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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Competência vetorial de populações brasileiras de Culex 
quinquefasciatus e Aedes aegypti frente a diferentes cepas do vírus 

Zika isoladas no Brasil 
 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Rosilainy Surubi Fernandes 

 

O vírus Zika (ZIKV) causou uma grave epidemia no Brasil entre 2015 e 2016, tendo, 

subsequentemente, se tornado endêmico tanto no território brasileiro quanto em países 

tropicais e subtropicais das Américas. O ZIKV pode ser transmitido entre humanos, 

porém acredita-se que a transmissão vetorial desempenhe o principal papel na sua 

disseminação. O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é considerado 

o vetor primário do ZIKV no ambiente urbano e suburbano. Porém, a gravidade da 

epidemia e a velocidade da dispersão viral, levaram à suspeita de que outros 

mosquitos antropofílicos e muito frequentes no ambiente domiciliar, como Culex 

quinquefasciatus (Say, 1823) pudessem estar associado à esta transmissão. Na região 

Nordeste (NE) do país, epicentro da epidemia de casos de microcefalia e 

malformações congênitas associadas ao ZIKV, este vetor é amplamente disseminado. 

Diante dessa possibilidade, mudanças consideráveis necessitariam ser feitas quanto às 

estratégias de controle da transmissão vetorial frente às diferenças na biologia do Ae. 

aegypti e do Cx. quinquefasciatus. Este trabalho objetivou avaliar a competência 

vetorial de populações destes mosquitos de diferentes regiões do Brasil, desafiados 

com distintos isolados brasileiros do ZIKV. Inicialmente, quatro populações de Cx. 

quinquefasciatus do Rio de Janeiro/RJ foram desafiadas oralmente com ds de ZIKV 

(ZIKVRio-U1 e ZIKVRio-S1), isoladas de pacientes também do RJ e na mesma época 

em que as colônias desses mosquitos foram geradas. Em um segundo momento, 

desafiamos, comparativamente, populações de Cx. quinquefasciatus de áreas 

nordestinas (Campina Grande/PB e Recife/PE) com cepas de ZIKV também isoladas 

do NE [Recife/PE (ZIKVPE243)] e do Sudeste [Rio de Janeiro/RJ (ZIKVRio-U1 e 

ZIKVRio-S1) e São Paulo/SP (ZIKVSPH2015)]. Populações de Ae. aegypti de 

diferentes áreas do Rio de Janeiro (Urca, Manguinhos, Triagem) foram testados 

simultaneamente com as mesmas cepas virais. Amostras do corpo, cabeça e saliva 

dos mosquitos foram examinadas ao 7º, 14 e 21º dias pós-infecção, para a 
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determinação, respectivamente, das taxas de infecção, disseminação e transmissão. A 

identificação viral foi realizada por inoculação em cultura de células Vero e qRT-PCR. 

Todas as populações de Cx. quinquefasciatus se mostraram incapazes de transmitir o 

ZIKV, independente da origem do vírus testado. Em contraste, mosquitos Ae. aegypti 

do Rio de Janeiro revelaram elevadas taxas de infecção, disseminação e transmissão, 

sendo capazes de transmitir o vírus a partir do 14º dpi. Em um terceiro momento, 

avaliamos a competência vetorial de Ae. aegypti alimentados diretamente em dois 

macacos rhesus (Macaca mulatta) em diferentes momentos durante o curso de sua 

infecção experimental com um cepa de ZIKV isolada de sangue humano no Espírito 

Santo/ES. Os mosquitos só se infectaram ao picar um dos animais no 2º dia após a 

inoculação, quando seu soro apresentava carga viral de 1,3 x 104 PFU/mL, exibindo 

baixa taxa de infecção e nenhuma disseminação até 14 dpi. Porém, quando desafiados 

oralmente através de alimentador artificial e com títulos virais mais elevados (106, 107 e 

108 PFU/mL), os mosquitos apresentaram taxas de infecção bem mais baixas (15%) 

quando desafiados com título de 106 PFU/mL, comparados com títulos elevados: 107 

(70%) e 108 (100%). Os resultados indicam que a infecção oral de Ae. aegypti é dose 

dependente e que a prevenção e o controle da transmissão vetorial de ZIKV no Brasil 

devem focar em esforços contra esse mosquito, o único até agora confirmado como 

vetor natural e com elevada competência vetorial demonstrada experimentalmente. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Vector competence of Brazilian populations of Culex 

quinquefasciatus and Aedes aegypti against different strains of Zika 

virus isolated in Brazil 
 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Rosilainy Surubi Fernandes 

 

The Zika virus (ZIKV) caused a severe epidemic in Brazil between 2015 and 

2016, and subsequently became endemic in Brazil and the other tropical and 

subtropical countries of the Americas. ZIKV can be transmitted between humans, but it 

is believed that a vector transmission plays the major role in its dispersion. The Aedes 

(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) mosquito is considered the primary vector in the 

urban and suburban environment. However, the severity of the epidemic and the 

velocity of ZIKV dispersion led to the suspicion that other common anthropophilic 

mosquitoes such as Culex quiquefasciatus Say, 1823, could be also associated with 

ZIKV transmission. In Northeast Brazil, the epicenter of the epidemic of microcephaly 

and congenital malformations associated with ZIKV, this vector is widely disseminated. 

If confirmed vector competence of Cx. quinquefasciatus considerable changes would be 

need regarding the strategies of vector control consider the differences between Ae. 

aegypti and Cx. quinquefasciatus biology. This work has assessed the vectorial 

competence of populations Cx. quinquefasciatus from different regions of Brazil with 

different Brazilian isolates of the ZIKV. At first, four populations of Cx. quinquefasciatus 

from Rio de Janeiro were challenged orally with two strains of ZIKV (ZIKVRio-U1 and 

ZIKVRio-S1), isolated from patients from RJ and at the same time as the colonies of 

mosquitoes has generated. Secondly, we challenged, comparatively, populations of Cx. 

quinquefasciatus from Northeast Brazil (Campina Grande / PB and Recife / PE) with 

strains of ZIKV also isolated from the same region [Recife / PE (ZIKVPE243)] and also 

from Southeast [Rio de Janeiro / RJ (ZIKVRio- U1 and ZIKVRio-S1) and São Paulo / SP 

(ZIKVSPH2015)]. Populations of Ae. aegypti from different areas of Rio de Janeiro 

(Urca, Manguinhos, Triagem) were tested simultaneously with the same strains as 

infection control. Samples of the body, head and saliva of the mosquitoes were 

examined at 7, 14 and 21 days after infection (dpi) for a determination, respectively, of 

infection, dissemination and transmission rates. The viral identification was made by 

inoculation into Vero cell culture followed by quantitative RT-PCR. All populations of Cx 
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quinquefasciatus were unable to transmit ZIKV, regardless of its origin. In contrast, 

mosquitoes Ae. aegypti from Rio de Janeiro revealed high rates of infection, 

dissemination and transmission, being able to transmit the virus from the 14th dpi. In a 

third moment, the vectorial competence of Ae. aegypti fed directly on two rhesus 

monkeys (Macaca mulatta) we tested experimentally with a strain of ZIKV isolated from 

human blood in the State of Espírito Santo. The mosquitoes only became infected in 

one of the thus animals on the 2nd day after inoculation, when its serum had a viral load 

of 1.3 x 104 PFU/mL. Infected mosquitoes exhibited low infection rate and no 

dissemination up to 14 dpi. Finally mosquitoes were challenged orally through artificial 

feeder with higher viral titers (106, 107 and 108 PFU/ mL). Ae. aegypti showed low 

infection rate (15%) when challenged with a titer of 106 PFU/mL, but higher infection 

rate when challenged with high titers: 107 (70%) and 108 (100%). The results indicate 

that the oral infection of Ae. aegypti is significantly dose dependent and that the 

prevention and control of vector transmission of ZIKV in Brazil should focus on efforts 

against this mosquito, the only one confirmed until now as a natural vector with high 

experimental competence. 
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INTRODUÇÃO 

1.1 Arbovírus emergentes 

A palavra arbovírus vem do termo em inglês arthropod-borne virus, introduzido 

em 1942 e utilizado para descrever os vírus que necessitam de um artrópode para 

completar seu ciclo e ser transmitido para um hospedeiro vertebrado (WHO, 1985). 

Todos arbovírus conhecidos são parasitas naturais de animais - patógenos 

zoonóticos (Gubler e Vasilakis, 2016) e incluem diversos grupos de vírus pertencentes 

a diferentes famílias virais, incluindo: Bunyavidae, Flaviviridae, Reoviridae, 

Rhabdoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae (Karabatsos, 1985; CDC, 2016).  

Os arbovírus abrangem grupos de vírus RNA e tem uma considerável variedade 

de genomas e estratégias de replicação, sugerindo que a transmissão a vertebrados 

via artrópodes surgiu há muito tempo, durante processo de evolução destes vírus 

(Weaven e Resen, 2010). 

No Catálogo Internacional de Arbovírus e outros vírus estão registrados 534 

vírus, sendo 135 deles causadores de doenças em humanos (Gubler, 2016). 

Entretanto, com o avanço de tecnologias voltadas pela detecção e caracterização viral, 

como o sequenciamento genômico, a identificação de novos agentes se torna cada vez 

mais frequente (Gubler, 2016). 

Grande parte dos arbovírus utilizam mosquitos e carrapatos como hospedeiros 

invertebrados. Aedes e Culex são os gêneros de mosquitos mais associados à 

transmissão de arbovírus (Karabastos, 1985). Maruins (Ceratopogonídeos), piolhos 

(Anopluros), flebotomíneos (Psychodídeos), borrachudos (Simuliídeos), percevejos 

(Cimicídeos) e ácaros também podem transmitir diferentes arbovírus (Adelmar, 2013). 

A grande diversidade de espécies de vetores e a ampla distribuição geográfica e 

espacial dos mesmos podem explicar o sucesso de determinados arbovírus em se 

disseminar globalmente (Weaver e Reisen, 2010; King, 2012).   

A maioria dos arbovírus está distribuída em regiões tropicais e subtropicais 

(Gubler, 2002; Anez et al., 2012). Porém, arbovírus que infectam humanos e causam 

epidemias em ambientes urbanos e suburbanos tem dispersado intensamente dentro e 

dentre essas regiões, mas também para regiões de clima temperado (Figura 1).   
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Figura 1: Distribuição global de arbovírus emergentes e re-emergentes (Adaptado de Anez et al 

2012). 

 

Uma complexa interação pode explicar a emergência e surtos de doenças virais, 

que envolve os vírus (adaptação a novos hospedeiros), alterações climáticas, migração 

de animais, processo de urbanização e atividades humanas, como agricultura e até 

mesmo guerras (Gubler, 2001; Gubler, 2002; Weaver e Reisen 2010; Hall et al., 2016).  

Um dos primeiros arbovírus isolados foi o vírus febre amarela (YFV) em 1927, 

seguido do vírus da encefalite St. Louis (SLEV), em 1933, vírus do oeste do Nilo 

(WNV), em 1937, chikungunya (CHIKV), em 1938 e dengue (DENV), em 1943 e zika 

(ZIKV) em 1947 (Karabastos, 1985).  

A Fundação Rockefeller, fundada em 1914, contribuiu para a descoberta de um 

grande número de arbovírus entre 1935 e 1970. O estabelecimento desta instituição 

em países da África e América do Sul resultou na identificação de muitos arbovírus 

nestas regiões (Gubler e Vasilakis, 2016). Apesar da redução nos investimentos na 

década de 70, e consequentemente menor descoberta de novos vírus (Gubler 2001), 

um aumento na incidência de epidemias causadas por arbovírus previamente descritos 

e novos arbovírus, foi reportada nos últimos 30 anos. A maioria dos arbovírus 

emergentes pertencem aos gêneros Bunyavidae, Flaviviridae e Togaviridae  (Gubler e 

Vasilakis 2016).  
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Mais recentemente, os arbovírus que causam dengue, chikungunya e zika 

rapidamente se dispersaram no mundo, ocasionando epidemias de grandes 

proporções em territórios do Novo Mundo (Patterson et al., 2016), Figura 2. 

 

 

Figura 2: Distribuição global estimada de dengue, chikungunya e zika (Adaptada de Patterson 

et al., 2016). 

 

Epidemias por arbovírus transmitidas por Aedes (Stegomya) aegypti (Linnaeus, 

1762), inclusive devido à introdução de casos importados, têm sido relatadas no Brasil 

desde o século XIX. O YFV introduzido provavelmente do Oeste da África juntamente 

com o vetor urbano Ae. aegypti, causou grande epidemias nas cidades brasileiras 

desde o século XVIII (Franco, 1969). Em 1848, por exemplo, o vírus amarílico, já 

endêmico na cidade, causou uma epidemia na cidade do Rio de Janeiro, após a 

chegada de marinheiros em navios norte-americanos (Franco, 1969).  

Na década de 1920, o DENV causou surtos no Rio de Janeiro e na cidade de 

Niterói, no entanto, através de programas de controle da febre amarela, tanto a dengue 

quanto a febre amarela, foram consideradas erradicadas no país (Magalhães, 2016).  

O YFV por ter estabelecido, nas Américas, um ciclo de transmissão zoonótico e 

silvestre, independente de humanos como vertebrado amplificador e do mosquito Ae. 

aegypti como vetor, foi erradicado do país, como consequência do programa 
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continental de erradicação deste mosquito orquestrada pela OPAS (Magalhães, 2016). 

Consequentemente, o YFV vem causando ondas epidêmicas cíclicas devido às 

infecções humanas adquiridas acidentalmente no ambiente silvestre ou rural, sendo, 

portanto, limitadas em número de casos e abrangência. Porém, uma série de vírus 

potencialmente epidêmicos foram reintroduzidos ou introduzidos no Brasil, desde o 

início da década de 1980 (Figueiredo, 2010). Tratam-se de vírus que, embora 

originalmente zoonóticos e silvestres especialmente no continente Africano, co-

evoluíram e se adaptaram ao vetor antropofílico e urbano Ae. aegypti, e passaram a ter 

humanos como hospedeiro amplificador, características que favorecem a geração de 

epidemias (Figueiredo, 2010).  

Os quatro sorotipos de DENV (DENV 1-4) foram introduzidos no Brasil entre 

1980 e 2011 (Schatzmayr et al., 1986; Nogueira et al., 1993; Nogueira et al., 2002; 

Temporão et al., 2011) causando extensas epidemias nas últimas três décadas. O 

DENV é considerado o causador da doença viral transmitida por vetores com a 

propagação mais rápida (WHO, 2012) e, nos últimos 50 anos, afetou mais de 100 

países em todas as regiões tropicais e subtropicais do mundo (Akiner et al., 2016). 

Os primeiros casos autóctones de CHIKV foram notificados em setembro de 

2014 no município de Oiapoque (AP) e, posteriormente, em Feira de Santana (BA), 

este último, pelo genótipo africano (ECSA) do virus provavelmente introduzido a partir 

de Angola (Figueiredo e Figueiredo, 2014; Nunes et al., 2015) 

.No Brasil em 2014 foram confirmados os primeiros casos autóctones de zika no 

Nordeste (Campos, 2015; Zanluca et al., 2015). 

 

1.2 Vírus Zika 

 

1.2.1 Histórico e emergência 

O ZIKV (Família Flaviviridae, gênero Flavivirus), é um vírus esférico, envelopado 

com genoma constituído por uma fita simples de RNA de polaridade positiva, com 

cerca de 11 kilobases (kb) de comprimento. O genoma codifica três proteínas 

estruturais, a do nucleocapsídeo (C), e duas inseridas no envelope viral, a proteína da 

membrana (M) e a proteína do envelope (E), e sete proteínas não estruturais, NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Kuno e Chnag, 2007; Lindenbach et al., 

2013), (Figura 3).   
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As estruturas da partícula madura de vários flavivírus, incluindo do ZIKV 

possuem, de uma forma geral, uma arquitetura semelhante (Sirohi et al., 2016; Prasad 

et al., 2017). No entanto, análises da proteína viral do envelope do ZIKV demostra 

partes semelhantes aos vírus neurovirulentos WNV e vírus da encefalite japonesa 

(JEV), enquanto outras partes semelhantes aos DENV (Kostyuchenko et al., 2016).  

 

 

 

Figura 3: Organização da partícula e genoma do ZIKV. (A) Esquema representativo da 

partícula, (B) Crio eletro microscopia da partícula viral e (C) esquema representativo do 

genoma viral. C: capsídeo, prM: precursor de Membrana, E: envelope, NS (Não estrutural). 

Adapatado de Sirohi et al., 2016; Kostyuchenko et al., 2016; Prasad et al., 2017).  

 

O RNA do ZIKV está presente em altos títulos no sangue humano apenas entre 

os primeiros 3-5 dias após o início dos sintomas (Balm et al., 2012), enquanto é 

detectado na urina por mais de 10 dias (Gourinat et al., 2015) e no sêmen por diversas 

semanas (Foy et al., 2011; Zammarchi et al., 2015; Musso et al., 2015; Atkinson et al., 

2016, Mansuy et al., 2016). Um estudo descreve uma persistência do vírus em sêmen 

por mais de 2 meses (Atkinson et al., 2016) e carga viral 100.000 vezes maior do que 

no sangue e urina (Mansuy et al., 2016). O genoma viral também foi identificado em 

swab nasofaríngeo (Zammarchi et al., 2015). 
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Estudos filogenéticos descrevem a existência de dois genótipos de ZIKV: 

Africano e Asiático (Musso e Gubler et al., 2016). Estima-se que o vírus tenha originado 

no Leste da África e dispersado para o Oeste africano e Ásia há aproximadamente 50-

100 anos (Faye et al., 2014). 

 

 

 

Figura 4: Análise filogenética do ZIKV incluindo estirpes emergentes. Adaptado de Musso e 

Gubler, 2016. 

 

O ZIKV foi isolado pela primeira vez na África, em 1947, a partir do sangue de 

macacos rhesus sentinelas na Floresta de Zika, em Uganda, quando visava-se 

conhecer a dinâmica da febre amarela silvestre. Em 1948, o mosquito Aedes 

(Stegomyia) africanus foi caracterizado como vetor transmissor do ZIKV, a partir da 

análise de macerados de mosquitos inoculados em camundongos, que desenvolveram 

a infecção viral (Dick, Kitchen e Haddow,1952; Haddow et al., 1964; Brès, 1970). 

A transmissão do ZIKV tem sido documentada em dois ciclos ecologicamente e 

evolutivamente distintos: um enzooótico, silvestre, onde o vírus circula entre espécies 

arbóreas de mosquitos Aedes e primatas não-humanos e um ciclo urbano, entre o 
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homem e espécies domésticas/peri-domésticas de Aedes (Vasilakis e Weaver, 2017), 

(Figura 5). 

 

Figura 5: Ciclos de transmissão do ZIKV na África com vetores potenciais e hospedeiros de 

amplificação/reservatório de vertebrados e supostos padrões de emergência para o ciclo 

urbano humano-mosquito-humano. Adaptado de Vasilakis e Weaver, 2017. 

 

 O primeiro isolado de ZIKV de humanos foi obtido a partir de um caso febril em 

uma nigeriana de 10 anos, em 1954; na ocasião, outros casos da doença foram 

confirmados por dosagem de anticorpos neutralizantes (Macnamara, 1954). Fora da 

África, o ZIKV foi isolado pela primeira vez a partir de mosquito Ae. aegypti, em 1969, 

na Malásia (Marchette, Garcia e Rudnick, 1969), e a primeira infecção em humanos, foi 

documentada na Indonésia em 1977 (Olson et al.,1981). Embora, nesta época, tenha 

sido sugerida uma ampla disseminação de ZIKV na África e Ásia, o número de casos 

confirmados é incerto, diante dos métodos de diagnósticos utilizados que 

apresentavam reação cruzada com outros Flavivirus co-circulantes (Kokernot, 1965).  

No entanto, existem evidências de que o ZIKV seja endêmico na África (Leste, Central, 

Oeste e Sul) e em alguns países da Ásia (Musso e Gubler, 2016), considerando 

isolamentos ocasionais do vírus ao longo dos anos. 
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Em 2007, ocorreu o primeiro e significante surto de ZIKV, em Libreville, no 

Gabão, quando soro de 4312 pacientes com sintomas de zika e 4665 mosquitos foram 

analisados e positivos para o ZIKV (Grard et al., 2014). No mesmo ano, na ilha de Yap, 

na Micronésia, houve um surto de uma doença exantemática semelhante à dengue, no 

entanto, com relato de febre baixa e conjuntivite. Foi estimado que 72.6% dos 

residentes da Ilha, acima de três anos de idade tenham sido infectados por ZIKV (Duffy 

et al., 2009).  

No final de 2013, ocorreu um surto de doença febril semelhante a dengue na 

Polinésia Francesa, quando foram estimados 19 mil casos suspeitos (Cao-Lormeau et 

al., 2014). Todos os arquipélagos da Polinésia Francesa foram subsequentemente 

afetados e, no fim do surto, em 2014, 30.000 casos de Zika foram estimados (Musso et 

al, 2014; Mallet et al., 2015). 

 Análises filogenéticas a partir de sequências de ZIKV coletadas no Pacífico 

demonstraram que o isolado da Polinésia Francesa era próxima das cepas do 

Camboja, de casos registrados em 2010, e de Yap em 2007, corroborando com 

hipótese de emergência e expansão de uma linhagem Asiática do ZIKV (Cao-Lormeau 

et al., 2014). 

Em novembro de 2013, três casos de Zika foram reportados na Nova Caledônia, 

em pacientes que retornaram da Polinésia Francesa e, em meados de janeiro de 2014, 

foi registrado o primeiro autóctone de ZIKV (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015).  

O surto de Zika na Nova Caledônia foi declarado em fevereiro de 2014, e no final 

de agosto foram registrados 1.400 casos da doença, incluindo 35 casos importados, 

sendo novamente confirmada a origem asiática do vírus (Dupont-Rouzeyrol et al., 

2015, Gourinat et al., 2015).  

No Brasil, os primeiros casos autóctones de zika ocorreram em pacientes com 

quadro de febre baixa, exantema e artralgia em Camaçari, na Bahia (Campos et al., 

2015) e em Natal, Rio Grande do Norte (Zanluca et al., 2015). Foi a primeira vez em 

que se confirmou a circulação nas Américas.  

Em 2015, a doença já havia atingido as cinco regiões do Brasil, estendendo-se a 

outros países do continente Americano e, até julho, 2.791 casos suspeitos de zika 

haviam sido detectados (Faria et al., 2016) (Figura 6). No entanto, as informações 

disponíveis sobre o número de casos naquele ano são incertas, pois a doença passou 

a ser de notificação compulsória somente com a publicação da Portaria Nº 204, de 17 

de fevereiro de 2016  (Brasil, 2016a).  
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Em 2016, foram registrados 215.319 casos prováveis de zika no Brasil (taxa de 

incidência de 105,3 casos/100 mil hab.), distribuídos em 2.306 municípios, tendo sido 

confirmados 130.701 (60,7%) casos laboratorialmente. A região Centro-Oeste 

apresentou a maior taxa de incidência, com 222,0 casos/100 mil habitantes, seguida da 

região Nordeste com 134,4 casos/100 mil habitantes (Brasil, 2016b). 

 

Figura 6: Série cronológica e cartografia de casos de zika registrados no Brasil em 2015. (A) 
Número de casos suspeitos de ZIKV por semana em 5.570 munícipios no país. As letras 
indicam os meses. (B) Incidência total de casos de ZIKV por 100.000 pessoas em cada 
unidade federativa. Adaptado de Faria et al., 2016. 
 
 

Existem controvérsias com relação à entrada do ZIKV no Brasil. Algumas 

hipóteses sugerem que sua introdução teria ocorrido durante a Copa do Mundo de 

Futebol que ocorreu entre junho e julho de 2014 (Zanluca et al., 2014). Uma segunda 

hipótese seria por um campeonato de Canoagem que ocorreu em agosto de 2014, no 

Rio de Janeiro, com a presença de atletas da Polinésia Francesa, Nova Caledônia e 

Ilhas Cook, que poderiam ter introduzido o vírus no país, uma vez que estas ilhas do 

Pacífico haviam sido atingidas por epidemias recentes e causadas pela mesma 

linhagem Asiática do ZIKV (Musso, 2015). Entretanto, através de um estudo 

filogenético, Faria et al (2016) sugerem que a entrada de ZIKV ocorreu entre os meses 

de maio de dezembro de 2013, antes dos eventos esportivos ocorridos.  
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1.3 Mosquitos vetores do Vírus Zika 

 

O primeiro vetor reconhecido na transmissão do ZIKV foi o Aedes africanus, em 

1948, na Uganda, África (Dick et al., 1952). Trata-se de uma espécie silvestre, também 

envolvida na transmissão da febre amarela, com tendência a picar ao nível da copa da 

floresta, mas que pode picar primatas humanos e não humanos junto ao solo, dentro 

ou fora das matas (Haddow et al., 1964). 

Em 1966, na Malásia, o ZIKV foi isolado de Ae. aegypti, sendo a primeira vez 

que este vetor foi encontrado infectado com vírus  (Marchette et al., 1969).  

Ambos mosquitos, Ae. africanus e Ae. aegypti, são espécies próximas, 

pertencentes ao mesmo subgênero de mosquitos do Velho Mundo, o subgênero 

Stegomyia. Porém, enquanto a primeira se confirma como vetor silvestre e rural, que 

geral casos geralmente isolados ou surtos de pequena grandeza, a segunda se 

apresenta como vetora no ciclo de transmissão urbano e epidêmico.  

Uma vez que a circulação de ZIKV ocorreu com baixa incidência no mundo 

durante muito anos, a investigação sobre seus vetores não teve avanços por décadas, 

seja em experimentação laboratorial seja na busca de infecção natural. 

Mais recentemente, o ZIKV foi isolado de um macho de Ae. (Diceromyia) furcifer, 

coletado em ambiente próximo às aldeias, sugerindo possível transmissão vertical, que 

poderia ser um importante mecanismo de manutenção do ZIKV na natureza (Diallo et al 

2014). Outras espécies, como os Ae. dalzieli, Ae, furcifer, Anopheles africanus, Na. 

coustani, Na. gambiae, Cx. perfuscus e Mansonia uniformis também foram sugeridos 

como postenciais vetores do ZIKV em coletas realizadas no Senegal, África Ocidental 

entre 1962 a 2008 (Diallo et al., 2014).  

O Ae. albopictus é outra espécie de importância para a transmissão do ZIKV. A 

espécie foi encontrada em Camarões, na África Central e Moçambique no Sudeste da 

África, substituindo gradualmente o Ae. aegypti, e apresentou uma expansão dinâmica 

em países de climas temperados em todo o globo (Ngoagouni et al., 2015). 

 No Pacífico, os vetores de ZIKV são mosquitos do gênero Aedes, 

principalmente o mais prevalente, A. aegypti, seguido de A. albopictus, ambos também 

são conhecidos por transmitir o CHIKV e DENV (Calvez et al., 2016).  Ambas as 

espécies são consideradas competentes vetores da linhagem asiática ZIKV, e sua 

prevalência aumentou de 2011 à 2014 (Roth et al., 2014) (Figura 8). 
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Figura 7: Distribuição geográfica dos principais vetores do ZIKV. Adaptado de Aguilar-Cabezas, 
2016.  

 

Nas Américas, o Ae. aegypti é uma espécie de particular interesse na 

transmissão de arbovírus, dentre eles, os  quatro sorotipos de DENV (Lourenço-de-

Oliveira et al, 2002, Salazar et al, 2007, Dick et al, 2012, Sylvestre et al, 2013, 

Carrington et al, 2014) e CHIKV (Vega-Rúa et al, 2015, Figueiredo e Figueiredo 2014), 

além de ser vetor do ciclo urbano da febre amarela, não registrado no Brasil desde 

1942  (Magalhães, 2016). 

 Em vista dos resultados de investigações entomológicas do passado, na África 

e Ásia, e devido ao elevado grau de antropofilia na América tropical, o Ae. aegypti foi 

considerado como vetor potencial do ZIKV no Novo Mundo (Fernandes et al., 2016; 

Chouin-Carneiro et al., 2016; Weger-Lucarelli et al., 2016; Hart et al., 2017). 

Recentemente, foi demonstrado que Ae. aegypti do Rio de Janeiro, da Guiana, 

do Caribe e dos EUA foram capazes de se infectar e disseminar o ZIKV eficientemente, 

diferente do observado para populações de Ae. albopictus (Chouin-Carneiro et al., 

2016). Além disso, populações de Ae. aegypti foram encontradas naturalmente 

infectadas no México e Brasil.(Guerbois et al., 2016, Ferreira-de-Brito et al., 2016). No 

entanto, a rápida dispersão do ZIKV no continente americano e a elevada incidência de 

infecção pelo vírus em áreas onde Ae. aegypti e, principalmente Ae. albopictus, tinham 

frequência relativamente baixa, poderiam sugerir a participação de outras espécies na 

transmissão viral. 
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 De fato, outro grupo de espécies mosquito muito antropofílicas como o Ae. 

aegypti, e que é amplamente distribuído, são espécies do gênero Culex incluídas no 

Complexo Pipiens. Neste contexto, a avaliação da competência vetorial de Cx. 

quinquefasciatus¸ a espécie mais prevalente no território brasileiro e de outros países 

tropicais é de grande relevância e pertinência.      

 

1.4. Transmissão não vetorial do ZIKV 

 

Apesar do principal modo de transmissão do ZIKV ser preferencialmente 

vetorial, relatos de transmissão ocupacional, perinatal e sexual do vírus já foram 

reportadas (Foy et al, 2011; Musso et al., 2014; Zammarchi et al, 2015; Patino-Barbosa, 

2015; Hennessey et al 2015) (Figura 7). 

A transmissão sexual do ZIKV está sendo documentada (Foy et al., 2011; 

McCarthy et al., 2016; Venturi et al., 2014; Mansuy et al., 2016; Hills et al., 2016; 

Atikson et al., 2016; D’Ortenzio et al., 2016) e partículas infecciosas no sêmen já foram 

recuperadas (Musso et al., 2015; Mansuy et al., 2016). Apesar da confirmação da 

transmissão sexual do ZIKV para uma paciente do sexo feminino, o vírus não foi 

detectado na secreção vaginal (D’Ortenzio et al., 2016). 

Não há nenhuma evidência relatada de transmissão através da amamentação, 

embora RNA do ZIKV tenha sido encontrado no leite materno (Besnard et al., 2014). 

No entanto, ainda não está claro se essas partículas são capazes de transmitir o vírus 

e gerar infecção.  
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Figura 8: Formas de transmissão reportadas para o ZIKV (Adaptado de Rodriguez-Morales et 

al., 2016). 

 

1.5 Manifestações clínicas das infecções por ZIKV 

 

  A zika é uma doença febril aguda e autolimitada e estima-se que somente 18% 

das infecções resultem em manifestações clínicas, sendo, portanto, mais frequente a 

infecção assintomática (Duffy et al., 2009; Loos et al., 2014).  

Quando sintomática, causa febre baixa, exantema maculopapular, artralgia, 

mialgia, cefaleia, hiperemia conjuntival e, menos frequentemente, edema, odinofagia, 

tosse seca e alterações gastrointestinais, principalmente vômitos (CDC, 2016). Em 

geral, o desaparecimento dos sintomas ocorre entre 3 e 7 dias após seu início. 

Normalmente, não é associada a complicações graves, registro de óbitos e ocasiona 

uma baixa taxa de hospitalização (Balm et al., 2012).  

No entanto, relatos de casos da síndrome de Guillain-Barré (SGB) em infecções 

por ZIKV, principalmente em regiões de co-circulação com os DENV foram descritos 

(Oehler et al., 2015; Musso e Gubler, 2016). 

A SGB é uma condição neurológica de provável origem autoimune, em que 

aproximadamente 60% dos casos podem ser atribuídos a quadros infecciosos recentes 

(Hugh et al., 2016).  

Na Polinésia Francesa, durante o surto de zika em 2013 e 2014, foram 

reportados 42 casos de SGB (Cao-Lormeau et al., 2014). No Brasil, registrou-se em 
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2015, um incremento de 66% nas internações por SGB em comparação com a média 

do mesmo período, nos anos de 2008 a 2014 (Malta et al., 2017).  

A microcefalia congênita é uma condição neurológica definida pela 

circunferência cefálica frontal-occipital menor que o esperado para a idade gestacional 

e gênero (Araújo et al 2016). As evidências científicas existentes até o momento 

indicam que ZIKV está relacionado à ocorrência de microcefalia (CDC, 2016; PAHO 

2015; Calvet et al.,2016; Oliveira Melo, 2016; Musso e Baud, 2016).  

 Entre novembro de 2015 até o mês de dezembro de 2016, um total de 2.366 

casos de microcefalia e/ou alterações no sistema nervoso central foram confirmados no 

Brasil, sendo 1,804 casos na região Nordeste, 298 do Sudeste, 145 do Centro-Oeste, 

92 do Norte e 27 do Sul (Brasil, 2017b).  

 

 

1.6 Ciclo do vírus no mosquito 

 

O tempo decorrido entre o repasto infectante até o mosquito estar capacitado 

para a transmissão do vírus, ou seja, presença de partículas virais infectantes na 

saliva, é denominado como período de incubação extrínseco (PIE), que depende tanto 

de fatores ambientais, como temperatura e umidade, bem como de fatores intrínsecos 

como, competência vetorial, carga viral dos hospedeiros vertebrados (Black et al., 

2002).  

Durante esse período, o vírus poderá ou não replicar em diferentes tecidos do 

inseto e interagir com diversas moléculas, como as envolvidas na resposta imune. 

Após a ingestão de sangue infectado, as partículas virais aderem à membrana 

plasmática das células epiteliais do intestino médio do mosquito estabelecendo 

infecção seguida de replicação viral (Lourenço-de-Oliveira, 2015).  

Uma vez que o vírus consegue deixar o intestino, ele passa para a hemocele 

podendo infectar órgãos secundários como os ovários e o corpo gorduroso. Então 

estabelece-se a infecção e replicação na glândula salivar. Para que este mosquito seja 

considerado apto a transmitir o vírus, partículas virais precisam ser eliminadas 

juntamente com a saliva durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 

(Hardy et al., 1980; Woodring et al., 1996; Black IV et al., 2002, Lourenço-de-Oliveira 

2015).  

O período de incubação extrínseco pode variar dependendo do vírus, das 

populações de mosquitos e das condições ambientais de incubação. No caso dos 
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DENV, Salazar et al (2007) observaram significativas taxas de transmissão (26 a 50%) 

em mosquitos Ae. aegypti 7 dias pós-exposição à cepa de DENV-2 isolada na Jamaica.  

Em comparação com DENV, o CHIKV é um vírus que se dissemina rapidamente 

em seus hospedeiros invertebrados, ou seja, cerca de dois dias pós-infecção, já são 

detectados na saliva dos mosquitos (Vega-Rúa et al., 2014).  

Até o momento, poucos estudos foram realizados acerca de PIE do ZIKV. 

Chouin-Carneiro et al., (2016) descreveu a transmissão em mosquitos Ae. albopictus 

somente com 14 dias de infecção para isolado de Zika da Nova Caledônia, no entanto, 

Weger-Lucarelli et al. (2016) observou em mosquitos Ae. aegypti,b transmissão de 

isolados africanos de Zika (Senegal e Uganda) a partir dia 7 após a infecção. 

 

1.7 Resposta imune do vetor 

 

A imunidade inata em artrópodes desempenha um papel importante para limitar 

a infecção por patógenos. Em termos gerais, a defesa contra agentes patogênicos por 

mosquitos é realizada por três mecanismos: fagocitose mediada por células, 

melanização e lise (Hillyer, 2010). Cada um é iniciado por receptores de 

reconhecimento de padrões e os fatores que levam à morte podem ser subdivididos em 

celular e humoral.  A resposta celular inclui fagocitose, agregação de hemócitos e 

encapsulação dos patógenos (Hernández‑Martínez et al., 2002; Hillyer, Schmidt, 

Christensen, 2003; Castillo, Robertson e Strand, 2006). A resposta humoral inclui 

receptores de reconhecimento de padrões, peptídeos antimicrobianos, sistema de 

cascata de profenoloxidase, melanização e cicatrização (Lowenberger, 2001; 

Christensen et al., 2005; Dong e Dimopoulos, 2009). Independentemente dessa 

organização conceitual, os limites entre a imunidade celular e a humoral são de difícil 

demarcação porque muitos componentes humorais são produzidos por hemócitos e 

participam em respostas imunes celulares (Hillyer, 2010). 

As barreiras físicas são representadas pela cutícula externa matriz peritrófica, 

corpo gorduroso e hemolinfa (Amaral e Dansa-Petretski 2012; Hillyer, 2010).  

As vias moleculares clássicas envolvidas na resposta de invertebrados a 

diversas classes de patógenos são a via TOLL e a via IMD. Elas foram descritas em D. 

melanogaster (Lemaitre, 1996; Ferradon et al., 2007). Além destas vias clássicas, a via 

JAK/STAT também está associada à imunidade de insetos em estudos com D. 

melanogaster (Agaisse e Perrimon, 2004) e An. gambiae (Barillas-Mury et al., 1999). 

Outro mecanismo responsável por regular resposta imune em mosquitos é o RNA de 
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interferência (iRNA), que é um fenômeno no qual duplas fitas de RNA (dsRNA) são 

degradadas em pequenas moléculas (siRNA), dando início ao silenciamento de genes 

de sequências homólogas (Amaral e Dansa-Petretski, 2012). Alguns estudos 

demonstraram e caracterizaram a resposta antiviral de iRNA à infecção por arbovírus 

de diversos géneros em células cultivadas de D. melanogaster, Ae. albopictus e Ae. 

aegypti (Mueller et al., 2010; Siu et al., 2011; Léger et al., 2013) e em adultos D. 

melanogaster e Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus (Galiana-Arnoux et 

al., 2006; Cirimotich  et al., 2009;  Brackney et al., 2009). 

 

1.8 Capacidade vetorial 

 

A capacidade vetorial está ligada a três determinantes: o vertebrado hospedeiro, 

o vetor e o parasito, e todos estes relacionados entre si e sofrendo influências do 

ambiente.  

O conceito de capacidade vetorial foi originalmente descrito para o ciclo de 

transmissão envolvendo anofelinos e malária (Garret-Jones, 1964; Reisen, 1989; 

Forattini, 2002), no entanto pode servir para outros sistemas da relação patógeno-

hospedeiro, como no caso de Ae. aegypti e o os arbovírus transmitidos por ele. A 

capacidade vetorial é a capacidade que uma população de vetor tem para transmitir um 

patógeno em um determinado espaço e tempo. É dado através de um cálculo do 

número médio de picadas por dia, competência vetorial, número médio de fêmeas de 

mosquito por pessoa, duração do período extrínseco de incubação do parasita e a taxa 

de sobrevivência diária do vetor (Garret-Jones, 1964; Forattini 2002). Trata-se, portanto 

de uma característica quantificável, expressa segundo uma fórmula, conforme a seguir: 

  

CV = mbca2Pn 
– Ln (P) 

 
onde a é o número de picadas por ser humano por dia; b é a probabilidade que um 

mosquito infectado tem de transmitir o parasito ao picar um hospedeiro humano 

susceptível; c é a probabilidade que um mosquito tem de se infectar com o parasito 

enquanto pica um hospedeiro humano infectado; m é o número de fêmeas de mosquito 

por pessoa, n é a duração do período extrínseco de incubação do parasito; e P é a taxa 

de sobrevivência diária do mosquito.  

O número médio de picadas por dia depende da densidade do vetor e seu 

comportamento no ambiente. Vetores antropofílicos e endofílicos, por exemplo, 
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procuram o ser humano dentro das casas com frequência muito maior que aqueles 

zoófilos, que principalmente animais (Consoli e Lourenço de Oliveira, 1994). Esse fator 

é importante para se avaliar a capacidade vetorial, isso por que, quando associada à 

densidade pode mostrar a intensidade do contato entre o hospedeiro e o patógeno. O 

número médio de fêmeas de mosquito por pessoa influencia positivamente na 

transmissão de doenças. Isso por que quanto maior é a quantidade de espécimes em 

uma área, maior a chance de contato entre vetor e hospedeiro e a intensidade de 

transmissão.  

A duração do período de incubação extrínseco do parasita é estimada pelo 

período de tempo em que o vetor alimentou-se de sangue infectado até o dia que em 

que as formas infectantes alcançam a saliva do inseto (Lourenço-de-Oliveira, 2015).  

Se o vetor apresentar um período de incubação muito longo, as chances de ocorrer 

transmissão diminuem, pois o inseto no ambiente pode sofrer diversos tipos de ações ( 

ventanias, aplicação de inseticidas pelo ser humano) morrendo antes de se completar o 

ciclo.  

A taxa de sobrevivência diária refere-se à capacidade de sobrevivência do vetor 

por dia, e como os outros fatores, são essenciais para se avaliar a dinâmica de 

transmissão de determinada doença. As fêmeas longevas são mais aptas a transmitir o 

patógeno, pois o mesmo necessita de um tempo para poder infectar, disseminar e 

ultrapassar todas as barreiras do vetor (Lourenço-de-Oliveira, 2015). 

Um dos fatores incluídos na capacidade vetorial e discutidos neste trabalho e 

que contribui no processo de transmissão em determinada população, é a competência 

vetorial.  

 

1.9 Competência Vetorial 

 

A competência vetorial de um artrópode refere-se à capacidade que este tem em 

se infectar, permitir a replicação, disseminação e transmissão de patógenos. Diferentes 

linhagens de Ae. aegypti, por exemplo, apresentam grandes diferenças com relação à 

competência vetorial para flavivírus (Black et al., 2002; Lourenço-de-Oliveira et al., 

2004). Para que isso ocorra é necessário que o patógeno seja capaz de atravessar 

diversas barreiras no hospedeiro invertebrado.  

A competência vetorial pode ser estimada pela proporção de mosquitos que, 

tendo ingerido sangue com vírus, apresentam infecção disseminada após um tempo de 

incubação (Lourenço-de-Oliveira, 2015).  Pode ser avaliada segundo indicadores 
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quantitativos: taxas de infecção, disseminação e transmissão, investigando-se a 

proporção dos indivíduos desafiados oralmente pelo vírus que tem a presença do vírus, 

respectivamente, no abdômen, ou em outras partes do corpo como cabeça, asas ou 

patas e, finalmente na saliva dos mosquitos (Lourenço-de-Oliveira, 2015).  

Um inseto vetor pode apresentar competência vetorial relativamente baixa e ter 

razoável capacidade vetorial se sua densidade populacional, comportamento, 

longevidade, entre outros fatores, favoreçam o contato homem-vetor. Estas 

característica biológicas positivas podem, portanto, compensar a baixa competência 

vetorial. Mas, um inseto que tem as características citadas de modo a facilitar a 

transmissão, mas não é competente para transmitir, sua capacidade vetorial é nula. 

 Populações brasileiras de Ae. aegypti e Ae. albopictus desafiados com cepa de 

ZIKV isolada de paciente na Nova Caledônia, por exemplo, foram susceptíveis ao vírus, 

no entanto apresentaram baixa taxa de transmissão (Chouin-Carneiro et al., 2016).  

Muitos fatores podem contribuir para esta condição, por exemplo, a presença de 

barreiras próprias do inseto, capazes de impedir que o vírus se replique e dissemine 

para as glândulas salivares e que podem afetar consideravelmente a competência 

vetorial. Dentre essas barreiras se destacam: Barreira de infecção do intestino (MIB,  

do inglês midgut infection barrier), barreira de escape do intestino (MEB, do inglês  

midgut escape barrier) e a barreira de infecção das glândulas salivares (SGIB, do 

inglês salivary gland infection barrier) e barreira de escape das glândulas salivares 

(SGEB, do inglês salivary gland escape barrier) (Hard e Houk, 1983).  

Na espécie de inseto que apresenta MIB, o vírus não consegue infectar as 

células do intestino ou quando infectam, ocorre baixa replicação (Figura 11). Nas 

espécies que apresentam barreira de infecção das glândulas salivares, o vírus, por não 

apresentar tropismo pelas células destes órgãos, não infectam as infectam. Uma vez 

que as glândulas salivares não estão contaminadas com o vírus, o mosquito não 

poderá transmiti-lo ao hospedeiro no momento do repasto sangüíneo (Black IV et al.,  

2002; Bosio et al.,1998; Bosio et al., 2000). 

Além das barreiras, outros fatores podem influenciar a competência vetorial, 

como o título do vírus no sangue ingerido (Pesko et al., 2009, Gokhale et al., 2015, 

Roundy et al., 2017), as interações entre genótipos do vetor e do patógeno (GxG) 

(Lambrechts, 2009; 2011), triplas interações entre os genótipos do vetor e vírus e a 

temperatura ambiente (GxGxT), adaptação do vírus à população vetor (Lambrechts, 

2009), entre outros.  
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Figura 9: Infecção de um mosquito vetor por arbovírus. (A) Representação esquemática do 
tropismo tecidual de arbovírus em um mosquito vetor. Virions são representados por 
hexágonos azuis. (B) Representação esquemática de uma infecção permissiva do intestino 
médio, barreira da infecção do intestino médio (MIB) e barreira de escape do miocárdio (MEB). 
Os quadrados cinzentos representam as células epiteliais do intestino médio e os hexágonos 
azuis representam os virions. As imagens mostram a presença de antígeno de DENV2-
Jamaica 1409 (verde) no intestino médio (aos 7 dias após infecção) ou glândulas salivares (aos 
14 dias após a administração de sangue) de Aedes aegypti. Intestino médio (MG); glândula 
salivar (SG). Adaptado de Franz et al (2015). 

 

A competência vetorial é determinada geneticamente. Portanto, indivíduos de 

uma mesma espécie e população podem se comportar diferentemente frente ao 

desafio oral representado pelo repasto infectante. Diferentes populações, de diferentes 

origens geográficas também podem apresentar diferenças na competência vetorial. 

Neste contexto, é importante que se determine a competência vetorial de diferentes 

populações de mosquitos de uma mesma espécie.  

Em um cenário de circulação de um novo arbovirus, como no caso do ZIKV, a 

determinação do papel e competência vetorial de mosquitos vetores é de grande 

importância para o entendimento da dinâmica da transmissão. 
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1.10 O vetor Aedes aegypti  

 

Mosquitos são insetos cujo desenvolvimento pós-embrionário ocorre por 

holometabolia, ou seja, apresentam metamorfose completa. Neste aspecto, exibem 

estágios diferenciados: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 9). Com exceção do último 

que é terrestre, os demais estágios são aquáticos. Somente as fêmeas sugam sangue, 

ao passo que os machos são fitófagos (Forattini, 2002, Chouin-Carneiro e Santos, 

2017). 

O Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) é um díptero da família Culicidae que teve sua 

origem na África e, posteriormente, dispersou para áreas com clima que favoreceram a 

sua proliferação (Forattini, 1962; Forattini, 1965). O Ae. aegypti formosus é uma 

subespécie mais associada ao ambiente selvagem, extradomiciliar e restrita à África, e 

uma mais clara, antropofílica e doméstica, que se dispersou pelo mundo, é Ae. aegypti 

aegypti, geralmente referida simplesmente como Ae. aegypti. 

A dispersão do Ae. aegypti para o Novo Mundo se deu provavelmente durante o 

tráfego de escravos, nos séculos XVI e XVII, entre o oeste africano e a costa 

Americana e ilhas do Caribe. Mais tarde também se dispersou para a Ásia, os oceanos 

Índico e Pacífico. Encontra-se distribuído nas regiões tropicais, subtropicais e 

temperadas do globo (Forattini, 1962; Clements, 1992; Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 

1994).  

Morfologicamente, Ae. aegypti é considerado um mosquito de porte médio, tem 

o corpo de coloração marrom escura, com faixas brancas nas bases dos segmentos 

tarsais e um desenho em forma de lira no mesonoto (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 

1994). É um mosquito de hábito diurno e crepuscular, que apresenta estreita relação 

com o ser humano devido a sua preferência por sangue, por utilizar como criadouros os 

depósitos artificiais contendo água relativamente limpa, embora tenha sido observado 

também em ambientes poluídos (Clements, 1999). 

A grande variedade de criadouros potenciais encontrada no peridomicílio e no 

intradomicílio garante a manutenção de densidades elevadas de A. aegypti no meio 

urbano onde o provimento de água encanada, a coleta de lixo e outras atividades 

relativas de saneamento básico não são regulares, potencializando os riscos de 

transmissão de doenças por esta espécie vinculadas (Forattini, 2002). 
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Figura 10: Ciclo de vida do Aedes aegypti. Adaptado de Coon et al 2015. 

 

Os ovos dos Ae. aegypti  são elípticos, côncavos, de coloração esbranquiçada 

no momento da oviposição, tornando-se escuros após alguns minutos. São colocados 

aderidos à parede do recipiente, em local úmido e bem próximo da água parada ali 

acumulada. A “casca” dos ovos dos mosquitos é conhecida como cório, e o exocório 

geralmente apresenta ornamentações que auxiliam na identificação específica (Consoli 

e Lourenço-de-Oliveira, 1994).  

A resistência dos ovos à dessecação é devido à cutícula serosa, o que impede 

que a água escape do embrião (Telford, 1957; Konopova e Zrzavy, 2005; Vargas et al., 

2014). A presença de quitina na cutícula serosa também auxiliaria na proteção do 

embrião (Rezende et al., 2008; Farnesi et al., 2015). 

A fase larvária dos mosquitos compreende quatro estágios que são 

essencialmente aquáticos de vida livre, além de serem dotados de grande mobilidade 

(Forattini 2002). As larvas têm aspecto vermiforme e coloração esbranquiçada, e seu 

corpo é dividido em cabeça, tórax e abdome (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994).  

Após aproximadamente três dias, as larvas eclodem e se alimentam 

continuamente no meio aquático como filtradoras não seletivas de partículas e 

raspadoras. Em condições normais, a duração de todo o período de desenvolvimento 

larval de Ae. aegypti varia de 8 a 10 dias  quando a temperatura está em torno de 28ºC 

(Forattini, 2002). No entanto, variações na temperatura, dieta e densidade podem 

explicar variações no desenvolvimento larvário (Couret et al., 2014). 
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A larva de quarto estágio passa à fase pupal, durante a qual não se alimenta e 

se transforma no adulto (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994; Lourenço de Oliveira, 

2015). Essa fase dura cerca de dois dias, desde que em condições normais (bruscas 

mudanças no clima e no criadouro). Em geral, os adultos-machos são menores que as 

fêmeas e emergem da pupa antes que estas últimas (Forattini, 2002). 

Quando adultas, as fêmeas de Ae. aegypti se alimentam preferencialmente de 

sangue humano e os picos de atividade hematofágica ocorrem durante o crepúsculo 

matutino e vespertino (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994). A maior atividade de 

oviposição ocorre nas primeiras horas do dia e ao anoitecer, quando a fêmea grávida 

deposita um pouco de seus ovos em vários criadouros, o que facilita a dispersão da 

espécie e a sua manutenção na natureza (Clements, 1999). Porém, é comum em Ae. 

aegypti a ocorrência de um fenômeno denominado discordância gonotrófica, quando 

mais de um repasto sanguíneo é necessário para a compleição da gestação e postura. 

Esse aspecto da biologia e comportamento do Ae. aegypti ocorre com mais frequência 

em adultos gerados em criadouros com elevado nível de competição por nutrientes e 

confere à espécie maior capacidade vetorial, pois aumentam as chances de contato 

mosquito-humanos.    

1.11 Culex quinquefasciatus 

O complexo de espécies Cx. pipiens compreende alguns dos mais importantes 

mosquitos vetores com distribuição global. Entre as espécies desse complexo estão 

Cx. (Culex) pipiens Linnaeus, 1758; Cx. (Culex) quinquefasciatus Say, 1823; Cx.  

(Culex) pallens Coquillett, 1898 e Cx.  (Culex) australicus Dobrotworsky & Drummond, 

1953 (Smith e Fonseca, 2004). Geralmente, as áreas de regiões tropicais apresentam a 

espécie Cx. quinquefasciatus (Say) e de regiões temperadas são habitadas por Cx. 

pipiens (Linnaeus) (Vinagradova, 2000). Assim também ocorre nas Américas, sendo 

que no Brasil, a maior parte do território é ocupada por Cx. quinquefasciatus, enquanto 

que o Cx. pipiens ocorre em área subtropical e temperada meridional no continente sul-

americano, como na Argentina. No entanto, áreas de sobreposição entre as duas 

espécies, com a ocorrência de híbridos, são reportadas. 

Os adultos desse complexo são de coloração geral marrom clara, pardacenta, e 

possuem dorso pardo-escuro, com escamas amarelas, sem nenhuma ornamentação 
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notável (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994). As pernas não têm manchas claras 

como em Ae. aegypti. 

  Embora possam realizar o repasto sanguíneo em aves ou em outros animais, 

as fêmeas do complexo Pipiens são de predominantemente antropofílicas e 

apresentam hábito estritamente noturno (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994; 

Forattini, 2002). Se alimentam especialmente nas horas mais altas da noite. Tal como 

Ae. aegypti,  buscam abrigos para a digestão do sangue, como locais escuros e 

protegidos de correntes de ar. Mas, diferentemente de Ae. aegypti, as fêmeas do 

complexo de espécies Cx. pipiens podem ser frequentemente vistas pousadas nas 

partes altas das paredes das casas ou no teto. Geralmente apresentam concordância 

gonotrófica, desovando três dias após o repasto.  

O Cx. quinquefasciatus tem ampla distribuição no meio urbano, entre as faixas 

equatorial e tropical de todo o mundo (Bar, 1957). Semelhante ao Ae. aegypti e demais 

mosquitos, o Cx. quinquefasciatus é um inseto holometábolo, sendo o adulto alado e as 

formas pré-imaginais aquáticas. O seu ciclo biológico tem duração média maior que o 

de Ae. aegypti , ou seja, entre 10 a 12 dias, desde a eclosão das larvas até a 

emergência do adulto, porém a duração do ciclo depende de fatores como 

disponibilidade de alimento, temperatura, luz e umidade (Consoli e Lourenço-de-

Oliveira, 1994). 

Diferente do Ae. aegypti, as fêmeas de Cx. quinquefasciatus depositam seus 

ovos diretamente sobre a lâmina d’água dos criadouros (Figura 10). Os ovos são 

depositados agrupados, grudados uns aos outros sob a forma de jangada em número 

de 150 a 250 ovos em cada uma (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994). Esta jangada 

de ovos necessita estar constantemente em contato com a água, flutuando, não 

resistindo à dessecação.  

As formas de larvas e pupas podem ser encontradas se desenvolvendo em água 

estagnada acumulada no solo, como em poças d’água, valas de drenagem de águas 

servidas e fossas, ou em recipientes, como latas e bebedouros de animais. Em ambas 

as categorias, a água é geralmente poluída, rica em matéria orgânica em 

decomposição, muitas vezes turva e malcheirosa (Forattini, 2002).  
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Figura 11: Principais diferenças entre mosquitos Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.  

 

Essas principais diferenças envolvendo o comportamento de Ae. aegypti e Cx. 

quinquefasciatus são importantes pois os programas de controle do vetor seguem as 

características do Ae. aegypti (até o momento, é incriminado como o principal vetor do 

vírus zika). No entanto, se caso for comprovado que o Cx. quinquefasciatus possa 

estar envolvido na transmissão do ZIKV, todo o sistema de controle de mosquitos deve 

ser drasticamente alterado. 
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2. OBJETIVOS  

Objetivo Geral 

Avaliar a competência vetorial de populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus 

e Ae. aegypti ao ZIKV.  

Objetivos Específicos 

 Estimar comparativamente a competência vetorial de diferentes 

populações de Cx. quinquefasciatus e de Ae. aegypti do Rio de Janeiro 

frente a dois isolados de ZIKV isoladas durante epidemia também 

ocorrida no Rio de Janeiro.  

 Avaliar a susceptibilidade de populações de Cx. quinquefasciatus 

provenientes de áreas que reportaram elevada incidência de microcefalia 

e outras manifestações neurológicas e congênitas associadas à infecção 

pelo ZIKV no NE, quando desafiadas com dois isolados de ZIKV da 

mesma região e de outras origens no Brasil; e a competência vetorial de 

Ae. aegypti do Rio de Janeiro frente os mesmos isolados de ZIKV usados 

nos experimentos com Cx. quinquefasciatus. 

 Analisar a infectividade do ZIKV para mosquitos Ae. aegypti desafiados, 

por via oral, diretamente sobre macacos-rhesus virêmicos ou em sistema 

artificial contendo repastos sanguíneos, apresentando diferentes 

concentrações do vírus. 
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3. RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos nesta tese serão apresentados sob a forma de três artigos 

científicos: um publicado, um aceito para publicação e outro em preparação para 

submissão.  

 

3.1 Artigo 1: Culex quinquefasciatus from Rio de Janeiro is not Competent to Transmit 

the Local Zika Virus. 

Referência Bibliográfica: 

Rosilainy Surubi Fernandes, Stéphanie Silva Campos, Anielly Ferreira-de-Brito, 

Rafaella Moraes de Miranda, Keli Antunes Barbosa da Silva, Marcia Gonçalves de 

Castro, Lidiane M. S. Raphael, Patrícia Brasil, Anna-Bella Failloux, Myrna C. Bonaldo, 

Ricardo Lourenço-de-Oliveira. Culex quinquefasciatus from Rio de Janeiro Is Not 

Competent to Transmit the Local Zika Virus. PLoS Negl Trop Dis 2016; 10:1-13. 

 

Situação do Manuscrito: Publicado na revista Plos One Neglected Tropical Diseases. 

 

Resumo.  Introdução: As Américas sofreram uma dramática epidemia de Zika desde 

maio de 2015, quando o vírus Zika (ZIKV) foi detectado pela primeira vez no Brasil. Os 

mosquitos pertencentes ao gênero Aedes subgênero Stegomyia, particularmente 

Aedes aegypti, são considerados os principais vetores de ZIKV. No entanto, a rápida 

disseminação do vírus em todo o continente suscitou várias preocupações sobre a 

dinâmica de transmissão, especialmente sobre os potenciais mosquitos vectores. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar a competência vetorial do mosquito Culex 

quinquefasciatus proveniente de uma área epidêmica de Zika, no Rio de Janeiro, 

Brasil, para isolados locais de ZIKV circulantes. Métodos: Culex quinquefasciatus e Ae. 

Aegypti (controle positivo da infecção por ZiKV) do Rio de Janeiro foram expostas 

oralmente a duas cepas de ZIKV isoladas de humanos do Rio de Janeiro (Rio-U1 e 

Rio-S1). Os mosquitos completamente ingurgitados foram mantidos em incubadoras a 

26 ± 1 ° C, 12 h: ciclo de luz: escuro de 12 h e 70 ± 10% de umidade. Para cada 

combinação de mosquito-população ZIKV estirpe, 30 espécimes foram examinados 

para infecção, disseminação e taxas de transmissão, 7, 14 e 21 dias após a exposição 
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do vírus, analisando corpo (tórax mais abdómen), cabeça e saliva, respectivamente. As 

taxas de infecção foram de mínimas a completamente ausentes em todos os Cx. 

quinquefasciatus e foram significativamente elevados para Ae. Aegypti. Além disso, a 

disseminação e a transmissão não foram detectadas em qualquer Cx. 

quinquefasciatus, independentemente do período de incubação e do isolado ZIKV. Em 

contraste, Ae. Aegypti assegurou alta disseminação viral e transmissão moderada a 

muito alta. Conclusão: O mosquito Cx. quinquefasciatus do Rio de Janeiro não foi 

competente para transmitir isolados locais de ZIKV. Assim, não há evidência 

experimental de que Cx. quinquefasciatus desempenhe um papel na transmissão ZIKV. 

Consequentemente, pelo menos no Rio de Janeiro o controle de mosquitos para 

reduzir a transmissão de ZIKV deve permanecer focado em Ae. aegypti. 
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3.1 ARTIGO 1. 
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3.2 Artigo 2.: Culex quinquefasciatus from areas reporting the highest incidence of 

microcephaly associated to Zika virus infections, Northeastern Brazil, are refractory to 

the virus. 

 

Referência Bibliográfica 

 

Rosilainy Surubi Fernandes, Stéphanie Silva Campos, Paulino Siqueira Ribeiro, Lidiane 

M. S. Raphael, Myrna C. Bonaldo, Ricardo Lourenço-de-Oliveira. 

 

 

Situação do Manuscrito: Aceito para publicação na revista Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz. 

 

Resumo: O vírus Zika (ZIKV) é amplamente distribuído no Brasil, sendo a região 

Nordeste (NE) a zona mais afetada com maior incidência de microcefalia associada a 

infecções congênitas de ZIKV. Relatamos tentativas de infectar três populações de Cx. 

quinquefasciatus de regiões severamente afetadas das regiões NE e Sudeste (SE) do 

Brasil com três cepas de ZIKV isoladas dessas localidades. Utilizamos Ae. aegypti de 

SE, como controle positivo. Todos Cx. quinquefasciatus testados foram refratárias aos 

isolados de ZIKV. Ainda não há razão para considerar Cx. quinquefasciatus como um 

potencial vetor de ZIKV no Brasil. 
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3.2 ARTIGO 2. 
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3.3 Artigo 3.: Susceptibilidade de Aedes aegypti desafiados com diferentes diluições 

do vírus Zika isolado no Espírito Santo, ES. 

 

Referência Bibliográfica: 

 

Rosilainy Surubi Fernandes, Filipe Vieira Santos de Abreu, Keli Antunes Barbosa da 

Silva, Noemi Rovaris Gardinali, Marcelo Pinto, Ricardo Lourenço-de-Oliveira 

 

 

Situação do Manuscrito: Em preparação para submissão.  

 
 
 
 
Resumo: O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus da família Flaviridae do gênero Flavivirus, 

e tem como principal vetor mosquitos da espécie Aedes aegypti, que possuem hábito 

alimentar antropofílico. No Brasil houve grande surto de Zika em muitos estados, a 

partir de 2015, causando uma grande epidemia em 2016. principalmente nas regiões 

Nordeste, Sudeste e Centro Oeste. Como ainda não existe uma vacina contra o ZIKV, 

são necessários estudos que busquem compreender a dinâmica da transmissão para 

melhor definir as estratégias de controle vetorial. Dessa forma, este trabalho visou a 

avaliar a competência vetorial de mosquitos Ae. aegypti através de duas formas de 

infecção oral: (1) diretamente sobre hospedeiro, aqui representado por macacos rhesus 

(Macaca mulatta) infectados com isolados de ZIKV do Espírito Santo; (2) através de 

alimentador artificial, contendo a mesma cepa de ZIKV, porém com diferentes doses do 

vírus (108, 107 e 106 PFU/mL). A taxa de infecção dos mosquitos foi baixa nas menores 

concentrações quando tomaram repasto com baixa carga viral, independente do modo 

de alimentação. Em contraste, na alimentação artificial contendo as duas maiores 

concentrações virais, os mosquitos apresentaram alta taxa de infecção. Esses 

resultados podem indicar importantes limiares de carga viral no repasto necessárias 

para que os mosquitos possam se infectar. 
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3.3 ARTIGO 3. 

Sobre a infectividade experimental oral do vírus Zika para o mosquito Aedes aegypti 
dependendo da dose e tipo de alimentação  

 
Rosilainy Surubi Fernandes, Filipe Vieira Santos de Abreu, Keli Antunes Barbosa da 

Silva, Noemi Rovaris Gardinali, Marcelo Pinto, Ricardo Lourenço-de-Oliveira 

 
 

Resumo 
 
O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus da família Flaviridae do gênero Flavivirus, e tem 
como principal vetor mosquitos da espécie Aedes aegypti, que possuem hábito 
alimentar antropofílico. No Brasil houve grande surto de Zika em muitos estados, a 
partir de 2015, causando uma grande epidemia em 2016. principalmente nas regiões 
Nordeste, Sudeste e Centro Oeste. Como ainda não existe uma vacina contra o ZIKV, 
são necessários estudos que busquem compreender melhor a dinâmica da 
transmissão para se melhor definir as estratégias de controle vetorial. Dessa forma, 
este trabalho visou a avaliar a competência vetorial de mosquitos Ae. aegypti através 
de duas formas de infecção oral: (1) diretamente sobre hospedeiro, aqui representado 
por macacos rhesus (Macaca mulatta) infectadas com cepa de ZIKV do Espírito Santo; 
(2) através de alimentador artificial, contendo a mesma cepa de ZIKV, porém com 
diferentes doses do vírus (108, 107 e 106 PFU/mL). A taxa de infecção dos mosquitos 
foi baixa nas menores concentrações quando tomaram repasto com baixa carga viral, 
independente do modo de alimentação. Em contraste, na alimentação artificial 
contendo as duas maiores concentrações virais, os mosquitos apresentaram alta taxa 
de infecção. Esses resultados podem indicar importantes limiares de carga viral no 
repasto necessárias para que os mosquitos possam se infectar. 
 
Palavras-chave: Zika, Aedes aegypti, macacas rhesus, taxa de infecção. 
 
 
 
 
Introdução 
 

O vírus Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947 na Floresta de Zika em 

Uganda, a partir de macacos Rhesus usados como sentinelas (Dick et al., 1952). O 

ciclo de transmissão silvestre do ZIKV envolve primatas não-humanos e mosquitos 

silvestres a acrodendrofílicos. De mosquitos silvestres, o vírus foi primeiramente 

isolado de lotes de Aedes africanos, no ano de 1948, em Uganda (Dick et al., 1952). 

genoma de ZIKV já foi detectado em espécies de mosquitos pertencentes a diversos 

gêneros, em especial no ambiente selvagem ou em área peri-urbana (Diallo et al., 

2014, Grard et al 2014)  Contudo fora da África, o vírus foi detectado em Ae. aegypti 

em epidemias  em meio urbano, na Malásia, em 1969 (Marchette, Garcia e 

Rudnick,1969), no Brasil e México, em 2015 (Ferreira-de-Brito et al., 2016, Guerbois et 
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al., 2016). Estes últimos achados somados à competência vetorial para diferentes 

cepas de ZIKV demonstradas por populações americanas (Chouin-Carneiro et al., 

2016; Dutra et al., 2016, Fernandes et al., 2016) indicam Ae. aegypti como vetor 

primário de ZIKV no Brasil e outros países da América tropical e subtropical.    

Depois de uma epidemia de Zika em 2007 na ilha do Pacífico Ocidental do Yap, 

nos Estados Federados da Micronésia (Duffy et al., 2009),  uma grande epidemia foi 

regsitarada na Polinésia Francesa, no Sul do Pacífico, em 2013 e 2014 (Cao-Lormeau 

et al., 2014). Em 2015, os primeiros casos de ZIKV foram registrados no Brasil, no 

estado da Bahia (Campos et al., 2015) e  Rio Grande do Norte (Zanluca et al., 2015). 

Aparentemente, a epidemia se disseminou a partir do Nordeste, atingindo 

principalmente as regiões Centro Oeste e Sudeste do país (Brasil, 2016).  A atenção à 

recente epidemia foi redobrada com a associação da infecção por ZIKV com casos de 

microcefalia (Possas et al., 2017, Calvet et al., 2016, Martines et al., 2016, Cugola et 

al., 2016) e Síndrome de Guillain-Barré (Brasil et al., 2016). No entanto, o 

conhecimento sobre vários aspectos e sobre a transmissão de ZIKV e a sua patogenia 

para os vertebrados é ainda insipiente.  

Estudos sobre modelos animais são essenciais para o entendimento da 

patogênese por ZIKV, bem como para a avaliação de vacinas candidatas e terapêutica.  

Antes da epidemia atual, o resultado da infecção por ZIKV no modelo macaco rhesus 

(Macaca mulata) não tinha sido bem caracterizado. Entretanto, o fato de o vírus ter sido 

isolado originalmente de macacos rhesus sugere que a replicação viral, resposta imune 

e aspectos e patogênese podem ser estudados neste modelo (Hirsch et al., 2017). 

Alguns experimentos com desafio oral de distintas populações de Ae. aegypti 

com diferentes cepas de ZIKV mostraram grande heterogeneidade quanto  

susceptibilidade ao vírus (Wong et al. 2013, Chouin-Carneiro et al., 2016, Weger-

Lucarelli et al., 2016; Fernandes et al., 2016; Hall-Mendelin et al., 2016; Richard et al., 

2016; Ciota et al., 2017; Rather et al., 2017, Liu et al., 2017; Roundy et al., 2017, Costa-

da-Silva et al., 2017).  Sabe-se que a infecção de mosquitos e a transmissão do vírus 

juntamente com sua saliva depende de interação genótipo viral x genótipo do mosquito 

x condições ambientais (Lambrechts, 2009; Lambrechts, 2011). Além da genética do 

vírus, sabe-se que a carga viral no sangue virêmico influencia a competência vetorial  

(Pongsiri et al., 2014; Richards  et al., 2012). 

Este trabalho visa a analisar a infectividade do ZIKV para mosquitos Ae. aegypti 

desafiados, por via oral, diretamente sobre macacos-rhesus virêmicos ou em sistema 
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artificial contendo repastos sanguíneos, em ambos os casos apresentando diferentes 

concentrações do vírus Zika. 

 

Material e Métodos 

 

Macacas rhesus e infecção com ZIKV 

Esta metodologia faz parte do projeto de pesquisa sobre o Monitoramento 

laboratorial da infecção por vírus Zika vírus no modelo experimental Macaca mulatta, 

realizado pelo Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em Virologia e coordenado 

pelo Dr. Marcelo Pinto. 

Duas macacas rhesus, denominadas de AB68 e AD14, com respectivamente 11 

e 9 anos de idade e com 76 e 49 dias de gravidez, foram infectadas através da injeção 

de 1 mL de sobrenadante de cultura de células vero contendo  ZIKV isolado a partir de 

um caso humano da cidade de Vitória, Espírito Santo, ES (Barreto-Vieira et al., 2016), 

com titulo viral de 2,6x108 pfu/mL. O inóculo foi administrado na pele glabra do 

abdômen, pela via subcutânea (Marcelo Pinto, informação pessoal). As macacas 

alojadas em infectório NB2 e acompanhadas diariamente. Este estudo foi aprovado 

pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC), 

número LW-8/16. 

 

Mosquitos Ae. aegypti 

Empregado uma colônia de Ae. aegypti oriunda do bairro de Manguinhos, Rio de 

Janeiro, mantida por mais de 10 gerações no laboratório. Os ovos e as larvas foram 

incubados em insetário com umidade, temperatura e foto-período controlados (26±1°C, 

70±10% UR, ciclo de 12h de luz e 12h de escuro). Larvas foram criadas em recipiente 

(medindo 30x21x6 cm) contendo 1 litro de água de torneira desclorada, com 

aproximadamente 100 larvas cada, e alimentadas com levedura de cerveja (Fernandes 

et al. 2016). Os adultos foram mantidos sob as mesmas condições controladas acima 

descritas, e suplementadas com uma solução de sacarose a 10% ad libitum.  

 

Repasto sanguíneo em macacas rhesus 

Fêmeas de Ae. aegypti com cinco a sete dias pós-emergência foram colocadas 

em gaiolas, em número entre 80 a 100 fêmeas em cada. As gaiolas de plástico 

consistem em um recipiente cilíndrico adaptado, onde a parte superior é coberta com 

um tecido (voil), ao passo que a parte inferior apresenta uma rodela de espuma 
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sintética (espuma vinílica acetinada - EVA) que possibilita mobilidade no momento do 

repasto sanguíneo, para diminuir o espaço entre os mosquitos e a parte superior da 

gaiola. 

Distintos lotes de mosquitos (entre 80 a 100 mosquitos por lote) foram 

alimentados diretamente nas macacas nos dias 2, 4, 8, 12, 18, 25, 35, 43, 70 e 108 

pós-infecção dos primatas. As gaiolas foram colocadas diretamente em contato com a 

epiderme das macacas, na porção inferior do ventre. O tempo de repasto foi de 20 

minutos e, sobre cada macaca, foi colocada uma gaiola por dia de alimentação. Após o 

repasto sanguíneo, somente os mosquitos totalmente ingurgitados eram aproveitados 

após triagem em banho de gelo. Posteriormente foram transferidas para gaiolas de 

papelão, eram incubadas em uma B.O.D com temperatura, umidade e foto-período 

controlados (26ºC; 80%UR e com ciclo de 12h de luz e 12h de escuro). Após 3, 7 e 14 

da alimentação infectante (dpi), lotes de20 mosquitos de cada dpi foram examinados 

para a determinação das taxas relativas à competência vetorial, conforme detalhado 

por Fernandes et al. (2016) e detalhado mais à frente. 

A taxa de infecção, determinada a partir de triturado de tecidos do abdome + 

tórax (corpo), corresponde ao percentual de indivíduos infectados dentre o número de 

indivíduos desafiados oralmente. A taxa de disseminação, determinada a partir de 

triturados da cabeça dos insetos, corresponde ao percentual de mosquitos positivos 

nestes tecidos dentre aqueles que tinham o corpo positivo. Por último, a taxa de 

transmissão corresponde à proporção de indivíduos com a saliva positiva dentre 

aqueles em que o vírus foi capaz de disseminar (Vega-Rúa et al., 2014). 

 

Repasto Sanguíneo através de alimentação artificial 

 

Entre 60-70 fêmeas de Aedes aegypti, da mesma colônia e idade pós-

emergência, foram triadas, manipuladas e alimentadas com repasto contendo ZIKV, 

porém empregando-se alimentador artificial. Assim, os mosquitos foram alimentados 

com uma mistura de eritrócitos de coelho, fago-estimulante (ATP 0,5 mM) e suspensão 

viral da mesma cepa de ZIKV inoculada nas macacas-rhesus descrita acima. Foram 

usadas três cargas virais. Como o exame do soro da macaca que apresentou mais 

elevada carga viral no pico da viremia (macaca AB68) tinha aproximadamente 1 x 108 

cópias de RNA de ZIKV/mL, desafiamos os mosquitos através do alimentador artificial 

contendo sangue juntamente com diluições do sobrenadante de cultura originalmente 

inoculado nos animais, nas concentrações finais de 108, 107 e 106 pfu/mL As fêmeas 
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foram alimentadas através de uma membrana (intestino de porco) que cobria a base de 

alimentadores de vidro contendo a mistura supracitada mantida a 37°C (banho-maria). 

Cada alimentador recebeu uma das três diluições. O repasto de mosquitos foi limitado 

a 60 minutos. Igualmente o descrito para os mosquitos alimentadas diretamente sobre 

as macacas, apenas fêmeas inteiramente ingurgitadas foram incubadas a 26°C em 

condições de temperatura, umidade e fotoperíodo constantes (70 ± 10% UR e com 

ciclo de 12h de luz e 12h de escuro) com acesso diário a 10% de solução açucarada. 

As amostras de 20 mosquitos de cada população foram examinadas aos 7 e 14 dias 

após a exposição ao vírus. 

. 

Salivação forçada 

Para a técnica de salivação forçada, 20 mosquitos foram anestesiados em gelo e 

transferidos para uma placa de Petri de vidro, onde as asas e as pernas de cada um 

foram removidas. A probóscide foi inserida suavemente numa ponteira de 10uL 

contendo um 5 µL de soro bovino fetal (SFB) estéril, e assim permanecendo durante 30 

minutos. Após, a saliva no soro foi transferida para um microtubo contendo 45 µL de 

meio Leibovitz e posteriormente armazenada em freezer -80ºC. Abdômen e cabeça 

foram separados e inseridos em microtubos contendo pérolas de vidro (mini-beads) de 

1 mm, e meio Leibovitz contendo 4% de SFB, onde foram triturados para inoculação 

em cultura de células Vero. 

 

Detecção viral 

Para a determinação das taxas de infecção e disseminação viral, cada corpo e 

cabeça já triturados foram centrifugados a 10.000 x g durante 5 min a 4°C antes de sua 

inoculação. Os homogenatos de corpo e cabeça foram individualmente diluídos em 

série (1/10, 1/100 e 1/1000, em meio Earle’s 199, contendo 5% de SFB, gentamicina e 

fugizona, ambos 100 microlitros/100mL, e penicilina 1ml/100ml) e inoculados em 

monocamadas de células Vero em placas de 96 poços. Após 1h de incubação a 37°C, 

foram adicionados 150 μL de CMC (carboximetilcelulose) a 2,4% em meio Earle’s 199 

(contendo 5% de SFB, gentamicina e fungizona, ambos 100 microlitros/100mL, e 

penicilina 1ml/100mL) por poço. Após 7 dias de incubação a 37°C, as células foram 

fixadas com formaldeído a 10%, lavadas e coradas com 0,4% de cristal violeta. A 

presença das partículas virais foi avaliada por detecção de placas virais (PFU). A 

susceptibilidade foi avaliada através da taxa de infecção que refere-se à proporção de 

mosquitos com o corpo infectado (abdômen e Tórax) entre os mosquitos testados.  
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Resultados 

 

As macacas rhesus AD14 e AB68 apresentaram pico de viremia no segundo dia 

após a inoculação. A carga viral estimada em amostra de soro coletada neste tempo 

pós-inoculação foi de, respectivamente, 8,01x107 e 2,9 x108 cópias de RNA de 

ZIKV/mL, segundo análise por qRT-PCR (Marcelo Pinto, informação pessoal). Não foi 

determinada a carga viral em amostra de sangue total nos animais. 

As taxas de infecção dos mosquitos alimentados diretamente nas macacas com 

2, 4, 8, 12, 18, 25, 35 dpi foram muito baixas ou nulas. Assim, somente mosquitos 

alimentados no 2º. dpi  na macaca AB68 foram positivos, representando 5% e 15% dos 

mosquitos examinandos ao 3º e  7º. dias após alimentação sobre esse primata (Figura 

1). Todos os mosquitos alimentados na macaca AD14 foram negativos, 

independentemente do período pós-inoculação do primata.  

 

0 2 4

0

5.0×103

1.0×104

1.5×104

T
ít

u
lo

 (
P

F
U

/m
L

) 
s
o

ro

 

3 7 14
0

20

40

60

80

100
2dpi

(20)

(20)

(20)

Dias pós-infecção

T
a
x
a
 d

e
 i

n
fe

c
ç
ã
o

 (
%

) 
m

o
s
q

u
it

o
s

3 7 14
0

20

40

60

80

100

4 dpi

Dias pós-infecção

T
a
x
a
 d

e
 i

n
fe

c
ç
ã
o

 (
%

) 
m

o
s
q

u
it

o
s

(20) (20) (20)

 

A 

B C 

 
Figura 1. Taxa de infecção de mosquitos Aedes aegypti quando expostos ao sangue infectado com cepa 
de Zika do Espírito Santo, ES. A. Título de amostra de soro da macaca rhesus (Macaca mulatta) AB68 
com 2 e 4 dias de infecção. B. Taxa de infecção de mosquitos Aedes aegypti alimentados com sangue 
da macaca AB68 após dois dias de infecção. C. Taxa de infecção mosquitos Aedes aegypti alimentados 
com sangue da macaca AB68 após quatro dias de infecção. 

 

O experimento com infecção oral realizado em alimentador artificial apresentou 

elevadas taxas de infecção dos mosquitos examinados com 7 dpi. Entre os mosquitos 
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alimentados com repasto sanguíneo contendo concentração 108pfu/mL, 90% foram 

positivos. Quando tomaram repastos contendo107 e 106 pfu/mL, as taxas de infecção 

foram bem mais baixas (30 e 10% respectivamente) (Figura 2). Já com 14 dpi, os 

mosquitos exibiram elevadas taxa de infecção quando ingeriram  concentrações de 108 

e 107 pfu/mL (100 e 70%, respectivamente), ao passo que a ingestão de carga viral na 

concentração de 106 pfu/mL resultou em taxa de infecção consideravelmente baixa 

(15%). 
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Figura 2. Taxa de infeção com 7 e 14 dias de infecção de mosquitos Aedes aegypti 
alimentados artificialmente com sangue infectado com diferentes concentrações da cepa de 
ZIKV do Espírito Santo, ES. 

 

Embora a carga viral do soro da macaca AB68 estivesse elevada no 2º dpi, 

segundo técnica de qRT-PCR (2,9 x108 cópias de RNA de ZIKV/mL), verificamos que o 

título viral de amostras do mesmo soro examinado por essa técnica molecular estava 

entre 5,75x104 e 1,3x104pfu/mL. Não foi observada presença de plaque nas amostras 

de soro de ambas as macacas no 4º dia após inoculação do vírus nos primatas, ou 

seja, a partir do quarto dia de infecção nenhuma partícula infecciosa de ZIKV foi 

detectada no soro.  

 

Discussão 
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Os modelos de infecção que utilizam primatas não-humanos são importantes, 

pois, em teoria, a infecção e patogenia nesses animais mais se aproximam das 

condições em humanos  A infecção experimental das macacas usadas como fonte 

sanguínea para os mosquitos tinha como objetivo estudar a gênese da microcefalia 

associada ao ZIKV (Marcelo Pinto, informação pessoal). A curva da viremia nos dois 

animais revelou um pico no 2º. dpi, seguido de queda brusca do 4º dpi em diante. Não 

houve coleta e exame do sangue das macacas no 3º. Ou seja, neste modelo animal a 

viremia foi aparentemente curta e baixa, mesmo durante o pico virêmico, insuficiente 

para infectar mosquitos de uma população de laboratório que se mostrou capaz de se 

infectar com a mesma cepa viral, porém com títulos mais elevados no repasto tomado 

em alimentador artificial. Com efeito, não obtivemos sucesso na infecção dos 

mosquitos que realizaram hematofagia diretamente sobre dois macacos-rhesus 

infectados com suspensão viral de ZIKV, independentemente do dia pós-inoculação e 

do título viral em que os insetos foram desafiados oralmente.  

Observou-se grande discrepância entre os títulos virais determinados por 

número de cópias de RNA de ZIKV/mL e Pfu/mL no soro do animais no pico de viremia 

(2 dpi). Essa diferença pode ser resultado da uma alta produção de partículas não 

infecciosas ou defectivas, que são detectadas na técnica de qRT-PCR, mas não nos 

ensaios de formação de placas de lise. Bae et al. (2003), afirmam que a técnica de RT-

qPCR não pode substituir o padrão ouro, o ensaio de formação de placas de lise, pelo 

fato de que detecta apenas moléculas do genoma viral e não características biológicas, 

como o potencial infeccioso da partícula viral. Assim, uma suposição para a baixa taxa 

de infecção nos mosquitos seria de que o número de partículas virais infectantes no 

sangue ingerido estivesse muito abaixo do necessário para que a infecção se 

estabeleça em vetores. Assim, possivelmente, concentrações entre 103 e 104 pfu/mL 

não são suficientes para que ocorra infecção de mosquitos com ZIKV.  

Resultado semelhante foi demonstrado nos experimentos de Roundy et al 

(2017), quando desafiaram oralmente mosquitos Ae. aegypti de Salvador, Bahia, com 

três cepas de ZIKV de diferentes genótipos (Africano, Asiático e Americano) e em 

diferentes concentrações (log10, 5 log10 e 6 log10). Os autores observaram que 

mosquitos alimentados com a cepa de genótipo Asiático não apresentaram infecção 

quando ingeriram sangue na concentração 4 log10. Somente foi observada infecção 

em mosquitos de Salvador que ingeriram a diluição mais elevada para as cepas de 

genótipo Asiático (6 log10), mesmo genótipo usado no presente trabalho. Mais 

recentemente ainda, Ciota et al. (2017) encontraram correlação direta entre as taxas de 
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infecção de Ae. aegypti  e Ae. albopictus e a dose viral no repasto tomado por estes 

mosquitos constituído por diferentes diluições de sobrenadantes de cultura de ZIKV de 

duas origens. 

De fato, a carga viral ingerida pelos mosquitos no repasto infectante parece ter 

grande importância na instalação da infecção por diferentes arbovírus. Jupp (1974) 

verificou que uma redução nos títulos do vírus do Oeste do Nilo de 5,0 para 2,6 log no 

repasto tomado por Culex univitattus acarretava na diminuição das taxas de 

transmissão de 89% para 33%. Mitchell et al. (1992), observaram que quanto mais 

partículas infectantes do vírus da Encefalite Equina do Leste (EEE) fêmeas de Ae. 

albopictus conseguiam ingerir, maior era a taxa de infecção. Sardelis et al. (2002) 

descreveram taxas de infecção e transmissão bem mais elevadas em Ae. japonicus e 

Ae. albopictus   alimentados em picos virêmicos com títulos mais altos do mesmo vírus 

da EEEV.  Sardelis et al. (2003), alimentando Ae. japonicus e Cx. pipiens em frangos 

infectados com o vírus da Encefalite Saint Louis, observaram que as taxas de infecção 

variaram entre 0 e 33% na primeira e de 12 a 94% na segunda espécie ao ingerirem 

sangue contendo título entre 104,1 e 104,7PFU/mL. Mas quando a viremia nos frangos 

era um pouco maior, ou seja, variou entre 105,3 e 105,6PFU/mL, as taxas de infecção 

foram similares entre as duas espécies de mosquito: 96% and 100%, respectivamente.  

No experimento de infecção artificial contendo três diluições nos repastos 

ingeridos por Ae. aegypti (108, 107 e 106 pfu/mL), os mosquitos apresentaram elevadas 

taxas de infecção com 7 dpi na concentração de 108 pfu/mL de ZIKV. Com 14 dpi, nas 

concentrações mais elevadas, os mosquitos tiveram alta taxa de infecção, no entanto, a 

menor concentração (106) mostrou baixa infecção. 

 As diferenças entre susceptibilidades dos mosquitos avaliados em nosso 

experimento demonstraram que são necessárias mais pesquisas com diferentes 

populações de mosquitos Ae. aegypti desafiados com maior número de concentrações 

de suspensão viral, tanto em condições mais próximas do hospedeiro vertebrado, 

quanto em experimentos em condições de laboratório, para se conhecer melhor fatores 

que favorecem a transmissão  vetorial do vírus Zika, como os limiares mínimos para a 

infecção dos mosquitos nas condições próximas às naturais.  
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4. DISCUSSÃO 
 

A epidemia de zika no Brasil, iniciada em 2015, registrou grandes números de 

casos, primeiramente na região Nordeste, mas em seguida nos demais estados de 

outras regiões em um curto tempo.  Desde então, o combate à doença foi ampliado e 

os números de casos de zika passaram a serem incluídos nos Boletins 

Epidemiológicos do Ministério da Saúde, que passou a publicar notas técnicas de 

cuidados na atenção domiciliar e protocolos de vigilância às manifestações mais graves 

da doença, a fim de tentar aumentar a eficácia no controle vetorial da epidemia.  

 Apesar de todos os esforços, a incidência de zika aumentou a partir de 2015, 

com o pico de casos suspeitos e confirmados no ano de 2016 e, em 2017, até o final do 

mês março, foram registrados 4.894 casos prováveis de febre pelo ZIKV, com uma taxa 

de incidência de 2,4 casos/100 mil habitantes (Brasil, 2017). 

Entre todos os problemas ocasionados por este grande surto estão as 

complicações relacionadas à doença, como a “Síndrome Congênita do Zika”, que 

engloba casos de microcefalia e outras alterações do Sistema Nervoso Central (Diniz, 

2016). O maior número de casos desta síndrome ocorreu na região Nordeste, atingindo 

72% dos filhos de mulheres da Bahia, da Paraíba, de Pernambuco e do Rio Grande do 

Norte, com sinais indicativos de microcefalia (Diniz, 2016). Todavia, outras regiões do 

país também apresentaram elevados números de casos de Zika, com registros da 

síndrome, como é o caso da região Sudeste. Segundo o Ministério da Saúde, de 

dezembro de 2016 até março de 2017, foram notificados 1.186 casos de recém-

nascidos e crianças com alterações no crescimento e desenvolvimento, decorrentes da 

infecção pelo ZIKV, com 407 casos somente no estado do Rio de Janeiro (Brasil, 

2017).  

Este cenário ressaltou a necessidade de estudos que buscassem informações 

úteis para a estruturação do controle vetorial no Brasil e nos demais países 

americanos, de onde, no início da epidemia, não se tinha nenhuma informação sobre 

quais espécies de mosquitos teriam participação na transmissão e quais seriam os 

vetores primários. Dentre estes estudos, destacava-se a necessidade de se avaliar a 

competência vetorial de populações locais do Ae. aegypti e mesmo de outras espécies 

com possibilidade de transmitir a doença por suas características antropofílicas, frente 

ao ZIKV circulante. Neste caso, avaliamos a possibilidade da transmissão experimental 

de ZIKV pelo Cx. quinquefasciatus por se tratar de um mosquito que apresenta 
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comportamento antropofílico, distribuição e frequência semelhantes ao Ae. aegypti, 

com presença em todos estados do país. 

Nesse aspecto, nosso trabalho obteve um conjunto de resultados que agregam 

informações originais e que puderam colaborar na definição dos vetores e, portanto, 

evitar desperdícios de esforços no controle de mosquitos não-competentes para a 

transmissão e, ao mesmo tempo, focar esforços contra os vetores comprovados. Nosso 

conjunto de dados forneceu respostas para questionamentos sobre a necessidade ou 

não de incluir os mosquitos Culex nos programas de combate ao vetor do ZIKV no 

Brasil, o que levaria a uma grande alteração nos programa, dada as diferenças 

biológicas e comportamentais destes últimos em relação ao Ae. aegypti. A estratégia 

experimental buscando obter tais informações foram organizadas face à três principais 

hipóteses de objetivos. 

 

 
4.1. Estimativa da competência vetorial de diferentes populações de Cx. 

quinquefasciatus e de Ae. aegypti do Rio de Janeiro frente a dois isolados de 

ZIKV isoladas durante epidemia também no Rio de Janeiro.  

 
Após desafiarmos, simultaneamente, quatro populações de Cx. quinquefasciatus 

e de Ae. aegypti do Rio de Janeiro com duas cepas de ZIKV isoladas de pacientes 

também do Rio de Janeiro, não encontramos nenhuma evidência de que populações 

brasileiras de Cx. quinquefasciatus possam colaborar na manutenção do ciclo de 

transmissão da do ZIKV no Brasil. Este foi o primeiro estudo a demonstrar a 

competência vetorial de populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus frente ao ZIKV, 

e o primeiro a testar populações naturais de Ae. aegypti do Brasil com cepas de ZIKV 

circulantes de mesma área.  

Resultado semelhante foi observado, na pesquisa de Amraoui et al., (2016), que 

utilizaram, porém, colônias com alto número de gerações em laboratório de mosquitos 

Cx. quinquefasciatus e Cx. pipiens, respectivamente  da Tunísia  e Estados Unidos da 

América, desafiadas com  uma cepa de ZIKV isolada na Nova Caledônia. Os autores 

não observaram competência desses mosquitos para a transmissão do ZIKV.  Outros 

estudos também não obtiveram resultado positivo com mosquitos Culex desafiados 

com cepas do genótipo Asiático (Hart et al., 2017; Weger-Lucarelli et al., 2016).  

Além desse insucesso na transmissão de genótipo Asiático em infecções 

experimentais, mosquitos do gênero Culex também foram refratários para cepas do 

genótipo Africano. Isso pode ser observado na pesquisa de Hall-Mendellin et al. (2016), 
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que desafiaram espécies australianas –Cx. quinquefasciatus, Cx. annulirostris, e Cx. 

sitiens - com genótipo Africano de ZIKV (protótipo de Uganda - MR766), e encontraram 

baixa infecção, porém nenhuma disseminação ou transmissão foi detectada em 

nenhuma das espécies.  

O único trabalho que vai de encontro com esses resultados é o estudo de Guo et 

a.l (2016) que, utilizando mosquitos Cx. p. quinquefasciatus proveniente do sudeste da 

China alimentados com ZIKV de Samoa, Oceania (cepa SZ01), afirmam ter 

encontraram altas taxas de infecção, disseminação e transmissão, desde o segundo 

dia após exposição dos mosquitos ao vírus, principalmente no intestino dos mosquitos 

avaliados, e, apresentando na glândula salivar, picos elevados no quarto e oitavo dia. 

Muitos questionamentos foram levantados acerca destes resultados e, entre eles 

estaria a possibilidade de que os autores estivessem detectando resíduos de RNA do 

ZIKV no corpo dos insetos, nos quais não foi detectada partícula viral infectante. Os 

autores relataram também o encontro de genoma viral no sangue de camundongos que 

supostamente teriam sido picados por mosquitos experimentalmente infectados. 

Porém, a falta de controles negativos e de detalhes sobre os testes moleculares, assim 

como a ausência de ensaios de placa de lise, torna os resultados duvidosos. 

Recentemente, foi demonstrado que, tal como as demais populações de Cx. 

quinquefasciatus das demais partes do mundo, as da China são igualmente refratárias 

ao ZIKV (Liu et al., 2017). 

Em 2016 e 2017, 20 populações de Culex do complexo Pipiens foram 

desafiadas independentemente em vários laboratórios de todos os continentes e os 

resultados foram semelhantes aos observados neste estudo. 

Ao contrário de Cx. quinquefasciatus, foi a alta susceptibilidade de mosquitos 

Ae. aegypti do Rio de Janeiro frente as mesmas cepas de Zika analisadas nos 

experimentos. 

Em laboratório, através de experimentos com alimentação oral, outros autores 

demonstraram altas taxas de infecção de mosquitos Ae. aegypti frente ao ZIKV 

(Chouin-Carneiro et al., 2016; Hall-Mendelin et al., 2016), mas com taxas de 

disseminação e, principalmente, de transmissão, bem mais baixas que aquelas que 

observadas aqui.  

Com efeito, estudos anteriores que também examinaram a competência de 

vetorial de mosquitos Aedes para transmissão de ZIKV têm resultados conflitantes. 

Wong et al. (2013), mostraram que Ae. albopictus de Singapura foram altamente 

susceptíveis à cepa ZIKV MR766 de Uganda, com 100% dos mosquitos com infecção 
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na saliva no 14º dia após alimentação sanguínea. Em contraste, Diagne et al. (2015), 

relataram disseminação muito baixa e quase nenhuma transmissão de várias estirpes 

de ZIKV em mosquitos Aedes do Senegal. Chouin-Carneiro et al. (2016) apresentaram 

níveis elevados de infecção e níveis moderados e baixos de disseminação e 

transmissão em Ae. aegypti e Ae. albopictus desafiados com cepa de ZIKV da Nova 

Caledônia.  

Estes estudos demonstram variabilidade de resultados quando diferentes cepas 

de ZIKV foram desafiadas com distintas populações de mosquitos do gênero Aedes. 

Ou seja, linhagens distintas do vírus, espécies e populações de mosquitos de diversas 

localizações geográficas podem influenciar na transmissão do ZIKV. Com efeito, nos 

estudos supracitados, não foram feitos com combinações lógicas entre populações de 

mosquitos e vírus de mesma área e obtidos contemporaneamente, como os realizados 

neste estudo. 

Embora as cepas Asiáticas do ZIKV formem um cluster monofilético robusto 

dentro do genótipo Asiático, e compartilhem um antepassado comum com a estirpe 

ZIKV que circulou na Polinésia Francesa, algumas alterações no seu genoma podem 

indicar uma evolução que explique sua alta disseminação nas Américas (Faria et al., 

2016).  

Essa evolução foi registrada no trabalho de Wang et al. (2016), que avaliaram as 

relações filogenéticas de oito cepas africanas (sete obtidas de mosquitos e um de 

macaco) e 25 cepas asiáticas isoladas de humanos. Os autores observaram 59 

variações na sequência de aminoácidos localizados ao longo dos genomas de ZIKV de 

genótipos Africanos e Asiáticos, bem como, entre diferentes cepas da linhagem 

Asiática. Segundo este estudo, tais variações na sequência do genoma poderiam ser 

resultado de alterações na proteína prM, que talvez desempenhe alterações na 

virulência ou no fitness das cepas de ZIKV.  

As substituições de aminoácidos no genoma podem influenciar nas mudanças 

fenotípicas dos vírus, que consequentemente resulta em alterações na adaptabilidade 

dos vírus, virulência, modificações no tropismo de células hospedeiras e variação 

antigênica (Domingo e Holland, 1997), e uma ou poucas substituições já seriam 

suficientes para que isso ocorra. Como os vírus RNA têm grande taxa de mutação, isso 

pode favorecer sua adaptação em diferentes ambientes e hospedeiros. 

O vírus Zika apresenta elevadas taxas de mutações (Faria et al., 2016), que 

entre outros fatores, pode auxiliar na adaptação a diferentes ambientes, que, por sua 
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vez pode ter refletido na alta susceptibilidade de populações brasileiras de mosquitos a 

este vírus.  

Muitos aspectos ainda devem ser esclarecidos com relação à evolução do ZIKV 

em hospedeiros vertebrados e invertebrados para elucidação dos processos de 

transmissão do vírus. Assim, pesquisas adicionais são necessárias para se entender 

em que proporção fatores genéticos dos mosquitos, assim como nos vírus podem ser 

responsáveis, por si só, pelo sucesso da transmissão do ZIKV. A microbiota e a 

resposta imune desenvolvida contra esta e contra aos vírus em si podem ter 

semelhante importância. 

 

4.2. Avaliação da susceptibilidade de populações de Cx. quinquefasciatus 

provenientes de áreas que reportaram elevada incidência de microcefalia e 

outras manifestações neurológicas e congênitas associadas à infecção pelo ZIKV 

no NE, quando desafiadas com cepas de ZIKV da mesma região e de outras 

origens no Brasil; e a competência vetorial de Ae. aegypti do Rio de Janeiro 

frente os mesmos isolados de ZIKV usados nos experimentos com Cx. 

quinquefasciatus. 

 

Durante a discussão dos resultados dos ensaios com Cx. quinquefasciatus do 

Rio de Janeiro desafiados com ZIKV locais, e quando ainda se tinham raras 

investigações semelhantes acerca da competência vetorial de outras populações de 

Culex do complexo Pipiens, comentamos não ser totalmente descartável a hipótese de 

que outras combinações Cx. quinquefasciatus frente ao ZIKV apresentassem 

resultados distintos (Fernandes et al., 2016). Em vista da elevada incidência de 

microcefalia e outras malformações associadas à infecção por ZIKV no Nordeste, onde 

coincidentemente existe elevada densidade de Cx. quinquefasciatus, que tem, por 

exemplo, permitido a transmissão da filariose bancroftiana, sugeriu-se o papel desta 

espécie como vetor biológico de ZIKV (Ayres et al., 2016, Leal et al., 2016).  

De fato, Cx. quinquefasciatus é um mosquito de comportamento antropofílico e 

domiciliar, que pode transmitir, além da filariose, vírus dos gêneros Aphavirus e 

Flavivirus, como: Encefalite Equina Leste (Cupp et al., 2003; Bingham et al., 2016), 

Encefalite Equina Oeste (Houk et al, 1986, Kramer et al, 1983), EEEV (Weaver, 1986), 

Vírus do Nilo Ocidental (Komar,  2003; Eastwood et al., 2011; Reisen et al., 2013) e 

Encefalite Saint Louis (Reisen, 2003; Mondini et al., 2007, Rodrigues et al., 2010, 

Heinen et al., 2015).  
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Corroborando as observações da competência vetorial de Cx. quinquefasciatus 

da região Sudeste frente ao ZIKV isolado na mesma região, os resultados mostraram 

que diferentes populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus de áreas onde 

ocorreram os maiores casos de microcefalia, como Pernambuco e Paraíba, 

apresentaram mínima ou nula infecção, e nenhuma disseminação e transmissão de 

cepas de ZIKV provenientes da mesma área, do Recife/PE, assim como de São 

Paulo/SP e do Rio de Janeiro/RJ. Ou seja, originárias do Nordeste ou não, de áreas 

com alta incidência de microcefalia ou não, desafiadas com cepas de ZIKV da mesma 

origem ou não, populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus são refratárias ao ZIKV.   

Neste aspecto, além de características genéticas desses mosquitos que 

gerariam tal incompatibilidade ao ZIKV, algumas implicações na biologia ou interações 

ecológicas de mosquitos do gênero Culex e arbovírus podem influenciar na 

competência vetorial, como por exemplo, a presença da bactéria Wolbachia comum 

nestes mosquitos. A Wolbachia pode promover proteção de seus hospedeiros a alguns 

arbovírus (Oliveira e Moreira, 2012).  

Algumas pesquisas evidenciaram a presença frequente da bactéria Wolbachia 

em mosquitos Culex do Brasil e Argentina (Moraes et al., 2012) e na Califórnia (Ragon 

e Scott, 2003), assim como em outras áreas do Velho Mundo (Atyame et al., 2011, 

Karami et al, 2016). Ragon e Scott (2003) estimaram a presença de Wolbachia 

circulante em mosquitos do complexo Culex pipiens e compararam a transmissão 

vertical e fecundidade entre mosquitos de campo e de laboratório. Neste trabalho, a 

transmissão vertical maior foi observada em mosquitos de laboratório do que em 

mosquitos de campo e nenhuma alteração na fecundidade em fêmeas das duas 

diferentes condições. Esse resultado mostra que a bactéria não afeta no fitness – 

fecundidade – dos mosquitos. Isso pode ser resultado de um longo processo de 

evolução entre bactéria e hospedeiro e, que pôde proporcionar uma proteção dos 

mosquitos à determinados arbovírus. 

Para avaliar se de fato a Wolbachia inibe infecção e disseminação de arbovírus 

em mosquitos do gênero Culex, Glaser e Meola (2010), avaliaram a taxa de 

transmissão do vírus do Oeste do Nilo por mosquitos Cx. quinquefasciatus tratados em 

não tratados com tetraciclina. Os autores descreveram taxa mais baixa de 

disseminação e de transmissão dos mosquitos tratados com tetraciclina (livres de 

Wolbachia) em comparação aos não tratados (com Wolbachia). Este trabalho aponta o 

papel da bactéria na disseminação deste arbovírus. É possível supor que a bactéria 

Wolbachia desempenhe também um papel fundamental na proteção de mosquitos 
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Culex frente ao ZIKV. Porém, observações recentes em laboratório indicaram que 

mosquitos Cx. quinquefasciatus de colônias do EUA, tratados ou não com tetraciclina, 

são igualmente refratários ao ZIKV (cepa da Nova Caledônia), não se verificando 

traços moleculares de resposta imune dos insetos, tratados ou não, sugerindo que a 

refratariedade é determinada geneticamente, possivelmente por falta de receptores 

compatíveis ao vírus (R. Lourenço-de-Oliveira, comunicação pessoal). 

De fato, outro fator importante para o sucesso da competência vetorial é a 

capacidade que alguns arbovírus têm em atravessar as barreiras presentes em muitas 

espécies de mosquitos. Os mosquitos do gênero Culex apresentam a barreira de 

infecção intestinal (MIB), barreira de escape do intestino (MEB) e a barreira de infecção 

das glândulas salivares (SGIB) para outros arbovírus. Houk et al. (1979), Turell, Gargan 

e Bailey (1984) Turell e Coleman (1999), demonstraram susceptibilidade de Culex à 

cepas de Encefalite Equina Venezuelana somente quando os mosquitos eram 

desafiados via inoculação intratoráxica, ou seja, saltando-se as MIB e MEB. No 

entanto, por esta via, o vírus não necessita ultrapassar essas barreiras intestinais. Os 

autores mencionam que a MIB estaria influenciando na disseminação do vírus no corpo 

dos mosquitos, e sugerem que o mesmo tipo de barreira pode ocorrer para outros 

arbovírus da família Flaviviridae. 

Dessa forma, muitas questões relacionadas ao hospedeiro invertebrado ainda 

não foram esclarecidas, e por isso, necessitam de mais pesquisas voltadas para 

avaliação dos fatores que influenciam na competência vetorial de diferentes espécies 

de mosquitos.  

O conjunto dos resultados desse trabalho e daqueles do trabalho anterior com 

populações de Cx. quinquefasciatus do Rio de Janeiro, eleva para seis o número de 

populações brasileiras dessa espécie investigadas quanto à competência transmissão 

de ZIKV, com 17 combinações entre cepas de ZIKV isoladas no Brasil e populações 

naturais deste mosquito do país. Em todos os casos, foi demonstrado que este 

mosquito não pode ter contribuído como vetor biológico durante o surto de zika no 

Brasil, ressaltando a necessidade de focar as ações de combate ao principal vetor da 

Zika, o Ae. aegypti. 

Porém, ainda que Ae. aegypti tenha comprovado laboratorialmente e na 

natureza ser vetor primário de ZIKV no Brasil e em outros países, as taxas de infecção 

natural têm sido baixas em exame de espécimes dessa ou de outras espécies com 

ZIKV, mesmo durante epidemias (Grard et al., 2015, Ferreira-de-Brito et al., 2016, 

Gerbois et al., 2016). Essa constatação pode sugerir baixa competência vetorial em 
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algumas populações geográficas ou a existência de limiares mínimos de carga viral 

para o estabelecimento da infecção nos mosquitos. 

 

4.3. Análise da infectividade do ZIKV para mosquitos Ae. aegypti 

desafiados, por via oral, diretamente sobre macacos-rhesus virêmicos ou em 

sistema artificial contendo repastos sanguíneos, apresentando diferentes 

concentrações do vírus. 

 

Obtivemos baixa infectividade de mosquitos alimentados com sangue de 

macacas-rhesus expostas à cepa de ZIKV do Espírito Santo, ES, mesmo quando os 

Ae. aegypti foram alimentados diretamente sobre elas, no pico de viremia ( 2º dpi). 

 A titulação de amostras do soro da macaca que teve a viremia mais elevada por 

qRT-PCR (108 cópias de RNA/mL), apresentou um baixo número de partículas 

infectantes (5,75x103 a 1,3x104 pfu/mL). Esse resultado pode indicar um possível limite 

de infectividade desta cepa de ZIKV para a população de mosquitos utilizada no 

experimento.  

É possível que o uso de outras populações de mosquitos Ae. aegypti 

mostrassem resultados diferentes. Com efeito, Roundy et al. (2017) observaram 

resultado semelhante com mosquitos Ae. aegypti de Salvador, Bahia que se 

alimentaram com cepas de ZIKV do genótipo Asiático, isolada do Camboja e do 

continente Americano, em que houve baixa e nenhuma infecção. No entanto, infecção 

com a cepa Africana foi observada. Outras duas populações da mesma espécie – de 

São Domingos e do Texas - se comportaram diferentemente frente às mesmas cepas e 

concentrações de ZIKV no repasto. Ressalta-se que, no experimentos de Roundy et al. 

(2017) a infecção dos mosquitos foi mais eficiente quando alimentados diretamente em 

camundongos infectados que por alimentadores artificiais.  

O título viral pode influenciar nos resultados de competência vetorial, não 

somente para o ZIKV, mas também outros arbovírus. Diallo et al., (2008),  avaliaram a 

competência vetorial de populações de Ae. aegypti do Senegal para dois isolados de 

DENV-2, sendo um deles uma cepa silvestre. Foi demonstrado que, a diferença nas 

taxas de disseminação foi decorrente do título viral usado nos diferentes experimentos 

(106.5 e 1.6×107 TCID50). Em pesquisa com diferentes concentrações de CHIKV, Pesko 

et al., (2009) observaram melhores resultados (80%) de disseminação em Ae. aegypti e 

Ae. albopictus alimentados artificialmente com concentrações entre 5.2 a 6.1 log10 de 

ZIKV/mL, comparado com  concentração de 3.6 log10/mL (menos de 20%). 
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Este é o primeiro trabalho a demonstrar resultados de infecção em mosquitos 

Ae. aegypti alimentados a partir de uma modelo de infecção em primatas não humanos 

com o ZIKV.  

O pico de viremia nas macacas ocorreu entre o primeiro e terceiro dia da injeção 

infectante; a partir do quarto dia, não encontramos partículas virais infectantes no soro. 

Com efeito, ainda que poucos mosquitos tenham se infectado em uma das macacas no 

2 dpi, nenhum se infectou ao tomar sangue nesta mesma macaca ou na outra, no 4º 

dpi e nos dias subsequentes. Neste sentido, pode-se sugerir que o sistema imunológico 

das macacas poderia ter apresentado rápida resposta à infecção por ZIKV (a partir do 

quarto dia de infecção). No estudo de Dudley et al., (2016), macacas grávidas 

infectadas com cepa Asiática de ZIKV apresentaram o  pico de ativação da resposta 

imune adaptativa e produção de anticorpos entre 5 e 7 dias pós-infecção. Estas 

respostas imunológicas podem ser importantes para controlar a replicação viral, 

levando à redução de cargas de RNA no plasma neste período de tempo (Dudley et al., 

2016).  

Há poucos dados sobre viremia em humanos e sua potencialidade como fonte 

de infecção para mosquitos. Em 1956, Bearcroft, infectou um humano voluntário na 

África com suspensão de cérebro de camundongos inoculados com cepa de ZIKV 

africana. Após a análise do sangue a cada 2 dias (4, 6 e 8 dpi), lotes de Ae. aegypti 

foram alimentados no individuo no 5º dpi. No 4º dpi (pico de viremia), a quantidade de 

partículas infectantes para camundongo lactantes inoculados com o soro do paciente 

foi baixa (1 camundongo LD50/0,30mL) e nenhum Ae. aegypti alimentado no 5º dpi foi 

capaz de transmitir o vírus.    

O número estimado de cópias de genoma circulando em pacientes infectados 

com ZIKV durante o surto de 2007 na Ilha do Pacífico de Yap foi relatado como sendo 

0,9×103- 7,2×105 cDNA copias/mL (Lanciotti et al., 2008). Esses níveis relativamente 

baixos de viremia entre os pacientes infectados com ZIKV estão muito distantes 

daqueles relatados para outros arbovírus, como o CHIKV e DENV-2, onde foram 

relatados 107 e 108 cópias de cDNA/mL, respectivamente (Caron et al., 2012). No 

entanto, estão no intervalo de outras infecções de Flavivirus, como a do Vírus do Oeste 

do Nilo, onde são observadas cargas virais próximos de 6,9×105 cópias/mL (Pupella et 

al., 2013). Nesse aspecto, se fez indispensável avaliar as diferentes cargas virais 

necessárias para que haja infecção de mosquitos vetores.  

Em nossos experimentos de infecção oral artificial com diferentes diluições no 

repasto infectante obtivemos altas taxas de infecção com as diluições mais elevadas. 
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Outros autores demonstraram sucesso na infecção e disseminação de ZIKV em 

experimentos de infecção artificial, com títulos virais semelhantes ao usados nesta 

pesquisa com outras cepas de ZIKV (Fernandes et al., 2016; Chouin-Carneiro et al., 

2016).  

Esses resultados sugerem que a infecção de mosquitos se dá essencialmente 

quando expostos a concentrações elevadas das cepas de ZIKV. No entanto, os 

resultados dos experimentos de alimentação artificial devem ser discutidos com 

cautela., uma vez que, a infecção de mosquito após uma refeição de sangue virêmico 

diretamente no hospedeiro pode demandar um limiar de infecção que não precise, 

necessariamente, de elevadas cargas virais (Roundy et al., 2017).  

É importante ressaltar que analisamos a viremia em soro, tanto por qRT-PCR ou 

ensaios de unidades formadora de placas de lise, e não em sangue total, o que é de 

fato o ingerido pelo mosquito. É possível que os títulos de ZIKV sejam distintos em soro 

e sangue total.  

Neste cenário, ressalta-se que são necessários maiores estudos envolvendo o 

ciclo homem-mosquito-vírus com diferentes cepas virais de ZIKV e em distintas 

concentrações, para que os diferentes limiares de infecção deste arbovírus possam ser 

estabelecidos, uma vez que estas informações serão de relevância para a 

epidemiologia da doença e na projeção de programas de controle das doenças. 
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5.  CONCLUSÕES 

 

 As populações de Cx. quinquefasciatus do Rio de Janeiro avaliadas neste 

trabalho apresentaram-se refratárias as cepas do ZIKV isoladas a partir de urina 

e saliva de pacientes no Rio de Janeiro. 

 

 Populações de Cx. quinquefasciatus de áreas com alta incidência de casos de 

microcefalia como Recife e Campina Grande não foram capazes de transmitir 

cepas de ZIKV de mesma localidade e de outras áreas do Sudeste do Brasil 

como São Paulo e Rio de Janeiro que também apresentaram alta incidência de 

zika e incidência de casos de microcefalia. 

 

 Os Ae. aegypti usados como controle positivo nos experimentos envolvendo Cx. 

quinquefasciatus com as mesmas cepas virais, foram susceptíveis, com altas 

taxas de infecção, disseminação e transmissão . 

 

 O Cx. quinquefasciatus não deve ser considerado vetor biológico de ZIKV, ao 

passo que o Ae. aegypti reúne todas as características para ser considerado 

vetor primário, como também comprovado em achados de infecção natural.  

 

 Populações de Ae. aegypti  desafiados oralmente com ZIKV ao se alimentarem 

diretamente em macacos-rhesus infectados experimentalmente, apresentaram 

baixa taxa de infecção, exceto quando alimentados artificialmente com repastos 

de altos títulos virais, e, em diferentes concentrações.  
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6.  PERSPECTIVAS  

 

 Realizar novos experimentos comparativos com diferentes populações de Ae. 

aegypti em sistema de alimentação e em modelo animal de infecção com 

diferentes cepas de ZIKV, para melhor entendermos os limiares das cargas 

virias que permitam a instalação  da infecção oral dos mosquitos 

 Avaliar a dose mínima de ZIKV existente em saliva de mosquitos capaz de 

infectar primatas 
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