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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Stéphanie Silva Campos

O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus cujo principal vetor € o mosquito Aedes aegypti. E
transmitido principalmente pela picada de fémeas do mosquito quando apresentam
particulas virais infectantes na saliva, uma via conhecida como transmissédo
horizontal. No entanto, a transmissao vertical (progenitora infectada gera prole
infectada) e a transmisséo sexual ou venérea (0 virus é passado através da cépula) ,
também sdo possiveis entre mosquitos. Estas Ultimas sdo apontadas como um
mecanismo de manutenc¢do viral na natureza no periodo entre epidemias. A variacao
da frequéncia dessas rotas parece ser grande e estar ligada a iniumeros fatores,
desde o virus, espécie e populacédo do vetor até condicdes ambientais. Analisando a
importancia do conhecimento dos diferentes aspectos da dindmica da transmisséo
do ZIKV, e considerando a falta de estudos sobre as vias de transmisséo vertical e
venérea deste virus, este trabalho tem como objetivo avaliar a ocorréncia dessas
vias em mosquitos Ae aegypti infectados com ZIKV. Para isso, inicialmente, fémeas
do mosquito Ae aegypti de diferentes localidades (Urca, Manguinhos e Goiania)
foram infectadas oralmente usando diferentes cepas de ZIKV. Além da cepa viral e
da populacdo de mosquito, nos ensaios de transmissao vertical houve variagcdo no
tempo entre a alimentacdo sanguinea infectante e a alimentacdo sanguinea nédo
infectante, destinada a estimular a desova (10 e 14 dias apos infec¢cdo). Tambéem
variaram as condi¢cdes em que as desovas foram recolhidas - individualmente ou em
conjunto de ovos - e a forma como foi examinado o tempo de vida da prole (pool ou

individual). Nos ensaios de transmissdo venérea, as principais variagcdes testadas



foram as populacbes de mosquito, as cepas virais utilizadas para infeccdo das
fémeas, as condicdes de manutencdo dos adultos - alimentagdo em conjunto em
uma mesma solugdo agucarada ou ndo, e o tempo de cruzamento entre machos e
fémeas infectadas oralmente ou fémeas nao infectadas. A infeccdo ndo provocou
diferencas significativas entre as taxas de postura de eclosdo. Um pool de cinco
machos filhos, dentre 574 fémeas e 526 machos (organizados em pool de 2 ou 5
individuos) de fémeas infectadas se mostrou positivo por analise de RT-qPCR.
Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da amostra viral usada para infec¢do das
maes e da amostra recuperada da prole infectada revelou mutacdes nos genes que
codificam as proteinas NS2B e NS2A, com substituicdo de aminoacido nesse ultimo.
Em relagdo a transmissdo venérea, foram detectadas particulas virais em trés
machos de diferentes experimentos de acasalamento com fémeas infectadas.
Através do alinhamento das sequéncias gendémicas do ZIKV obtido de um desses
machos, juntamente com amostra original usada para infeccdo das fémeas e RNA
viral isolado de fémeas infectadas, apontou alteracdes no gene que codifica a
proteina E apenas no macho. Concluimos que, experimentalmente, as transmissdes
vertical e venérea ocorrem no par Ae aegypti — virus ZIKA, ainda que com

frequéncia relativamente baixa.
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MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Stéphanie Silva Campos

The Zika virus (ZIKV) is a flavivirus whose main vector is the mosquito Aedes
aegypti. It is mainly transmitted by the bite of mosquito females presenting infectious
viral particles in the saliva, a route known as horizontal transmission. However,
vertical transmission (infected parent generates infected offspring) and sexual or
venereal transmission (the virus is passed through copulation) are also possible
among mosquitoes. The latter are noted as a viral maintenance mechanism in nature
in the period between epidemics. The frequency variation of these routes seems to
be high and to be linked to numerous factors ranging from virus, species and vector’s
population to environmental conditions. Analyzing the importance of the knowledge
about different aspects of ZIKV transmission dynamics, and the lack of studies
regarding vertical and venereal transmission of this virus, this study aims to evaluate
the occurrence of these pathways in Ae aegypti mosquitoes infected with ZIKV. To
achieve this goal, initially Ae aegypti mosquito females from diverse locations (Urca,
Manguinhos and Goiania) were orally infected using different strains of ZIKV. In
addition to the viral strain and mosquitoes population, in the vertical transmission
assays variations were also included regarding the time lag between the infectious
and the subsequent noninfectious blood meals, the last aiming to stimulate
oviposition (10 and 14 days per infection). Variations were also included in the
collection conditions of the oviposited eggs - individually or in pools, and in the way
the offspring lifetime was examined (in pool or individual eggs). Regarding venereal
transmission assays, the main tested variations were the mosquitoes population, the
viral strains used for females’ infection, the rearing adult conditions - sugar feeding
solution offered to a pool of mosquitoes or not, the time of crossing between males
and orally infected and / or uninfected females. There were no significant differences
in oviposition and hatching rates of infected and uninfected groups. A pool of five
males in 574 females and 526 males (organized in pools of 2 or 5 individuals),
offspring of infected females, was positive by RT-gPCR analysis. Alignment of the
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nucleotide sequences of the virus used for mothers' infection and the recovered
infected offspring revealed mutations in the NS2B and NS2A coding genes, leading
to amino acid substitution in the latter. In relation to the venereal transmission, Zika
virus particles were detected in three males arising from different experiments of
mating with infected females. Through the genomic sequences alignment of the virus
obtained from one of these males with the original samples, employed to infect the
females used in the insemination assays and genomic virus from females infected
was identified changes in proteins E. We conclude that, experimentally, both vertical
and venereal transmissions occur in the Ae aegypti - ZIKA virus, albeit with relatively
low frequency.
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1. INTRODUCAO

1.1 Arboviroses

Arboviroses séo infec¢des virais ocasionadas por arbovirus. A palavra
arbovirus é resultante da expressédo na lingua inglesa arthropod-borne virus, que se
refere aos virus mantidos na natureza por propagacdo bioldégica entre um
hospedeiro vertebrado e um artropode de habito hematofagico (Higgs e Beaty,
2004). Assim, esta categoria de virus tem o desafio de infectar hospedeiros muito
dispares, capazes de se replicar em distintos tipos celulares, em diferentes
temperaturas corporais e de interagir com variados sistemas bioquimicos e
moleculares. Dessa forma, ambos os hospedeiros (vertebrado e invertebrado) sdo
reservatorios destes arbovirus. No caso de hospedeiros susceptiveis ou permissivos,
os arbovirus podem se mantiver temporariamente ou mesmo durante todo o resto da
existéncia pos-infeccdo. O primeiro caso corresponde aos vertebrados, que,
geralmente, ap0s a producdo de anticorpos neutralizantes, limitam a existéncia do
arbovirus em seu organismo. No segundo caso, os artropodes, ja que a partir do
momento em que o individuo estiver infectante para o arbovirus, assim permanecera
por toda a vida (Kramer, 2016). Durante a infeccdo, permanente ou transitoria, no
invertebrado ou vertebrado, ocorre interacdo complexa arbovirus-hospedeiro, que
depende de fatores bibticos e abidticos. Dentre os primeiros, destacam-se a
genética do virus e do hospedeiro e, no segundo, a temperatura. A perpetuacéo de
dado arbovirus no ecossistema depende de dindmica na qual o comportamento
alimentar do artropode vetor, a sazonalidade de sua densidade populacional, as
condi¢cdes climaticas e outros fatores que influenciam a sua longevidade e
metabolismo sdo cofatores (Marquardt, 2004; Diaz et al, 2012; Kramer, 2016).

De acordo com o Centro de Controle e Prevencédo de Doencas dos Estados
Unidos (CDC, 2010), ha pelo menos 530 arbovirus identificados, dos quais cerca de
100 sao responsaveis por infeccdo e/ou doencas em humanos. Dentre os principais
géneros de arbovirus responsaveis por enfermidades humanas estdo: Flavivirus,
Alphavirus, Orthobunyavirus e Phlebovirus.

As arboviroses mais importantes, do ponto de vista da saude publica, sdo
aquelas transmitidas por mosquitos, cujos agentes provocam viremia e/ou sintomas

em seres humanos (Gubler e Roehring, 1998). Em funcdo das necessidades
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ambientais de seus vetores, as arboviroses se concentram em grande parte nas

areas tropicais do planeta (Karabatsos, 1985; Gubler, 1996).

1.1.1 Interacéao Virus Vetor

As arboviroses sdo essencialmente zoonoses, em que animais ndo humanos,
COmo aves e outros primatas, por exemplo, participam da transmissao juntamente
com mosquitos, em ciclos silvestres, rurais e/ou urbanos (Karabatsos, 1985;
Vasilakis e Weaver, 2011) (Figura 1). Em alguns casos, arbovirus podem se adaptar
a vetores sinantrépicos e passarem a ser mantidos em ambiente modificado, onde,
na auséncia de outros reservatorios humanos é a fonte de infeccdo para mosquitos.
Este € o caso das epidemias urbanas do virus da dengue e chikungunya, por

exemplo, nas Américas (Gubler, 2002).

Aedes luteocephalus (West Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (tropics)
Aedes furcifer (West Africa) Aedes albopictus (tropics)
Aedes niveus spp. (Southeast Asia) Aedes polynesiensis (Polynesia)

Aedes furcifer (West Africa)
Aedes albopictus (Southeast Asia)

Zone of
emergence

Sylvatic cycle Rural areas Human cycle

Nature Reviews | Microbiology

Figura 1: Demonstracdo esquemética dos ciclos do virus dengue, que exemplifica
essencialmente os possiveis ciclos de um arbovirus transmitido por mosquito. Fonte:
Vasilakis et al. (2011).

A dinamica do ciclo de um arbovirus na natureza envolve a interacéo entre o
virus, o hospedeiro vertebrado, o vetor e o ambiente (Diaz et al., 2012) (Figura 2).
Neste ultimo, a temperatura, a umidade relativa do ar e o tipo de ocupacédo e uso

humanos do espaco exercem forte influéncia sobre tal dindmica. Uma vez que os
15



mosquitos sdo seres exotérmicos, a temperatura ambiente influenciara diretamente
0 seu metabolismo e a velocidade de replicagdo do virus em seu organismo.
Normalmente, quanto mais baixa a temperatura, mais lentas séo a replicagéo e a
disseminacdo do virus. Nem sempre, porém, a temperatura exerce influéncia
idéntica na transmissao de virus distintos, uma vez que, juntamente com esse fator
abidtico, as genéticas, tanto do virus quanto do hospedeiro invertebrado, regem, em
conjunto, o fenbmeno. Ao mesmo tempo, ja se observou que a disseminacdo e a
capacidade de transmisséo de certos arbovirus sdo menores quando 0s insetos sao
mantidos de forma constante em temperaturas relativamente altas (28° C), em
comparagcdo com aqueles que sofrem variagbes circadianas de temperatura
(Carrington et al., 2013).

Environnement

mosquito vector

vetebrate

Figura 2: Interacdo entre elementos bidticos e abiéticos na dindmica do ciclo de um arbovirus. Cortesia
de A-B Failloux.

Depois do repasto em um vertebrado virémico, a transmisséo pela picada de
um mosquito somente é possivel apés um periodo de replicacdo (no estbmago) e
disseminacdo das particulas virais no seu organismo (tecidos como glandula
salivar). Neste sentido, como sera descrito a frente, a longevidade e a probabilidade
de sobrevivéncia diaria de um mosquito exercem influéncia decisiva na dinamica de
transmissdo. Por sua vez, longevidade e taxa de sobrevivéncia diaria dependem
obviamente de fatores bidticos, mas também das condi¢cbes ambientais. Neste

aspecto, o custo biolégico da resisténcia a inseticidas, a variabilidade genética e as
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condicbes de nutricdo da populacdo do mosquito estdo entre exemplos dos
primeiros, enquanto a umidade relativa e o uso do ambiente por humanos destacam-
se entre os ultimos (Lourenco-de-Oliveira, 2015 a). A transmissdo de agentes
infecciosos por artrépodes vetores se da por duas formas: mecanica e bioldgica
(Higgs e Beaty, 2004). A transmissao mecanica consiste na transferéncia do agente
infeccioso pelo artropode de forma fisica. Na transmissdo bioldgica, o microrganismo
infecta 0 hospedeiro invertebrado, se reproduz e/ou se desenvolve em diferentes
estadios de vida, podendo entédo ser transmitido a um hospedeiro vertebrado (Higgs
e Beaty, 2004). No caso de culicideos vetores, o processo de transmisséo biologica
de parasitos ao hospedeiro vertebrado ocorre via alimentacdo sanguinea realizada
exclusivamente pelas fémeas (Consoli e Lourencgo-de-Oliveira, 1994; Clements,
1999). Os arbovirus séo transmitidos biologicamente para vertebrados.

Assim, ao ingerir sangue virémico, as particulas virais se aderem a membrana
plasmatica das células epiteliais do estdbmago do vetor, onde irdo invadir e se
replicar nestes tipos celulares. Os mecanismos que afetam a capacidade dos virus
de infectar estas células compdem a chamada barreira de infeccdo do intestino (MIB
— Midgut Infection Barrier). Essa replicagdo € normalmente restrita a um determinado
periodo, especifico para cada arbovirus. Em populac¢des suscetiveis do vetor, apés
escapar da barreira do intestino médio, o virus ganha a hemolinfa ou a rede de
traqueiolas e traqueias que oxigenam diversos Orgaos, infectando tecidos
secundarios: corpo gorduroso, tecido nervoso, sistema reprodutor e glandula salivar.
Em outras palavras, o virus vence a barreira de escape do intestino (MEB — Midgut
Escape Barrier) e se dissemina. Uma vez instalada a infeccao fora do estémago, o
mosquito permanece infectado pelo resto de sua vida. Nos mosquitos nao
susceptiveis, as particulas virais ndo ultrapassam a barreira intestinal e a infeccao
fica restrita ao estbmago, situacdo em que o mosquito esta infectado, porém nédo é
infectante. Por fim, para chegar a ser expelido junto a saliva do mosquito durante a
hematofagia, o virus deve vencer a barreira de transmissédo (TB — Transmission
Barrier) presente na glandula salivar do animal (Hardly et al,1983; Girard et al., 2004;
Higgs e Beaty, 2004; Halstead, 2008). Neste caso, diz-se que havera transmissao
horizontal. Esse ciclo viral no vetor é fortemente influenciado pela temperatura, como
demonstrado em trabalhos com mosquitos infectados pelo virus dengue: verificou-se
que exposicdo a temperaturas elevadas, acelera a chegada do virus as glandulas

salivares do inseto (Lambrechts et al., 2011). As barreiras de infeccao e barreiras de
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escape do intestino citadas anteriormente estao diretamente ligadas a competéncia
vetorial de mosquitos vetores (Gubler et al,1998; Bosio et al,1998).

Denomina-se competéncia vetorial a susceptibilidade de uma populacdo de
inseto vetor ao parasito (Hardy, Houk et al., 1983; Black e Severson, 2005). Como a
infeccdo do virus no mosquito evolui no tempo e espaco (tecidos primario e
secundéario de replicacdo), a competéncia vetorial é quantificada igualmente
segundo as etapas. Assim, a taxa de infeccdo, determinada a partir de tecidos do
abdome ou abdome + tdrax (corpo), por exemplo, corresponde ao percentual de
individuos infectados dentre o nimero de individuos desafiados oralmente pelo virus
a partir de um repasto sanguineo, decorridos alguns dias do repasto. A taxa de
disseminacgéo, geralmente determinada a partir de triturados das patas, asas ou
cabeca dos insetos testados, corresponde ao percentual de mosquitos positivos
nestes tecidos dentre aqueles que tinham o corpo positivo. Por dltimo, a taxa de
transmissdo corresponde a propor¢do de individuos com a saliva positiva dentre
agueles em que o virus foi capaz de se disseminar (Vega-Rua et al., 2014).

O periodo compreendido entre a ingestdo de sangue infectado e o
aparecimento do virus na saliva e a sua transmissdo para outro hospedeiro
vertebrado se denomina periodo de incubacao extrinseco. O tempo decorrido desde
a exposicdo ao virus até o aparecimento dos primeiros sintomas no hospedeiro
vertebrado é chamado de periodo de incubacéo intrinseco (Higgs e Beaty, 2004).

Naturalmente, os insetos estdo expostos a diversos agentes infecciosos como
fungos, protozoérios, bactérias e virus. Objetivando combater a invasdo desses
microrganismos, o0s insetos desenvolveram diferentes mecanismos de defesa, que
vao desde barreiras morfolégicas (cuticula e matriz peritrofica) a respostas mediadas
por componentes celulares (encapsulacdo e fagocitose) e humorais (melanizacéo e
peptideos antimicrobianos) (Marquardt, 2004; Lemaitre e Hoffmann, 2007). As
respostas imunoldgicas dos insetos advém do sistema imune inato, jA que 0s
invertebrados ndo possuem memoéria imunoldgica, impossibiltando o
desenvolvimento da imunidade adquirida (Lemaitre e Hoffmann, 2007).

Mosquitos estdo sujeitos a desafios de grande variedade de microrganismos
devido aos seus habitat e habitos alimentares. No estagio larvar, mosquitos ingerem
uma série de microrganismos em suspensao ou depositados no fundo de seus
criadouros, ao passo que as fémeas adultas, durante a ingestdo de sangue, podem

adquirir infecgbes por bactéria, helmintos, virus e protozoarios. O sistema imune
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inato desses animais possui mecanismos capazes de distinguir diferentes classes de
agentes infecciosos e combaté-los (Dimopoulos, 2003; Lemaitre e Hoffmann, 2007).
Em mosquitos, estudos mostram que as vias Toll, Imd (Immune Deficiency) e JAK-
STAT (Janus kinase signal transducer and activation of transcription) estéo
envolvidas na producdo de peptideos antimicrobianos conferindo protecdo contra
fungos, bactérias, protozoarios e virus (Shin et al., 2005; Antonova et al., 2009;
Garver et al.,, 2009; Souza-Neto et al., 2009; Magalhaes et al., 2010; Sim e
Dimopoulos, 2010; Carvalho-Leandro et al., 2012).

Sabe-se que, durante a digestdo sanguinea, o tubo digestivo do inseto, em
especial o estbmago (ou intestino médio), tecido primario de replicacao viral, abriga
grande amplificacdo da flora bacteriana. Decorre uma resposta imune que de
alguma forma interfere com a replicacdo viral. Insetos tratados com antibioticos
tendem a apresentar maior carga viral no organismo e maior propor¢do de
disseminacgdo viral, 0 que é atribuido a importante atuacdo da microbiota intestinal
na inibicdo do desenvolvimento de patégenos - como o virus da dengue - por meio
da modulacdo do sistema imune do mosquito ou da producdo de moléculas
antimicrobianas. A microbiota esta ligada a competéncia vetorial, em funcdo de seu
importante papel na permissividade da infeccdo de um determinado microrganismo,
e também de sua influéncia na reproducao, nutricdo e desenvolvimento do vetor (Xi
et al., 2008, Dong et al., 2009, Ramirez et al., 2012, 2014). Tais achados sugerem
que a introducdo de bactérias capazes de combater patdégenos no intestino do
mosquito poderia ser util na estratégia de controle, como é o caso da Wolbachia
(Gusméo et al., 2010; Ramirez et al., 2012, 2014; Villegas e Pimenta, 2014). A
bactéria endossimbidtica Wolbachia, embora presente em cerca de 40% de todas as
espécies de insetos terrestres € ausente de vetores de importancia médica como
Anopheles stephensi, Anopheles gambiae e Aedes aegypti (Hilgenboecker et al.,
2008; Zug e Hammerstein, 2012). E capaz de bloquear a transmissdo de muitos
agentes infecciosos em mosquitos, como os virus da dengue, chikungunya, Zika
(Moreira et al., 2009; Bourtzis et al., 2014; Tan et al, 2017).

Ainda que a via RNA de interferéncia (iRNA) ndo seja considerada classica da
imunidade inata, possui um importante papel na atividade antiviral (Sim et al., 2014).
Segundo Campbell et al. (2014), os arbovirus sdo capazes de modular a expresséo

de IRNA dos insetos, de modo a facilitar sua replicagdo e disseminagéo no vetor.
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Tal fato pode, por exemplo, ser observado em Aedes aegypti infectados por DENV e
Aedes albopictus infectados por CHIKV (Hussain et al., 2012).

A variabilidade genética de um arbovirus em uma dada area € de grande
importancia, uma vez que esta pode conferir evasdo do sistema imune do
hospedeiro, aumento da viruléncia, resisténcia a antivirais e, em consequéncia,
aumentar a gama de hospedeiro. Ficou evidente ao longo dos anos que a
epidemiologia das arboviroses é determinada por muitos fatores que incluem o
hospedeiro, o vetor e 0 ambiente e que esses, em conjunto, influenciam a
diversidade genética do virus. A caracterizacdo molecular e a analise filogenética de
isolados de arbovirus, feitas a partir de vertebrados e vetores, tém ajudado na
compreensao da dinamica de transmissdo. No mosquito, a evolucdo da infeccéo dos
arbovirus é determinada por complexas interacfes, identificadas desde os niveis
molecular e celular até o populacional (Sanchez-Vargas et al., 2009). J& se verificou
que amostras (gendtipos) diferentes do mesmo sorotipo de virus dengue (como
DENV3), em uma mesma populacdo do vetor, podem se replicar com intensidades
diferentes e se disseminar com distinta eficiéncia até a glandula salivar (Hanley et
al., 2008). Ou seja, de alguma forma parece haver selecdo de populacdes virais,
com sucessos variados na infeccdo do mosquito. Com efeito, no hospedeiro
vertebrado, como o homem, no qual a resposta imune é de grande complexidade,
ocorrem distintas interacbes das particulas virais em muitos tecidos (Geisbert e
Jahrling, 2004; Gandini et al., 2011).

O estudo das interagBes entre o virus e o vetor e de como estas interacdes
formatam as pressdes evolutivas especificas do vetor e do préprio virus é
necessario para melhor avaliar os fatores que governam o potencial que o virus tem
de se adaptar a vetores ou/e de se expandir geograficamente (Ciota e Kramer,
2010).

O vetor desempenha um importante papel no mecanismo de selecdo e
manutencdo de elevados niveis de viruléncia (Monath, 1994; Arias-Goeta et al.,
2013, 2014). Variacdes pontuais em um gendtipo especifico de arbovirus podem ser
responsaveis pelo aparecimento de cepas de virus que se replicam com mais
eficiéncia em humanos e em mosquitos, e que produzem altas taxas de viremia,
facilitando a transmissao pelos vetores. Vale ressaltar que a mesma mutagéo
ocorrida em determinado virus pode favorecer sua replicacdo, disseminagdo e

transmissdo em uma espécie de vetor, mas ndo necessariamente em outra. Um
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exemplo é a mutacdo ocorrida na posicao 226 da glicoproteina E do envelope do
virus chikungunya, que aumentou sua competéncia vetorial pelo Aedes albopictus
em algumas regides africanas, embora o0 mesmo ndo tenha sido observado para
Aedes aegypti (Vazeille et al, 2007). A variacdo genética, as mutacfes adaptativas
gue ocorrem nos virus durante a replicagcdo em mosquitos, bem como a influéncia de
tais variagbes na transmissdo entre mosquitos e humanos e entre mosquitos
permanecem pouco conhecidas. Algumas mutacdes adaptativas em cepas de virus
emergentes podem afetar a intensidade de transmissdo por uma espécie de
mosquito, mas ndo por outra. Isso se deve ao alto custo na biologia do vetor,
incluindo diminui¢do da longevidade e taxa de postura, em consequéncia a resposta
do principal mecanismo antiviral, iRNA. E possivel que ocorram mutacdes
adaptativas ou diferencas na variabilidade genética em um isolado viral durante os
processos de transmissao vertical ou venérea. Ou melhor, € possivel que, na prole
que nasce infectada, o virus ndo tenha a mesma variabilidade genética que em sua

progenitora ou vice-versa (Kramer, 2016).

1.2. Transmissao Transovariana e Venérea

Higgs e Beaty (2004) descrevem dois principais tipos de transmissao para 0s
ciclos de infeccdo em culicideos vetores: a vertical e horizontal. Na transmisséo
horizontal, o vetor é infectado por meio de um repasto sanguineo contendo sangue
virémico e transmite o virus pela picada ap6s um periodo de incubacéo extrinseco,
como descrito acima. Outra forma de transmissdo horizontal, dessa vez entre
mosquitos, € a venérea, ou sexual, detectada primeiramente por Thompson e Beaty
(1977) em Aedes triseriatus infectados pelo virus da encefalite La Crosse. A
transmissao vertical consiste na transferéncia do virus de uma progenitora para sua
prole. Esse tipo de transmissdo pode ocorrer através do mecanismo de transmissao
transovo (infeccdo dos ovos no momento da oviposicao, ficando a particula viral
depositada na superficie do ovo) ou transmissdo transovariana (infeccdo do foliculo
embrionéario) (Rosen, 1988). A via transovariana apresenta maior eficiéncia se
comparada a via transovo, pois a infec¢do das células germinativas é permanente
(Tesh, 1984).

A via hospedeiro vertebrado — vetor — hospedeiro vertebrado é considerada a
determinante para a epidemiologia de arboviroses e é a ela que epidemias dao
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visibilidade (Fine, 1975). Porém, apds as epidemias ou epizootias e nos periodos de
grande atividade viral em locais endémicos ou enzodticos, uma consideravel
proporcdo dos hospedeiros vertebrados de uma area apresentard anticorpos
neutralizantes especificos contra o virus que circulou intensamente. Com isso, ao
longo dos dias, a chance de um mosquito contendo particulas virais infectantes na
saliva picar um individuo susceptivel é reduzida. No entanto, no periodo entre
epidemias, quando as condi¢bes ambientais e epidemioldgicas sédo desfavoraveis
para a procriacdo do vetor artropode e a transmissao do virus, algumas hipoteses
procuram explicar a manutencdo do virus na natureza. Dentre os mecanismos de
conservagao estdo: participagdo de hospedeiros desconhecidos e formas
alternativas de transmisséo (Reeves, 2004; Charron et al., 2013).

Como sugerido por Lequime e Lambrechts (2014) a transmisséao vertical nos
artrépodes pode funcionar como um mecanismo de conservacdo de um arbovirus
nos momentos em que as taxas de transmissao horizontal sdo mais baixas, ja que
além de gerar fémeas, machos também podem ser infectados verticalmente e
transmitir o virus via sexual (Thompson e Beaty, 1977). A transmisséo vertical pdde
ser comprovada, tanto na natureza quanto experimentalmente, em numerosos
estudos utilizando diferentes arbovirus dos géneros Flavivirus, Alphavirus e
Ortobunyavirus (Watts et al., 1973; Castro et al., 2004; Chompoosri et al., 2016). No
entanto, as taxas de transmissao vertical podem variar de acordo com o virus, o
mosquito e as condic¢des climaticas (Lequime et al., 2016). Por exemplo, as taxas de
transmissao vertical natural em Aedes sdo maiores em condi¢cBes de clima arido, se
comparadas as taxas observadas em condicdes tropicais (Lequime et al., 2016).
Também ja foi observado que, em comparacdo com os géneros Flavivirus e
Alphavirus, virus do género Orthobunyavirus sdo mais eficientes na transmisséo
vertical, o0 que ocorre por transferéncia pela via transovariana (Leake, 1984; Tesh,
1984; Turell, 1988). Como sugerido por Rosen (1988), diferentemente dos
Orthobunyavirus, a transmissao vertical de Flavivirus por mosquitos Aedes se deve
ao mecanismo do tipo transovo.

Em relagédo a transmisséo venérea, horizontal, foi observado primeiramente
por Rosen (1987), em Ae albopictus infectados via intratoracica por DENV, que
machos infectados conseguem transmitir o virus via sexual, mas o contrario (fémeas
infectando machos) n&o foi demonstrado. Diversos estudos envolvendo a

transmissao venérea em varios insetos vetores mostraram que machos infectados
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sdo capazes de infectar fémeas da mesma espécie por meio de esperma e/ou
fluidos seminais contaminados. Este € o caso do trabalho desenvolvido por Mavale
et al. (2010), que infectaram Ae aegypti machos com CHIKYV via intratoracica; 4 dias
depois da infeccao (dpi), fémeas da mesma espécie foram postas em contato com
esses machos por oito dias. Ao final deste periodo, cerca de 11% das fémeas

analisadas estavam infectadas por CHIKV.

1.3 Vetor Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762, é um inseto diptero
pertencente & familia Culicidae e subfamilia Culicinae (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira, 1994). E, talvez, uma das espécies de insetos mais estudadas em vista de
sua importancia epidemiolédgica, uma vez que é transmissor natural do virus da febre
amarela urbana, dos quatro sorotipos do dengue, de chikungunya e Zika.

Trata-se de uma espécie de origem africana que se disseminou passivamente
para varias partes do mundo a custa das atividades humanas, em momentos
distintos da historia. No Brasil, essa espécie foi introduzida a partir provavelmente da
costa ocidental da Africa durante o periodo colonial, na época do intenso trafico de
escravos (Consoli e Lourencgo-de-Oliveira, 1994). Se no continente de origem Aedes
aegypti pode ocorrer em locais distantes de humanos e as formas imaturas se criam
em depdsitos naturais, nos demais continentes e mesmo na Africa, hoje esta
espécie acha-se muito associada ao homem, sua principal fonte alimentar
sanguinea. Aedes aegypti usa residéncia e locais de trabalhos do homem como
abrigo e a dgua acumulada em depdsitos artificiais como criadouros. Sua estreita
associacdo com humanos, seu comportamento alimentar preferencialmente
antropofilico e distribuicdo espacial sinantropica favorecem a transmissédo de
arbovirus para os quais esta espécie tem competéncia (Boorman e Porterfield, 1956;
Marchette et al., 1969; Akoua-Koffi et al., 1999; Lozovel, 2001; Forattini, 2002).

Esse mosquito pertence ao subgénero Stegomyia. Na Africa, varias espécies
deste subgénero sdo envolvidas na transmissao silvestre, rural e/ou urbana de
arbovirus, tais como febre amarela, Zika e chikungunya. Acredita-se que tais virus
co-evoluiram com os primatas ndo humanos e espécies africanas de Stegomyia
(Gubler, 2002).
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O Aedes aegypti pode ser encontrado nas regides tropicais e subtropicais do
globo e mesmo em algumas regides de clima temperado nos hemisférios norte e sul
(Forattini, 1962; Clements, 1992). Atualmente, sua distribuicdo abrange todo o
territorio brasileiro, salvo as areas florestadas ou onde a presenca de humanos seja
muito baixa ou nula.

Tal como os demais mosquitos, Aedes aegypti tem quatro estadios larvais de
desenvolvimento e um estdgio pupal no qual se d4 a metamorfose para o estagio
adulto e de onde emergem os machos e fémeas alados. Dependendo da
temperatura ambiente, da densidade larval e da disponibilidade de nutrientes no
criadouro, a duracdo dos estagios larvares pode variar, mas geralmente compreende
sete a dez dias em temperaturas médias de 26-28°C. Larvas comem matéria
organica dissolvida ou depositada no fundo dos criadouros. O estagio pupal dura
geralmente dois dias. Ap6s a emergéncia da pupa, os adultos buscam abrigos em
locais com pouca corrente de ar, sombrios e Umidos, onde repousam antes de
iniciarem atividades como copula e busca de alimento e mesmo depois dos repastos
(Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994).

A emergéncia dos machos se inicia em torno de um dia antes das fémeas,
visto que seu desenvolvimento larvar € mais rapido. No entanto, os machos
necessitam de quase um dia pés-emergéncia para estarem aptos a copularem: sua
genitalia precisa realizar rotacdo de 180° e a cuticula das pecas genitais externas
deve estar endurecida. Essas pecas se assemelham a forceps, que prendem o final
do abdome das fémeas durante a copula. Assim que a cOpula termina, o macho
injeta uma substancia que funciona como tampéo vaginal e que impede que a fémea
inseminada receba espermatozoides de outro macho, pelo menos até a desova
seguinte, quando o tampdao sera eliminado com a passagem dos ovos (Clements,
1992).

Os espermatozoides obtidos numa primeira copula podem ser usados para a
fertilizacdo dos ovulos produzidos por toda a vida de uma fémea de mosquito, pois
serdo armazenados vivos dentro de um receptaculo chamado espermateca. Isto
significa que uma fémea podera gerar filhos de um mesmo macho por toda a vida.
No entanto, ela pode ser inseminada por outros machos ao longo de sua existéncia,
embora geralmente tente evitar. Aedes aegypti € uma espécie estenogamica, ou
seja, capaz de copular em pequenos espacos. Os machos dessa espécie podem

copular com fémeas junto de abrigos na proximidade dos criadouros, pois ja estao
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aptos a fazé-lo quando as primeiras fémeas emergem (Clements, 1992; Lourenco-
de-Oliveira, 2015b). Mas podem também ir procura-las préximo a fontes sanguineas,
aproveitando-se da aproximacgdo das fémeas vorazes por sangue. Desta forma,
geralmente todas as fémeas de Aedes aegypti que se captura estdo inseminadas,
ou seja, apresentam a espermateca cheia de espermatozoides (Consoli e Lourenco-
de-Oliveira, 1994).

Em geral, fémeas e machos de mosquitos podem se alimentar de acucares,
obtidos de flores e frutos. Mas, aparentemente, na natureza, fémeas de Aedes
aegypti ingerem pouco ou nenhum acucar (Clements, 1992). A hematofagia &
restrita as fémeas, que precisam de sangue para o desenvolvimento dos ovarios e
amadurecimento dos ovos. A voracidade por sangue aumenta entre o terceiro e
quinto dia apds a emergéncia da pupa. A cada alimentacdo sanguinea completa,
geralmente, segue-se uma gestacdo de trés dias, finalizada por uma postura. Se
isso acontece, diz-se que houve concordancia gonotréfica. Mas, em Aedes aegypti,
é frequente ocorrer discordancia gonotroéfica, especialmente na primeira alimentacao
sanguinea (Clements 1992; Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994). Este
comportamento aumenta o numero de contatos com as fontes sanguineas, no caso
deste mosquito representadas principalmente por humanos, potencializando o risco
de transmissao de arbovirus (Juliano et al., 2014). Assim, seu comportamento arisco
e sua grande sensibilidade aos cambios de luminosidade fazem com que fémeas de
Aedes aegypti interrompam o0 repasto sanguineo em resposta a minimos
movimentos feitos pela sua vitima. Como necessitam completar o repasto, retomam
a hematofagia no mesmo ou em outro individuo, comportamento que também
potencializa a transmissao de virus (Clements, 1992).

Terminada a gestacdo e a desova e passadas algumas horas de repouso, a
fémea procura novamente tomar sangue e assim sucessivamente. Ou seja, uma
fémea de mosquito ingere sangue a cada trés ou quatro dias. A disseminacao e a
transmissao de arbovirus, como flavivirus, podem demorar em média uma (6-12
dias) ou duas semanas (10-14 dias), respectivamente. Assim, uma fémea de Aedes
aegypti susceptivel que, por ventura, tenha tomado sangue virémico no primeiro
repasto de sua vida, tera particulas virais disseminadas até o sistema reprodutor ou
as glandulas salivares (Lourencgo-de-Oliveira, 2015a).

A desova é feita sobre substratos Uumidos, proximo a superficie da agua dos

criadouros, ou seja, nas suas paredes e nao diretamente sobre a agua. Os ovos de

25



Aedes aegypti sdo resistentes a dessecacdo. Depois de completado o periodo
embrionario (cerca de trés dias), os ovos podem eclodir quando em contato com a
agua, por exemplo, quando imersos por aguas das chuvas. Mas, se ndo houver
contato com a agua, 0os ovos podem permanecer viaveis por longos periodos,
principalmente se mantidos em ambientes Umidos (Consoli e Lourenco-de-
Oliveira,1994).

Aedes aegypti apresenta uma particularidade no comportamento de desova,
consistindo na dispersdo de ovos de uma mesma gestacdo em varios criadouros
(Lourenco-de-Oliveira, 2015 b). Seus principais criadouros sédo depdsitos artificiais
de fundo escuro, mantidos em locais sombreados contendo &gua parada com
aspecto limpo, ndo turvo e que ndo apresente excesso de matéria organica em
decomposicado. Tais criadouros estdo dentro das casas e outros tipos de imoveis ou
na sua imediata vizinhanca, como terrenos baldios e nos quintais. Assim, uma
grande variedade de tipos de depdsitos pode ser apontada como criadouro, entre 0s
quais se destacam os reservatorios de agua para consumo doméstico, caixas-
d’agua, cisternas ou tanques mal fechados. Além desses, pratos de vasos de planta,
aguarios e bebedouros de animais cuja agua ndo é trocada periodicamente. Sua
distribuicdo e densidade populacional sdo muito relacionadas aquelas de humanos,
uma vez que o Aedes aegypti é altamente sinantrépico. Assim, sua frequéncia é
maior nos locais com maior concentracdo humana e com menor cobertura vegetal
(Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Muitos criadouros de Aedes aegypti tém carater transitorio, pois estédo
diretamente ligados ao regime de chuvas. Embora esses tipos de criadouros
obriguem o rapido desenvolvimento de formas imaturas para a fase adulta. A
caracteristica transitoria pode ser relevante em recipientes descartaveis de tamanho
pequeno e médio, deixados a céu aberto (pneus, garrafas, plasticos e latas). A
importancia sanitaria desse tipo de criadouro é menor que aquela dos recipientes
grandes e médios, que podem garantir a producdo regular de adultos,

independentemente de chuvas (Lourenco-de-Oliveira, 2015 b).

1.4 Zika virus

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus da familia Flaviviridae, género Flavivirus,

cujos principais vetores sdo 0s mosquitos do género Aedes, subgénero Stegomyia.

26



Foi isolado pela primeira vez em macaco rhesus na Floresta Zika, na Uganda, em
1947. No ano seguinte, o virus foi isolado novamente, porém, desta vez, em Aedes
(Stegomyia) africanus coletados no mesmo local (Dick et al., 1952). O primeiro relato
de caso humano ocasionado por infeccdo pelo ZIKV ocorreu na Nigéria em 1954
(Macnamara, 1954). Desde ent&o, pequenos surtos foram detectados na Africa e no
Sudeste Asiatico até 2007, quando uma grande epidemia ocorreu em Yap, uma
pequena llha na Micronésia (Duffy et al., 2009). Em sequéncia, varias epidemias de
larga escala ocorreram em llhas do Oceano Pacifico (Donald et al., 2016). Em maio
de 2015, o virus entrou nas Ameéricas, sendo registrado o primeiro caso no Brasil, na
cidade de Salvador, Bahia. No més de dezembro do mesmo ano, o nimero de casos
suspeitos ja passava de 1,3 milhdes, atingindo também outras localidades no pais
(Hennessey et al, 2016). Em julho de 2016, 40 paises do continente americano
apresentavam casos autoctones de infeccéo pelo ZIKV (PAHO, 2016).

Trata-se de um virus de RNA fita simples com polaridade positiva, contendo
10.807 pares de bases em seu genoma, que codificam a poliproteina que sera
clivada, dando origem as proteinas estruturais: capsideo (C), membrana precursora
(prM), envelope (E) e proteinas ndo estruturais (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-
NS5). Apresenta trés linhagens genéticas: Leste africano, Oeste africano e Asiatica
(Faye et al., 2014; Kuno e Chang, 2007).

O ZIKV tem sido mantido em dois ciclos de transmissdo distintos nos
aspectos evolutivos e ecoldogicos: silvestre e urbano. O ciclo silvestre envolve
primatas ndo humanos e espécies de mosquitos silvestres. Ja no ciclo urbano, ha a
participacdo de seres humanos como hospedeiros vertebrados amplificadores e os
mosquitos Aedes aegypti (principal vetor) e Aedes albopictus (Musso e Gubler,
2016) como vetores ja reconhecidos. Neste sentido, os ciclos silvestre e urbano do
ZIKV séo semelhantes aos descritos para outros arbovirus como da dengue (DENV),
febre amarela e chikungunya (CHIKV), também transmitidos pelo mosquito Aedes
aegypti em seus ciclos urbanos (Vasilakis e Weaver, 2008; Weaver e Reisen, 2010).

Os vetores de ZIKV nas Américas foram definidos durante 2016. Estudos de
laboratorio e de campo revelaram que a Unica espécie comprovadamente vetora
natural no continente é Aedes aegypti (Ferreira-de Brito et al., 2016). Em laboratério,
populacfes desta espécie mostraram variavel competéncia vetorial, que também
variou de acordo com o isolado viral usado nos desafios. Nestes ensaios,

populacdes cariocas do vetor testadas com virus isolados recentemente do Rio de
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Janeiro exibiram valores de taxas de transmissao bastante elevados (71,6 — 96,5%)
(Chouin-Carneiro et al., 2016). Contudo, hipGteses de que outros mosquitos
poderiam estar atuando como vetores urbanos foram levantados. Sendo assim, o
mosquito do género Culex foi indicado como possivel vetor. Por isso foram
realizados estudos laboratoriais envolvendo diferentes populacbes de inumeras
localidades, infectados por ZIKV dos gendtipos africano e asiatico, através de
animais infectados ou alimentacdo sanguinea, criados em diferentes condi¢des. Os
resultados de tais testes comprovaram que o Culex ndo se mostra competente para
a transmissdo do ZIKV, ndo sendo designado entdo como vetor do arbovirus
(Fernandes et al, 2016; Guo et al, 2016; Boccolini et al, 2016; Huang et al,2016;
Aliota et al, 2016; Amraoui et al, 2016; Hall-Mendelin et al, 2016; Hart et al, 2017;
Heitnman et al, 2017).

O periodo de incubacao extrinseco do ZIKV varia de sete a 10 dias, enquanto
o periodo de incubacéo intrinseco, de trés a 12 dias (Boorman e Porterfield, 1956;
CVE). Contudo, experimentos recentes realizados com populacdes de mosquitos do
Novo Mundo, tanto de Aedes aegypti quanto de Aedes albopictus, s6 conseguiram
detectar particulas virais na saliva no 14° dia pés-alimentacdo infectante; a
disseminacado geralmente ainda foi baixa no 7° dpi (Chouin-Carneiro et al., 2016;
Fernandes et al., 2016).

Estima-se que 80% dos humanos infectados ndo apresentam sintomas. As
manifestacfes clinicas sdo diversas: febre, conjuntivite, cefaleia, mialgia, artralgia
nausea e erupc¢ao cutanea (Marano et al., 2015). Embora os casos de complicacdes
em decorréncia ao ZIKV sejam incomuns, a infec¢céo por tal arbovirus foi relacionada
a Sindrome de Guillain-Barré e a microcefalia em neonatos cujas mées tiveram
contato com o virus preferivelmente no primeiro trimestre da gestagéo (Petersen et
al., 2016; Rasmussen et al., 2016).

Ainda que o principal mecanismo de transmissao do ZIKV para humanos seja
através do repasto sanguineo do vetor infectado, foram reportados casos de
transmissao intrauterina, sexual via sémen, e a partir de transfusdo sanguinea
(Kumar et al., 2016; Sampathkumar e Sanchez, 2016). O virus também pbode ser
isolado do leite materno, urina e saliva, embora a transmissdo por meio desses
materiais nao tenha sido notificada (Tamura et al., 2012; Dupont-Rouzeyrol et al.,
2016; Bonaldo et al, 2016).
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Quanto a transmissdo entre mosquitos, levantaram-se as hipéteses de
transmissao vertical e venérea de ZIKV, uma vez que mosquitos-macho ja haviam
sido detectados naturalmente infectados, na Africa e nas Américas (Ferreira-de-Brito
et al., 2016). Por conta disso, Thangamani et al. (2016) investigaram se o ZIKV
poderia ser transmitido verticalmente em Aedes aegypti. Em seu estudo, utilizando
mosquitos dessa espécie e Aedes albopictus, inoculados via intratoracica pelo ZIKV
(cepa MEX 1- 44), foi obtida taxa de infeccdo minima de 1:290 para prole de Aedes
aegypti. Nao foi possivel detectar nenhum individuo infectado da prole de Aedes
albopictus. Entretanto, Ciota et al (2017) ao desafiar oralmente fémeas das mesmas
espécies obteve taxa de infeccdo minima de 1:84 apenas para larvas de Aedes
aegypti. Até o momento, ndo ha estudos sobre a avaliagdo da ocorréncia de

transmissao venérea de ZIKV entre mosquitos.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar experimentalmente a ocorréncia de

transmissao vertical e de transmissdo venérea do virus Zika em mosquitos Aedes

aegypti.

2.2 Objetivos Especificos

Estimar experimentalmente a frequéncia da transmissédo vertical do

ZIKV para prole de fémeas de Aedes aegypti de diferentes populacbes

Avaliar a frequéncia da transmisséo da infeccéo do ZIKV (cepas do Rio
de Janeiro e Pernambuco) por via venérea de fémeas em que o virus
ja se disseminou para machos livres de infeccdo, em condicdes

experimentais.

Estimar a taxa de infeccdo, disseminacdo e transmissdo de fémeas
infectadas por transmissdo venérea do ZIKV, ou seja, através da

copula de machos infectados em condi¢cGes experimentais.

Investigar se a infecgdo por ZIKV interfere com a fecundidade do
Aedes aegypti

Comparar o genoma de ZIKV oriundos de fémeas de Aedes aegypti e
de sua prole, para verificar se ha alteracdo ou selecdo durante o

processo de transmissao vertical.

Comparar o genoma de amostras de ZIKV usadas para infectar fémeas

por via oral com o genoma de machos por elas infectados via venérea.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Mosquitos

Os mosquitos utilizados eram da espécie Aedes aegypti de duas localidades
da cidade do Rio de Janeiro: Urca (22°56’45”S 43°09°'43”) e Manguinhos (22°52°20”S
43°14’46”W). Uma populacdo de Goiania (GO) (16°40'19,86"S 49°22'56,55"0) foi
usada exclusivamente em um dos experimentos de estudo de transmissao venérea.
Os mosquitos do bairro da Urca foram coletados em janeiro em 2016, para se
montar uma coldnia de baixo numero de geracdes (F2) em laboratério. Ja os
mosquitos de Manguinhos foram procedentes de uma colénia mantida no
Laboratorio de Mosquitos Transmissores de Hematozoéarios (LATHEMA) ha mais de
10 geragdes. Os experimentos desenhados para a avaliacdo de ocorréncia de
transmissao vertical e de transmisséo venérea do ZIKV ndo puderam ser realizados
com fémeas obtidas diretamente da natureza, pois necessitavamos conhecer sua
histéria de vida (idade, estado nutricional e fisiolégico o que s6 é possivel
experimentando-se individuos colonizados).

No caso dos mosquitos da Urca, a col6nia foi estabelecida a partir de formas
imaturas — ovos, larvas e pupas coletadas, respectivamente, com o emprego de
ovitrampas e de pipetas ou redes em criadouros artificiais, na parte externa das
casas. As ovitrampas consistem em um vaso plastico escuro contendo agua ou uma
solucéo de agua e infusdo de feno, usadas como atraente para as fémeas em busca
de sitios para oviposicdo, e paletas de aglomerado (Eucatex). As paletas,
parcialmente imersas na agua, Sdo 0s suportes para a oviposicdo. As ovitrampas
permaneceram durante 5-7 dias no campo, quando foram trocadas para um novo
ciclo de 5-7 dias de coleta. Os ovos recolhidos nas paletas contidas nas ovitrampas
podem permanecer viaveis durante muito tempo se mantidos em ambiente Umido.
Assim, acondicionamos as paletas recolhidas em ambiente com 80% de umidade
relativa durante cerca de um més antes de estimularmos a eclosédo. Os ovos foram
eclodidos imergindo-se as paletas em agua desclorada em insetario proprio para a
colonizagcédo de mosquitos no LATHEMA.

Independentemente da origem dos mosquitos, as formas imaturas e 0s
adultos foram criados e mantidos nas mesmas condi¢des, em insetario (LATHEMA)

31



com umidade relativa (70 £ 10%) e temperatura (27 £ 1°C) controladas e um ciclo de
12h:12h de claro e escuro.

As larvas foram criadas em bacias plasticas medindo 30 x 21 x 6 cm contendo
cerca de 1L de agua desclorada (Figura 3). Foram colocadas 100 larvas (L2) por
bacia, dois ou trés dias apds a emersdo das paletas, alimentadas com 250mg de
levedura de cerveja. As pupas eram coletadas a cada dois dias e transferidas em
potes plasticos contendo 4gua desclorada, e sem alimento, para gaiolas teladas.

B

Figura 3: Criacdo de larvas de Ae aegypti em insetario (LATHEMA). A=larvas e pupas em bacia plastica
contendo agua desclorada e levedura de cerveja. B=larvas e pupas de Ae aegypti.

Para a obtengdo de desovas para a amplificagdo das colbnias, as fémeas
emergidas e mantidas com machos das respectivas localidades durante 3-5 dias
foram alimentadas com sangue de camundongo duas vezes por semana, durante
duas semanas. O LATHEMA possui licenca especifica para o uso de camundongos
com esta finalidade (CEUA-IOC, licenca LW-34/14). Os ovos eram recolhidos em
papéis de filtro umidos mantidos dentro das gaiolas. As desovas eram mantidas no
insetario, sob as mesmas condicdes estabelecidas para as paletas.

Dependendo do objetivo do experimento, as pupas da geracdo a ser usada
eram separadas por sexo, de modo a garantir adultos virgens para 0S ensaios.
Adultos eram alimentados continuamente com solugcédo acucarada (sacarose 10%)

até a realizacdo dos experimentos.
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3.2 CEPAS VIRAIS

Os mosquitos foram desafiados com trés cepas do ZIKV: Rio-S1, Rio-Ul e
PE243. As duas primeiras cepas citadas foram isoladas a partir de amostras de
saliva e de urina, respectivamente, provenientes de pacientes na cidade do Rio de
Janeiro em janeiro de 2016 (Bonaldo et al., 2016). O isolamento do ZIKV PE243 foi
obtido do soro de paciente da cidade de Recife, em 2015 (Donald et al., 2016). No
caso das cepas Rio-S1 e Rio-U1, o virus foi isolado e mantido por duas passagens
adicionais em monocamadas de células Vero de rim de macaco verde. Ja a cepa
PE243 foi isolada a partir de inoculacdo do soro em cultura de células do clone c6/36
de Aedes albopictus, seguindo-se mais duas passagens em células Vero (Bonaldo
et al., 2016; Donald et al., 2016). O titulo de todas as cepas virais foi determinado a
partir da inoculacdo de diluicbes sucessivas do sobrenadante das culturas em
monocamadas de células Vero, incubadas por 7 dias a 37°C, e expressos em
unidades formadoras de placas por mililitro (PFU/ mL) apoés fixacdo e coloracdo com

solucéo de cristal violeta em formaldeido (Figura 4).

Figura 4: Placa de 24 pogos utilizada para inoculagao para titulagdo viral. Os focos presentes em alguns
pocos sinalizam a presenca viral, uma vez que o virus destréi as células. Fonte: cortesia de Myrna
Bonaldo (LABMOF- I0C).

A infeccdo experimental por via oral de fémeas de Aedes aegypti foi 0 ponto
de partida tanto para os experimentos de investigagdo da transmissao vertical
quanto da transmissdo venérea. Assim, os procedimentos para o desafio oral e para
o diagnostico da infeccdo nas fémeas de mosquitos desafiadas ou em sua prole ou
nos machos com que cruzaram sdo descritos conjuntamente. De acordo com a
natureza ou objetivo do experimento em si, daremos detalhes especificos, como por
exemplo, a cepa viral usada e o periodo de incubacao.
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Escolhemos o desafio oral das fémeas de Aedes aegypti e ndo a inoculagao
intratoracica do virus para tentar simular ao maximo o que pode acontecer na
natureza.

O desafio oral com ZIKV foi feito com fémeas adultas de Aedes aegypti da
Urca (F2) e Manguinhos (F>10), com 5-7 dias ap0s a emergéncia da pupa, mantidas
em jejum por 24 horas. Assim, na véspera do repasto infectante, os mosquitos foram
aspirados da gaiola onde emergiram anestesiados com frio e separados por sexo
sobre banho de gelo. Grupos de 60-65 fémeas foram colocadas em gaiolas plasticas
cilindricas (~12 x 8 cm) teladas na abertura superior e com o fundo obliterado por
uma rodela deslocavel de borracha. Essas gaiolas eram mantidas no mesmo local
onde a alimentagdo infectante seria feita no dia seguinte, cobertas com tecido
uamido.

O repasto artificial infeccioso continha duas partes de heméacias, uma parte de
sobrenadante de cultura de ZIKV e 0,5 mM ATP usado como fagoestimulante. O
titulo viral final utilizado era de 10 PFU/ mL. As hemacias usadas eram provenientes
de sangue desfibrinado de coelho ou sangue humano heparinizado, obtido de
voluntario do proprio laboratério, lavadas cinco vezes com PBS. A alimentacéo
infectante foi feita empregando-se alimentadores artificiais de vidro, conectados por
tubos de borracha entre si e a um banho-maria circulante mantido a 37°C (Figura 5).
A base de cada alimentador de vidro foi coberta por membrana biologica,
consistindo de intestino suino lavado e distendido. A mistura de sangue e virus foi
colocada na camara interna dos alimentadores, de modo que fosse aquecida pela
agua circulante na camara externa ao seu redor e 0S mosquitos tivessem acesso ao
sangue através da membrana na base desses recipientes. O tempo maximo de
duracédo da exposi¢cdo dos mosquitos ao repasto infectante foi de 50 minutos. Apds a
alimentacdo, os mosquitos foram anestesiados em banho de gelo e separados; as
fémeas ndo alimentadas foram mortas imediatamente e descartadas, enquanto
somente as fémeas totalmente ingurgitadas foram selecionadas, transferidas para
gaiolas cilindricas de papeldo, teladas nas duas extremidades e mantidas a
temperatura constante de 26°C e 70 % de umidade relativa, em ciclo de 12h: 12h
claro: escuro (doravante denominadas condigcbes ambientais padrdo, ou CEP). As
fémeas tiveram acesso continuo a solucéo agucarada (sacarose 10%), até que outro

tipo de manipulacéo fosse necessério.
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Figura 5: Mosquitos contidos em gaiolas plasticas de fundo moével com acesso a alimentacdo sanguinea
virémica (disponivel na camara interna).

3.3 Transmissao vertical

A avaliacdo ocorréncia de transmissao vertical contou com a realizacdo de
trés ensaios diferenciados (ensaios 1, 2 e 3). As diferencas basicas entre eles séo
(Figuras 6,7 e 8):

1) A cepa viral usada;

2) A populagédo de mosquito testada;

3) O tempo entre a alimentacdo sanguinea infectante e a alimentacao
sanguinea néo infectante, destinada a estimular a desova. A alimentacéo
sanguinea nao infectante consistiu do oferecimento de um camundongo
anestesiado durante 30 minutos;

4) As condicbes em que as desovas foram recolhidas e as proles

examinadas, individualmente ou em pools.
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Ensaio 1

Os mosquitos utilizados para este ensaio eram Aedes aegypti da populacéo
de Manguinhos, desafiados oralmente com o ZIKV Rio-S1. Dez dias apoés a
alimentacdo infectante (dpi), foi oferecido um segundo repasto sanguineo nao
infectado, objetivando-se aumentar as chances de desova apds a disseminacgao
viral. Apés serem anestesiadas em gelo, fémeas completamente ingurgitadas foram
selecionadas e reunidas numa mesma gaiola cilindrica, onde um recipiente contendo
papel filtro umido foi introduzido dois dias depois para oviposi¢cao. As fémeas tiveram
acesso a solucdo acucarada. Os mosquitos ndo alimentados foram mortos e
descartados. Os ovos foram recolhidos cinco dias apds o repasto ndo infectante e
mantidos em camara umida por sete dias em CEP. Neste mesmo dia, portanto, 15
dias depois do repasto infectante, todas as fémeas foram anestesiadas em banho de
gelo e mortas por congelamento a -80°C, temperatura em que seus corpos foram
preservados até o exame para determinacdo da taxa de disseminacdo. Sete dias
depois do recolhimento dos ovos, uma amostra foi posta para eclodir por imerséo
em agua desclorada a 26°C. As larvas foram criadas em CEP, como descrito no item
3.1. Ao chegarem a fase de pupa, os individuos foram separados de acordo com
sexo, para impedir o cruzamento ap0s a emergéncia para a fase adulta, o que
poderia criar um fator de confusdo sobre a natureza da infeccao (vertical ou
venérea). Fracbes da prole foram mortas com cinco, sete e onze dias apos a
emergéncia da pupa, seus corpos foram agrupados em pools de dois ou cinco

individuos e mantidos a -80°C até serem testados.
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Figura 6: Esquema do ensaio 1: Aedes aegypti-Manguinhos (F>10)- ZIKV S1.Dpe = dias ap6s emergéncia
do adulto.
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Ensaio 2

Os mosquitos Aedes aegypti utilizados neste ensaio eram de populacédo da
Urca (F2), desafiados oralmente com o ZIKV-Ul. No 14° dpi, os mosquitos foram
submetidos ao repasto sanguineo nédo infectante. Cerca de trinta minutos apos a
alimentacdo, os mosquitos foram anestesiados em gelo, e apenas as fémeas
ingurgitadas foram selecionadas e reunidas numa mesma gaiola cilindrica, onde um
recipiente contendo papel filtro Omido foi introduzido dois dias depois para
oviposicdo. As fémeas tiveram acesso a solucdo acucarada. Os mosquitos nao
alimentados foram mortos e descartados. Os ovos foram recolhidos cinco dias apoés
0 repasto ndo infectante e mantidos em camara umida por sete dias em CEP. Neste
mesmo dia, portanto 19 dias depois do repasto infectante, todas as fémeas foram
anestesiadas em banho de gelo e mortas por congelamento a -80°C, temperatura
em que seus corpos foram preservados até o exame para determinacao da taxa de
disseminagédo. Sete dias depois que os ovos foram recolhidos, uma amostra foi
posta para eclodir por imersdo em agua desclorada a 26°C. As larvas foram criadas
em CEP, como descrito no item 3.1. Ao chegarem a fase de pupa, os individuos
foram separados de acordo com sexo, para prevenir o cruzamento ao emergirem
para a fase adulta, o que poderia criar um fator de confusdo entre a natureza da
infeccdo (vertical ou venérea). Parte da prole foi morta com onze dias apls a
emergéncia da pupa, sendo seus corpos agrupados em pools de cinco individuos e

mantidos a -80°C até serem testados.
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Ensaio 3

Os mosquitos utilizados neste ensaio eram Aedes aegypti, populacdo da Urca
(F2), desafiados oralmente com o ZIKV RIO-S1. Ao completar 5 dpi, 10 fémeas
foram anestesiadas em gelo e sacrificadas para a verificacdo de infeccao. No 14°
dpi, os mosquitos foram submetidos ao repasto sanguineo néo infectante. Cerca de
trinta minutos apos a alimentagcdo, os mosquitos foram anestesiados em gelo. Os
mosquitos n&o alimentados foram mortos e descartados. Apenas as fémeas
ingurgitadas foram selecionadas e, desta vez, mantidas individualizadas, em frascos
Borel telados contendo substrato para oviposicado (chumaco de algodao coberto com
papel-filtro umido). Foi oferecido acesso continuo a solu¢do agucarada e o conjunto
de fémeas foi mantido em CEP, como descrito acima. Sete dias apos a hematofagia
nao infecciosa, o papel-filtro contendo a desova de cada fémea foi humerado de
acordo com a genitora e o numero de ovos foi aferido. As fémeas foram avaliadas
individualmente por RT- qPCR, como descrito adiante. O papel contendo ovos foi
mantido individualizado em camara Umida por sete dias. Apds esse periodo, todos
os ovos foram postos em agua desclorada para eclosdo a 26°C. Ao atingirem o
estadio L2, as larvas oriundas de fémeas néo infectadas foram mortas, enquanto as
de fémeas infectadas, criadas até a fase adulta em CEP. Ao chegarem a fase de
pupa, foram igualmente separadas de acordo com sexo, impedindo o cruzamento ao
emergirem para fase adulta. Os adultos foram mortos ao completaram dez dias de
vida em insetario (em CEP), com acesso diario a solucdo acucarada, e agrupados

em pools ou mantidos de forma individual em temperatura -80°C.
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3.4 Transmissao venérea

O mesmo protocolo de infeccao oral artificial descrito acima (item 3.3) foi
realizado para o estudo da transmissdo venérea, diferenciando-se essencialmente
apenas em um ponto: as fémeas desafiadas com alimentacdo sanguinea contendo
ZIKV eram virgens. Ou seja, machos e fémeas foram separados na fase de pupa e
emergiram em gaiolas distintas. As fémeas receberam oferta de sangue infectado
sem terem sido previamente acasaladas. Com efeito, uma cOpula prévia diminuiria a
receptividade das fémeas a uma segunda copula, pois nos Stegomyia € comum que
0s machos injetem um tamp&o vaginal apos a cOpula que bloqueia a passagem de
sémen.

Apoés alimentadas com o repasto sanguineo infectante, as fémeas virgens
foram anestesiadas em banho de gelo e separadas, sendo aproveitadas apenas
aguelas completamente ingurgitadas. Em seguida, foram contadas e transferidas
para gaiolas cilindricas de papeldo (20 x 16 cm), teladas na parte superior, onde
receberam solucdo acucarada (sacarose 10%) continuamente e foram mantidas em
CEP.

Foram feitos dois ensaios para estudo da transmissdo venérea, denominados
ensaios 4 e 5, respectivamente. As diferencas principais entre eles foram a
populacdo de mosquito testada e as condicbes de manutencdo dos adultos,
alimentando-se em conjunto numa mesma solucdo acucarada ou ndo, como sera
detalhado abaixo (Figuras 9 €10).

No ensaio 4, usamos duas populacdes de Ae aegypti, de Goiania (F1) e da
Urca (F2), ao passo que no ensaio 5 somente a populacdo da Urca (F2) foi usada. O
virus usado no ensaio 4 foi ZIKV Rio-Ul e, no ensaio 5, ZIKV PE243 e Rio-U1.

Ensaio 4

Passados 10 dias do desafio oral das fémeas com ZIKV, 10 fémeas de cada
populacdo (Goiania e Urca) foram mortas para a determinacdo da taxa de
disseminagédo. Machos virgens das respectivas populacdes foram introduzidos na
gaiola onde estava o restante das fémeas de cada populagdo, na proporcdo 1
macho: 2 fémeas: 19 machos da populacéo de Urca e 45 de Goiania para 37 fémeas

de Urca e 90 de Goiania. Os machos e fémeas permaneceram juntos durante 5 dias,
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sendo alimentados continuamente com solucdo de sacarose a 10%. Depois de
separados das fémeas, os machos foram mantidos vivos por mais 15 dias, quando
foram mortos ao frio para determinagdo da taxa de infeccdo 20 dias apds primeiro
contato com fémeas infectadas (Figura 9).

Mosquitos das mesmas populagdes, porém nao infectados, foram mantidos
em paralelo e nas mesmas condi¢des e propor¢coes de macho: fémea para servirem
como controle para as taxas de inseminacdo. Examinamos espermatecas de uma
amostra de 30 fémeas através da disseccdo sobre lamina, em PBS, seguido de
exame ao microscopio o6tico, de acordo com Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994).
Todas as espermatecas de fémeas de ambas as populacdes estavam repletas de
sémen.

Amostras da solucédo acucarada compartilhada, durante 5 dias, pelas fémeas
(previamente desafiadas oralmente com ZIKV) e machos foram coletadas e

examinadas por RT-gPCR para a deteccdo de RNA de ZIKV.
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Ensaio 5

Machos virgens de Ae aegypti da Urca, geracdo F2, foram inseridos nas
gaiolas contendo fémeas virgens previamente desafiadas com ZIKV Rio-U1 ou ZIKV
PE243 por via oral no 10 dpi destas. A propor¢cdo macho/fémea foi de 1:1; 256
fémeas infectadas pelo ZIKV Rio-Ul e 256 machos da mesma espécie (divididas em
3 gaiolas cilindricas de 16cm x 18cm, resultando em 85 mosquitos de cada sexo em
cada gaiola) e 76 fémeas infectadas com ZIKV PE243 juntamente com machos
Aedes aegypti em apenas uma gaiola. Os machos haviam recebido alimentacéo
acucarada (sacarose 10%) ad libitum desde a emergéncia da pupa. Fémeas e
machos permaneceram em contato durante 30 horas sem acesso a solucdo
acucarada. A retirada da alimentacdo acucarada buscou impedir a infeccdo dos
machos por via oral, ao sugarem a solucdo agucarada compartilhada por fémeas
com virus disseminado e cuja saliva poderia conter ZIKV.

Em seguida, as fémeas foram retiradas por aspiracdo, mortas a frio e
armazenadas em freezer -80°C para posterior avaliacdo da taxa de disseminacao
viral. Visava-se avaliar se, estando com elevada taxa de disseminagéo viral, os
machos que com elas tivessem contato adquiririam a infecgéo por via venérea.

Os machos foram mantidos vivos em gaiolas semelhantes e postos para
cruzar com diferentes e subsequentes lotes de fémeas virgens de Ae aegypti, da
mesma populacdo e geragdo, jamais alimentadas previamente com sangue. Cada
grupo de fémeas virgens era introduzido igualmente na propor¢ao 1:1, deixado sem
acesso a solucdo acucarada, por 30 horas. Passado esse periodo, as fémeas eram
retiradas por aspiracdo e mantidas vivas em CEP por 14 dias com acesso continuo a
sacarose a 10°/°. Os machos sobreviventes permaneciam cerca de 24 horas com
acesso a solucao de sacarose antes da introducdo de novo lote de fémeas virgens,
guando a alimentacdo de acucar era novamente suspendida por 30h. No total, os
mesmos machos foram colocados em contato com quatro novos grupos de fémeas
virgens em diferentes dias ap0s o cruzamento (dpc) com as fémeas desafiadas

oralmente com o ZIKV (Tabela 1).
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Tabela 1: denominacgdo do lote de acordo com o dpc de cada grupo de fémea

Lote DPC
2° 3
3° 7
4° 10
S° 14

ApoOs 14 dpc, 30 fémeas de cada lote eram selecionadas aleatoriamente e
submetidas a salivacao forcada (Chouin-Carneiro et al., 2016). O total de fémeas de
cada lote diminuia ao longo dos dpc por conta da mortalidade dos machos. Por isso,
a média de fémeas total por gaiola para todos os lotes foi de 64 para as infectadas
com ZIKK Rio-Ul e 61 para as infectadas pelo ZIKV PE243. Para tal, em condi¢Oes
NB2, cada fémea foi anestesiada em banho de gelo, suas asas e patas foram
arrancadas e sua proboéscide introduzida em uma ponteira de pipeta contendo 5ul de
soro bovino fetal. Passados 30 min, o soro potencialmente contendo a saliva da
fémea era lancado em tubo com 45 pl de meio Leibovitz L15. Imediatamente apés a
salivacdo, a espermateca de cada fémea foi dissecada em PBS 1x sobre uma
lamina de vidro e observada ao microscopio 6ptico apds coberta com laminula. A
andlise da espermateca buscava saber se as fémeas haviam cruzado com os
machos supostamente infectados. Os corpos e as salivas das fémeas foram

armazenados a -80°C.
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3.5 Diagnéstico da infecgcéo por ZIKV
O diagndstico da infeccdo por ZIKV em mosquitos usados nos experimentos
foi feito por inoculacao de triturado de cabeca ou corpos em monocamada de cultura
de células Vero e revelado apos fixacdo e coloragéo por solucdo de cristal violeta em
formaldeido, como detalhado abaixo. No caso do exame dos individuos resultantes
de proles de fémeas desafiadas oralmente ou de machos que copularam com
fémeas desafiadas oralmente, os triturados dos corpos foram também examinados

por RT-gPCR, conforme descreveremos abaixo.

3.6 Maceracéo

Os corpos (térax + abdémem) e cabecas dos mosquitos analisados foram
homogeneizados em tubos contendo microesferas de vidro com meio Leibovitz’s L-
15 e 4% de soro fetal bovino, acrescido de antibi6tico e antifingicos (gentamicina e
fugizona, ambos a 0,1°/° e penicilina a 1°/°) por 20 segundos a 6.000 rpm. Para
maceracdo de cabeca foram utilizados 250uL de meio, enquanto para corpos
triturados individualmente usamos 500uL. Quando os corpos foram triturados em
pools de 2 ou 5 individuos, usamos 1 mL de meio por tubo. A maceracao dos tecidos
dos mosquitos foi feita no homogeneizador Procellys 24 (Bertin Technologies, ref.
03119-200-RD000).

3.7 Plaqueamento

Para reduzir as chances de contaminacdo microbiana, os homogeneizados
foram centrifugados a 10.000 rpm, por 5 minutos, a 4°C, e apenas 0 sobrenadante
foi inoculado em cultura de células. Geralmente recolhiamos 60 pL do sobrenadante
e inoculavamos individualmente trés diluicbes do mesmo material: 1/1 ,1/10 e 1/100.
As diluicbes eram feitas em meio Earle’s 199 contendo 5% de soro fetal bovino,
acrescido de antibidtico (penicilina 1%) e antifungicos (gentamicina e fugizona
0,1%). Apoés a diluicdo, o material foi inoculado em placas de 96 pogos contendo
monocamada de células Vero preparada na véspera. Seguiu-se incubacdo por 1

hora a 37°C em atmosfera com 5% CO2, com ligeira agitacdo para homogeneizacao
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a cada 15 min. Posteriormente a esse periodo, em cada poco foram adicionados
150uL de CMC (carboxi metil celulose) a 2,4% em meio Earle’s 199 contendo 5% de
soro fetal bovino. ApGs sete dias de incubacdo a 37°C e atmosfera de 5% CO2, o
material foi fixado por formaldeido a 10% e apOs sucessivas lavagens, corado por
cristal violeta a 0,04%. A infeccéo viral foi detectada a partir da ocorréncia de efeito
citopatico e aparecimento de PFU.

Para a determinacdo das taxas de infeccdo e de disseminacao viral,
examinamos triturados de corpos e cabecas, respectivamente. Examinamos
homogeneizados das cabecas de todas as fémeas que foram desafiadas oralmente
com ZIKV. O encontro de particulas virais na cabeca do mosquito significa que
houve disseminacdo viral, requisito para as transmissdes vertical e venérea. Por
outro lado, examinamos os corpos das proles de fémeas desafiadas oralmente
(estudo da transmissao vertical), assim como os machos e fémeas experimentados

no estudo da transmisséo venérea, determinando-se a taxa de infec¢éo.

3.8 Extracédo de RNA

O RNA viral foi extraido de uma amostra de 140 uL do sobrenadante do
homogeneizado de tecido do mosquito (a partir de 250 pL de macerado de cabeca,
500 pL de corpo e 1ml de pool), utilizando-se o kit comercial QlAamp Viral RNA Mini

Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com protocolo descrito pelo fabricante.

3.9 RT- qPCR

Os homogeneizados foram submetidos a deteccéo especifica do RNA viral do

ZIKV através da RT-qgPCR. Foi usado o kit SuperScript Il Platinum one-step RT-
gPCR (Invitrogen) e o QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Para cada reacdo utlizou-se: primer forward 600 nM (5'-
CTTGGAGTGCTTGTGATT-3', posicdo gendmica 3451-3468), primer reverse 600
nM (5'-CTCCTCCAGTGTTCATTT-3', posi¢cdo gendmica 3637-3620) e sonda 800 nM
5'FAM- AGAAGAGAATGACCACAAAGATCA-3TAMRA, posicado do genoma 3494-
3517). As sequéncias deste conjunto de primers foram fornecidas por Isabelle
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Lepark-Goffart (Centro Nacional de Referéncia de Arboviroses, IRBA, Marseille,
Franca). A transcricéo reversa foi realizada a 45°C durante 15 min. As condicfes de
gPCR foram 95°C durante 2 minutos, seguidos por 40 ciclos de amplificacdo de
95°C durante 15 segundos, 58°C durante 5 segundos e 60°C durante 30 segundos.
Para cada ensaio, os numeros de copias de RNA viral foram calculados por
quantificacdo absoluta, utilizando curva padrdo com RNA sintético de ZIKV (Bonaldo
et al.,, 2016), gentiimente fornecida pelo Laboratério de Biologia Molecular de

Flavivirus.

3.10 Sequenciamento

O RNA obtido dos homogeneizados dos corpos dos machos infectados via
transmissdo venérea e dos pools de prole infectada foram utilizados para o
sequenciamento com o objetivo de analisar possiveis alteracfes genéticas durante
0S processos de transmissdo venérea e vertical, respectivamente em todo genoma
viral. Para tal, e com a finalidade de comparacdo, também foram sequenciadas
amostras das cepas virais utilizadas nas infecgbes orais (Rio-Ul e Rio-S1) e
homogeneizados de fémeas infectadas responsaveis pelas transmissdes venérea e
vertical avaliadas nesse estudo. Esta etapa do experimento foi realizado em
colaboracéo com a equipe do Laboratério de Biologia Molecular de Flavivirus.

Inicialmente, o RNA viral foi submetido a transcricdo reversa com o sistema
de sintese de primeira cadeia Superscript IV (Invitrogen) e primers randémicos
aleatérios , de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacéo foi realizada a
23°C por 10 min, 55°C por 10 min e 80°C por 10 min. Em seguida, para a realizacao
da PCR foi usado o kit Go Tag Master Mix green (Promega) e primers especificos
para oito regibes do genoma viral. O produto da PCR €& submetido entdo a
purificacdo pelo utilizado o kit Qiagen.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o Kit ABI
RISMO Big DyeO Terminator v3.1 (PE Applied Biosystems) de acordo com as
informacdes do fabricante e adaptadas no Laboratério de Biologia Molecular de
Flavivirus. Para a reacdo de sequenciamento, utilizamos as seguintes
concentracbes: 1 uL de DNA purificado:1 puL do primer utilizado contendo 3,2 pmol;
1,2uL de BigDye; 1,3uL de tampdo PBS; 55puL de agua. A reacdo de
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sequenciamento foi realizada nas seguintes condic¢des: 96°C por 10 segundos, 50°C
por 5 segundos, 60°C por 4 minutos, durante 40 ciclos.

A precipitacdo do produto do sequenciamento em placa de 96 pocgos foi
realizada utilizando-se 2,5uL de EDTA a 125mM seguido de uma breve
centrifugacdo. Em seguida, foram adicionados 25 UL de etanol PA em cada poco.
Apés 15 min de incubacdo em temperatura ambiente, a placa foi centrifugada a
3.000g por 30 min a 4°C. Depois desta etapa, o liquido contido na placa foi
desprezado e esta submetida a centrifugacdo de forma invertida sobre duas folhas
de lenco de papel absorvente, a 1268 rpm por 30 seg. Novamente, cada poco
recebeu etanol (30 pL), para lavagem dos precipitados, e a placa foi centrifugada a
1650 g por 15 min a 4°C, sendo o liquido em suspensdo desprezado em um Unico
movimento. ApOs essa etapa, a placa foi centrifugada de forma invertida sobre duas
folhas de lenco de papel, a 1268 rpm por 30 seg. Por fim, houve incubacéo da placa
aberta a 65°C por 5 min.

As reacdes foram analisadas no sequenciador de 48 capilares ABI PRISMO
3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), situado na Plataforma PDTIS, Fiocruz.

3.11 Analise Estatistica

Para comparar as taxas de postura e de eclosédo de ovos do grupo de fémeas
infectadas e ndo infectadas, foi adotado o teste Mann Whitney. Foi considerada
diferenga significativa quando os valores de p foram inferiores a 0,05. As analises
dos dados foram realizadas com o software PRISM 5.0 (GraphPad Software, San
Diego-CA, EUA, 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Taxa da transmissao vertical

A Tabela 2 mostra os resultados relativos a transmisséo vertical obtidos com
duas populacdes de Ae aegypti e duas linhagens de ZIKV. Os dados confirmam a
disseminacéao viral nas fémeas progenitoras, resultando em provavel infeccdo de seu
sistema reprodutor, requisito para a transferéncia para a prole. A taxa de infeccéo
(Tl) das fémeas progenitoras sacrificadas no 5° dpi parametro verificado para
fémeas da Urca infectadas com a cepa Rio-S1 do virus Zika, foi de foi de 80%. A
taxa de disseminacdo nas progenitoras variou de 10% a 73% nas fémeas de
diferentes populacdes em diferentes dpi. Ou seja, houve baixa taxa de disseminacéo
para a cepa ZIKV Rio-U1, ao mesmo tempo que mesma populagéo (Urca) e geracao
de mosquitos testada, apresentou elevada taxa de disseminagcdo com a cepa ZIKV
Rio-S1. Obviamente, as chances de transmissdo vertical no primeiro caso ficaram
reduzidas.

A taxa de infeccdo da prole (machos e fémeas) foi determinada a partir de
analises individuais ou em pool por RT- gPCR (Tabela 2). Os pools eram compostos
por mosquitos do mesmo sexo e ensaio. Apenas um pool de prole foi positivo para
ZIKV, confirmando ocorréncia de transmissao vertical. Tratou-se de um pool
contendo cinco individuos machos oriundos de fémeas de Manguinhos desafiadas
com ZIKV Rio-S1, cujas desovas foram recolhidas 15 dpi, resultando em taxa de
infeccdo que varia de 0,5% a 2,5% (considerando que todos os individuos do pool
estavam infectados ou considerando apenas um individuo, respectivamente) (Tabela
2). Esses individuos tinham 11 dias de vida adulta quando foram mortos e
examinados.

Os resultados resumidos na Tabela 2 podem ser vistos em detalhes, mosquito

a mosquito, no apéndice 1.

52



Tabela 2: Taxa de disseminacéo e infec¢do, respectivamente, das fémeas de Aedes aegypti progenitoras
desafiadas oralmente com ZIKV e de suas proles, estas examinadas com 5, 7 e 11 dias ap6s emergéncia
dos adultos. As progenitoras sdo oriundas de duas popula¢8es, Manguinhos e Urca, desafiadas com as
cepas Rio-S1 e Rio-Ul. As desovas foram coletadas em diferentes intervalos apés o desafio oral com
ZIKV (dpi). Os corpos (abdome + térax) da prole foram analisados em pool e/ou individualmente por
gPCR, ap6s passagem por cultura de células Vero, para determinar a taxa de infecgdo. O mesmo foi feito
com as cabecgas das progenitoras (taxa de disseminacao).

Prole
Populagao Progenitora
de Ae Cepa 5 dpe 7 dpe 11 dpe
ZIKV
aegypti . o o N o N o
N dpi TD(%) Npools TI(%) . T(%) . N T (%)
of
(F'VE';) Rio-S1 26 15 73 2200; 0 1100; 0 2200:1 ; 0,5%a
2,5%m
Rio-U1l 29 19 10 - - - - 539:1 - 0
UR (F2) =1
Rio-S1 27 21 61 - - - - 0
91m

dpe = dias apdés emergéncia do adulto, dpi = dias apos infeccdo, f = fémea, m = macho, Man =

Manguinhos, N = nimero de mosquitos testado individualmente, N pool2 = nimero de pools contendo

2 individuos cada, N pool5 namero de pools contendo 5 individuos cada, TD taxa de

disseminacéo, Tl = taxa de infec¢do, UR = Urca.

4.2 Taxa de postura e ecloséao de ovos

Em um dos experimentos de transmisséo vertical (ensaio 3), das 31 fémeas
desafiadas com o virus Zika, 19 (61%) foram efetivamente infectadas. O nimero de
ovos postos por cada fémea desafiada foi contado para investigar se a infec¢ao por
ZIKV interfere com a fecundidade de Aedes aegypti. De um total de 1.671 ovos,
1.146 (69%) foram postos por fémeas infectadas. Embora o nimero de ovos postos
por cada fémea infectada e néo infectada tenha variado, gerando medianas iguais a
49,5 e 60,
significativas na fecundidade (p = 0,3613). Em relacdo ao total de ovos eclodidos
(564), 204 (36%) e 360 (63,8%) derivaram de fémeas infectadas (Figura 12). Nao se
detectou diferencas na fertilidade (p = 0,6103) entre fémeas infectadas e nao

respectivamente (Tabela 3) (Figura 11), ndo houve diferencas

infectadas com ZIKV. Detalhes do niumero de ovos postos e eclodidos por cada

fémea (grupos infectado e nédo infectado) estdo no Anexo 2.
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Tabela 3: Namero total e mediana de ovos postos e de eclosdes de acordo com a natureza das fémeas de
Ae aegypti (Urca) desafiadas oralmente com ZIKV Rio-S1 (ensaio 3).

Ovos postos Eclosao
Total Mediana Total Mediana
Fémeas infectadas
(ZIKV disseminado) 1.146 49,5 204 10
Fémeas nao infectadas
(Sem disseminagdo do ZIKV) 525 60 360 12

Figura 11: Total de ovos postos de acordo com a natureza das fémeas de Ae aegypti (Urca) desafiadas
oralmente com ZIKV Rio-S1 (Ensaio3). Em cada amostra, a barra horizontal indica a mediana.
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Figura 12: Taxa de ecloséo de ovos postos por fémeas de Ae aegypti da Urca, desafiadas oralmente com
ZIKV Rio-S1 (ensaio 3). Em cada grupo, a barra horizontal indica a mediana.
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4.3 Taxa de infeccdo venérea

Analise por RT- gPCR dos corpos de 10 fémeas da Urca e 10 fémeas de
Goiania, 10 dias depois da infeccdo oral com a cepa ZIKV Rio-Ul (ensaio 4)
identificou 7 e 5 fémeas positivas, respectivamente, ou seja, taxas de disseminacao
de 70% e 50%. A taxa de infeccdo dos machos de Urca e Goiania que ficaram em
contato durante 5 dias com as fémeas das respectivas populacdes também foi
obtida por RT-gPCR. Num total de seis mosquitos machos de Goiania, dois foram
positivos (33%). Nenhum dos dois mosquitos da Urca se mostrou positivo para o
virus Zika. Os reminiscentes do alimento acucarado avaliado para a presenca viral

foi negativo segundo a analise de RT-gPCR.
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Tabela 4: Taxa de infeccdo de machos e fémeas de Ae aegypti da Urca (UR) e Goiania (GO). Machos
virgens ficaram em contato por 5 dias com fémeas das respectivas populagdes, que haviam sido
infectadas, 10 dias antes, por via oral com ZIKV cepa Rio-U1 (ensaio 4).

Fémeas Machos
Populagao
N T (%) N T (%)
UR 10 70 2 0
GO 10 50 6 33

N=nUmero total, Tl= taxa de infeccao.

Para o ensaio 5, fémeas da Urca desafiadas oralmente com as cepas Rio-Ul
ou PE243 de ZIKV, tiveram suas cabecas e carcacas avaliadas por gRT-PCR
(apéndice 8.6) no 14° dpi. Esse grupo corresponde ao chamado '1° lote', no qual as
fémeas infectadas seriam responsaveis pela transmissdo sexual do virus aos
machos. De um total de 30 fémeas desafiadas com ZIKV Rio-U1, 19 foram positivas,
correspondendo a uma taxa de infeccdo de 63%, enquanto que das 30 fémeas
desafiadas pelo ZIKV PE243, apenas cinco foram positivas (16,6%). As taxas de
disseminacgdo, calculadas a partir do nimero de cabecas positivas de fémeas
desafiadas (Tabela 4), alcancaram 26% (5 cabecas positivas) para ZIKV Rio-Ul e
20% (1 cabeca positiva) para PE243.

Os machos tiveram seus corpos analisados por inoculacédo por plagueamento
e RT-gPCR com 14 dpc. Dos 110 mosquitos machos que cruzaram com fémeas
infectadas pelo ZIKV Rio-Ul, apenas 1 se mostraram positivo para ambas as
técnicas de deteccdo, resultando numa taxa de infeccdo de 0,9% para este grupo.
Nenhum dos 38 machos que ficaram em contato com fémeas infectadas pela cepa
PE243 foi positivo por nenhuma das técnicas empregadas (Tabela 5).

Os diferentes grupos de fémeas que cruzaram subsequentemente com
machos supostamente infectados via sexual pelo ZIKV (cepa Rio-Ul e PE243)
receberam denominacdes de acordo com o dpc dos machos, sendo 2°, 3°, 4° e 5°
lotes. No 14° dpi, 30 fémeas de cada lote foram submetidas a salivacao forcada e
suas espermatecas dissecadas e examinadas para a determinacdo da inseminagao.
Nenhuma fémea do 2°, 3°, 4° e 5° lote se mostrou positiva para ZIKV, segundo a
inoculacdo de homogéneos de corpos em cultura de célula. Por isso, suas cabecas

e salivas ndo foram analisadas. Por outro lado, as taxas de inseminagao das
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espermatecas foram variadas, sendo 46°/° a taxa mais baixa e 90°/° a taxa mais

alta, como visto na Tabela 5.

Tabela 5: Taxas de infec¢éo e disseminacdo de ZIKV em fémeas de Ae aegypti da Urca (UR) desafiadas
com diferentes isolados, de acordo com o lote. O 1° lote foi desafiado oralmente com ZIKV Rio-Ul e
PE243 e examinado com 14 dpi, quando as fémeas cruzaram com machos virgens (mostrados nas
colunas 'macho'). Os lotes 2 a 5 correspondem a fémeas virgens e ndo infectadas que tiveram contato
com esses machos em diferentes periodos. As taxas de infecgdo e de inseminagédo dessas fémeas foram
determinadas no 14° dpc. A taxa de infec¢cdo de machos foi determinada em 14 dpc (Urca — F2) (ensaio 5).

Fémeas

Macho
Cepa 1° LOTE 2° LOTE 3° LOTE 4° LOTE 5° LOTE

N Tl N TI TD N TI TINS N TI TINS N TI TINS N TI TINS

Rio-U1 110 0,9% 30 63% 26% 30 0 90% 30 0 77% 30 0 60% 30 0 70%

PE243 38 0 30 46% 20% 30 0 90% 30 0 50% 30 0 90% 30 0 46%

N= numero total de individuos, Tl= taxa de infec¢do, TD= taxa de disseminacdo, TINS= taxa de

inseminacao.

4.4 Sequenciamento

O sequenciamento do RNA proveniente do pool de 5 machos positivos para
ZIKV, resultantes de transmissao vertical (Tabela 2), ou seja, filhos de fémeas
desafiadas oralmente com ZIKV Rio-S1, foi comparado com a sequéncia da amostra
original do virus, utilizada para o desafio oral das fémeas progenitoras. Houve
substituicdo de nucleotideos nas posicées 4.102 (gene que codifica a proteina
NS2A) e 6.897 (gene que codifica a proteina NS2B); no primeiro caso, substituicdo
de uma alanina por uma guanina, no outro, de uma timina por uma citosina. A
mutacao ocorrida na posi¢cao 4.102 (NS2A) acarretou em permuta do aminoacido
lisina pela alanina, enquanto a mutacdo na posi¢cao 6.897 nao gerou substituicdo de
aminoacidos expressos.

Em relacéo a transmissao venérea, comparou-se o sequenciamento do RNA
de ZIKV de um macho positivo para o virus depois de contato com fémeas
desafiadas oralmente com a cepa Rio-Ul com o sequenciamento do virus utilizado
para a infeccdo das fémeas do 1° lote, além do virus extraido a partir de tais fémeas.

Foram detectadas trocas nucleotidicas na posicdo 1.115 (proteina E) no qual uma

57



timina foi substituida por uma citosina, sem gerar substituicdo de aminoacidos

expressos.

5. DISCUSSAO

O ZIKV é um flavivirus que tem como principal vetor o mosquito Aedes
aegypti. Assim como outros arbovirus, possui como rota de transmissdo mais
importante aquela do tipo horizontal, na qual uma fémea susceptivel se infecta
durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado em viremia e, apos um
determinado periodo, torna-se apta a transmitir o arbovirus em evento de
hematofagia subsequente. No entanto, alguns arbovirus também podem ser
transmitidos verticalmente por seus vetores, ou seja, fémeas infectadas transmitem o
virus a sua prole. A transmisséo vertical em mosquitos vetores ja foi constatada em
varios trabalhos utilizando diversos arbovirus de grande importancia médica, como
DENV, febre amarela, CHIKV, virus da encefalite japonesa e virus do oeste do Nilo,
além de flavivirus ndo patogénicos (Blitvich e Firth, 2015; Bolling et al., 2015; Tesh et
al., 2016). A variacdo da taxa para esse tipo de transmissdo € grande e talvez
dependa de diversos fatores como espécie e populacdo do mosquito, condicbes
ambientais (temperatura e umidade), origem geografica do virus, fase em que a
prole é analisada (imaturo ou adulto), ciclo gonotréfico e sua relagdo com a taxa de
disseminacgdo viral das progenitoras (este Ultimo parametro ligado ao método de
infeccdo e a carga virémica) e superinfeccdo (Beaty et al., 1980; Hardly et al.,1980;
Tesh,1984; Smith et al., 2007; Lequime et al., 2016).

No caso do ZIKV, transmissao vertical foi demonstrada pela primeira vez com
a deteccdo de virus em machos de Aedes aegypti cujas progenitoras haviam sido
infectadas via intratoracica. No entanto, este procedimento, experimental, supera
duas importantes barreiras (MEB e MIB) e, com isso, facilita a disseminacé&o viral e
aumenta de forma artificial as chances de transmissao vertical (Smith et al., 2007;
Thangamani et al.,, 2016). Diferentemente de tal trabalho, em nosso estudo foi
possivel provar a existéncia de transmissdo vertical do ZIKV (cepa Rio-S1) em
mosquitos Aedes aegypti (populacdo Manguinhos) machos - filhos de progenitoras
infectadas via alimentacao virémica (via que corresponde a rota natural da infeccao
do vetor). Essa também foi a estratégia usada por Ciota et al. (2017), independente
e simultaneamente ao nosso estudo, cujos resultados foram recentemente

divulgados em sistema ahead of print.
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Interessante notar que, dos trés ensaios de investigacdo da transmissao
vertical do ZIKV (Tabela 2), o fen6meno foi detectado naquele em que as fémeas
apresentaram a maior taxa de disseminacéo viral (73%), cujos ovos foram recolhidos
15 dias depois do desafio oral com virus e no lote cujos filhos foram examinados 11
dias apds a emergéncia (os lotes examinados com cinco e sete dias foram
negativos).

Coincidentemente, s6 foi detectada transmissdo vertical no ensaio com a
populacdo de Manguinhos - e ndo da Urca. Porém, ndo tendo sido realizadas
réplicas com as mesmas condicdes, ndo achamos conveniente estabelecer
correlagcdo entre a natureza da populagéo ou da cepa viral usada. No entanto, do
ponto de vista das fémeas progenitoras, é provavel que a maior taxa de
disseminacéao, associada ao tempo entre o desafio infeccioso oral e ao tempo pos-
emergéncia da prole tenham sido fatores que contribuiram para ocorréncia de
transmissao vertical. Ainda assim, a taxa de disseminacdo nas progenitoras parece
se destacar como fator determinante. Assim, a auséncia de deteccéo de transmisséo
vertical nos ensaios 2 e 3 pode estar ligada as taxas de disseminacdo das
progenitoras (10% e 63%), mais baixas se comparadas as das progenitoras do
ensaio 1. Mas, fatores intrinsecos das popula¢des utilizadas e as combinac¢des cepa
do virus & populagdo de mosquito e 0 mecanismo de transmissao vertical do tipo
transovo (principal mecanismo utilizado por flavivirus) podem estar também
influenciando estes resultados (Blitvich e Firth, 2015; Bolling et al., 2015). De
qualquer forma, no ensaio 2, com o ZIKV disseminado em apenas 10% das fémeas
(Urca), a expectativa de deteccao de transmissao vertical era baixa. As populagbes
de Ae aegypti do Rio de Janeiro tém demonstrado taxas de disseminagéo acima de
60% (geralmente entre 80-100%) quando desafiadas por linhagens brasileiras de
ZIKV (Fernandes et al., 2016). E possivel que algum problema metodolégico tenha
resultado nesta taxa inesperada; por isso, qualquer comparacdo dos resultados
deste ensaio com os outros dois, com taxas bem mais altas de disseminacéo (66% e
73%) deve ser feita com cautela.

No experimento em que foi detectada transmisséao vertical (Tabela 2), 5% dos
pools de machos testados com 11 dpe foi positivo: 1 pool +/ 20 pools de 5 individuos
testados, somando-se um total 100 mosquitos. Se considerarmos o total de pools
testados nesse dpe (20 pools de cada sexo, totalizando 200 mosquitos examinados),

a taxa de transmissdo cai para 2,5%. No entanto, se analisarmos o numero de
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individuos total de cada pool, havendo a possibilidade de um, dois, trés, quatro ou
até os cinco individuos estarem positivos, a taxa sera de no minimo 0,5°/°. E se
contabilizarmos o total de mosquitos filhos testados com mesma quantidade de dpe
(11) nos experimentos 1 e 3, nos quais a taxas de disseminacdo se assemelharam
(DIR = 66 e 73%) temos um total de 342 mosquitos 200 e 142, respectivamente). Se
considerarmos o0 exame em pools de 5 individuos cada (como feito no ensaio 1), a
expectativa de taxa de transmissédo do ZIKV em Ae aegypti do Rio de Janeiro cai
para 1,8% (1 pool + / 68 pools examinados). A taxa de transmissao vertical em uma
série de populacdes dessa espécie desafiadas com diferentes cepas de ZIKV,
porém com titulos virais bem mais elevados no repasto sanguineo, variou de 0 a
2,8% (Ciota et al., 2017).

De fato, machos de Aedes tém sido encontrados naturalmente infectados com
ZIKV, seja Aedes furcifer, na Africa (Diallo et al., 2014), seja Ae aegypti e Ae
albopictus nas Américas (Ferreira-de-Brito et al.,, 2016). Portanto, essa via de
transmissdo, ainda que aparentemente pouco frequente em laboratério, pode ser
importante na perpetuacdo do virus na natureza. De qualquer modo, parte dos
machos de mosquitos achados naturalmente infectados podem ter adquirido a
infeccdo via venérea, como discutiremos adiante.

Antes de passar a esse tema, € interessante fazer um comentario em relacao
a taxa de oviposicdo dos Ae aegypti que desafiamos com ZIKV. Ja se havia
verificado que populagcbes de Ae aegypti do Rio de Janeiro infectados por DENV-2
(cepa 16681) colocaram menos ovos, e com menor frequéncia, se comparados com
mosquitos ndo infectados (Sylvestre et al.,, 2013). Em nosso trabalho, ndo houve
diferenca significativa nas taxas de oviposicdo nem nas taxas de eclosdo entre os
grupos de fémeas infectadas ou ndo com ZIKV (Tabela 3, Figuras 10 e 11). No
entanto, ha necessidade de ensaios adicionais para avaliar de forma robusta a
potencial influéncia da infeccao por ZIKV na reproducéo dos mosquitos Ae. aegypti.

Outra via de transmissdo horizontal, menos frequente, € a transmissao
venérea, ou sexual. Nela, uma fémea infectada passa o virus a um macho néo
infectado, ou vice-versa, durante a copula (Higgs e Beaty, 2004). Assim como a
transmissdo vertical, a transmissdo venérea é também apontada como um
mecanismo potencial de manutencdo de um arbovirus em periodos entre epidemias.
Sabe-se que mosquitos machos podem se infectar experimental ou naturalmente

com um arbovirus via transmisséo vertical. Este fenbmeno sugere que, a partir dos
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machos, pode-se dar inicio a um novo ciclo de infeccado por transmissao venérea a
fémeas (Mavale et al., 2010). Essa rota de infeccéo foi constatada em Ae aegypti e
Ae albopictus, infectados por CHIKV e DENV, respectivamente por Rosen (1987) e
Mavale et al. (2010). Em ambos os trabalhos, mosquitos machos foram infectados
via intratoracica e postos para inseminar fémeas virgens da mesma espécie. Porém,
no trabalho desenvolvido por Rosen (1987) fémeas de Ae albopictus, infectadas com
DENYV via intratoréacica, ndo foram capazes de transmitir o virus por via sexual a
machos nado infectados. Outros estudos envolvendo diferentes artropodes vetores
infectados por arbovirus demonstraram a via sexual como rota para transmissao
(Thompson e Beaty, 1977; Ovenden e Mahon, 1984; Shroyer, 1990; Geevarghese et
al., 2003; Mavale et al., 2005, 2006).

No presente trabalho foi observado, em dois ensaios independentes, que
fémeas de Ae aegypti foram capazes de transmitir o ZIKV por via venérea. Num
primeiro ensaio para investigar esta rota de transmisséo (ensaio 4), fémeas de Ae
aegypti de Goiania infectadas por ZIKV Rio-Ul conseguiram transmitir o virus a
machos da mesma espécie e populacdo, ao se manterem juntos na proporgéao 2:1
(duas fémeas por macho) por 5 dias, compartilhando a mesma fonte de carboidratos
(algoddo embebido por solugdo de sacarose a 10%). A negatividade da andlise dos
algoddes embebidos usados por ambas as populacdes testadas (Goiania e Urca)
sugere a transmissao venérea a partir das fémeas infectadas como a Unica via de
infeccdo dos machos. Os dois machos analisados da populacdo de mosquitos da
Urca foram negativos. Contudo, esse resultado ndo € representativo, devido ao
namero amostral muito baixo. Ja no segundo ensaio, no qual a propor¢cao macho e
fémea foram 1:1 e cruzamento por 36 horas sem compartilhar algoddo com solucéo
acucarada, detectou-se um macho de Ae aegypti (Urca) positivo para ZIKV Rio-Ul

Tendo em vista que as taxas de infeccdo das fémeas infectadas oralmente,
as condicbes ambientais, a populacdo de mosquito e cepa viral usada foram as
mesmas em ambos 0s ensaios, acreditamos que a proporcao diferenciada de
fémeas em relacdo aos machos e o tempo de cruzamento pode ter favorecido a
transmissao sexual do ZIKV Rio-Ul a machos de Ae aegypti (Urca) no ensaio 5, ndo
observado no ensaio 4.

Apesar da auséncia de particulas virais nos algoddes fornecidos preferimos
descartar qualquer possibilidade de infeccdo que nao fosse pela rota sexual. E,

ainda, sabendo através de testes preliminares que o tempo estipulado para o
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cruzamento seria suficiente para inseminar a maior parte das fémeas, adotamos tais
parametros para o ensaio 5.

Quando tentamos verificar se machos que adquiriram a infecg&o por ZIKV por
via venérea seriam capazes de transmiti-lo para fémeas virgens e néo infectadas,
nao logramos comprovar o fenémeno (Tabelas 1 e 4). As fémeas inseminadas por
machos em diferentes dpc n&o foram infectadas com ZIKV via venérea, embora a
andlise das espermatecas tenha comprovado a transferéncia de espermatozoides.
No entanto, visto que a taxa de infeccdo dos machos (ZIKV Rio-Ul) foi de 0,9%,
correspondendo a um Unico individuo positivo, do qual se desconhece se a
disseminacgdo viral tinha atingido os 6rgéos reprodutores, a chance de infec¢do de
fémeas era quase nula. Outro fator que pode contribuir para essa negatividade é o
comportamento reprodutor dos machos de Ae aegypti. Sabe-se que apoés a cépula o
macho impede temporariamente a inseminacao das fémeas por ele copuladas por
outros machos (Craig, 1967; Lourenco-de-Oliveira, 2015a). Assim, a probabilidade
de que o mosquito infectado tenha inseminado e transmitido o virus sexualmente
para uma fémea dentro de uma gaiola com varios outros machos € reduzida.

Em relacdo a genética viral, um estudo comparando cepas das duas
linhagens, pré e pos-epidemia de ZIKV ocorrida em 2007, a partir de mosquitos,
animais e pessoas infectadas, constatou que os genes desse virus se mostram
relativa estabilidade, detectando 24 substituicbes de aminoacidos na linhagem
asiatica e 75 na linhagem africana em proteinas estruturais e ndo estruturais. Tais
alteracdes se concentraram principalmente nas proteinas NS5 e NS3, que
constituem os principais componentes enzimaticos do complexo de replicagéo viral
(Zhu et al, 2016). Mutagbes em outros flavivirus podem estar associadas a
mudangas na viruléncia, tropismo e replicacdo (Whiteman et al.,, 2011). As
consequéncias e a importancia dessas mudancas no ZIKV precisam ainda ser
avaliadas em estudos futuros.

No presente trabalho foram observadas mutacfes no genoma do virus
extraido a partir do pool da prole macho (ensaio 1) (apéndice 8.7) nos genes das
proteinas NS2A e NS2B. Outra substituicdo observada, dessa vez no macho
infectado sexualmente, ao compararmos 0s genomas virais (macho x fémeas do 1°
lote x ZIKV Rio Ul) foi ao gene da proteina E (apéndice 8.8). O impacto dessas
mudancas genéticas € desconhecido, sendo necessarios novos estudos. Vale

ressaltar que a redundancia do codigo genético permite que muitos aminoacidos
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sejam traduzidos por mais de um coédon, mantendo a eficiéncia e precisdo da
producdo de amino&cidos das proteinas. Por isso, nem todas as mutacdes na

sequéncia genética do virus irdo gerar mudancas em suas proteinas.
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6. CONCLUSOES
O ZIKV (cepa Rio-S1) foi transmitido verticalmente pelo mosquito Aedes aegypti
(populagédo Manguinhos) a sua prole, quando esta foi examinada com 11 dias de

emergéncia, gerando taxa de infeccdo que varia de 2,5°/° a 0,5°/°.

N&o houve diferenga significativa nas taxas de oviposicdo e eclosdo de ovos
provenientes de fémeas infectadas e néo infectadas pelo ZIKV Rio-S1.

Fémeas de Aedes aegypti (Goiania e Urca) infectadas por via oral foram capazes de
transmitir ZIKV Rio-Ul a machos ap6s 10 e 12 dias da infeccdo. A variacdo da
frequéncia da transmissdo venérea de fémeas infectadas para machos entre os
experimentos pode ser resultado, por exemplo, da variagdo do nimero de insetos

utilizados, além do tempo de cruzamento entre as fémeas infectadas e os machos.

O RNA sequenciado a partir do pool de machos infectados verticalmente, quando
alinhado com a sequéncia genbmica do virus utilizado para infeccdo das
progenitoras, apresentou mutacdes nos genes das proteinas NS2A e NS2B. No

entanto apenas uma das mutacdes (NS2A) gerou troca de aminoacido na proteina.

Ao comparar as sequéncias do RNA do macho (ensaio 5) infectado sexualmente,
com a do virus usado para infectar as fémeas com que copularam e com o virus
extraido a partir de fémeas infectadas, foi observada mutacédo no gene referentes a

proteinas E ( sem troca de aminoacido).
N&o podemos afirmar que as troca de aminoacidos na proteina NS2A, pode

acarretar alteracfes de alguma funcédo viral, uma vez que ndo ha ainda estudos

suficientes para avaliar tais possiveis mudancas.
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8. APENDICE

8.1 Tabela gRT-PCR das cabecas fémeas dos ensaio 2 e 3

Tabela 8: Resultado RT-gPCR das fémeas

Tabela 9: Resultado RT-qPCR das fémeas

do ensaio 2 do ensaio 3
cepa RT-qPCR cepa viral RT-qPCR
viral Ct Quantificagao Ct Quantificacao
RioU1 | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1 | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1 | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1 | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1 | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1 | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1l | Undetermined - RioS1 18,025 1.749.754,00
RioUl | Undetermined - RioS1 26,947 4.330,35
RioUl | Undetermined - RioS1 38,87 1,422
RioU1l | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioUl | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioU1l | Undetermined - RioS1 Undetermined -
RioUl | Undetermined - RioS1 18,457 1.309.185,13
RioUl | Undetermined - RioS1 18,592 1.194.829,75
RioU1 34,06 110,2 RioS1 17,69 2.192.482,75
RioU1l | Undetermined - RioS1 18,347 1.409.558,00
RioU1l | Undetermined - RioS1 33,703 45,973
RioU1l | Undetermined - RioS1 31,977 146,873
RioUl | Undetermined - RioS1 31,628 185,76
RioU1 18,991 919.407,88 RioS1 18,475 1.293.534,38
RioUl | Undetermined - RioS1 32,514 102,315
RioU1 35,378 50,029 RioS1 18,696 1.114.403,50
RioU1l | Undetermined - RioS1 33,231 63,176
RioU1 | Undetermined - RioS1 35,407 14,617
RioU1 | Undetermined - RioS1 37,27 4,175
RioU1 | Undetermined - RioS1 34,923 20,247
RioU1 | Undetermined - RioS1 19,072 865.287,44
RioU1 | Undetermined - RioS1 31,723 174,181
RioU1 | Undetermined - RioS1 35,503 13,704
RioS1 37,324 4,026
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8.2 Resultado da RT-PCR do pool de macho positivo do ensaio 1

RT-qPCR
Pool5 Cepaviral | Ensaio
Ct Quantificagao
P582 RioS1 1 18,807 207,287.250

8.3 Tabela dos ovos de Aedes aegypti da Urca (F2) de fémeas
infectadas e nao infectadas pelo ZIKV RioS1.

Progenitora Ovos =
Postura Eclosao

85 76

25 0
60 12
75 16

62 8

N3do infectadas 41 /

61 2
86 45
46 29
45 11
77 63
76 36

0 -

51 2

0 -

80 6

20 0

7 2
14 11
95 20
Infectadas /3 24

100 4
30 23
48 10
112 39

0 -
40 43

37 3
78 27

79 2




8.4 Tabela do resultado da gRT-PCR das fémeas de Aedes aegypti
Urca (F2) e Goiania(F2)

RT-gPCR
Pop
Ct Quantificacao
25 216,055
UR
30 3,082.771
UR
UR Undetermined 0
23 1,645.402
UR
20 17,537.207
UR
UR Undetermined 0
19 22242.688
UR
24 48,898.804
UR
21 64,638.525
UR
UR Undetermined 0
GO Undetermined 0
21 8,917.777
GO
27 4,220.585
GO
28 20,459.852
GO
Undetermined 0
GO
Undetermined 0
GO
22 39,238.997
GO
18 51,870.754
GO
Undetermined 0
GO
Undetermined 0
GO




8.5 Tabela do resultado da RT-PCR dos machos e solucéo
acucarada do ensaio 4

Macho/ soluggo Populagao Cepaviral | Ensaio RT-qPCR
agucarada Ct Quantificacao

Macho Goiania RioU1 1 - -
Macho Goiania RioU1 1 21 3,908.467
Macho Goiania RioU1 1 - -
Macho Goiania RioU1 1 - -
Macho Goiania RioU1l 1 - -
Macho Goiania RioU1 1 21,6 2,175.320 2
Macho URCA RioU1 1 - -
Macho URCA RioU1 1 - -

- - 1 -

Solu¢do Acucarada Undetermined

- - 1 . -
Solu¢do Agucarada Undetermined

) i 1 Undetermined -
Solucdo Acucarada

) i 1 Undetermined )
Solug¢do Agucarada :
Solugdo Agucarada - - 1 34 0,097
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8.6 Tabelas do resultado da gRT-PCR das fémeas de Aedes aegypti

do ensaio 5 (ZIKV Rio Ul e ZIKV PE243).

gRT-PCR

Cepa
viral Corpo Cabega

ct Quantificagao ct Quantificagao
RioU1 Undetermined - - -
RioU1 17,761 1.131.342,75 37,796 5,737
RioU1 18,98 525.803,75 28,41 3.285,18
RioU1 33,547 56,83 Undetermined i
RioU1 30,925 294,258 27,537 5.930,63
RioU1 17,63 1.231.885,63 | Undetermined
RioU1 17,18 1.630.585,50 22,227 215.376,03
RioU1 33,232 69,24 Undetermined )
RioU1 | Undetermined - Undetermined ;
RioU1 | Undetermined - Undetermined -
RioU1 | Undetermined - Undetermined -
RioU1 14,584 8.298.440,50 21,366 385.577,06
RioU1 | Undetermined - Undetermined -
RioU1 37,048 6,328 Undetermined -
RioU1 35,898 13,014 Undetermined -
RioU1 38,723 2,214 Undetermined -
Rioul | Undetermined - Undetermined -
RioU1 | Undetermined - Undetermined -
RioU1 33,376 63,294 Undetermined -
RioU1 34,017 42,331 Undetermined -
RioU1 17,42 1.401.074,00 39,231 2,174
RioU1 17,21 1.600.809,50 | Undetermined
RioU1 | Undetermined - Undetermined -
RioU1 36,789 7,44 Undetermined -
RioU1 36,751 7,624 Undetermined -
RioU1 20,26 235.898,55 Undetermined -
RioU1 21,75 92.883,34 Undetermined -
RioU1 35,608 15,611 - -
RioU1 17,41 1.410.536,88 20,289 798.817,31
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gRT-PCR

Cepa
viral Corpo Cabega

Ct Quantificagao Ct Quantificagao
PE243 36,585 8,46 Undetermined -
PE243 36,197 10,789 Undetermined -
PE243 34,976 23,197 Undetermined -
PE243 36,547 8,665 Undetermined -
PE243 37,336 5,283 Undetermined -
PE243 | Undetermined - . }
PE243 36,821 7,295 - -
PE243 31,602 192,507 Undetermined -
PE243 39,548 1,32 - -
PE243 39,261 1,58 - -
PE243 | Undetermined . )
PE243 39,285 1,556 - -
PE243 | Undetermined - . )
PE243 | Undetermined - i} )
PE243 | Undetermined . ) )
PE243 | Undetermined - . )
PE243 36,844 7,193 Undetermined -
PE243 | Undetermined - . )
PE243 38,664 2,297 Undetermined -
PE243 22,14 72.568,76 26,913 9.041,25
PE243 | Undetermined - - ;
PE243 | Undetermined - ) )
PE243 | Undetermined - . )
PE243 | Undetermined - - }
PE243 36,748 7,635 Undetermined -
PE243 | Undetermined - - }
PE243 | Undetermined - ) )
PE243 | Undetermined - - ;
PE243 | Undetermined - - }
PE243 | Undetermined - . )
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8.7 Tabela do resultado da gRT-PCR macho postivio de Aedes
aegypti do ensaio 5.

Cepa viral Ensaio RT-qPCR
ct Quantificacao
RioU1 5 17,182 1.548.838,88

8.8 Alinhamento ZIKV Rio-S1 x prole Aedes aegypti (ensaio 1)

582 TRACTCTTORGECCAGCGCAT G TCATAT G TCTCORAAAT TEAGCCAGCCAGAATTG o788
Rio-51 TEACTCTTORGECCAGCECAT G TCATAT OO TCTCORAAAT TEAGCCAGCCAGAATTG o788

b R e o e e R P e L

582 CATGTGTCCTCATTGTTGTGT TCCTATTGC TR TGATGCTCATACCTGAGCCAGAAAAGT oE4E
Rio-51 CATGTGTCCTCATTGTTGTGT TCCTATTGC TR TGATGCTCATACCTGAGCCAGAAAAGT oE4E

FEEFFFEFFXFEFFEFEFFFFFFXRIFFFB IR FEF AR EFFERFEFF R R R E R R R FEEER R EE

582 ARAGAT CT AR GACAACCAAA TG AATCATCATCATGETAGCAGTAGETCTTTTGE 6oaa
Rio-51 ARAGAT CT O AGGACAACCAAA TG AATCATCATCATGETAGCAGTAGETCTTCTGG aoaa

LR e R R R R LSS LS L R R R s R R SRR E TS b i

582 GETTEAT TACCOCCAATOAACTCGEATEOT TODAGAGAACAAAGAGTOACCTAAGCCATE =l
Rio-51 GETTEAT TACCOCCAATOAACTCGEATEOT TODAGAGAACAAAGAGTOACCTAAGCCATE =l

L RS S LI L]

582 GEACACCCCOTEAAAGCATEC TG TGECCTTGGCCTCGTGTCTTTTGCAMAC TGCGATCT 3I9a8e
Rio-51 GEACACCCCGTEAAAGCATECTOCTGECCTTGGCCTCGTEGTCTTTTGCAMAAC TGCGATCT 3988

R R R R R R R R N R N R RN RN RN RN IR NIRRT IR R R RS R R e®

582 COGCCTTOeeAAGGCEACCTEATGGTTCTCATCAATGATTT TECT TTGECCTGGTTEECAS 3968
Rio-S1 COGCCTTEEAAGECGACCTEATGETTCTCATCAATGGTTT TEGCT TTGECCTGGTTEECAL 3968
FhkdkkFhdhkkdk bk hkbkRkdrhkdhkdrdkbkkddkd bk bkk bk d bk bRk b dhkok Rk ki ki
582 TACGAGCGATGGTTGTTCCACGCACTEATAACATCACCTTOGCAATCCTEGCTGCTCTGA a@2e
Rio-51 TACGAGCGATGGTTGT TCCACGCACTOATAACATCACCTTOGCAATCCTEECTGCTCTGA a4@z2e

K K R R R N R R N R R N R N N N A N F RN EF RN FEET R F TR F T TR E

582 CACCACTGOCCCGGEaCACACTOCTTGTeGCGTOGAGAGCAGECCTTGCTACT TGCGGGEG 4288
Rio-51 CACCACTGOCCCGGEaCACACTOCTTGTeGCGTOGAGAGCAGECCTTGCTACT TGCGGGEG 4288

R R R R R R R R N R N R RN RN RN RN IR NIRRT IR R R RS R R e®

582 GETTTATGCTCCTCTCTCTEAGEEEAAAAGECAGTGTGAAGAAGAACTTACCATTTGTCA 414a
Rio-S51 GETTTATGCTCCTCTCTCTEAAGGEAAAAGGCAGTGTGAAGAAGAACTTACCATTTGTCA 414a

ook bk ok kR oE # b ek ok bk o sk e o ok o ok ok b o o oF 0 o 0 o ok o ok bk bk o o o o ok ok ok

582 TeGCCCTEOEACTAACCECTOTOAGGCTOGTCGACCCCATCAACGTGETGOGACTGCTGET 4z2aa
Rio-51 TeGCCCTEOEACTAACCECTOTOAGGCTOGTCGACCCCATCAACGTGETGOGACTGCTGET 4z2aa

B e et T e s
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9. ALINHAMENTO ZIKV RIO-Ul1 X MACHO AEDES AEGYPTI

INFECTADO SEXUALMENTE X FEMEAS INFECTADAS ORALMENTE

(ENSAIO 4).
1276 TTGCCCCGACATACAGCATCAGGTGCATAGGAGTCAGCAATAGGGACTTTATGGAAGGETA 1820
Rio-U1 TTGCCCCGACATACAGCATCAGGTGCATAGGAGTCAGCAATAGGGACTTTATGGAAGETA 1820
EEE R R e s R A R RS AR R R R EEE SRR R R e
1276 TGTCAGGTGGEACT TGGET TGATGTTATC TTGGAACATGEAGET TATGTCACCGTAATGE 1880
Rio-U1 TGTCAGGTGGEACT TGGET TGATGTTATC T TGGAACATGEAGET TATGTCACCGTAATGE 1880
sk kR R Rk ek R kR ek kR Rk R kR ek ek kR g
1276 CACAGGATAAACCGACTGTCOACATAGAGC TGATCACARCAACAGTCAGCAACATGGCGE 1148
Rio-U1 CACAGGATAAACCGACTGTCGACATAGAGCTGETTACAACAACAGTCAGCAACATGGCGE 1148
b S R e e e e e e e S R e L e R e R R R e ]
1276 AGGTAAGATCCTACTGC TATGAGGCATCAATATCAGACATGGC TTCGEACAGCCGLTACC 1260
Rio-U1 AGGTAAGATCCTACTGC TATGAGGCATCAATATCAGACATGGCTTCGGACAGCCGCTGCC 1200
FEEEFESFRERE R I REE R R IR I E R R IR R RSk kR kR ek ek e ke kR sk
1276 CAACACAAGGTGAAGCCTACCTTGACAAGCAATCAGACACTCAATATGTCTGCAAAAGAA 1260
Rio-U1 CAACACAAGGTGAAGCC TACCTTGACAAGCAATCAGACAC TCAATATGTC TGCALMAGAA 1260
sk kR R Rk ek R kR ek kR Rk R kR ek ek kR g
Rio-U1 CTTGGCTTTTEGGAAGC TCAACGAGCCARAAAGTCATATACTTGATCATGATACTGCTGA 968
Pool CTTEGCTTTTEGGAAGC TCAM GAGCCARAAAGTCATATACTTGETCATGATACTGCTGA 958
1276 CTTEGCTTTTEGGAAGC TCAM GAGCCARAAAGTCATATACTTGETCATGATACTGCTGA 058
EEE R s R R R R E R AR E R R R E R R E R S A EE R EE R R R R
Rio-U1 TTGCCCCGECATACAGCAT CAGGTGCATAGGAGT CAGCAATAGGGACTTTGTGRAAGGTA 1820
Pool TT6CCCCGRCATACAGCATCAGGTGCATAGGAGTCAGCAATAGEGACTTTGTGRAAGETA 1820
1276 TTGCCCCGRCATACAGCATCAGGTGCATAGGAGT CAGCAAT AGGGACTTTGTGRAAGGTA 1820
EE S L R e e Y S T e R L T
Rio-U1 TETCAGGTAGEACTTGEGT TGATGT TATC T TAGAACATGEAGGT TATGTCACCGTAATGE 1886
Pool TETCAGGTAGEACTTGEGT TGATGT TATC T TAGAACATGEAGET TATGTCACCATAATGE 1880
1276 TATCAGGTAGEACTTGEGT TGATGT TATC T TAGAACATGGAGET TATGTCACCGTAATGE 1880
EE S L R e e Y S T e R L T
Rio-U1 CACAGGATAAACCGACTGTCGACAT AGAGC TGGT TACAACAACAGTCAGCAACATGECGE 1148
Pool CACAGGATAAACCGACTGTCGACAT AGAGC TGGT TACAACAACAGTCAGCAACATGGCGE 1140
1276 CACAGGATAAACCGACTGTCGACAT AGAGC TGGTCACAACAACAGTCAGCAACATGGCGE 1140
wREFRrdeRRre kR kiR eRedRyr Rk ek ek ek kg
Rio-U1 AGGTAAGATCCTACTGCTATGAGGCATCAATATCAGACATGGCT TCHGACAGCCGLTGLC 1200
Pool AGGTAAGATCCTACTGCTATGAGGCATCAATATCAGACATGGCT TCHGACAGCCGCTGLC 1200
1276 AGGTAAGATCCTACTGCTATGAGGCATCAATATCAGACATGGC T TCEGEACAGCCGCTGLC 1286
EEE R s R R R R E R AR E R R R E R R E R S A EE R EE R R R R
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