14 77,78 4 22,22 18
Controle 61 52,59 55 47,41 116
7°  Exposto 24 64,86 13 35,14 37 0,142
Exposto infectado 30 57,69 22 42,31 52
AeCamp
Controle 56 70 24 30 80
14°  Exposto 31 62 19 38 50 0,342
Exposto infectado 18 56,25 14 43,75 32

Fonte: A autora, 2021.

Na secdo 8.1, comparou-se a carga viral mediana entre as fémeas que realizaram
repasto sanguineo poés-exposicdo ao ZIKV no 7° DPE em relacdo aquelas que nao
completaram esse repasto. Aqui, compara-se 0 mesmo parametro (atividade de repasto
sanguineo), em outra analise, onde se observou maior percentual de fémeas que completaram
0 ingurgitamento no 7° DPE, dentro do grupo que apresentou numero de copias acima da
mediana 2,65+09, na col6nia RecLab (p = 0,032) (Tabela 11), utilizando-se 0 mesmo critério
descrito para sobrevida, fecundidade e fertilidade (valores medianos dos NCs obtidos pelas
fémeas infectadas). Em AeCamp, o percentual de fémeas alimentadas foi semelhante entre os
grupos com maior e menor carga de ZIKV.

Categorizando a andlise em funcdo do tempo de vida ap0s a exposi¢do, verificou-se
que a carga viral foi significativamente maior entre as fémeas de RecLab que completaram o
ingurgitamento no 7° DPE (p = 0.008), e morreram entre o 8° e 22° DPE (Figura 20). Ap0s 0
22° dia, a carga viral de RecLab foi semelhante (p = 0,079). Em AeCamp, embora se tenha
observado um aumento no periodo de 8 a 22 dias (Figura 20), ndo foi significativo (p =
0,075).
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Tabela 11 — Numero e percentual de fémeas das col6nias de Aedes aegypti de laborat6rio - RecLab e campo -
AeCamp, infectadas com virus Zika (ZIKV), que completaram o repasto sanguineo no 7° dia pds-exposicdo
(DPE), em sangue livre de particulas virais, em fungdo do nimero de cépias de RNA do virus Zika (NC) por mL,
detectadas por RT-gPCR

Repastos Sanguineos

Colbnias Grupos Negativo (-) Positivo (+) Valor de p
N° % N° % N° total
RecLab  NCs<2,67E+09 12 60,00 8 40,00 20
NCs >2,67E+09 8 2581 23 74,19 31 p=0,032
NCs < 7E+09 11 73,33 4 26,67 15
AeCamp N S 7E+09 13 5652 10 4348 23 p=0.480

Fonte: A autora, 2021.

Notas: Grupos: colonia RecLab (NCs < 2,67E+09 e NCs >2,67E+09); Colonia AeCamp (NCs < 7E+09 ¢ NCs >
7E+09). Pontos de corte definidos pelos valores medianos das NCs, obtidos pelas fémeas infectadas de cada
coldnia.

Figura 20 — Carga viral (nimero de cépias de RNA do ZIKV — NC, por mL, detectadas por RT-qPCR), nas
coldnias de Aedes aegypti de laboratério - RecLab e campo - AeCamp, infectadas com virus Zika (ZIKV), que
completaram o repasto sanguineo no 7° dia pds-exposi¢do (DPE), em sangue livre de particulas virais, em funcdo
do tempo de vida pds-exposicdo ao virus
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Fonte: A autora, 2021.

Legendas: A: col6nia RecLab; B: colénia AeCamp.

Notas: < 22 Rep -: fémeas que ndo realizaram o repasto sanguineo no 7° DPE p6s-exposicao ao ZIKV e
morreram até o0 21° DPE; >=22 Rep -: fémeas que nao realizaram o repasto sanguineo no 7° DPE pds-exposi¢do
ao ZIKV e morreram a partir do 22° DPE; < 22 Rep +: fémeas que realizaram o repasto sanguineo no 7° DPE
pos-exposicao ao ZIKV e morreram até 0 21° DPE; >=22 Rep +: fémeas que realizaram o repasto sanguineo no
7° DPE pds-exposicdo ao ZIKV e morreram a partir do 22° DPE.

8.2.2 Custo biologico da infecgdo com o virus chikungunya (CHIKV) em Ae. aegypti

Para analise do custo biolégico com CHIKV, os grupos foram definidos de acordo
com os resultados da exposi¢do. Desse modo, esses foram devidos em dois: controle (C) e

expostos infectados (EI), considerando que, com esse virus, as taxas de infecgdo foram mais
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altas (acima de 90%), o que tornou o numero de expostos ndo infectados insuficiente para
andlise estatistica (representando 4% e 8% para RecLab e AeCamp respectivamente).

8.2.2.1 Sobrevida e Longevidade

A curva de sobrevivéncia da coldnia de laboratério (RecLab), apds exposi¢do ao
CHIKYV, ndo apresentou proporcionalidade (p = 0,008) quando avaliada ao longo dos 69 dias
de observacdo (periodo de acompanhamento da longevidade). Desse modo, foi feita a
estratificacdo dos grupos em dois periodos: 1 — até 20 dias de observacédo e 2 — a partir do 21°
dia de observacdo. Apoés estraficacdo, encontrou-se proporcionalidade (p = 0,799) nas curvas
de sobrevida dos dois periodos selecionados. Os resultados obtidos com a colénia RecLab,
apos exposicdo com o CHIKV, mostraram impacto da infeccdo (risco de morte = 3,963 para o
grupo exposto infectado) sobre as curvas de sobrevivéncia (Tabela 12; Figura 21), entretanto
essa diferenga apareceu apenas entre o dia zero e o 20° dia de observacdo (p = 0,001). A
analise estatistica ndo apresentou normalidade entre os numeros médios de tempo de vida, por
isso, neste caso, analisaram-se as medianas. As medianas entre os grupos também diferiram
significativamente entre as fémeas de RecLab (38 e 17 dias para C e E, respectivamente — p =
0,002).

Tabela 12 — Risco de morte de fémeas da col6nia de Aedes aegypti de laboratorio — RecLab apds exposicdo ao
virus chikungunya (CHIKV) ao longo dos primeiros 20 dias de observacéo

Sobrevida
o Valor de
Variaveis Hz IC 95% p
Inf Sup
Grupo Controle 1,000
Grupo Exposto infectado 3,963 1,73 9,08 0,001
Variavet Prqporuonahdade valor de
artavels Anélise de Schoenfeld p
rho chisq
Exposto | -0,0427 0,0647 0,799

Fonte: A autora, 2021.
Legendas: IC: intervalo de confianga; Inf: limite inferior do IC; Sup: limite superior do IC; rho: coeficiente de
correlacdo linear; chisq: estatistica qui-quadrado; p: valor de p da estatistica (CARVALHO et al., 2011)
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Figura 21 — Curvas de sobrevivéncia: individuos da colénia de Aedes aegypti de laboratério — RecLab, ao longo
de 70 dias, e da coldnia de campo - AeCamp, ao longo 69 dias de observagdo, apos exposi¢ao ao virus
chikungunya (CHIKV)
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Por outro lado, na colonia de campo — AeCamp —, as curvas de sobrevivéncia nao

apresentaram diferenca significativa entre os grupos E e EI (Figura 21; Tabela 13). As

medianas foram de 37,5 dias para o grupo C e de 32 dias para o grupo El.
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Tabela 13 — Risco de morte de fémeas da coldnia de Aedes aegypti de campo — AeCamp apds exposicao ao
virus chikungunya (CHIKV)

Sobrevida

Variaveis Hz IC 95% Val%r de
Inf Sup

Grupo Controle 1,000

Grupo Exposto | 0,928 0,7092 1,638 0,725
Proporcionalidade

Variaveis Anélise de Schoenfeld Val%r de
rho chisq

Exposto | 0,0073 0,0047 0,945

Fonte: A autora, 2021.
Legendas: IC — intervalo de confianca; Inf — limite inferior do IC; Sup — limite superior do IC; rho — coeficiente
de correlagdo linear; chisq — estatistica qui-quadrado; p — valor de p da estatistica (CARVALHO et al., 2011)

Analisando-se a curva de sobrevivéncia em relacdo a quantidade de cépias de RNA
(NC), detectadas por RT-gPCR, entre as fémeas de RecLab e AeCamp infectadas com
CHIKYV, verifica-se que ndo houve diferenca significativa (RecLab: p = 0,726; AeCamp: p =
0,903) quando se comparam as que apresentaram maior ou menor carga viral, utilizando-se o
mesmo critério descrito para ZIKV. Os valores medianos entre as infectadas com CHIKV
foram de 5,5E+11 para coldnia RecLab, e de 5,6E+11, para colénia AeCamp. O tempo médio
de vida das fémeas infectadas com relagdo a carga viral, em RecLab, também foi semelhante
(p = 0,104). Porém, em AeCamp, as fémeas que apresentaram carga viral acima do valor
mediano de NC tiveram menor tempo médio de vida (12 dias, p < 0,001) em relacdo as que
apresentaram menor namero de copias de RNA ao morrer (28, 45 dias).

Essa diferenca ndo apareceu quando se realizou analise de correlacdo (p = 1,385, para
RecLab e p = 0,112, para AeCamp). Categorizando-se os tempos de vida de AeCamp ap6s a
exposicdo, por periodo (1: até 7 dias; 2: de 8 a 20 dias, e 3: > 21 dias), a carga viral das
fémeas infectadas com CHIKYV diferiu, reduzindo (p = 0,050) entre os periodos 2 e 3, em
AeCamp (Figura 22). N&o foi possivel essa ultima anlise entre os individuos de RecLab pelo

numero insuficiente da amostra de infectadas apds o 20° dia.
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Figura 22 — Carga viral (nimero de copias de RNA por mL - NC) e tempo de vida
das fémeas de Aedes aegypti da coldnia de campo - AeCamp, apds exposi¢ao ao virus
chicungunya (CHIKV) por periodo: até 7 dias; de 8 a 20 dias e > 21 dias

o
o I
=t |
§‘ o ! p=0,050
+ O — :
o © |
: |
I_
S o
—_ o —
T
=
©
o O
c S
U e
o
o 1 =
I I I
Ate 7 8a20 21+
Dias

Fonte: A autora, 2021.

8.2.2.2 Fecundidade e Fertilidade

As analises dos dados dos experimentos com CHIKV, com relacdo a fecundidade e
fertilidade, referem-se ao primeiro ciclo gonadotrofico. Utilizou-se o nimero médio de ovos
para analise de fecundidade (nUmero de ovos postos por fémea) da coldonia RecLab em
relacdo ao CHIKV. Para as avaliagdes de fertilidade de RecLab, bem como para fecundidade
e fertilidade de AeCamp, foi necessaria a utilizagdo da mediana apos analise dos pressupostos
de normalidade.

Os resultados apresentados mostram que a fecundidade das fémeas da coldnia RecLab
ndo foi alterada significativamente pela infeccdo com o CHIKV no primeiro ciclo
gonadotréfico. Por outro lado, a infec¢do impactou a fertilidade, com reducdo no percentual
mediano de eclosdo (p < 0,001) de 63,48%, no grupo C, para 40,67% no grupo El (Figura 23).
Diferentemente, em AeCamp, o CHIKV impactou na fecundidade, reduzindo o ndmero

mediano de ovos (p < 0,001) de 48, no grupo C, para 38 no grupo El (Tabela 14; Figura 23), e
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a fertilidade, com reducdo no percentual mediano de 57,50% para 37,50% (p < 0,001), entre
0s grupos C e El respectivamente (Figura 23).

Em relacdo a carga viral, tanto em RecLab como em AeCamp infectadas com CHIKV,
a fecundidade e fertilidade no primeiro ciclo gonadotrofico foram semelhantes quando se
comparam as que apresentaram maior ou menor NC detectadas por RT-gPCR (RecLab: NC
mediano = 5,5E+11; AeCamp: NC mediano = 5,6E+11).

Tabela 14 — Numero médio e mediana de ovos postos e nimero médio e mediana de larvas que eclodiram nos
trés primeiros ciclos gonadotréficos de fémeas de Aedes aegypti — coldnias de laboratério - RecLab e campo —
AeCamp, apds exposicdo ao virus chikungunya (CHIKV)

Colénia Grupos NUmero de
femeas  mervalo (C:E) Média Mediana Valor de p
avaliadas (N) ¢
Controle 99 60,87 — 71,48 66,17 68,00
-§ ? RecLab 0,0691
5] 3 Exposto infectado 98 53,23 - 64,72 58,98 61,00
=] )
c
3 Z: Controle 100 47,00 - 55,50 50,56 48,00
L =~  AeCamp < 0,001 2
Exposto infectado 94 36,50 — 45,50 39,60 38,00
2 Controle 98 35,50 — 44,50 39,89 39,50
g S= RecLab < 0,001 2
= § % Exposto infectado 94 21,00 - 27,50 24,44 23,00
S 2t
E 873
5 g 2 Controle 97 27,00 - 33,50 29,78 29,00
w o ©  AeCamp < 0,001 2
— Exposto infectado 88 14,50 — 19,50 16,91 16,00

Fonte: A autora, 2021.
Notas: 'Teste t-Student; 2Mann-Whitney.



Figura 23 — Numeros médio ou mediano de ovos e percentual mediano de eclosdo de larvas
de fémeas de Aedes aegypti — coldnia de laboratorio - RecLab e coldnia de campo - AeCamp,
no primeiro ciclo gonadotrofico, apds exposicédo ao virus chikungunya (CHIKV)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Legendas: A) Col6nia RecLab; B) Col6nia AeCamp. C) Controle; El) exposto infectado.

8.2.2.3 Atividade de Repasto Sanguineo

A atividade de repasto sanguineo de fémeas da col6nia ReclLab, apds 7 dias da
exposicdo ao CHIKV, ndo foi alterada pela exposi¢cdo ou infeccdo. O percentual de fémeas
que completaram o ingurgitamento foi de 42,50% (n = 34, entre 80 avaliadas) e 43,42% (n =
33, entre 76 avaliadas) para os grupos controle e infectados respectivamente (Tabela 15).

A carga viral entre as fémeas de RecLab que realizaram o repasto sanguineo no 7°

DPE néo diferiu dos grupos que néo realizaram essa alimentagédo sanguinea (p = 0,606).
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Tabela 15 — NUmero e percentual de fémeas de Aedes aegypti, colénia de laboratério - RecLab que completaram
0 repasto sanguineo em sangue livre de particulas virais, ap6s exposicdo ao virus chikungunya (CHIKV), no 7°
dia p6s-exposicéo (DPE)

Grupos Repastos Sanguineos
- + Valor de p
N° % N° % N° total
Controle 46 57,50 34 42,50 80
Exposto 43 56,58 33 43,42 76 1,000
infectado

Fonte: A autora, 2021.

Né&o foi possivel avaliar estatisticamente a busca por um segundo repasto sanguineo na
coldnia AeCamp exposta ao CHIKYV, pelo nimero limitado de fémeas que se alimentaram na
semana subsequente a exposicdo. Considera-se, além do numero de individuos que foi
reduzindo durante os experimentos, por censura ou morte das fémeas, o fato de AeCamp ser

uma colénia recém chegada de campo, em processo de adaptacao a alimentacao artificial.

8.2.3 Custo bioldgico da infecgdo com o virus Zika (ZIKV) em Culex quinquefasciatus

Para analise do custo bioldgico de Cx. quinguefasciatus, colonia de laboratério,
CgSLab, exposta ao ZIKV, os grupos foram definidos de acordo com os resultados da
exposicdo. Desse modo, esses foram divididos em trés: controle (C); expostos, que nao se

infectaram (E) e expostos infectados (EI).

8.2.3.1 Sobrevida e Longevidade

A sobrevida (expressa pelo risco de morte) da colénia CqSLab ndo apresentou
diferenca significativa entre os trés grupos avaliados ao longo de 70 dias de observacdo. O
risco de morte foi 1,300 para o grupo E e de 0,805 para El (Tabela 16; Figura 24). O tempo
médio de vida para cada grupo também se mostrou semelhante (34, 73; 31, 34 e 39, 50 dias,

para C, E e EI respectivamente).
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Tabela 16 — Risco de morte de fémeas da coldnia de Culex quinquefasciatus de laboratério — CqSLab, ap6s
exposicdo ao virus Zika (ZIKV)

Sobrevida
o Valor de
Variaveis Hz IC 95% p
Inf Sup
Grupo Controle 1,000
Grupo Exposto 1,300 0,903 1,871 0,158
Grupo Exposto | 0,805 0,473 1,368 0,422
Proporcionalidade
o . Valor de
Variaveis Anélise de Schoenfeld p
rho chisq
Exposto 0,051 0,373 0,541
Exposto | 0,032 0,144 0,704
GLOBAL 0,411 0,814

Fonte: A autora, 2021.
Legendas: IC — intervalo de confianga; Inf — limite inferior do IC; Sup — limite superior do IC; rho: coeficiente
de correlagdo linear; chisq — estatistica qui-quadrado; p — valor de p da estatistica (CARVALHO et al., 2011)

Figura 24 — Curva de sobrevivéncia de fémeas da espécie Culex quinquefasciatus —
coldnia de laboratério — CqSLab, ao longo de 70 dias de observacéo, ap6s exposi¢do
ao virus Zika (ZIKV)
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Fonte: A autora, 2021.
Grupos Controle; exposto e exposto infectado.
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8.2.3.2 Fecundidade e Fertilidade

A fecundidade de CqgSLab reduziu significativamente, no primeiro ciclo
gonadotrofico, entre as fémeas que foram expostas ao ZIKV e ndo desenvolveram a infeccao
(E: 76,90 ovos), com relacdo ao grupo controle - C (p < 0,001) (Tabela 17; Figura 25). Os
numeros médios de ovos postos entre 0s grupos controle (C: 102,25 ovos) e exposto infectado
(El: 92,67 ovos) foram semelhantes.

Do mesmo modo, com relagdo ao percentual médio de ovos viaveis (fertilidade) na
colbnia CqSLab, ndo houve diferencas significativas entre os grupos C e EI. O percentual de
eclosdo reduziu significativamente entre as fémeas expostas ndo infectadas (E: 58,20% e C:
73,76%, p < 0,001) (Tabela 17; Figura 25).

Tabela 17 — Numero médio e mediana de ovos postos e numero médio e mediana de larvas que eclodiram no

primeiro ciclo gonadotréfico de fémeas de Culex quinquefasciatus — colénia de laboratério — CqSLab, ap6s
exposicdo ao virus Zika (ZIKV)

A Intervalo de - . Valor de
Pardmetro Grupos N Confianca (IC) Média Mediana
@ - Controle 60 95,12 - 109,38 102,25 105,00
T 8
2 3 Exposto 61  68,09- 8571 76,90 8500  p<0,001
c [<3]
S ©
8 & Expostoinfectado 18 81,19 - 104,14 92,67 94,50

Significancia: controle x exposto p<0,001

28 = Controle 59 75508677 81,14 8300

c < <

s Ssg 5 Exposto 56 57,85 70,18 6402 7050 P<0001
£t o Ug

£ & 8  Expostoinfectado 18 64,73 — 86,27 75,50 78,00

Significancia: controle x exposto p<0,001

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 25 — NUmero médio de ovos postos e percentual médio de eclosdo de larvas de fémeas de Culex
quinquefascaitus — col6nia de laboratério — CqSLab, no primeiro ciclo gonadotréfico apds exposicdo ao virus

Zika (ZIKV)
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Fonte: A autora, 2021.

8.2.3.3 Atividade de Repasto Sanguineo

A atividade de busca por repasto sanguineo de fémeas da colénia CgSLab, ap6s 7 dias

da exposicdo ao ZIKV, ndo foi alterada pela exposi¢do ou infec¢do. O percentual de fémeas

que completaram o ingurgitamento foi de 65,45%, (entre 55 avaliadas); 71,15% (entre 52

avaliadas) e 72,22% (entre 18 avaliadas), para os grupos controle (C), exposto néo infectado

(E) e exposto infectados (EI) respectivamente (Tabela 18).

Tabela 18 — NUmero e percentual de fémeas de Culex quinquefasciatus, coldnia de laboratdrio - CqSLab que
completaram o repasto sanguineo em sangue livre de particulas virais, apds exposicao ao virus Zika (ZIKV), no

7° dia pés- infeccdo (DPE)

Grupos Repastos Sanguineos
- + Valor de p
Ne° % Ne % N° total
Controle 19 34,55 36 65,45 55
p=0,771
Exposto 15 28,85 37 71,15 52
Exposto infectado 5 27,78 13 72,22 18

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

8.2.4 Sistematizacao dos resultados sobre custo bioldgico da exposi¢cdo aos ZIKV e CHIKV
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O quadro 5 apresenta uma sintese sistematizada dos principais resultados encontrados
neste estudo com relacéo ao custo biolégico das coldnias de Ae. aegypti (RecLab e AeCamp),
apos exposicdo aos virus Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV), e de Cx. quinquefasciatus,

apos exposicdo ao ZIKV.

Quadro 5 — Custo bioldgico das colbnias de Aedes. aegypti (RecLab e AeCamp) ap6s exposicdo aos virus Zika
(ZIKV) e chikungunya (CHIKV), e de Culex quinquefasciatus ap6s exposicdo ao ZIKV, incluindo os parametros
de sobrevida, longevidade, fecundidade, fertilidade, carga viral e atividade de repasto sanguineo

Pardmetros ZIKV CHIKV
avaliados RecLab AeCamp CgSLab RecLab AeCamp
Sobrevida Reduzida pela N&o alterada N&o alterada Reduzida pela | N&o alterada
exposicao e infecco
infeccdo
Longevidade | N&o alterada N&o alterada N4o alterada Reduzida pela | N&o alterada
infeccéo
Carga viral Aumentou com 0 | Aumentou com Reduziu com o

em relacdo ao | tempo de vida das | o tempo de vida | Ndo avaliada Nao alterada tempo de vida

tempo de vida | fémeas infectadas | das fémeas das fémeas
infectadas infectadas
Fecundidade | N&o alterada N&o alterada Reduzida pela | N&o alterada Reduzida pela
exposicao infecgdo
Fertilidade N&o alterada Reduzida pela Reduzida pela | Reduzida pela | Reduzida pela
infecgdo exposicao infeccdo infecgdo
Fecundidade e | N&o alterada N&o alterada N4o avaliada N&o alterada N4o alterada

fertilidade no
primeiro ciclo
gonadotrofico
, em relacdo a

carga viral

Atividade de Nao alterada Nao alterada Nao alterada Nao alterada Nao alterada

repasto

sanguineo

Fonte: A autora, 2021.

8.3 RESPOSTA DE Ae. aegypti AOS REPELENTES DEET - N,N-DIETIL-3-
METILBENZAMIDA E PICARIDINA (HIDROXIETIL ISOBUTIL-PIPERIDINA
CARBOXILATO DE ETILO)
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Parte dos resultados obtidos neste trabalho de Tese consiste na avaliagdo de
suscetibilidade da col6nia Ae. aegypti de laboratorio (RecLab) aos repelentes DEET — N,N-
dietil-3-metilbenzamida e Picaridina (hidroxietil isobutil-piperidina carboxilato de etilo), apds
infeccdo pelo ZIKV, considerando o papel dos repelentes no controle de mosquitos vetores e
0 impacto causado pela infecgdo viral sobre varios aspectos da capacidade vetorial, incluindo
alteracdes nas respostas a repelentes. Esses resultados foram publicados em Leal et al. (2017),
artigo anexo.

Os resultados obtidos, comparando-se a protecdo entre os dois repelentes estudados,
mostraram que o DEET a 1% apresentou eficacia significativamente maior (protecdo, 80,5 +
4,3%) contra Ae. aegypti, colonia RecLab, do que a Picaridina (protecdo, 51,8 + 8,5%),
também testada a 1% (n = 4-6; P = 0,018, teste bicaudal de Mann-Whitney) (Figura 26).

Figura 26 - Protecdo induzida pelo DEET (-N,N-diethyl-3-
methylbenzamide) ou Picaridina (hidroxietil isobutil-piperidina
carboxilato de etilo) a 1%, contra mosquitos Aedes aegypti, col6nia de
laboratdrio — RecLab, infectados e ndo infectados (Controle) pelo ZIKV

Controle Infectadas

.
»

90+ p<0.05

100+

4

A
\J

Percentual de protecio [1 - (controle/tratamento) x 100]

D P D i 4

Fonte: Adaptado de Leal et al. (2017).
Legendas: D: DEET (barras em vermelho); P: Picaridina (barras em azul)

Nas avaliagcbes do impacto da infeccdo sobre a resposta de RecLab infectados com o

virus Zika a esses repelentes, observou-se reducdo significativa na resposta ao DEET das
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fémeas infectadas, na dose de 1%, em relacdo as ndo infectadas (n = 7 ndo infectados, n = 17
infectados pelo ZIKV; P = 0,033) (Figura 26). A Picaridina induziu menor resposta, na
mesma dose, nos mosquitos infectados em relagdo aos ndo infectados. Porém, essa diferenca
ndo foi estatisticamente significativa (n = 4 ndo infectados, n = 21 infectados por ZIKV; P =
0,84, teste de Mann-Whitney bicaudal.

A Figura 26 apresenta também os dados obtidos com a col6nia de Fernando de
Noronha (FN), por fazerem parte do artigo publicado. Entretanto, as avaliacbes com a col6nia
de FN néo estdo nos objetivos deste trabalho de tese, ndo sendo, por isso, aqui comentadas.

Para avaliar se a idade das fémeas altera a resposta ao DEET, também foram
realizados testes no primeiro ciclo gonadotréfico (fémeas com idade entre 5 e 7 dias),
conforme recomentado pela OMS para testes de eficacia de repelentes. Os testes de avaliacdo
do impacto da infeccdo foram feitos com fémeas mais velhas (14 a 17 dias de idade), pois
essas precisaram passar pelo primeiro repasto sanguineo para adquirir a infeccdo. Os
resultados revelaram uma pequena reducdo na protecdo contra as fémeas de RecLab, do
primeiro para o segundo ciclo gonadotrofico, na dose de 1%, mas esta ndo foi significativa.

Para aumentar a taxa de protecdo, foi testada também a dose de 5% de DEET nos dois
ciclos gonadotroficos. A protecdo no primeiro ciclo gonadotréfico aumentou de 80,5 + 4,4%,
com 1% DEET para 86,1 + 3,9%, com 5% DEET (Figura 27). Na dose de 5%, observou-se
uma diminuicdo do primeiro para o segundo ciclo gonadotrofico, mas essa nao foi
significativa (n = 7; P = 0,116, teste t bicaudal ndo pareado) (Figura 27).

Do mesmo modo, testou-se a resposta de repeléncia ao DEET a 5%, de fémeas
infectadas e ndo infectadas com ZIKV, no segundo ciclo gonadotrofico (14 a 17 dias de
idade). Ndo foram observadas diferencas significativas na resposta de RecLab com DEET a
5%, entre mosquitos infectados por ZIKV e ndo infectados no segundo ciclo gonadotréfico
(Figura 27).
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Figura 27 — Atividade de repeléncia provocada por DEET (-N,N-diethyl-3-
methylbenzamide) a 5%, contra Aedes aegypti, colonia de laboratdrio — RecLab,
no primeiro e segundo ciclos gonadotréficos e apds infeccdo com virus Zika
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Fonte: Leal et al. (2017).
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9 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a exposi¢do ou infeccdo pelos virus
Zika (ZIKV) ou chikungunya (CHIKV), em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, alteram o
fitness das trés colonias avaliadas (RecLab, AeCamp e CqSLab), sobretudo a fertilidade e
fecundidade, o que implica a reducdo no numero de descendentes para as geracOes
subsequentes. A capacidade reprodutiva, sobrevida e longevidade sdo aspectos bioldgicos
diretamente relacionados a capacidade vetorial, e quaisquer alteracbes nesses parametros
poderdo impactar diretamente na dindmica de transmissdo de patdégenos. Porém, é preciso ter
cautela ao se avaliar isoladamente qualquer aspecto da capacidade vetorial, considerando que
essa propriedade do vetor € multifatorial, especialmente em situacdes de campo (MAYTON et
al., 2019).

Estudos demonstram um custo biolégico da infeccdo pelos diversos arbovirus e
apresentam diferentes resultados, os quais parecem estar estreitamente relacionados com a
espécie e linhagem dos vetores e arbovirus investigados ( PADILHA et al., 2018; SILVEIRA
et al., 2018; STYER; MEOLA; KRAMER, 2007; SYLVESTRE; GANDINI; MACIEL-DE-
FREITAS, 2013).

Neste estudo, as alimenta¢es sanguineas para exposi¢cdo das fémeas aos virus foram
realizadas em alimentadores artificiais. Entretanto, sugere-se que os resultados sobre o custo
biolégico da infeccdo ndo tenham sido influenciados por essa condi¢do. Apesar do processo
adaptativo necessario para a realizacdo dos experimentos, as coldnias estudadas mostraram
capacidade de adaptacdo a alimentacdo artificial em experimentos desenvolvidos em
laboratério, sugerindo ndo haver comprometimento de seu desempenho bioldgico pela
alimentacdo artificial (ROSS; LAU; HOFFMANN, 2019).

Por outro lado, é possivel que, neste estudo, a ingestdo do sangue misturado com
células infectadas e ndo infectadas, na proporcdo de 1:1, oferecida as fémeas na primeira
alimentacdo sanguinea, pode ter reduzido a produgdo de ovos nos grupos expostos e nédo
expostos aos virus aqui estudados independentemente da infecgéo.

O grupo de fémeas que foram expostas ao ZIKV mas que ndo se infectaram foi
incluido neste estudo, considerando-se relatos de estudos anteriores, 0 quais encontraram
resultados diferentes em parametros da capacidade reprodutiva e sobrevida entre fémeas nao
expostas (controle); expostas que ndo se infectaram e expostas que desenvolveram a infecgéo
(CIOTA et al., 2013; STYER, MEOLA; KRAMER, 2007). Aqui, verificou-se que a

exposicdo ao ZIKV reduziu a sobrevida da coldnia de laboratorio (RecLab), mesmo entre as
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fémeas expostas, mas que ndo foram infectadas. Entretanto, a longevidade ndo foi alterada,
uma vez que ndo houve diferenga significativa no tempo médio de vida entre os trés grupos
avaliados (C, E e EIl). Isso teoricamente ndo impactaria na sua capacidade de transmisséo,
considerando-se o curto periodo de incubacdo extrinseco do ZIKV, sua alta competéncia
vetorial (GUEDES et al., 2017) e antropofilia da espécie (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Por outro lado, a coldnia de campo, AeCamp, ndo teve sua sobrevida e longevidade
afetadas pela infeccdo ou exposicdo ao ZIKV. Esta, por sua vez, teve contato, durante a
recente epidemia de ZIKV em Pernambuco, com a cepa utilizada neste estudo, o que pode ter
levado a uma répida adaptacdo, proporcionando vantagens a infeccdo. Estudos prévios
relatam custo quanto a sobrevida (SILVEIRA et al., 2018) e longevidade de populacfes de
campo apo6s infeccdo com ZIKV (PETERSEN et al., 2018). Entretanto, deve-se considerar a
linhagem utilizada para infeccdo em laboratorio, uma vez que, além do incremento da
diversidade genética do ZIKV na América Latina (SHI et al., 2016), o contato prévio
patdgeno-vetor, em campo, leva a interacbes complexas e adaptativas. Um mosquito infectado
tem um padréo especifico de resposta imune e de transcricao, e essa resposta pode impactar na sua
capacidade de transmitir um patégeno, afetando aspectos de seu desempenho (KRAMER;
CIOTA, 2015).

Um desses estudos, por exemplo, utilizou a cepa ZIKV BRPE243/2015, obtida de
sangue de pacientes de Pernambuco, durante a epidemia de Zika em 2015. Porém, o0s
mosquitos foram coletados no bairro da Urca, Rio de Janeiro, 0s quais possivelmente ndo
tiveram contato com a cepa de Pernambuco (PETERSEN et al., 2018). Além disso, segundo
Silveira et al. (2018), os custos da infec¢do, assim como a competéncia vetorial, podem variar
até entre populacdes geograficamente préximas, sobretudo em Ae. aegypti, pelo alto
dinamismo de sua suscetibilidade a patdgenos em funcéo de fatores genéticos e ambientais.

Na coldnia de Cx. quinquefasciatus de laboratorio, CqSLab, a curva de sobrevivéncia
ndo foi alterada pela exposicdo ou infeccdo pelo ZIKV. Styer, Meola e Kramer (2007)
demonstraram ndo haver diferenca significativa na sobrevida de Cx. tarsalis, utilzando uma
colénia de laboratorio, apés infeccdo com virus do Oeste do Nilo (WNV), entre as fémeas
expostas ndo infectadas, infectadas e as ndo expostas. Por outro lado, a infec¢do de individuos
de Cx. tarsalis com virus da encefalite equina ocidental — Western equine encephalitis virus
(WEEV) alterou a expectativa de vida das fémeas.

Foram utilizadas duas doses do WEEV em experimentos de infeccdo artificial oral
(10 e 10* PFU/mL) e o impacto na sobrevivéncia ocorreu nas duas doses testadas, com

alguma diferenca detectada entre os dias 17 e 40, quando as fémeas infectadas com a dose
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mais alta morreram mais. Os mesmos autores relatam ainda que os titulos nos corpos das
fémeas aumentaram na fase inicial de observacéo, por conta da replicacdo durante a infecgéo.
Porém, no periodo de maior mortalidade, esses titulos estiveram constantes, reduzindo a
medida que as fémeas mais velhas morriam (MAHMOOD et al., 2004). Neste estudo, com
Cx. quinquefasciatus expostos a infeccdo com ZIKV, utilizou-se a dose de 10° PFU/mL e néo
foram detectadas alteracdes na sobrevida e no tempo médio de vida das fémeas entre os trés
grupos avaliados.

Com relacgdo a este e outros diferentes resultados encontrados nos estudos que avaliam
0s custos bioldgicos da exposicao a arbovirus sobre 0os mosquitos vetores, Ciota et al. (2013)
sugerem que as interacdes especificas modulam o processo adaptativo no hospedeiro
invertebrado e no patdégeno. Os mesmos autores demonstraram que a viruléncia de uma cepa
de WNV, ja adaptada a coldnia de Cx. pipiens utilizada no estudo, resultou em reducdo na
sobrevida das fémeas expostas a infeccdo, mesmo entre aquelas que nao se infectaram, o que
ndo ocorreu quando se utilizou a cepa selvagem do mesmo virus, que nunca havia entrado em
contato com a coldnia estudada.

E possivel que resisténcia & infeccdo ndo seja unicamente o fator determinante do
custo bioldgico sofrido pelas fémeas expostas, mas, sim, o impacto da especificidade da cepa,
resultante de constante exposicao em estudos de evolucdo experimental. Essa hipétese poderia
explicar os resultados aqui encontrados com relagdo a sobrevida de CqSLab, mas contradiz os
encontrados aqui e em outros estudos para coldnias de Ae. aegypti de campo e de laboratorio,
com relacdo aos custos da exposicdo sobre a curva de sobrevivéncia (CIOTA et al., 2013), ja
discutidos no paragrafo anterior.

De modo geral, a fecundidade e fertilidade de RecLab ndo foram afetadas pela
infeccdo com o ZIKV, embora, no segundo ciclo gonadotrofico, a exposicdo ao virus tenha
causado efeito negativo na producdo de ovos quando se comparou com as fémeas que foram
infectadas. Mesmo que essa diferenca ndo tenha aparecido com relagdo ao grupo controle,
sugere-se que pode haver uma tendéncia a alteragdo no fitness dessa colénia, considerando-se
gue a curva de sobrevivéncia também foi significativamente alterada entre as fémeas expostas
ndo infectadas. Fémeas com idade de 7 a 14 dias de uma coldnia de Ae. aegypti de
laboratorio, oriunda da Polinésia Francesa, também néo tiveram sua fecundidade e fertilidade
alteradas pela infec¢do com ZIKV (RESCK et al., 2020).

Semelhantemente ao encontrado por Padilha et al. (2018), em experimento com ZIKV,
na colonia AeCamp, a fecundidade total n&o sofreu efeito negativo pela infeccéo,

independentemente do ciclo gonadotrofico. Ao contrario, neste estudo, a exposicdo ao ZIKV
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(grupo E), mas ndo a infeccdo (grupo EIl), favoreceu a producdo de ovos nos segundo e
terceiro ciclos, 0 que mostra mais uma vez uma tendéncia a alteracdo do fitness dessa espécie
pela exposicdo ao ZIKV, mesmo sem o estabelecimento da infeccdo. Apesar dos ovarios de
mosquitos serem atingidos ja no segundo dia apds a infeccdo (LI et al., 2017), o ZIKV néo
reduziu a fecundidade de Ae. aegypti, como encontrado também por Silveira et al. (2018) e
Resck et al. (2020).

Diferentemente, uma populacdo de campo do Rio de Janeiro apresentou custo
biolégico na producéo total de ovos, embora um dos grupos infectados tenha mostrado um
incremento nesse parametro, entre o primeiro e terceiro ciclos, com relacdo ao grupo néo
infectado (PETERSEN et al., 2018). Nesse sentido, sugere-se que, como relatado para o virus
do Oeste do Nilo (ZINK et al., 2015), o ZIKV pode associar-se a regulacdo positiva de vias
imunes, como RNA de interferéncia (RNAI), obtendo vantagens pela interacdo vetor-parasito.
Segundo os mesmos autores, é possivel também que a interacdo de bactérias com virus tenha
influéncia sobre aspectos importantes do desempenho biolégico do vetor. Em Cx. pipiens,
apos exposicdo e/ou infeccdo com o Virus do Oeste do Nilo, esses pesquisadores encontraram
muitos géneros de bactérias em maior quantidade nos grupos expostos e/ou infectados em
relacdo aos ndo expostos ao virus. Entre essas, as do género Serratia estavam em grandes
propor¢bes, 0 que sugere papel importante desses microrganismos na microbiota de
mosquitos. A espécie S. odorifera, por exemplo, aumentou a suscetibilidade de Ae. aegypti
para CHIKV em ensaios de coinfeccdo, como resultado da interacdo da proteina P40 com a
porina de S. odorifera na membrana do intestino médio, o que provocou supressado da resposta
imune de Ae. aegypti (APTE-DESHPANDE et al., 2014).

A fertilidade de AeCamp foi significativamente alterada pela exposicdo e pela
infeccdo com o ZIKV no primeiro ciclo gonadotréfico. No segundo ciclo, as fémeas
infectadas também apresentaram reducdo no percentual de ovos postos, 0 que ndo ocorreu
com aquelas que foram expostas, mas ndo se infectaram. Sugere-se que o0 custo pelo
estabeleciemento da infeccdo entre as fémeas dessa col6nia foi direcionado a viabilidade dos
0vos, mas ndo a sua producdo. Diferentemente, Resck et al. (2020) ndo observaram impacto
da infeccdo com ZIKV sobre a fertilidade de fémeas de uma coldnia de Ae. aegypti de
laboratorio.

Nesse caso, convém ressaltar o contraditorio demonstrado por Ciota et al. (2013), que
afirmam ser o processo adaptativo o responsavel pelo aumento da viruléncia, que retrata alta
replicacéo viral, no caso do sucesso da infecgéo, e o desenvolvimento de uma resposta imune

mais robusta, que possa ou ndo impedir a infeccdo, causando custos ao fitness do hospedeiro
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invertebrado. Os resultados aqui encontrados para colénia de campo corroboram a hipotese de
Ciota et al. (2013) no sentido de que a col6nia AeCamp teve contato com a cepa utilizada
nesses experimentos durante a epidemia entre 2015 e 2026, tendo assim iniciado esse
processo adaptativo que leva a alta viruléncia e a consequente resposta imune que leva a
algum tipo de custo biolégico.

Em CqSLab, tanto a fecundidade como a fertilidade foram alteradas pela exposi¢éo ao
ZIKV, mas ndo pela infecgcdo. As fémeas, expostas ao virus, que nao desenvolveram infecgéo,
apresentaram reducdo no nimero de ovos postos e no percentual de eclosdo em relacdo as ndo
expostas. Styer, Meola e Kramer (2007) demonstraram que a fecundidade e fertilidade de Cx.
tarsalis infectados pelo virus do Oeste do Nilo (WNV) foram significativamente menores no
grupo infectado, com relagdo aos mosquitos ndo expostos (grupo controle) e expostos que ndo
foram infectados. Curiosamente, 0s mesmos autores destacaram que as fémeas expostas ao
WNV, mas ndo se infectaram, apresentaram maior fertilidade (65,8%) com relacéo aos grupos
controle (55,6%) e infectado (42,5%). Cx. pipiens, uma coldnia de laboratério pré-selecionada
por exposicdes continuas a uma linhagem de WNYV, teve sua fecundidade alterada pela
exposicdo e infeccdo em experimento com a mesma linhagem do virus.

Avaliando o custo da infecgdo pelo verme filarial Wuchereria bancrofti, pesquisadores
encontraram que fémeas de Cx. quinquefasciatus infectadas, em baixos niveis de parasitemia
sanguinea, apresentaram incremento na fecundidade, enquanto nos niveis mais altos, houve
reducdo significativa nesse parametro da capacidade reprodutiva (LIMA et al., 2003). Aqui,
as alteracOes detectadas pela exposicdo ou infeccdo ndo estdo sendo associadas a carga viral
durante a exposi¢éo, pois neste estudo apenas uma dose foi testada.

Porém, os resultados aqui apresentados sugerem relacdo positiva entre a carga viral de
ZIKV, detectada entre as fémeas de AeCamp apds a morte e a curva de sobrevivéncia. Com
relacdo ao tempo médio de vida, essa relagdo positiva ocorreu nas duas colbnias de Ae.
aegypti; ou seja, aquelas que apresentaram maior carga viral de ZIKV, em andlise categorica
do nimero de copias de RNA, tiveram menor risco de morte, assim como maior tempo medio
de vida, demonstrando sucesso da interacdo vetor parasito, com a replicagéo viral ao longo do
tempo.

Como na anélise de correlacdo essa diferenca nao foi significativa, ha de se considerar
0 numero limitado de fémeas que chegaram até o fim dos experimentos, o que dificultou as
analises estatisticas. Sendo assim, sd0 necessarios novos experimentos para melhor
investigacdo desse aspecto. Styer, Meola e Kramer (2007) encontraram associagdo positiva

entre carga viral nas patas e fecundidade de fémeas de Cx. tarsalis infectadas com virus do
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Oeste do Nilo. E provavel que os mosquitos que apresentem resposta imune mais eficiente
apresentem titulos menores do virus, como também sofram um custo biol6gico decorrente da
ativacdo da maquinaria imunolégica (AHMED et al., 2002).

Com relacdo ao CHIKYV, a curva de sobrevivéncia da colonia de laboratorio foi
alterada pela infeccdo. Essa diferenca entre os grupos C e EI sO apareceu nos 20 primeiros
dias de observacdo, quando as fémeas estavam entre 7 e 30 dias de emergéncia. Sylvestre,
Gandini e Maciel-de-Freitas (2013) afirmam que o Ae. aegypti tem sobrevida maior que o
periodo de incubacdo extrinseco do DENV, e o custo bioldgico da infeccdo por esse virus
sobre a sobrevivéncia esteve associado ao envelhecimento das fémeas, o que ndo impactaria
na sua capacidade vetorial. Nesse caso, o impacto da infeccdo pelo CHIKV pode ndo estar
associado ao envelhecimento das fémeas de ReclLab, o que indica a necessidade de
aprofundamento nas analises de sobrevida. Sirisena, Kumar e Sunil (2018) relataram haver
reducdo na taxa de sobrevivéncia e fecundidade, conferidas pelo processo de adaptagédo do Ae.
aegypti a infeccdo viral pelo CHIKV. Por meio da anélise da expressdao de transcritos
envolvidos na via de postura de ovos, 0s mesmos pesquisadores revelaram haver regulacao
negativa desses genes nas fémeas infectadas, com relacdo aquelas ndo infectadas (SIRISENA,;
KUMAR; SUNIL, 2018).

Em AeCamp, ndo houve efeito da infeccéo pelo CHIKV sobre a sobrevida das fémeas.
Esses resultados reforcam a hipotese colocada para ZIKV de adaptacdo dessa coldnia a
linhagem estudada (CHIKV PE480/2016), considerando ser a mesma gue causou o surto entre
2014 e 2016 em Pernambuco. Resultados semelhantes foram encontrados com relacdo a
longevidade de Ae. aegypti de Palm Beach County, Flérida, utilizando-se a linhagem CHIK
LR2006-OPY1. O mesmo estudo afirma que a adaptagdo de CHIKV ao Ae. albopictus gerou
um custo biolégico sobre a longevidade que foi significativamente menor entre as fémeas
infectadas. Os autores sugerem que pode haver restri¢oes fisioldgicas na evolugédo da infecgdo
do CHIKYV sobre essa espécie (REISKIND; WESTBROOK; LOUNIBOS, 2010).

Adicionalmente, a longevidade e o titulo corporal de fémeas de Ae. albopictus
infectadas com CHIKV foram inversamente correlacionados (REISKIND; WESTBROOK;
LOUNIBOS, 2010). Esses resultados corroboram os encontrados neste estudo com relagéo as
fémeas de Ae. aegypti da colonia AeCamp infectadas com CHIKV, em que os tempos médios
de vida foram significativamente menores quando a carga viral detectada foi maior (28,45
dias para valores de NC menores ou iguais a 5,6E+11 e 12 dias para valores maiores).

Semelhantemente ao observado nas fémeas infectadas com ZIKV, ndo houve correlagdo entre
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carga viral e tempo de vida das fémeas, sendo necesséria a realizacdo de novos experimentos
para melhor avaliagéo.

Parametros da capacidade reprodutiva, sobretudo a fertilidade, apresentaram um custo
bioldgico pela infeccdo com CHIKYV, tanto na colonia de Ae. aegypti de campo como na de
laboratorio. Resultados semelhantes foram encontrados por Sirisena, Kumar e Sunil (2018)
com relacdo a fecundidade. Resck et al. (2020) relataram que o percentual de ecloséo de
larvas de Ae. aegypti é alterado pela infeccdo com CHIKV independentemente da idade das
fémeas. Os autores avaliaram fémeas com 7 e 14 dias de emergéncia. Estudo prévio com esse
virus, em Ae. albopictus, utilizando linhagens de mosquito e virus da mesma area, na Italia,
encontrou reducdo na taxa de eclosdo das larvas, mas ndo na fecundidade das fémeas
infectadas. Esse efeito sobre a fertilidade foi descrito para outros virus (PETERSEN et al.,
2018; STYER; MEOLA; KRAMER, 2007) e sugere que CHIKV pode afetar o
desenvolvimento embrionario e a sobrevivéncia do embrido (BELLINI et al., 2012). Por outro
lado, em estudo com virus dengue (DENV), ndo foi detectada alteracdo na capacidade
reprodutiva de Ae. aegypti embora a infeccdo dos ovarios das fémeas tenha apresentado
titulos similares a outros 6rgdos (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012). Neste estudo, efeito
relevante sobre a fertilidade foi encontrado para as duas colonias infectadas com CHIKV,
sugerindo ser esse um ponto critico no mecanismo de interacao vetor-parasito, que precisa ser
mais bem investigado.

Estudo demonstra impacto negativo da infeccdo por DENV-2 ter sido detectado em
Ae. aegypti, com relacdo ao sucesso de repasto sanguineo (SYLVESTRE; GANDINI;
MACIEL-DE-FREITAS, 2013). Os autores avaliaram o tempo gasto pelas fémeas para
completar o ingurgitamento e verificaram que as infectadas gastaram mais tempo em relagéo
ao grupo controle.

Neste trabalho, os resultados obtidos para ZIKV e CHIKV, com relacdo a atividade de
alimentagdo sanguinea pos-infecgdo, em alimentador artificial, sugerem néo haver efeito da
exposicdo ou infeccdo sobre esse parametro, nas duas col6nias de Ae. aegypti (RecLab e
AeCamp) e em Cx. quinquefasciatus (colénia CqSLab), considerando-se o critério avaliado
(percentual de fémeas que completaram o repasto sanguineo em até 30 minutos de exposicao
ao alimentador). Styer, Meola e Kramer (2007) relataram que um maior percentual de fémeas
de Cx. tarsalis infectados pelo WNV realizou repasto sanguineo em alimentacGes artificiais
subsequentes & infeccdo, comparado com as fémeas ndo expostas (grupo controle) e as

expostas que ndo se infectaram. Os mesmos autores destacaram ndo haver diferenca
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significativa no status de ingurgitamento (quantidade de sangue ingerida) entre os trés grupos
avaliados.

Como relatado para o virus do Oeste do Nilo (STYER; MEOLA; KRAMER, 2007), é
possivel que o custo de infeccdo por ZIKV e CHIKV, sobre a capacidade reprodutiva,
isoladamente, tenha pouca relevancia, considerando-se que outros aspectos ndo foram
afetados pela exposicdo ou infeccdo aos virus, com excecdo para a sobrevida da colbnia de
Ae. aegypti de laboratdrio nas condicBes experimentais deste estudo. A sobrevida das fémeas
infectadas e as taxas de repasto sanguineo teriam maior efeito sobre o nimero de novas
infeccdes causadas pelos mosquitos (DYE, 1992).

Na colbnia RecLab, as fémeas infectadas com ZIKV, que realizaram um segundo
repasto sanguineo no 7° dia pds-exposicdo (DPE), apresentaram namero de cépias de RNA
significativamente maior, com relacdo aquelas que ndo fizeram essa segunda alimentagédo
sanguinea. Esses resultados corroboram os encontrados por Cui et al. (2019), os quais
relataram aumento de trés a quatro vezes na carga viral entre fémeas de Ae. aegypti infectadas
com DENV 4, apds alimentacdo sanguinea no 5° dia pos-infeccdo (CUI et al., 2019).
Contudo, considerando o numero limitado de fémeas infectadas e o necessario para melhor
avaliacdo estatistica dessa relacdo, envolvendo outras variaveis, sugere-se a realizacdo de
novos experimentos que possam confirmar esse resultado.

De modo geral, os resultados deste estudo indicam que a exposic¢ao e/ou infecgdo por
ZIKV impactam diferentemente sobre a capacidade reprodutiva quando se compara Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus. Neste Gltimo, apenas a exposicdo ao ZIKV, mas ndo a
infeccdo, reduziu a fecundidade e fertilidade das fémeas. Em Ae. aegypti, a infeccdo pelo
ZIKV reduziu a fertilidade da colénia de campo, AeCamp, mas ndo a sua fecundidade.
Adicionalmente, o impacto da infeccdo pelo CHIKV em Ae. aegypti foi maior com relagédo ao
custo bioldgico das fémeas das mesmas colbnias expostas ao ZIKV, considerando-se que 0
primeiro alterou negativamente os dois parametros da capacidade reprodutiva de AeCamp,
como também a fecundidade de RecLab.

Outro aspecto importante do comportamento de fémeas de mosquitos infectadas com
patdgenos € sua suscetibilidade a repelentes tépicos, uma vez que essa € uma medida de
protecdo amplamente utilizada e recomendada pela OMS, sobretudo em situacbes de
epidemia. Porém, sdo poucos 0s estudos desenvolvidos com a perspectiva de avaliar o
comportamento de fémeas infectadas com arbovirus em relacdo a resposta a repelentes. De
modo geral, o DEET é o mais estudado, com a espécie Ae. aegypti. Esses dados foram

levantados em uma revisao sistematica, a qual demonstrou também que os estudos realizados
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apontam uma reducdo na eficacia de repelentes em fémeas infectadas por arbovirus
(LAJEUNESSE et al., 2020).

Neste estudo verificou-se reducdo da suscetibilidade de fémeas da colénia RecLab,
infectadas com o ZIKV, aos repelentes DEET e Picaridina, na dose de 1%. Porém, com o
DEET na dose de 5%, essa diferenca ndo foi observada. Resultados semelhantes foram
encontrados por Leal et al. (2017) em estudo com uma coldnia de campo oriunda de Fernando
de Noronha, Pernambuco, utilizando-se os mesmos repelentes na dose de 1%. Em estudo com
0s quatro sorotipos DENV, ndo foram encontradas diferencas significativas nas respostas de
Ae. aegypti e Ae. albopictus infectados ao DEET na dose de 5% (FRANCES;
SITHIPRASASNA; LINTHICUM, 2011). A infeccdo pelo Sindbis virus resultou em maior
habilidade para alimentacdo sanguinea em Ae. aegypti, as quais utilizaram menos tempo para
completar o ingurgitamento, em invélucro contendo DEET, com relacdo aquelas néo
infectadas. A disseminacdo do SINV também favoreceu a habilidade para alimentacéo,
resultando em um aumento de 12% e 10% na quantidade de sangue ingerida, em relacdo aos
mosquitos ndo expostos ao virus e aqueles sem uma disseminacdo positiva do patdgeno
respectivamente (QUALLS et al., 2012).

O risco de transmissdo de patdgenos ocorre com fémeas mais velhas, a partir do
segundo ciclo gonadotréfico, uma vez que elas precisam de, pelo menos, duas alimentacdes
sanguineas para transmiti-lo. Entretanto, os testes de eficacia desses produtos sdo feitos em
fémeas nuliparas, o que pode comprometer a indicacdo da eficacia por serem fémeas jovens.
Assim, neste estudo, ensaios de comportamento de repeléncia foram realizados durante o
primeiro e o segundo ciclos gonadotréficos de fémeas de RecLab, ambos sem a presenca do
virus. Uma pequena reducdo na resposta de RecLab foi observada a 1% e 5% entre os dois
ciclos, mas esta ndo foi estatisticamente significativa. Estudo anterior verificou maior taxa de
ataque ao hospedeiro para fémeas mais velhas de Ae. albopictus, com 20 e 15 dias de
emergéncia, com relacdo as mais jovens, de 10 e 5 dias (XUE et al., 1995). Diferentemente,
outro estudo demonstrou maior eficdcia do DEET em fémeas mais velhas das espécies An.
gambiae, 18 dias de idade, e Ae. albopictus, 20 dias (MULATIER et al., 2018).

Neste estudo, sugere-se que a infeccdo pelo ZIKV, isoladamente, ndo altera
significativamente a suscetibilidade de Ae. aegypti, colénia RecLab, ao repelente DEET. A
sensibilidade olfatéria dos mosquitos mais velhos pode ser um pouco menor, mas essa
diminuicdo pode ser compensada pela aplicacdo de doses mais altas (LEAL et al., 2017).

Diante do exposto, os resultados deste trabalho podem desencadear o desenvolvimento

de futuras investigacOes na perspectiva de elucidar as muitas lacunas ainda existentes sobre os
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varios aspectos da capacidade vetorial de mosquitos. Esses poderdo contribuir, sobretudo,
para a definicdo e implementagdo de métodos mais eficazes de controle populacional de
vetores, de modo a potencializar o custo bioldgico causado pela exposicdo ao patégeno, aqui
especificamente caracterizado pela fecundidade, fertilidade e resposta ao DEET, repelente

mais utilizado mundialmente.
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10 CONCLUSAO

a)

b)

9)

Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) infectam e disseminam, em altas taxas,
em fémeas de Ae. aegypti, colonias RecLab e AeCamp; porém, em Cx.
quinquefasciatus, colonia CgSLab, expostas ao ZIKV, essas taxas sao mais
baixas;

A exposicdo e/ou infeccdo pelos ZIKV ou CHIKV aumentam o risco de morte
e reduzem a longevidade de RecLab, mas ndo alteram esses parametros em
AeCamp;

Em Ae. aegypti, a fertilidade é reduzida pela infeccdo com os ZIKV ou
CHIKV, mas o CHIKYV reduz também a fecundidade na col6nia AeCamp;

A sobrevida e longevidade de fémeas de CqSLab ndo sofrem impacto pela
exposicao e/ou infecgédo pelo ZIKV. Entretanto, a fecundidade e fertilidade séo
reduzidas pela exposicao ao virus, mas ndo pela infeccao;

A exposicdo e/ou infeccdo pelos ZIKV e CHIKV, em RecLab e AeCamp,
assim como pelo ZIKV em CqgSLab, ndo alteram a atividade de repasto
sanguineo pds-exposicdo aos virus, considerando-se o parametro avaliado;

De modo geral, a exposi¢do e/ou infec¢do por ZIKV impactam diferentemente
sobre a fecundidade e fertilidade, quando se comparam Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus. O impacto do CHIKV em Ae. aegypti é maior com relacédo
ao impacto causado pelo ZIKV, considerando-se 0s mesmos parametros;

A exposicdo ao ZIKV reduz a resposta ao repelente DEET em RecLab, na dose
de 1%, mas ndo a Picaridina. Essa reducdo pode ser compensada pelo uso de

doses mais altas.
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: The workd Health Organization (WHO) recommends that people travelling to or living in areas with Zika
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. including the use of insect repellents. It is, however, unknown whether repellents are effective against

: ZIKV-infected mosquitoes, in part because of the ethical concems related to exposing a human subject's
: armto infected mosquitoes in the standard amm-in-cage assay. We used a previously developed,

¢ human subject-free behawioural assay, which mimics a human subject to evaluate the top two

: recommended insect repellents. Our measurements showed that DEET provided significantiy higher

: protection than picanidin provided against noninfected, host-seeking females of the southern house

. mosquito, Culex guinguefasdatys, and the yellow fever mosquito, Aedes gegypti. When tested at lower
: doses, we observed a significant reduction in DEET-elicited protection against ZIKV-infected yellow

: fewer mosquitees from old and recent laboratory colonies. The reduction in protection is maore lkely

. assodated with aging than the virus infection and could be compensated by applying a 5x higher dose
: of DEET. A substantial protection against ZIKV-infected and old noninfected mosguitees was achieved
: with 5% DEET, which comesponds approximately to a 30% dose in the conventional anm-in-age assays.
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wirus (ZIKY) outbreaks or epidemics adopt prophylactic measures to reduce or eliminate mosquito bites,

¢ The Fika virus (ZIKW) was isolated from a sentine] rhesus monkey almost seven decades ago during a long-term
: research program by the Rockefeller Foundation and aimed at unravelling the cyde of syhan yellow
¢ fever wirus in Uj . Among the seven new viruses discovered in the Yellow Fever Research Institute at Entebbe,
¢ the West Nile Virus (WKNV], bmnmu:lﬁampmuhﬂ}'ﬁrm seasaral epidemics” in North
¢ America and being the most common case of neurciovasive (encephalitis, meningitis, or acute faccid paralysis)
: arboviral diseases in the United States of America®. Meanwhile, oo one paid much attention to ZIKY, because

: toan outhreak that occurred in the Yap Islind in 2007 ooly 14 human cases had been sdentified®. DnYlp]J
: Federal State of Micronesia, it was estimated that 73% of residents 3 years of age or older have been infected with
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: teratogenic effect’, which led the World Health Organization (WHO) to daclare cn Febroary 1, 2006 ZIKV an
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Figure 1. DMagrammatic representation of the human subject-free, surface landing. and feeding assay. The
mdlﬁmnm:mﬂypﬂm:dﬂnﬂzyhbbimhhﬂmdﬁmambmdmnﬁﬂmm
behind the board toa water bath and surrounded by filker paper rings in the behavioural arena. Blunted tips of
stainless strel needles placed oo the ufn:hrubenennsnntm]}'mﬂdnerﬂﬂahnahuhmd:m:]
cotton rolls. The rolls were koaded with defibrinated sheep blood oo the ciroubar surface facing the mosquite
cage (oot seen). Hexame (200 ) was applied to the sdge of one ring (contral), and the same volume of a solution
:frq)dlmt{r_g,DEEﬂmlnul]:ﬂ'rmg{tﬂ} ﬂﬁﬂaﬂwtngnapuimﬁrltlﬂd]mlhﬂrmgm
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increasing locomotion activity after an inssct makes contact with the source'®. From a strict mechanistic perspec-
tive, thess bwo gro Mhmﬂmm&mhmmﬂm}fkﬁmapﬂmﬂ&
i int, it would suffice to consider that repellents are odorants and contact are tastants,
m'x::mndnuflchmm'lm:ﬂmdnm nnd'hﬂ:ndn:lknm;rﬂ]:ecmﬂ] contact repel-
Im.h{cm:tnhzwm]mmahahbmpmmhn;mmqmmhﬂﬂ.q: nqlﬁ;hﬂlm preferred for skin
application given that viruses may be transmitted while a mosguito is probing the prior to inftixting a blood
me=al'z, ﬁddmnﬂ;nmrepb:mmlhlﬂnryghndlmrlﬁﬂdﬂ!mym”mimemmﬂy
redisce comtact

Wehnmd%hnnwhlhrﬂﬂm&:ﬂmm]ddﬂrmqm 5 to mnclrepdlum
recommended for ZIKV prevention'. Eficacy of mosquitc T
hgmﬂ-:lm:lhﬂ!hmnmeda]?mh:chﬂnl;uxyfﬁ?ﬁ]wmdm{ﬂ” In short, test :ﬂ:m
directly to the arm of 2 human volunteer, which is then inserted into a cage housing healthy, mal:
masquitoes io determine bnding and/or probing activity. Although alierative methods that prevent direct con-
tact between the mesquito and the subject’s arm have been designed ™, legitimate ethical concerns preclude
measuring repellency with EPA and WHO standard arm-in-cage protocals when using infected mosquitoes.
We applied a previously develaped two-chaice human subject-free, noncontact repellency assay™ to test pro-
tection of commercial repellents against ZIKV-infected mosquitoes. Here, we repart that the aldest tic
repellent on the market, DEET (N, N-diethyl-3-methylbenzamide}, hunhghﬂprﬂ:ﬂmml:aaq:ah:l
rcpeﬂ:ntapmbur]:lhemnﬂ:emhmmmqmm. Culex quimguefasciatus, and the yellow fever mosguito,
ﬂn&imn.lhmﬂ:mmmndﬂ'nmrn. idin (lcaridin, Bayrepel®, butan-2-p 2- (2-hydroxypethyl)
piperidine-1-carboxylate). Additionally, we wrhbumq mdﬁdd ulations of the yellow fever mos-
quite from Brazil Inh!:m]ﬂ.n:duﬂ:d mﬂﬂ.&qmmmﬁr
protection against ZIKV, higher doses of DEET-based repellents should be applied.

Results and Discussion
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First and foremost, it allows measurement of jour in the absence of a kuman subject, which

i imvaluable when measuring behaviour of infected mosguitoes. Secondly, it evaluates only spatial repellency
Fnhthﬂmﬂaﬂ:ﬁ:ﬂmtmmwnmmmm a Hood source, no direct contact
between the and the ¥ system is The chemical curtain generated by the vapour phass
nfatﬂtmp:ﬂ:mipphdmaﬁhﬂwﬂ' ring surrounding the attractant source causes the responder to steer
away from airhorne chemicals (spatial ncy). Lastly, this two-choice assay allows simulaneous assessment
of repellency and mosquito avidity for 2 meal based on the responses to the control side of the arena. This
amay thus reduces/eliminates the possibility of flse-positives when testing one at a time in no-chaoice assays like
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