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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Rosilainy Surubi Fernandes

O virus Zika (ZIKV) causou uma grave epidemia no Brasil entre 2015 e 2016, tendo,
subsequentemente, se tornado endémico tanto no territério brasileiro quanto em paises
tropicais e subtropicais das Américas. O ZIKV pode ser transmitido entre humanos,
porém acredita-se que a transmissao vetorial desempenhe o principal papel na sua
disseminacdo. O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é considerado
o vetor primario do ZIKV no ambiente urbano e suburbano. Porém, a gravidade da
epidemia e a velocidade da dispersdo viral, levaram a suspeita de que outros
mosquitos antropofilicos e muito frequentes no ambiente domiciliar, como Culex
quinquefasciatus (Say, 1823) pudessem estar associado a esta transmissao. Na regiao
Nordeste (NE) do pais, epicentro da epidemia de casos de microcefalia e
malformacdes congénitas associadas ao ZIKV, este vetor é amplamente disseminado.
Diante dessa possibilidade, mudancas consideraveis necessitariam ser feitas quanto as
estratégias de controle da transmisséo vetorial frente as diferencas na biologia do Ae.
aegypti e do Cx. quinquefasciatus. Este trabalho objetivou avaliar a competéncia
vetorial de popula¢des destes mosquitos de diferentes regides do Brasil, desafiados
com distintos isolados brasileiros do ZIKV. Inicialmente, quatro populagdes de Cx.
quinquefasciatus do Rio de Janeiro/RJ foram desafiadas oralmente com ds de ZIKV
(ZIKVRIio-U1 e ZIKVRIio-S1), isoladas de pacientes também do RJ e ha mesma época
em que as colonias desses mosquitos foram geradas. Em um segundo momento,
desafiamos, comparativamente, populacdes de Cx. quinquefasciatus de areas
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-Ul e
ZIKVRI0-S1) e Séao Paulo/SP (ZIKVSPH2015)]. Populacbes de Ae. aegypti de
diferentes areas do Rio de Janeiro (Urca, Manguinhos, Triagem) foram testados
simultaneamente com as mesmas cepas virais. Amostras do corpo, cabeca e saliva
dos mosquitos foram examinadas ao 7°, 14 e 21° dias pos-infeccdo, para a
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determinacao, respectivamente, das taxas de infec¢ao, disseminacdo e transmissao. A
identificacdo viral foi realizada por inoculacdo em cultura de células Vero e gRT-PCR.
Todas as populagdes de Cx. quinquefasciatus se mostraram incapazes de transmitir o
ZIKV, independente da origem do virus testado. Em contraste, mosquitos Ae. aegypti
do Rio de Janeiro revelaram elevadas taxas de infec¢do, disseminacéo e transmissao,
sendo capazes de transmitir o virus a partir do 14° dpi. Em um terceiro momento,
avaliamos a competéncia vetorial de Ae. aegypti alimentados diretamente em dois
macacos rhesus (Macaca mulatta) em diferentes momentos durante o curso de sua
infeccdo experimental com um cepa de ZIKV isolada de sangue humano no Espirito
Santo/ES. Os mosquitos sO se infectaram ao picar um dos animais no 2° dia apos a
inoculagdo, quando seu soro apresentava carga viral de 1,3 x 10* PFU/mL, exibindo
baixa taxa de infec¢cdo e nenhuma disseminacao até 14 dpi. Porém, quando desafiados
oralmente através de alimentador artificial e com titulos virais mais elevados (108, 107 e
108 PFU/mL), os mosquitos apresentaram taxas de infeccdo bem mais baixas (15%)
quando desafiados com titulo de 106 PFU/mL, comparados com titulos elevados: 10’
(70%) e 108 (100%). Os resultados indicam que a infeccdo oral de Ae. aegypti é dose
dependente e que a prevencao e o controle da transmissao vetorial de ZIKV no Brasil
devem focar em esforcos contra esse mosquito, o Unico até agora confirmado como
vetor natural e com elevada competéncia vetorial demonstrada experimentalmente.
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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
ZIKVRIio-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.
qguinquefasciatus 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 (ZIKVRIio- Ul and ZIKVRio-S1) and Sao 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 Espirito 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 10* 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 (10°, 10’ 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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INTRODUCAO

1.1 Arbovirus emergentes

A palavra arbovirus vem do termo em inglés arthropod-borne virus, introduzido
em 1942 e utilizado para descrever os virus que necessitam de um artrépode para
completar seu ciclo e ser transmitido para um hospedeiro vertebrado (WHO, 1985).

Todos arbovirus conhecidos séo parasitas naturais de animais - patdogenos
zoonoticos (Gubler e Vasilakis, 2016) e incluem diversos grupos de virus pertencentes
a diferentes familias virais, incluindo: Bunyavidae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae (Karabatsos, 1985; CDC, 2016).

Os arbovirus abrangem grupos de virus RNA e tem uma consideravel variedade
de genomas e estratégias de replicacdo, sugerindo que a transmissdo a vertebrados
via artropodes surgiu h4 muito tempo, durante processo de evolucdo destes virus
(Weaven e Resen, 2010).

No Catalogo Internacional de Arbovirus e outros virus estdo registrados 534
virus, sendo 135 deles causadores de doencas em humanos (Gubler, 2016).
Entretanto, com o avanc¢o de tecnologias voltadas pela deteccéo e caracterizacao viral,
como o0 sequenciamento gendmico, a identificacdo de novos agentes se torna cada vez
mais frequente (Gubler, 2016).

Grande parte dos arbovirus utilizam mosquitos e carrapatos como hospedeiros
invertebrados. Aedes e Culex sdo os géneros de mosquitos mais associados a
transmissdo de arbovirus (Karabastos, 1985). Maruins (Ceratopogonideos), piolhos
(Anopluros), flebotomineos (Psychodideos), borrachudos (Simuliideos), percevejos
(Cimicideos) e acaros também podem transmitir diferentes arbovirus (Adelmar, 2013).

A grande diversidade de espécies de vetores e a ampla distribuicdo geografica e
espacial dos mesmos podem explicar o sucesso de determinados arbovirus em se
disseminar globalmente (Weaver e Reisen, 2010; King, 2012).

A maioria dos arbovirus esta distribuida em regifes tropicais e subtropicais
(Gubler, 2002; Anez et al., 2012). Porém, arbovirus que infectam humanos e causam
epidemias em ambientes urbanos e suburbanos tem dispersado intensamente dentro e

dentre essas regides, mas também para regides de clima temperado (Figura 1).



o

S neTe 7 > e
T . 2SN T A oot
o - ¥
= € 29 @ P
o Al ' ril
Y, \ 1 7z X7 &
- o 3 e or
® o I8 N\ B
=0 i __..l s g 2
o v - Vi R P § — he o
ol ® © (- s (N LA A
? e\ R
T\ 008 -~ % # N LA ®
i N B S ane
@ L o8y ® i AP b.” f"ﬂi‘
>4 > . A o ::; o O (f',.
@ Chikungunya virus 7.\@} : AN S W < 2 ‘b : % o
Dengue virus A A;“f‘ 5 L’;" Ve | -:-@;g )
@ West Nile virus ‘“.’ (2] " & > ‘v‘:?‘AI‘-\«\Q ;
A - o 1
[ Japanese encephalitis virus T\ SO - Bl A '{'_
Yellow fever virus {7 )7 { A Lo
B Rift Valley fever virus N @ "*‘ ? - O Qe
M Tick-born encephalitis virus - ; Iy ! ‘
[ St. Louis encephalitis virus @ = : O

@ Powassan virus { 5

{0 Area enDEMICA
[ Murray Valley encephalitis virus

Bz { SURTOS ESPORADICOS, ISOLAMENTOS
Zika virus 2 = PERIODICOS, CASOS IMPORTADOS

Figura 1: Distribuicdo global de arbovirus emergentes e re-emergentes (Adaptado de Anez et al
2012).

Uma complexa interacdo pode explicar a emergéncia e surtos de doencas virais,
que envolve os virus (adaptacdo a novos hospedeiros), alteragdes climaticas, migracédo
de animais, processo de urbanizacdo e atividades humanas, como agricultura e até
mesmo guerras (Gubler, 2001; Gubler, 2002; Weaver e Reisen 2010; Hall et al., 2016).

Um dos primeiros arbovirus isolados foi o virus febre amarela (YFV) em 1927,
seguido do virus da encefalite St. Louis (SLEV), em 1933, virus do oeste do Nilo
(WNV), em 1937, chikungunya (CHIKV), em 1938 e dengue (DENV), em 1943 e zika
(ZIKV) em 1947 (Karabastos, 1985).

A Fundacao Rockefeller, fundada em 1914, contribuiu para a descoberta de um
grande numero de arbovirus entre 1935 e 1970. O estabelecimento desta instituicdo
em paises da Africa e América do Sul resultou na identificagdo de muitos arbovirus
nestas regides (Gubler e Vasilakis, 2016). Apesar da reducdo nos investimentos na
década de 70, e consequentemente menor descoberta de novos virus (Gubler 2001),
um aumento na incidéncia de epidemias causadas por arbovirus previamente descritos
e novos arbovirus, foi reportada nos ultimos 30 anos. A maioria dos arbovirus
emergentes pertencem aos géneros Bunyavidae, Flaviviridae e Togaviridae (Gubler e
Vasilakis 2016).



Mais recentemente, os arbovirus que causam dengue, chikungunya e zika
rapidamente se dispersaram no mundo, ocasionando epidemias de grandes
proporc¢des em territérios do Novo Mundo (Patterson et al., 2016), Figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo global estimada de dengue, chikungunya e zika (Adaptada de Patterson
et al., 2016).

Epidemias por arbovirus transmitidas por Aedes (Stegomya) aegypti (Linnaeus,
1762), inclusive devido a introducdo de casos importados, tém sido relatadas no Brasil
desde o século XIX. O YFV introduzido provavelmente do Oeste da Africa juntamente
com o vetor urbano Ae. aegypti, causou grande epidemias nas cidades brasileiras
desde o século XVIII (Franco, 1969). Em 1848, por exemplo, o virus amarilico, ja
endémico na cidade, causou uma epidemia na cidade do Rio de Janeiro, apds 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
Niterdi, no entanto, através de programas de controle da febre amarela, tanto a dengue
guanto a febre amarela, foram consideradas erradicadas no pais (Magalhaes, 2016).

O YFV por ter estabelecido, nas Américas, um ciclo de transmissao zoonético e
silvestre, independente de humanos como vertebrado amplificador e do mosquito Ae.
aegypti como vetor, foi erradicado do pais, como consequéncia do programa
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continental de erradicacao deste mosquito orquestrada pela OPAS (Magalhaes, 2016).
Consequentemente, o YFV vem causando ondas epidémicas ciclicas devido as
infeccbes humanas adquiridas acidentalmente no ambiente silvestre ou rural, sendo,
portanto, limitadas em numero de casos e abrangéncia. Porém, uma série de virus
potencialmente epidémicos foram reintroduzidos ou introduzidos no Brasil, desde o
inicio da década de 1980 (Figueiredo, 2010). Tratam-se de virus que, embora
originalmente zoondticos e silvestres especialmente no continente Africano, co-
evoluiram e se adaptaram ao vetor antropofilico e urbano Ae. aegypti, e passaram a ter
humanos como hospedeiro amplificador, caracteristicas que favorecem a geracao 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;
Temporéo et al.,, 2011) causando extensas epidemias nas Ultimas trés décadas. O
DENV é considerado o causador da doenca viral transmitida por vetores com a
propagacdo mais rapida (WHO, 2012) e, nos ultimos 50 anos, afetou mais de 100
paises em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo (Akiner et al., 2016).

Os primeiros casos autoctones de CHIKV foram notificados em setembro de
2014 no municipio de Oiapoque (AP) e, posteriormente, em Feira de Santana (BA),
este ultimo, pelo gendtipo 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 autdctones de zika no
Nordeste (Campos, 2015; Zanluca et al., 2015).

1.2 Virus Zika

1.2.1 Historico e emergéncia

O ZIKV (Familia Flaviviridae, género Flavivirus), € um virus esférico, envelopado
com genoma constituido por uma fita simples de RNA de polaridade positiva, com
cerca de 11 kilobases (kb) de comprimento. O genoma codifica trés proteinas
estruturais, a do nucleocapsideo (C), e duas inseridas no envelope viral, a proteina da
membrana (M) e a proteina do envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais, NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Kuno e Chnag, 2007; Lindenbach et al.,
2013), (Figura 3).



As estruturas da particula madura de varios flavivirus, incluindo do ZIKV
possuem, de uma forma geral, uma arquitetura semelhante (Sirohi et al., 2016; Prasad
et al., 2017). No entanto, andlises da proteina viral do envelope do ZIKV demostra
partes semelhantes aos virus neurovirulentos WNV e virus da encefalite japonesa

(JEV), enquanto outras partes semelhantes aos DENV (Kostyuchenko et al., 2016).
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Figura 3: Organizagdo da particula e genoma do ZIKV. (A) Esquema representativo da
particula, (B) Crio eletro microscopia da particula viral e (C) esquema representativo do
genoma viral. C: capsideo, prM: precursor de Membrana, E: envelope, NS (Ndo estrutural).
Adapatado de Sirohi et al., 2016; Kostyuchenko et al., 2016; Prasad et al., 2017).

O RNA do ZIKV esta presente em altos titulos no sangue humano apenas entre
os primeiros 3-5 dias apds o inicio dos sintomas (Balm et al., 2012), enquanto é
detectado na urina por mais de 10 dias (Gourinat et al., 2015) e no sémen 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 persisténcia do virus em sémen
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 nasofaringeo (Zammarchi et al., 2015).



Estudos filogenéticos descrevem a existéncia de dois gendtipos de ZIKV:
Africano e Asiético (Musso e Gubler et al., 2016). Estima-se que o virus tenha originado
no Leste da Africa e dispersado para o Oeste africano e Asia ha aproximadamente 50-
100 anos (Faye et al., 2014).
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Figura 4: Andlise filogenética do ZIKV incluindo estirpes emergentes. Adaptado de Musso e
Gubler, 2016.

O ZIKV foi isolado pela primeira vez na Africa, em 1947, a partir do sangue de
macacos rhesus sentinelas na Floresta de Zika, em Uganda, quando visava-se
conhecer a dinamica da febre amarela silvestre. Em 1948, o mosquito Aedes
(Stegomyia) africanus foi caracterizado como vetor transmissor do ZIKV, a partir da
analise de macerados de mosquitos inoculados em camundongos, que desenvolveram
a infeccao viral (Dick, Kitchen e Haddow,1952; Haddow et al., 1964; Brés, 1970).

A transmissao do ZIKV tem sido documentada em dois ciclos ecologicamente e
evolutivamente distintos: um enzoodtico, silvestre, onde o virus circula entre espécies

arboreas de mosquitos Aedes e primatas ndo-humanos e um ciclo urbano, entre o



homem e espécies domésticas/peri-domésticas de Aedes (Vasilakis e Weaver, 2017),
(Figura 5).
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Figura 5: Ciclos de transmissdo do ZIKV na Africa com vetores potenciais e hospedeiros de
amplificacéo/reservatorio de vertebrados e supostos padrdes de emergéncia 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 ocasido, outros casos da doenga foram
confirmados por dosagem de anticorpos neutralizantes (Macnamara, 1954). Fora da
Africa, o ZIKV foi isolado pela primeira vez a partir de mosquito Ae. aegypti, em 1969,
na Malasia (Marchette, Garcia e Rudnick, 1969), e a primeira infeccdo em humanos, foi
documentada na Indonésia em 1977 (Olson et al.,1981). Embora, nesta época, tenha
sido sugerida uma ampla disseminacéo de ZIKV na Africa e Asia, o nimero de casos
confirmados € incerto, diante dos métodos de diagndsticos utilizados que
apresentavam reagao cruzada com outros Flavivirus co-circulantes (Kokernot, 1965).
No entanto, existem evidéncias de que o ZIKV seja endémico na Africa (Leste, Central,
Oeste e Sul) e em alguns paises da Asia (Musso e Gubler, 2016), considerando

isolamentos ocasionais do virus ao longo dos anos.



Em 2007, ocorreu o primeiro e significante surto de ZIKV, em Libreville, no
Gabéao, 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 doenca exantematica semelhante a dengue, no
entanto, com relato de febre baixa e conjuntivite. Foi estimado que 72.6% dos
residentes da Ilha, acima de trés anos de idade tenham sido infectados por ZIKV (Duffy
et al., 2009).

No final de 2013, ocorreu um surto de doenca 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).

Anadlises filogenéticas a partir de sequéncias de ZIKV coletadas no Pacifico
demonstraram que o isolado da Polinésia Francesa era proxima das cepas do
Camboja, de casos registrados em 2010, e de Yap em 2007, corroborando com
hipétese de emergéncia e expansdo de uma linhagem Asiética do ZIKV (Cao-Lormeau
et al., 2014).

Em novembro de 2013, trés casos de Zika foram reportados na Nova Caledonia,
em pacientes que retornaram da Polinésia Francesa e, em meados de janeiro de 2014,
foi registrado o primeiro autéctone de ZIKV (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015).

O surto de Zika na Nova Caled6nia foi declarado em fevereiro de 2014, e no final
de agosto foram registrados 1.400 casos da doencga, incluindo 35 casos importados,
sendo novamente confirmada a origem asiatica do virus (Dupont-Rouzeyrol et al.,
2015, Gourinat et al., 2015).

No Brasil, os primeiros casos autoctones de zika ocorreram em pacientes com
guadro de febre baixa, exantema e artralgia em Camacari, na Bahia (Campos et al.,
2015) e em Natal, Rio Grande do Norte (Zanluca et al., 2015). Foi a primeira vez em
gue se confirmou a circulagcdo nas Américas.

Em 2015, a doenca ja havia atingido as cinco regiées do Brasil, estendendo-se a
outros paises do continente Americano e, até julho, 2.791 casos suspeitos de zika
haviam sido detectados (Faria et al.,, 2016) (Figura 6). No entanto, as informagdes
disponiveis sobre o numero de casos naquele ano sdo incertas, pois a doenga passou
a ser de notificacdo compulséria somente com a publicagdo da Portaria N° 204, de 17
de fevereiro de 2016 (Brasil, 2016a).



Em 2016, foram registrados 215.319 casos provaveis de zika no Brasil (taxa de
incidéncia de 105,3 casos/100 mil hab.), distribuidos em 2.306 municipios, tendo sido
confirmados 130.701 (60,7%) casos laboratorialmente. A regido Centro-Oeste
apresentou a maior taxa de incidéncia, com 222,0 casos/100 mil habitantes, seguida da

regidao Nordeste com 134,4 casos/100 mil habitantes (Brasil, 2016Db).
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Figura 6: Série cronolbgica e cartografia de casos de zika registrados no Brasil em 2015. (A)
NUumero de casos suspeitos de ZIKV por semana em 5.570 municipios no pais. As letras
indicam os meses. (B) Incidéncia total de casos de ZIKV por 100.000 pessoas em cada
unidade federativa. Adaptado de Faria et al., 2016.

Existem controvérsias com relacdo a entrada do ZIKV no Brasil. Algumas
hipéteses sugerem que sua introducédo teria ocorrido durante a Copa do Mundo de
Futebol que ocorreu entre junho e julho de 2014 (Zanluca et al., 2014). Uma segunda
hipotese seria por um campeonato de Canoagem que ocorreu em agosto de 2014, no
Rio de Janeiro, com a presenca de atletas da Polinésia Francesa, Nova Caledobnia e
llhas Cook, que poderiam ter introduzido o virus no pais, uma vez que estas ilhas do
Pacifico haviam sido atingidas por epidemias recentes e causadas pela mesma
linhagem Asidtica do ZIKV (Musso, 2015). Entretanto, através de um estudo
filogenético, Faria et al (2016) sugerem que a entrada de ZIKV ocorreu entre 0s meses

de maio de dezembro de 2013, antes dos eventos esportivos ocorridos.



1.3 Mosquitos vetores do Virus Zika

O primeiro vetor reconhecido na transmisséo do ZIKV foi o Aedes africanus, em
1948, na Uganda, Africa (Dick et al., 1952). Trata-se de uma espécie silvestre, também
envolvida na transmisséo da febre amarela, com tendéncia a picar ao nivel da copa da
floresta, mas que pode picar primatas humanos e ndo humanos junto ao solo, dentro
ou fora das matas (Haddow et al., 1964).

Em 1966, na Malasia, o ZIKV foi isolado de Ae. aegypti, sendo a primeira vez
gue este vetor foi encontrado infectado com virus (Marchette et al., 1969).

Ambos mosquitos, Ae. africanus e Ae. aegypti, sdo espécies proximas,
pertencentes ao mesmo subgénero de mosquitos do Velho Mundo, o subgénero
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 transmisséo urbano e epidémico.

Uma vez que a circulacdo de ZIKV ocorreu com baixa incidéncia no mundo
durante muito anos, a investigacao sobre seus vetores ndo teve avancos por décadas,
seja em experimentacao laboratorial seja na busca de infec¢ao natural.

Mais recentemente, o ZIKV foi isolado de um macho de Ae. (Diceromyia) furcifer,
coletado em ambiente proximo as aldeias, sugerindo possivel transmissao vertical, que
poderia ser um importante mecanismo de manutencao 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, Africa Ocidental
entre 1962 a 2008 (Diallo et al., 2014).

O Ae. albopictus € outra espécie de importancia para a transmissao do ZIKV. A
espécie foi encontrada em Camardes, na Africa Central e Mogcambique no Sudeste da
Africa, substituindo gradualmente o Ae. aegypti, e apresentou uma expansio dinamica
em paises de climas temperados em todo o globo (Ngoagouni et al., 2015).

No Pacifico, os vetores de ZIKV sdo mosquitos do género Aedes,
principalmente o mais prevalente, A. aegypti, seguido de A. albopictus, ambos também
sdo conhecidos por transmitir o CHIKV e DENV (Calvez et al., 2016). Ambas as
espécies sdo consideradas competentes vetores da linhagem asiatica ZIKV, e sua
prevaléncia aumentou de 2011 a 2014 (Roth et al., 2014) (Figura 8).
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Figura 7: Distribuicdo geogréafica dos principais vetores do ZIKV. Adaptado de Aguilar-Cabezas,
2016.

Nas Américas, 0 Ae. aegypti € uma espécie de particular interesse na
transmissao de arbovirus, dentre eles, os quatro sorotipos de DENV (Lourenco-de-
Oliveira et al, 2002, Salazar et al, 2007, Dick et al, 2012, Sylvestre et al, 2013,
Carrington et al, 2014) e CHIKV (Vega-Rua et al, 2015, Figueiredo e Figueiredo 2014),
além de ser vetor do ciclo urbano da febre amarela, ndo registrado no Brasil desde
1942 (Magalhées, 2016).

Em vista dos resultados de investigaces entomoldgicas do passado, na Africa
e Asia, 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 populacdes de Ae. albopictus (Chouin-Carneiro et al.,
2016). Além disso, populacdes de Ae. aegypti foram encontradas naturalmente
infectadas no México e Brasil.(Guerbois et al., 2016, Ferreira-de-Brito et al., 2016). No
entanto, a rapida dispersdo do ZIKV no continente americano e a elevada incidéncia de
infecc@o pelo virus em areas onde Ae. aegypti e, principalmente Ae. albopictus, tinham
frequéncia relativamente baixa, poderiam sugerir a participacdo de outras espécies na

transmissao viral.

11



De fato, outro grupo de espécies mosquito muito antropofilicas como o Ae.
aegypti, e que € amplamente distribuido, sdo espécies do género Culex incluidas no
Complexo Pipiens. Neste contexto, a avaliagdo da competéncia vetorial de Cx.
quinquefasciatus, a espécie mais prevalente no territorio brasileiro e de outros paises

tropicais € de grande relevancia e pertinéncia.

1.4. Transmissao nao vetorial do ZIKV

Apesar do principal modo de transmissdo do ZIKV ser preferencialmente
vetorial, relatos de transmissdo ocupacional, perinatal e sexual do virus j& foram
reportadas (Foy et al, 2011; Musso et al., 2014; Zammarchi et al, 2015; Patino-Barbosa,
2015; Hennessey et al 2015) (Figura 7).

A transmissdo sexual do ZIKV estd 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 particulas infecciosas no sémen ja foram
recuperadas (Musso et al., 2015; Mansuy et al.,, 2016). Apesar da confirmacado da
transmissao sexual do ZIKV para uma paciente do sexo feminino, o virus nao foi
detectado na secrecao vaginal (D’Ortenzio et al., 2016).

Ndo ha nenhuma evidéncia relatada de transmissédo através da amamentacao,
embora RNA do ZIKV tenha sido encontrado no leite materno (Besnard et al., 2014).
No entanto, ainda néo esta claro se essas particulas sdo capazes de transmitir o virus

e gerar infecgao.
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1.5 Manifestacg@es clinicas das infec¢des por ZIKV

A zika é uma doenca febril aguda e autolimitada e estima-se que somente 18%
das infec¢cBes resultem em manifestacfes clinicas, sendo, portanto, mais frequente a
infeccdo assintomatica (Duffy et al., 2009; Loos et al., 2014).

Quando sintomética, causa febre baixa, exantema maculopapular, artralgia,
mialgia, cefaleia, hiperemia conjuntival e, menos frequentemente, edema, odinofagia,
tosse seca e alteragbes gastrointestinais, principalmente vomitos (CDC, 2016). Em
geral, o desaparecimento dos sintomas ocorre entre 3 e 7 dias apdés seu inicio.
Normalmente, ndo € associada a complicacdes graves, registro de Obitos e ocasiona
uma baixa taxa de hospitalizacdo (Balm et al., 2012).

No entanto, relatos de casos da sindrome de Guillain-Barré (SGB) em infeccdes
por ZIKV, principalmente em regides de co-circulacdo com os DENV foram descritos
(Oehler et al., 2015; Musso e Gubler, 2016).

A SGB é uma condicdo neurologica de provavel origem autoimune, em que
aproximadamente 60% dos casos podem ser atribuidos 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 internacfes por SGB em comparacdo com a media
do mesmo periodo, nos anos de 2008 a 2014 (Malta et al., 2017).

A microcefalia congénita € wuma condicdo neurolégica definida pela
circunferéncia cefalica frontal-occipital menor que o esperado para a idade gestacional
e género (Aradjo et al 2016). As evidéncias cientificas existentes até o momento
indicam que ZIKV esté relacionado a ocorréncia de microcefalia (CDC, 2016; PAHO
2015; Calvet et al.,2016; Oliveira Melo, 2016; Musso e Baud, 2016).

Entre novembro de 2015 até o més de dezembro de 2016, um total de 2.366
casos de microcefalia e/ou alteracdes no sistema nervoso central foram confirmados no
Brasil, sendo 1,804 casos na regido Nordeste, 298 do Sudeste, 145 do Centro-Oeste,
92 do Norte e 27 do Sul (Brasil, 2017b).

1.6 Ciclo do virus no mosquito

O tempo decorrido entre o repasto infectante até o mosquito estar capacitado
para a transmissdao do virus, ou seja, presenca de particulas virais infectantes na
saliva, € denominado como periodo de incubacao extrinseco (PIE), que depende tanto
de fatores ambientais, como temperatura e umidade, bem como de fatores intrinsecos
como, competéncia vetorial, carga viral dos hospedeiros vertebrados (Black et al.,
2002).

Durante esse periodo, o virus podera ou nao replicar em diferentes tecidos do
inseto e interagir com diversas moléculas, como as envolvidas na resposta imune.
Apéds a ingestdo de sangue infectado, as particulas virais aderem a membrana
plasmatica das células epiteliais do intestino médio do mosquito estabelecendo
infeccéo seguida de replicacéo viral (Lourenco-de-Oliveira, 2015).

Uma vez que o virus consegue deixar o intestino, ele passa para a hemocele
podendo infectar 6rgdos secundarios como 0S ovarios e 0 corpo gorduroso. Entédo
estabelece-se a infeccdo e replicacdo na glandula salivar. Para que este mosquito seja
considerado apto a transmitir o virus, particulas virais precisam ser eliminadas
juntamente com a saliva durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
(Hardy et al., 1980; Woodring et al., 1996; Black IV et al., 2002, Lourencgo-de-Oliveira
2015).

O periodo de incubacdo extrinseco pode variar dependendo do virus, das

populacdes de mosquitos e das condicdes ambientais de incubacdo. No caso dos
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DENV, Salazar et al (2007) observaram significativas taxas de transmissao (26 a 50%)
em mosquitos Ae. aegypti 7 dias pds-exposicao a cepa de DENV-2 isolada na Jamaica.

Em comparacdo com DENV, o CHIKV é um virus que se dissemina rapidamente
em seus hospedeiros invertebrados, ou seja, cerca de dois dias pos-infeccédo, ja sdo
detectados na saliva dos mosquitos (Vega-Rua et al., 2014).

Até o momento, poucos estudos foram realizados acerca de PIE do ZIKV.
Chouin-Carneiro et al., (2016) descreveu a transmissao em mosquitos Ae. albopictus
somente com 14 dias de infeccdo para isolado de Zika da Nova Caledbnia, no entanto,
Weger-Lucarelli et al. (2016) observou em mosquitos Ae. aegypti,b transmissao de

isolados africanos de Zika (Senegal e Uganda) a partir dia 7 apos a infeccao.

1.7 Resposta imune do vetor

A imunidade inata em artrépodes desempenha um papel importante para limitar
a infeccdo por patdgenos. Em termos gerais, a defesa contra agentes patogénicos por
mosquitos € realizada por trés mecanismos: fagocitose mediada por células,
melanizacdo e lise (Hillyer, 2010). Cada um ¢é iniciado por receptores de
reconhecimento de padrfes e os fatores que levam a morte podem ser subdivididos em
celular e humoral. A resposta celular inclui fagocitose, agregacdo de hemdcitos e
encapsulacdo dos patégenos (Herndndez-Martinez et al., 2002; Hillyer, Schmidt,
Christensen, 2003; Castillo, Robertson e Strand, 2006). A resposta humoral inclui
receptores de reconhecimento de padrbes, peptideos antimicrobianos, sistema de
cascata de profenoloxidase, melanizagdo e cicatrizagdo (Lowenberger, 2001;
Christensen et al., 2005; Dong e Dimopoulos, 2009). Independentemente dessa
organizacdo conceitual, os limites entre a imunidade celular e a humoral sdo de dificil
demarcacdo porque muitos componentes humorais sdo produzidos por hemécitos e
participam em respostas imunes celulares (Hillyer, 2010).

As barreiras fisicas sdo representadas pela cuticula externa matriz peritrofica,
corpo gorduroso e hemolinfa (Amaral e Dansa-Petretski 2012; Hillyer, 2010).

As vias moleculares classicas envolvidas na resposta de invertebrados a
diversas classes de patdgenos séo a via TOLL e a via IMD. Elas foram descritas em D.
melanogaster (Lemaitre, 1996; Ferradon et al., 2007). Além destas vias classicas, a via
JAK/STAT também esta associada a imunidade de insetos em estudos com D.
melanogaster (Agaisse e Perrimon, 2004) e An. gambiae (Barillas-Mury et al., 1999).

Outro mecanismo responsavel por regular resposta imune em mosquitos € o RNA de
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interferéncia (iRNA), que € um fenbmeno no qual duplas fitas de RNA (dsRNA) sao
degradadas em pequenas moléculas (siRNA), dando inicio ao silenciamento de genes
de sequéncias homodlogas (Amaral e Dansa-Petretski, 2012). Alguns estudos
demonstraram e caracterizaram a resposta antiviral de iRNA a infeccéo por arbovirus
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 esta ligada a trés determinantes: o vertebrado hospedeiro,
0 vetor e o0 parasito, e todos estes relacionados entre si e sofrendo influéncias do
ambiente.

O conceito de capacidade vetorial foi originalmente descrito para o ciclo de
transmissdo envolvendo anofelinos e malaria (Garret-Jones, 1964; Reisen, 1989;
Forattini, 2002), no entanto pode servir para outros sistemas da relacdo patdégeno-
hospedeiro, como no caso de Ae. aegypti e 0 os arbovirus transmitidos por ele. A
capacidade vetorial € a capacidade que uma populacdo de vetor tem para transmitir um
patdgeno em um determinado espaco e tempo. E dado através de um célculo do
namero médio de picadas por dia, competéncia vetorial, nimero médio de fémeas de
mosquito por pessoa, duracdo do periodo extrinseco de incubacao do parasita e a taxa
de sobrevivéncia diaria do vetor (Garret-Jones, 1964; Forattini 2002). Trata-se, portanto

de uma caracteristica quantificavel, expressa segundo uma férmula, conforme a seguir:

CV = mbca?P"
—Ln (P)

onde a € o numero de picadas por ser humano por dia; b € a probabilidade que um
mosquito infectado tem de transmitir o parasito ao picar um hospedeiro humano
susceptivel; ¢ € a probabilidade que um mosquito tem de se infectar com o parasito
enquanto pica um hospedeiro humano infectado; m € o numero de fémeas de mosquito
por pessoa, n é a duracdo do periodo extrinseco de incubacéo do parasito; e P € a taxa
de sobrevivéncia diaria do mosquito.

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

comportamento no ambiente. Vetores antropofilicos e endofilicos, por exemplo,
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procuram o ser humano dentro das casas com frequéncia muito maior que aqueles
zodfilos, que principalmente animais (Consoli e Lourenco de Oliveira, 1994). Esse fator
€ importante para se avaliar a capacidade vetorial, isso por que, quando associada a
densidade pode mostrar a intensidade do contato entre o hospedeiro e o patdgeno. O
namero médio de fémeas de mosquito por pessoa influencia positivamente na
transmissdo de doencas. Isso por que quanto maior € a quantidade de espécimes em
uma &rea, maior a chance de contato entre vetor e hospedeiro e a intensidade de
transmisséo.

A duracdo do periodo de incubacdo extrinseco do parasita é estimada pelo
periodo de tempo em que o vetor alimentou-se de sangue infectado até o dia que em
gue as formas infectantes alcancam a saliva do inseto (Lourenco-de-Oliveira, 2015).
Se o vetor apresentar um periodo de incubacdo muito longo, as chances de ocorrer
transmissao diminuem, pois o inseto no ambiente pode sofrer diversos tipos de acdes (
ventanias, aplicacdo de inseticidas pelo ser humano) morrendo antes de se completar o
ciclo.

A taxa de sobrevivéncia diaria refere-se a capacidade de sobrevivéncia do vetor
por dia, e como o0s outros fatores, sdo essenciais para se avaliar a dinamica de
transmissao de determinada doenca. As fémeas longevas sao mais aptas a transmitir o
patégeno, pois 0 mesmo necessita de um tempo para poder infectar, disseminar e
ultrapassar todas as barreiras do vetor (Lourenco-de-Oliveira, 2015).

Um dos fatores incluidos na capacidade vetorial e discutidos neste trabalho e
que contribui no processo de transmissao em determinada populacdo, é a competéncia

vetorial.

1.9 Competéncia Vetorial

A competéncia vetorial de um artropode refere-se a capacidade que este tem em
se infectar, permitir a replicacéo, disseminacédo e transmissédo de patégenos. Diferentes
linhagens de Ae. aegypti, por exemplo, apresentam grandes diferengcas com relagéo a
competéncia vetorial para flavivirus (Black et al., 2002; Lourencgo-de-Oliveira et al.,
2004). Para que isso ocorra € necessario que o patdégeno seja capaz de atravessar
diversas barreiras no hospedeiro invertebrado.

A competéncia vetorial pode ser estimada pela proporcdo de mosquitos que,
tendo ingerido sangue com virus, apresentam infec¢do disseminada apés um tempo de

incubagéo (Lourenco-de-Oliveira, 2015). Pode ser avaliada segundo indicadores
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guantitativos: taxas de infecgdo, disseminagdo e transmissdo, investigando-se a
proporcao dos individuos desafiados oralmente pelo virus que tem a presenca do virus,
respectivamente, no abdémen, ou em outras partes do corpo como cabeca, asas ou
patas e, finalmente na saliva dos mosquitos (Lourenco-de-Oliveira, 2015).

Um inseto vetor pode apresentar competéncia vetorial relativamente baixa e ter
razoavel capacidade vetorial se sua densidade populacional, comportamento,
longevidade, entre outros fatores, favorecam o contato homem-vetor. Estas
caracteristica biologicas positivas podem, portanto, compensar a baixa competéncia
vetorial. Mas, um inseto que tem as caracteristicas citadas de modo a facilitar a
transmissdo, mas ndo € competente para transmitir, sua capacidade vetorial é nula.

Populacdes brasileiras de Ae. aegypti e Ae. albopictus desafiados com cepa de
ZIKV isolada de paciente na Nova Caledoénia, por exemplo, foram susceptiveis ao virus,
no entanto apresentaram baixa taxa de transmisséo (Chouin-Carneiro et al., 2016).

Muitos fatores podem contribuir para esta condicao, por exemplo, a presenca de
barreiras proprias do inseto, capazes de impedir que o virus se replique e dissemine
para as glandulas salivares e que podem afetar consideravelmente a competéncia
vetorial. Dentre essas barreiras se destacam: Barreira de infec¢cdo do intestino (MIB,
do inglés midgut infection barrier), barreira de escape do intestino (MEB, do inglés
midgut escape barrier) e a barreira de infeccdo das glandulas salivares (SGIB, do
inglés salivary gland infection barrier) e barreira de escape das glandulas salivares
(SGEB, do inglés salivary gland escape barrier) (Hard e Houk, 1983).

Na espécie de inseto que apresenta MIB, o virus ndo consegue infectar as
células do intestino ou quando infectam, ocorre baixa replicacdo (Figura 11). Nas
espécies que apresentam barreira de infeccédo das glandulas salivares, o virus, por ndo
apresentar tropismo pelas células destes 6rgdos, ndo infectam as infectam. Uma vez
que as glandulas salivares ndo estdo contaminadas com o virus, 0 mosquito nao
poderd transmiti-lo ao hospedeiro no momento do repasto sangtineo (Black IV et al.,
2002; Bosio et al.,1998; Bosio et al., 2000).

Além das barreiras, outros fatores podem influenciar a competéncia vetorial,
como o titulo do virus no sangue ingerido (Pesko et al., 2009, Gokhale et al., 2015,
Roundy et al.,, 2017), as interagfes entre gendtipos do vetor e do patégeno (GxG)
(Lambrechts, 2009; 2011), triplas interacdes entre os gendtipos do vetor e virus e a
temperatura ambiente (GxGxT), adaptacdo do virus a populagédo vetor (Lambrechts,

2009), entre outros.
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Figura 9: Infecgcdo de um mosquito vetor por arbovirus. (A) Representacdo esquematica do
tropismo tecidual de arbovirus em um mosquito vetor. Virions sao representados por
hexagonos azuis. (B) Representagdo esqueméatica de uma infecgdo permissiva do intestino
médio, barreira da infeccdo do intestino médio (MIB) e barreira de escape do miocardio (MEB).
Os quadrados cinzentos representam as células epiteliais do intestino médio e os hexagonos
azuis representam os virions. As imagens mostram a presenca de antigeno de DENV2-
Jamaica 1409 (verde) no intestino médio (aos 7 dias ap6és infeccdo) ou glandulas salivares (aos
14 dias apos a administracdo de sangue) de Aedes aegypti. Intestino médio (MG); glandula
salivar (SG). Adaptado de Franz et al (2015).

A competéncia vetorial € determinada geneticamente. Portanto, individuos de
uma mesma espécie e populacdo podem se comportar diferentemente frente ao
desafio oral representado pelo repasto infectante. Diferentes populacées, de diferentes
origens geograficas também podem apresentar diferencas na competéncia vetorial.
Neste contexto, é importante que se determine a competéncia vetorial de diferentes
populacées de mosquitos de uma mesma espécie.

Em um cenario de circulacdo de um novo arbovirus, como no caso do ZIKV, a
determinacdo do papel e competéncia vetorial de mosquitos vetores é de grande

importancia para o entendimento da dindmica da transmiss&o.

19



1.10 O vetor Aedes aegypti

Mosquitos sdo insetos cujo desenvolvimento pds-embrionario ocorre por
holometabolia, ou seja, apresentam metamorfose completa. Neste aspecto, exibem
estagios diferenciados: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 9). Com excecdo do ultimo
que é terrestre, os demais estagios sdo aquaticos. Somente as fémeas sugam sangue,
ao passo que os machos sdo fit6fagos (Forattini, 2002, Chouin-Carneiro e Santos,
2017).

O Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) é um diptero da familia Culicidae que teve sua
origem na Africa e, posteriormente, dispersou para areas com clima que favoreceram a
sua proliferacdo (Forattini, 1962; Forattini, 1965). O Ae. aegypti formosus é uma
subespécie mais associada ao ambiente selvagem, extradomiciliar e restrita & Africa, e
uma mais clara, antropofilica e doméstica, que se dispersou pelo mundo, é Ae. aegypti
aegypti, geralmente referida simplesmente como Ae. aegypti.

A disperséo do Ae. aegypti para o Novo Mundo se deu provavelmente durante o
trafego 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 Asia, 0s oceanos
indico e Pacifico. Encontra-se distribuido nas regides tropicais, subtropicais e
temperadas do globo (Forattini, 1962; Clements, 1992; Consoli e Lourenco-de-Oliveira,
1994).

Morfologicamente, Ae. aegypti é considerado um mosquito de porte médio, tem
0 corpo de coloracdo marrom escura, com faixas brancas nas bases dos segmentos
tarsais e um desenho em forma de lira no mesonoto (Consoli e Lourengo-de-Oliveira,
1994). E um mosquito de habito diurno e crepuscular, que apresenta estreita relacéo
com o ser humano devido a sua preferéncia por sangue, por utilizar como criadouros 0s
depositos artificiais contendo agua relativamente limpa, embora tenha sido observado
também em ambientes poluidos (Clements, 1999).

A grande variedade de criadouros potenciais encontrada no peridomicilio e no
intradomicilio garante a manutencdo de densidades elevadas de A. aegypti no meio
urbano onde o provimento de agua encanada, a coleta de lixo e outras atividades
relativas de saneamento basico ndo sao regulares, potencializando o0s riscos de

transmissdo de doencas 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 sao elipticos, concavos, de coloracdo esbranquicada
no momento da oviposicao, tornando-se escuros apos alguns minutos. S&o colocados
aderidos a parede do recipiente, em local imido e bem proximo da agua parada ali
acumulada. A “casca” dos ovos dos mosquitos € conhecida como coério, e 0 exocorio
geralmente apresenta ornamentacfes que auxiliam na identificacdo especifica (Consoli
e Lourengo-de-Oliveira, 1994).

A resisténcia dos ovos a dessecacdo é devido a cuticula serosa, o que impede
que a agua escape do embrido (Telford, 1957; Konopova e Zrzavy, 2005; Vargas et al.,
2014). A presenca de quitina na cuticula serosa também auxiliaria na protecdo do
embrido (Rezende et al., 2008; Farnesi et al., 2015).

A fase larvaria dos mosquitos compreende quatro estdgios que séao
essencialmente aquaticos de vida livre, além de serem dotados de grande mobilidade
(Forattini 2002). As larvas tém aspecto vermiforme e coloracdo esbranquicada, e seu
corpo é dividido em cabeca, térax e abdome (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Apés aproximadamente trés dias, as larvas eclodem e se alimentam
continuamente no meio aquatico como filtradoras ndo seletivas de particulas e
raspadoras. Em condi¢des normais, a duracdo de todo o periodo de desenvolvimento
larval de Ae. aegypti varia de 8 a 10 dias quando a temperatura estd em torno de 28°C
(Forattini, 2002). No entanto, variacbes na temperatura, dieta e densidade podem

explicar variagbes no desenvolvimento larvario (Couret et al., 2014).
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A larva de quarto estagio passa a fase pupal, durante a qual ndo se alimenta e
se transforma no adulto (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994; Lourenco de Oliveira,
2015). Essa fase dura cerca de dois dias, desde que em condicfes normais (bruscas
mudancas no clima e no criadouro). Em geral, os adultos-machos sdo menores que as
fémeas e emergem da pupa antes que estas Ultimas (Forattini, 2002).

Quando adultas, as fémeas de Ae. aegypti se alimentam preferencialmente de
sangue humano e os picos de atividade hematofagica ocorrem durante o crepusculo
matutino e vespertino (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994). A maior atividade de
oviposicdo ocorre nas primeiras horas do dia e ao anoitecer, quando a fémea gravida
deposita um pouco de seus ovos em varios criadouros, o que facilita a dispersédo da
espécie e a sua manutencdo na natureza (Clements, 1999). Porém, € comum em Ae.
aegypti a ocorréncia de um fenémeno denominado discordancia gonotréfica, quando
mais de um repasto sanguineo € necessario para a compleicdo da gestacao e postura.
Esse aspecto da biologia e comportamento do Ae. aegypti ocorre com mais frequéncia
em adultos gerados em criadouros com elevado nivel de competicdo por nutrientes e
confere a 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 distribuicdo global. Entre as espécies desse complexo estdo
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 areas de regides tropicais apresentam a
espécie Cx. quinquefasciatus (Say) e de regides temperadas sdo habitadas por Cx.
pipiens (Linnaeus) (Vinagradova, 2000). Assim também ocorre nas Ameéricas, sendo
gue no Brasil, a maior parte do territorio € ocupada por Cx. quinquefasciatus, enquanto
gue o Cx. pipiens ocorre em area subtropical e temperada meridional no continente sul-
americano, como na Argentina. No entanto, areas de sobreposicdo entre as duas
espécies, com a ocorréncia de hibridos, séo reportadas.

Os adultos desse complexo séo de coloragéo geral marrom clara, pardacenta, e

possuem dorso pardo-escuro, com escamas amarelas, sem nenhuma ornamentacao
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notavel (Consoli e Lourencgo-de-Oliveira, 1994). As pernas ndo tém manchas claras
como em Ae. aegypti.

Embora possam realizar o repasto sanguineo em aves ou em outros animais,
as fémeas do complexo Pipiens sdo de predominantemente antropofilicas e
apresentam habito estritamente noturno (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994;
Forattini, 2002). Se alimentam especialmente nas horas mais altas da noite. Tal como
Ae. aegypti, buscam abrigos para a digestdo do sangue, como locais escuros e
protegidos de correntes de ar. Mas, diferentemente de Ae. aegypti, as fémeas do
complexo de espécies Cx. pipiens podem ser frequentemente vistas pousadas nas
partes altas das paredes das casas ou no teto. Geralmente apresentam concordancia
gonotrofica, desovando trés dias apés o repasto.

O Cx. quinquefasciatus tem ampla distribuicdo 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 € um inseto holometabolo, sendo o adulto alado e as
formas pré-imaginais aquéticas. O seu ciclo bioldgico tem dura¢cdo média maior que o
de Ae. aegypti , ou seja, entre 10 a 12 dias, desde a eclosdo das larvas até a
emergéncia do adulto, porém a duracdo do ciclo depende de fatores como
disponibilidade de alimento, temperatura, luz e umidade (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira, 1994).

Diferente do Ae. aegypti, as fémeas de Cx. quinquefasciatus depositam seus
ovos diretamente sobre a lamina d’agua dos criadouros (Figura 10). Os ovos sao
depositados agrupados, grudados uns aos outros sob a forma de jangada em nimero
de 150 a 250 ovos em cada uma (Consoli e Lourencgo-de-Oliveira, 1994). Esta jangada
de ovos necessita estar constantemente em contato com a agua, flutuando, néo
resistindo a dessecacao.

As formas de larvas e pupas podem ser encontradas se desenvolvendo em agua
estagnada acumulada no solo, como em pogas d’agua, valas de drenagem de aguas
servidas e fossas, ou em recipientes, como latas e bebedouros de animais. Em ambas
as categorias, a agua € geralmente poluida, rica em matéria organica em

decomposicdo, muitas vezes turva e malcheirosa (Forattini, 2002).
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_ Aedes aegypti Culex quinquqfasciatus

Coloracio Coloragdao marrom escura, com faixas ~ Em geral marrom clara, e possui o
brancas nas bases dos seguimentos dorso pardo-escuro com escamas
tarsais. amarelas, ndo apresenta faixa brancas

nos seguimentos.

Habito Diurno Noturno
Habito alimentar ~ Se alimenta no periodo matutino e Se alimenta principalmente periodo
crepuscular. Pica principalmente noturno. Pica principalmente
pernas e pés. proximo aos membros superiores e
face.
Criadouro Depositos de agua parada Depositos de agua suja com muito
(pouca matéria organica) material organico
Reprodugao Apresenta discordancia gonotrofica Apresenta concordancia gonotrofica

Deposita seus ovos proximo a agua dos  Deposita seus ovos diretamente sob a

Postura criadouros. lamina d’agua dos criadouros
Ovos Ovos dispostos nos criadouros de Agrupados sob a forma de jangada e
forma espalhada. Resistente a necessita estar em contato com a agua
dessecacio. pois nio resiste a dessecagio.

Figura 11: Principais diferencas entre mosquitos Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.

Essas principais diferencas envolvendo o comportamento de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus sdo importantes pois 0os programas de controle do vetor seguem as
caracteristicas do Ae. aegypti (até o momento, € incriminado como o principal vetor do
virus zika). No entanto, se caso for comprovado que o Cx. quinquefasciatus possa
estar envolvido na transmissao do ZIKV, todo o sistema de controle de mosquitos deve

ser drasticamente alterado.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a competéncia vetorial de populagdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus

e Ae. aegypti ao ZIKV.

Objetivos Especificos

Estimar comparativamente a competéncia vetorial de diferentes
populacdes 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 populacbes de Cx. quinquefasciatus
provenientes de areas que reportaram elevada incidéncia de microcefalia
e outras manifestacdes neuroldgicas e congénitas associadas a infeccéo
pelo ZIKV no NE, quando desafiadas com dois isolados de ZIKV da
mesma regido e de outras origens no Brasil; e a competéncia 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 virémicos ou em sistema
artificial contendo repastos sanguineos, apresentando diferentes

concentracdes do virus.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados sob a forma de trés artigos
cientificos: um publicado, um aceito para publicagdo e outro em preparacdo para

submissao.

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

the Local Zika Virus.

Referéncia Bibliogréfica:

Rosilainy Surubi Fernandes, Stéphanie Silva Campos, Anielly Ferreira-de-Brito,
Rafaella Moraes de Miranda, Keli Antunes Barbosa da Silva, Marcia Gongalves de
Castro, Lidiane M. S. Raphael, Patricia Brasil, Anna-Bella Failloux, Myrna C. Bonaldo,
Ricardo Lourenco-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.

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

Resumo. Introducédo: As Américas sofreram uma dramatica epidemia de Zika desde
maio de 2015, quando o virus Zika (ZIKV) foi detectado pela primeira vez no Brasil. Os
mosquitos pertencentes ao género Aedes subgénero Stegomyia, particularmente
Aedes aegypti, sdo considerados os principais vetores de ZIKV. No entanto, a rapida
disseminacdo do virus em todo o continente suscitou varias preocupacfes sobre a
dindmica de transmissado, especialmente sobre 0s potenciais mosquitos vectores. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a competéncia vetorial do mosquito Culex
quinquefasciatus proveniente de uma area epidémica de Zika, no Rio de Janeiro,
Brasil, para isolados locais de ZIKV circulantes. Métodos: Culex quinquefasciatus e Ae.
Aegypti (controle positivo da infecgdo por ZiKV) do Rio de Janeiro foram expostas
oralmente a duas cepas de ZIKV isoladas de humanos do Rio de Janeiro (Rio-Ul 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
combinacdo de mosquito-populacdo ZIKV estirpe, 30 espécimes foram examinados

para infec¢do, disseminacéo e taxas de transmissao, 7, 14 e 21 dias apds a exposicao
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do virus, analisando corpo (térax mais abddémen), cabeca e saliva, respectivamente. As
taxas de infeccdo foram de minimas a completamente ausentes em todos os Cx.
quinquefasciatus e foram significativamente elevados para Ae. Aegypti. Além disso, a
disseminagdo e a transmissdao nao foram detectadas em qualquer Cx.
quinquefasciatus, independentemente do periodo de incubacéo e do isolado ZIKV. Em
contraste, Ae. Aegypti assegurou alta disseminacédo viral e transmissdo moderada a
muito alta. Conclusdo: O mosquito Cx. quinquefasciatus do Rio de Janeiro nao foi
competente para transmitir isolados locais de ZIKV. Assim, ndo ha evidéncia
experimental de que Cx. quinquefasciatus desempenhe um papel na transmisséao ZIKV.
Consequentemente, pelo menos no Rio de Janeiro o controle de mosquitos para

reduzir a transmissao de ZIKV deve permanecer focado em Ae. aegypti.
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Abstract

Background

The Americas have suffered a dramatic epidemic of Zika since May in 2015, when Zika
virus (ZIKV) was first detected in Brazil. Mosquitoes belonging to subgenus Stegomyia
of Aedes, particularly Aedes aegypti, are considered the primary vectors of ZIKV. How-
ever, the rapid spread of the virus across the continent raised several concerns about
the transmission dynamics, especially about potential mosquito vectors. The purpose of
this work was to assess the vector competence of the house mosquito Culex quinguefas-
ciatus from an epidemic Zika area, Rio de Janeiro, Brazil, for local circulating ZIKV
isolates.

Methodology/Principal Findings

Culex quinquefasciatus and Ae. aegypti (positive control of ZIKV infection) from Rio de
Janeiro were orally exposed to two ZIKV strains isolated from human cases from Rio de
Janeiro (Rio-U1 and Rio-S1). Fully engorged mosquitoes were held in incubators at 26
+1°C, 12 h:12 h light:dark cycle and 70 + 10% humidity. For each combination mosquito
population—ZIKV strain, 30 specimens were examined for infection, dissemination

and transmission rates, at 7, 14 and 21 days after virus exposure by analyzing body
(thorax plus abdomen), head and saliva respectively. Infection rates were minimal to
completely absent in all Cx. quinquefasciatus-virus combinations and were significantly high
for Ae. aegypti. Moreover, dissemination and transmission were not detected in any Cx.
quinquefasciatus mosquitoes whatever the incubation pericd and the ZIKV isolate. In
contrast, Ae. aegypti ensured high viral dissemination and moderate to very high
transmission.

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004993 September 6, 2016
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Conclusions/Significance

The southern house mosquito Cx. quinquefasciatus from Rio de Janeiro was not competent
to transmit local strains of ZIKV. Thus, there is no experimental evidence that Cx. quinque-
fasciatus likely plays a role in the ZIKV transmission. Consequently, at least in Rio, mos-
quito control to reduce ZIKV transmission should remain focused on Ae. aegypti.

Author Summary

The pandemic Zika epidemic has affected nearly all American countries. The etiological
agent is a mosquito-borne-virus originated from Africa that spread to Asia and more
recently, to the Pacific region and the Americas. We experimentally demonstrated that the
common house nightly biting mosquito Culex quinquefasciatus from Rio de Janeiro was
not susceptible to locally circulating Zika virus (ZIKV) strains. Dissemination was not
observed in Cx. quinquefasciatus regardless of the ZIKV isolate used and the incubation
period after the ingestion of an infected blood meal. No infectious ZIKV particle was
detected in the saliva of the four Cx. quinquefasciatus populations examined until 3 weeks
after virus exposure. In contrast, we confirmed that local Aedes aegypti mosquitoes can be
infected, disseminate ZIKV at significantly high rates, and assured moderate to very high
viral transmission after day 14 of virus exposure. We concluded that Cx. quinquefasciatus
is not competent to transmit local ZIKV. Our results support that mosquito control should
focus on Ae. aegypti to reduce Zika transmission.

Introduction

A Zika virus (ZIKV) epidemic has rapidly spread throughout tropical and subtropical zones of
the American continent since early 2015 [1]. Brazil was likely the starting point of the Zika
pandemic in the Americas [2, 3]. The Zika virus pandemic has spread to North America too.
By July 2016, 45 American countries or territories have already reported active ZIKV transmis-
sion (http://www.cdc.gov/zika/geo/active-countries.html).

ZIKV is a positive-sense, single-stranded RNA mosquito-borne-virus of 10,807 nucleotides
belonging to family Flaviviridae, genus Flavivirus. It is composed of three major lineages: East
African, West African, and Asian [4]. ZIKV was first isolated from a sentinel rhesus monkey in
the Zika forest in Uganda in 1947 [5]. The second ZIKV isolations were obtained from 20
pools of the forest canopy feeder mosquito Aedes (Stegomyia) africanus captured in the same
area [6].

Almost 70 years have passed and little is known about natural ZIKV vectors. Aedes mosqui-
toes are considered the primary vectors of ZIKV in Africa with reported viral isolations from
several species, especially from Ae. africanus [1, 7-10]. ZIKV was also isolated from several
other mosquito species belonging to genus Aedes (subgenera Stegomyia and Diceromyia), Man-
sonia and Culex, and horse flies from the wild in Uganda [8]. More recently, natural infections
screened by molecular methods in sylvatic African mosquitoes were again predominantly
found in Aedes belonging to subgenus Stegomyia, but also in other species of Aedes, Mansonia,
Culex, Anopheles [9, 10]. Nevertheless, ZIKV transmission in the wild has remained poorly
understood. Only two sylvatic species (Ae. vittatus and Ae. luteocephalus) proved to be able to
transmit ZIKV in laboratory assays [11].
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@' PLOS NEGLECTED
~Z ' TROPICAL DISEASES Cx. quinquefasciatus Is Not a Competent ZIKV Vector

The domestic mosquito Ae. (Stegomyia) aegypti was early shown to be competent to experi-
mentally transmit ZIKV [12]. Due to its high anthropophilic and domestic behaviors and virus
detection in field caught specimens [13, 14], this mosquito has been incriminated as the urban
and periurban vector in Africa and Asia [1,15].

ZIKV has only recently emerged outside of its natural distribution in Africa and Asia, and
has caused a series of epidemics in urban and periurban sites on Pacific islands [16-20] before
reaching the Americas, probably in 2013 [21]. The spreading virus belonged to the Asian geno-
type [21]. Despite multiple efforts, mosquito vectors involved in the ZIKV outbreaks across the
Pacific Ocean in 2007-2015 were not identified. Ae. aegypti and other local members of subge-
nus Stegomyia (Ae. hensilli and Ae. polynesiensis) were thought to be potential vectors [16, 22,
23]. Ae. (Stegomyia) albopictus was found naturally infected with ZIKV in urban sites in Gabon
in 2007 [24] and Mexico (http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_docmané&task=
doc_view&Itemid=270&gid=34243&lang=en). Additionally, Ae. aegypti from Singapore were
competent to transmit the African ZIKV genotype in the laboratory [25]. Thereafter, Ae. albo-
pictus has been considered a potential vector of ZIKV throughout its geographical range, con-
comitantly or not with Ae. aegypti [1, 24, 26, 27].

With the arrival of the ZIKV Asian genotype in the Americas, the global number of sus-
pected and confirmed ZIKV cases reached levels never seen previously [28, 29]. Besides, the
rapid geographical spread, the increased incidence of severe congenital troubles, such as micro-
cephaly, and Guillain-Barré syndrome associated with ZIKV in Brazil led the World Health
Organization to declare the ZIKV epidemic a Public Health Emergency of International Con-
cern [1, 30]. ZIKV proved to have a high potential for geographic expansion in regions wher-
ever Ae. aegypti mosquitoes are present, concomitantly with Dengue viruses 1-4 and
Chikungunya virus prone areas of transmission, as it has occurred in Brazil and other Ameri-
can tropical and subtropical countries [29, http://www.cdc.gov/zika/geo/active-countries.
html]. American Ae. aegypti and Ae. albopictus populations showed to be competent to trans-
mit the ZIKV belonging to the circulating genotype, but displayed heterogeneous infection, dis-
semination and transmission rates in laboratory assays [26]. However, Ae. aegypti and Ae.
albopictus populations from Brazil and USA exhibited low transmission efficiency to ZIKV
[26], which appeared inconsistent with the rapid Zika spread throughout the Americas. Two
main hypotheses might explain this scenario: (1) The large number of humans susceptible to
ZIKV combined with high densities of anthropophilic Aedes mosquitoes compensate their rela-
tively low vector competence to ZIKV [26]. (2) Although the recent ZIKV pandemic has
occurred only in Stegomyia-infested zones and Ae. aegypti has been suggested to be the main
vector, other anthropophilic, domestic and usually abundant mosquitoes such as Culex species
could contribute to ZIKV transmission [1, 31]. For example, Culex species belonging to the
Pipiens Assemblage [32], such as Cx. quinquefasciatus, were likely candidate due their high
human-biting frequency and distribution in urban epidemic centers (http://www.reuters.com/
article/us-health-zika-brazil-idUSKCNOW52AW). There is no information whether Cx. quin-
quefasciatus can transmit the virus or the potential role of this mosquito in the ZIKV transmis-
sion in nature, We herein comparatively assess the vector competence of Cx. quinquefasciatus
and Ae. aegypti populations from Rio de Janeiro for two local ZIKV isolates.

Materials and Methods
Mosquitoes

Cx. quinquefasciatus populations tested in this study were collected from four districts of Rio
de Janeiro: Manguinhos (MAN, 22°52°207S 43°14’46”W), Triagem (TRI, 22°53’56”S 43°
1444”W) Copacabana (COP, 22°58'8.37S 43°11°21”W) and Jacarepagud (JAC, 22°57°42”S 43°
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24'11"W). For comparison, we used two populations of Ae. aegypti from Rio de Janeiro, Brazil:
Urca (URC, 22°56’45"S 43°09’43”W) and Paquetd (PAQ, 22°45’44”S 43°06’26”). The mosqui-
toes were concurrently collected as larvae or eggs using ovitraps from January to March 2016
to initiate laboratory colonies. Each colony was started with at least 200 field-collected individ-
uals from more than five distinct collecting sites and traps. Field collected larvae and eggs were
hatched and reared in insectaries (26 + 1°C; 70 £ 10% RH; 12 h:12 h light:dark cycle). Larvae
were reared in pans (~100 larvae/pan measuring 30 x 21 x 6 cm) containing 1 liter of dechlori-
nated tap water supplemented with yeast tablets. Adults were kept under the same insectary
controlled conditions described above, and supplied with a 10% sucrose solution. All experi-
mental oral infections were performed with mosquitoes of the F1 generation, except for TRI
(laboratory colony) and PAQ (F2).

Viral strains

Mosquitoes were challenged with two ZIKV strains of the Asian genotype, named Rio-U1 and
Rio-S1, respectively isolated from urine and saliva of two patients in January 2016, living in dis-
tinct districts in Rio de Janeiro [33]. The viral samples were isolated, kept anonymized and pro-
vided by Bonaldo et al. [33], whose the institutional review board at Fundag¢io Oswaldo Cruz
has previously approved their study protocol. Viral stocks were obtained after two passages of
the isolates onto Vero cells maintained with Earle’s 199 medium supplemented with 5% fetal
bovine serum (FBS), under an atmosphere containing 5% CQO,, and incubated at 37°C. Viral
titer in supernatants were estimated by plaque-forming unit (PFU) assays of serial dilutions on
Vero cells maintained at 37°C for 7 days and expressed in PFU/mL. Samples were kept at
-80°C until use. The comparison of genomic sequences of ZIKV strains Rio-U1 (KU926309)
with Rio-S1 (KU92630) yielded 99.6% identity, displaying six amino acid variations in the viral
proteins. Phylogenetic analysis showed 99.7% identity of Rio-Ul and Rio-S1 strains with ZIKV
isolates from Guatemala and other Brazil regions, including a Zika-associated microcephaly
case. They all cluster (bootstrap score = 97%) within the Asian genotype and share a common
ancestor with the ZIKV strain that circulated in French Polynesia in November 2013 [33].

Mosquito experimental assays

Five to seven day-old females were isolated in feeding boxes and starved for 24 h and 48 h for
Aedes and Culex mosquitoes, respectively. All mosquitoes were exposed to the infectious
blood-meal containing a final viral titer of 10° PEU/mL which consists of a mixture of two
parts of washed rabbit erythrocytes and one part of the viral suspension added with a phagosti-
mulant (0.5 mM ATP). Females were fed through a pig-gut membrane covering the base of
glass feeders containing the infectious blood-meal maintained at 37°C. Mosquito feeding was
limited to 60 min. Only fully engorged females were incubated at 26°C constant temperature,
70+ 10% RH and 12 h:12 h light:dark cycle, with daily access to 10% sucrose solution. When
available, samples of 30 mosquitoes of each population were examined at 7, 14 and 21 days
after virus exposure, hereinafter abbreviated as “dpi”.

Mosquitoes were individually processed as follows: abdomen and thorax (herein after
referred to as body) were examined to estimate viral infection rate, head for dissemination and
saliva for transmission. Each female was handled at a time, by using disposable and disinfected
supplies to avoid contamination between individuals and between tissues of the same mosquito
as previously described [34]. For the determination of viral infection and dissemination rates,
each mosquito body and head were respectively ground in 500 uL and 250 pL of medium sup-
plemented with 4% FBS, and centrifuged at 10,000 x g for 5 min at +4°C before titration. Body
and head homogenates were serially diluted and inoculated onto monolayers of Vero cells in
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96-well plates. After 1 h incubation of homogenates at 37° C, 150 pL of 2.4% CMC (carboxy-
methyl cellulose) in Earle’s 199 medium was added per well. After 7 days incubation at 37° C,
cells were fixed with 10% formaldehyde, washed, and stained with 0.4% crystal violet. Presence
of viral particles was assessed by detection of viral plaques. Additionally, body and head
homogenates were individually submitted to specific ZIKV RNA detection and quantification
through RT-qPCR, using the SuperScript I1I Platinum one-step RT-qPCR (Invitrogen) in
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). For each reaction, we used
600 nM forward primer (5-CTTGGAGTGCTTGTGATT-3’, genome position 3451-3468),
600 nM reverse primer (5-CTCCTCCAGTGTTCATTT-3’, genome position 3637-3620) and
800 nM probe (5FAM- AGAAGAGAATGACCACAAAGATCA-3TAMRA, genome position
3494-3517). The sequences of this primer set were provided by Isabelle Lepark-Goffart (French
National Reference Centre for Arboviruses, IRBA, Marseille, France). The reverse transcription
was performed at 45° C for 15 min. The qPCR conditions were 95° C for 2 minutes, followed
by 40 amplification cycles of 95° C for 15 sec, 58° C for 5 sec and 60° C for 30 sec. For each run,
numbers of ZIKV RNA copies were calculated by absolute quantitation using a standard curve,
whose construction details are described elsewhere [33].

In order to assess the transmission rate (TR) and transmission efficiency (TE), mosquito
saliva was collected in individual pipette tips containing 5 uL FBS and processed by PFU assays,
as previously described [26]. Accordingly, mosquito saliva was inoculated onto Vero Cell
monolayer in 6-well plates incubated 7 days at 37° C, under 3 mL with 2.4% CMC in Earle’s
199 medium overlay, and stained as described above. Viral titers of saliva were expressed as
PFU/saliva.

Infection rate (IR) refers to the proportion of mosquitoes with infected body (abdomen and
thorax) among tested mosquitoes. Disseminated infection rate (DIR) corresponds to the pro-
portion of mosquitoes with infected head among tested mosquitoes (i.e.; abdomen/thorax posi-
tive). Transmission efficiency (TE) represents the proportion of mosquitoes with infectious
saliva among the initial number of mosquitoes tested. Transmission rate (TR) represents the
proportion of mosquitoes with infectious saliva among mosquitoes with disseminated
infection.

Statistical analysis

To compare the viral load, the Wilcoxon signed rank test was adopted to analyze pairwise com-
parison at 7, 14 and 21 dpi for each mosquito population and tested virus strain. Significant dif-
ference was established when p-values were lower than 0.05. Data analyses were conducted
with PRISM 5.0 software (GraphPad Software, San Diego-CA, USA, 2007).

Ethics statements

This study was approved by the Institutional Ethics Committee on Animal Use (CEUA-IOC
license LW-34/14) at the Instituto Oswaldo Cruz. No specific permits were required for per-
forming mosquito collection in the districts in Rio de Janeiro.

Results
Culex quinquefasciatus infrequently become infected with ZIKV

We comparatively evaluated the susceptibility to infection of Cx. quinquefasciatus and Ae.

aegypti from Rio de Janeiro to two ZIKV strains locally isolated. Infection rates (IR) were negli-
gible to null in Cx. quinquefasciatus, whereas they remained very high for Ae. aegypti, (Fig 1A).
With few exceptions, the IRs were of 100% in the two tested Ae. aegypti populations (URC and
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Fig 1. Viralinfection (A), dissemination (B}, transmission (C, D) at days 7, 14 and 21 after challenge of Aedes aegypti and
Culex quinquefasciatus from Rio de Janeiro, Brazil, with two locally circulating ZIKV isolates (Rio-U1 and Rio-S1)
provided at a titer of 10° PFU/mL). Infection rate (IR) refers to the proportion of mosquitoes with infected body (abdomen
and thorax) among tested mosquitoes. Disseminated infection rate (DIR) corresponds to the proportion of mosquitoes
with infected head among tested mosquitoes (i.e.; abdomen/thorax positive). Transmission efficiency (TE) represents the
propertion of mosquitoes with infectious saliva among the initial number of mosquitoes tested. Transmission rate (TR)
represents the proportion of mosquitoes with infectious saliva among mosquitoes with disseminated infection. The

number of individuals analyzed is given on top of bars.

doi:10.1371/journal.pntd.0004993.g001

PAQ) at 14 and 21 dpi, for both virus isolates. In addition, when examining Ae. aegypti from
URC, 80% have already been infected by 7 dpi (Fig 1A). In contrast, none of the four Cx. quin-
quefasciatus populations was likely to become infected except for 1 of 30 TRI Cx. quinquefas-
ciatus challenged with ZIKV Rio-Ul, at 14 dpi (viral load: 1,814 RNA copies/ml; 7.0 PFU/ml)
(Fig 1A). ZIKV RNA copies (1,453 RNA copies/ml) were detected in 1 of 16 MAN Cx. quin-
quefasciatus at 14 dpi challenged with the same ZIKV strain. However infective viral particles
were not detected in the homogenate of this specimen in repeated PFU assays. Viral load esti-
mated in bodies of Ae. aegypti tended to increase with incubation time (Fig 2), and the lowest
values being detected at 7 dpi (median: 1.1 x 10° RNA copies/ml, mean + SE: 2.3x 10° +2.4 x
10° RNA copies/ml) and the highest at 21 dpi (median: 1.5 x 10” RNA copies/ml, mean + SE:
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Fig 2. ZIKV load in bodies and heads of Ae. aegypti from Rio de Janeiro, Brazil, 7, 14 and 21 days after
challenge with two locally circulating ZIKV isolates (Rio-U1 and Rio-S1) provided at a titer of 10° PFU/
mL). Viral RNA copies were determined by gPCR in mosquito homogenates. Viral loads with value 0 actually
represents mosquitos with viral loads < 40 RNA copies/ml.

doi:10.1371/journal.pntd.0004993.9002

1.3 x 10” + 8.3 x 10° RNA copies/ml). Accordingly, viral load was significantly higher at 21 dpi
than at 7 (p = 0.0098) and 14 dpi (p = 0.009). Viral loads at 14 dpi in bodies of Ae. aegypti from
PAQ [IR: 100%, Fig 1; viral load: 1.6 x 10° RNA copies/mL (median); 2.6 x 10% + 2.8 x 10° RNA
copies/mL {mean + SE), Fig 2] were significantly higher than for URC [IR: 90.9%, Fig I, viral
load: 2.1 x 107 RNA copies/mL (median); 2.6 x 10® + 4.3 x 10® RNA copies/mL (mean + SE),
Fig 2] when challenged with the same ZIKV isolate (Rio-Ul).

The circulating ZIKV can promptly disseminate and efficiently be
transmitted by Ae. aegypti, but not by Cx. quinquefasciatus from Rio

Cx. quinquefasciatus did not showed viral dissemination regardless of the incubation period
whereas dissemination infection rates (DIR) were consistently high (~85-97%) in Ae. acgypti
at 14 and 21 dpi irrespective the ZIKV strain (Fig 1B). Accordingly, transmission determined
by detecting infective viral particles in mosquito saliva was not observed in any pair of Cx.
quinquefasciatus population-ZIKV strain regardless the time point of examination (Fig 1C). In
contrast, significantly high transmission rates (TR: 71.6-96.5%) and transmission efficiency
(TE: 60.6-93.3%) were observed in local Ae. aegypti (PAC and URC) at 14 dpi (Fig 1C and
1D).

At 14 dpi, viral load in the head of Ae. aegypti from URC infected with ZIKV Rio-S1 (Fig 2)
were significantly higher (median: 1.2 x 10" RNA copies/mL; mean + SE: 1.4x 107 + 9.5 x 10°
RNA copies/mL) compared to ZIKV Rio Ul (median: 3.6 x 10° RNA copies/mL mean + SE:
6.3 x 10° + 7.8 x 10° RNA copies/mL, Fig 2) (p = 0.0003). When challenged with the same
ZIKV isolate (Rio-Ul), viral load in heads at 14 dpi was significantly higher in Ae. aegypti from
PAQ (median: 1.8 x 10° RNA copies/mL, mean + SE: 3.7 x 107 + 5.0 x 107 RNA copies/mL, Fig
2) than URC (p = 0.0018). As expected, DIR was lower (DIR = 40%) in Ae. aegypti (URC) at 7
dpi, and no transmission was observed at this time point (Fig 1B-1D). TRs and TEs at 14 dpi

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004993  September 6, 2016 7/13

34



@ PLOS NEGLECTED
-~z ’ TROPICAL DISEASES Cx. quinquefasciatus Is Not a Competent ZIKV Vector

were higher for PAQ compared to URC Ae. aegypti challenged with the same ZIKV isolate
(Rio-U1) (Fig 1C and 1D), although viral load did not differ (p = 0.4203) between mosquito
populations (Fig 3). Also, comparisons of viral loads in saliva of URC Ae. aegypti challenged
with different ZIKV isolates did not show any difference (40.3 + 64.5 PFU Rio-S1/saliva versus
34.2 £ 69.0 PFU Rio-Ul/saliva; p = 0.3388) (Fig 3). No significant difference was apparent
(p=0.2212) in viral load in saliva between 14 and 21 dpi (Fig 3).

Discussion

The Zika epidemics has affected nearly all American countries with ca. 445,000cumulative sus-
pected cases, with 91,962 confirmed infections and 9 deaths due to ZIKV as of August 5,2016
(http://ais.paho.org/phip/viz/ed _zika_cases.asp). South American countries had nearly 74% of
the continental Zika suspected cases, with ca. 5% (165,932 suspected cases) from Brazil. The
incidence rate in Brazil is 81.2/100,000 inhabitants Zika suspected cases, with 1,749 cases of
microcephaly associated to ZIVK infection diagnosed by clinical, epidemiological and/or labo-
ratory criteria as of May 2016 (http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_
content&view=article&id=11599&Itemid=41691). Rio de Janeiro is one of the highest risk
areas in Brazil, with an incidence of 278.1/100,000 suspected Zika cases as of July 2016 (http://
portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2016/julho/15/2016-boletim-epi-n28-dengue-chik-zika-
se23.pdf).

To face such a severe health crisis, efficient and effective mosquito control strategies are
essential. However, it depends on the definition of primary and/or potential local mosquito
vectors. Other ZIKV transmission mechanisms besides Ae. aegypti have been observed. For
instance, sexual ZIKV transmission between humans has been observed [35]. Natural ZIKV
infections detected in several mosquito genera and even in horse flies would suggest that ZIKV
could potentially infect a large range of mosquito species and even other hematophagous flies
[31, 33, 36]. However, there is no evidence regarding the role of other mosquitoes or flies
besides Aedes (Stegomyia) species in the ZIKV transmission in nature in the Americas. Indeed,
there are no data whether other anthropophilic and domestic mosquitoes besides Ae. albopic-
tus, and notably Ae. aegypti can transmit ZIKV.

In this work, we demonstrate for the first time, under laboratory conditions, that Cx. quin-
quefasciatus are not competent to transmit two ZIKV strains circulating in Brazil. Four tested
populations were minimally infected with ZIKV and were unable to transmit this virus. In con-
trast, two Ae. aegypti populations were highly susceptible to ZIKV infection and dissemination,
and competent to transmit the same virus strains. This is consistent with Ae. aegypti being
more likely to sustain the current ZIKV outbreak in Rio de Janeiro and probably in other tropi-
cal American zones.

The Zika control program in Brazil, as well as in all epidemic American countries, consists
essentially in intensifying and reinforcing the current strategies to control dengue for decades,
which focuses in reducing Ae. aegypti density and longevity through eliminating or treating
potential larval habitats and insecticide spraying (http://www.who.int/tdr/publications/
documents/dengue-diagnosis.pdf). However, the traditional vector control strategies have usu-
ally failed to efficiently reduce dengue transmission and spread, even when properly adopted
[38]. Several reasons have been identified to explain these failures, among which are insuffi-
cient community engagement and management and high insecticide resistance in the target
species, the mosquito Ae. aegypti [39-41]. Intensifying Ae. aegypti control activities has also
been unsuccessful in stemming the rapid spread of ZIKV [1]. Therefore, new technologies are
urgently needed to adequately and better mitigate ZIKV transmission, likely requiring combi-
nations of several approaches. For instance, it has been recently demonstrated that Wolbachia-
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Fig 3. ZIKV load in saliva of Ae. aegypti from Rio de Janeiro, Brazil, 14 and 21 days after challenge with two
locally circulating ZIKV isolates (Rio-U1 and Rio-S1) provided at a titer of 10° PFU/mL. Virus was detected
plaque forming unit (PFU) assays on Vero cells.

doi:10.1371/journal.pntd.0004993.g003

infected Ae. aegypti from Brazil blocks ZIKV transmission [42]. In addition, local control pro-
grams should design specific control strategies against the potential vector Ae. albopictus, since
it has been shown to transmit ZIKV in laboratory [25, 26, 37], with ZIKV detections in field-
collected specimens [24, http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_docman&task=
doc_view&Itemid=270&gid=34243&lang=en].

The first determination of vector competence to ZIKV in American Ae. aegypti populations
was conducted with a viral isolate from New Caledonia, as at the time of that evaluation, no
local ZIKV strain were available. Nonetheless, the sequence of NS5 gene of ZIKV from New
Caledonia displayed 99.4% identity with ZIKV from Brazil [26]. One Brazilian Ae. aegypti pop-
ulation, from Tubiacanga, Rio de Janeiro were challenged with the ZIKV New Caledonia. High
susceptibility to infection and moderate dissemination rate, but with low transmission were
found, suggesting unexpectedly low competence of local Ae. aegypti for ZIKV [26]. Our newly
data with two Ae. aegypti populations from Rio de Janeiro (URC and PAC) orally challenged
with two locally circulating ZIKV isolates (Rio-Ul and Rio-S1) revealed very high dissemina-
tion and moderate to high transmission. Similar results were found when testing the URC mos-
quito population with two ZIKV strains isolated in 2015 from other Brazilian cities [42]. These
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differences in vector competence may be explained by the concept that the outcome of trans-
mission depends on the specific pairing of vector and virus genotypes [43]. Similar to other
ZIKV strains isolated during the epidemic in Brazil, sequences of virus strains used in the pres-
ent study clustered with Asian clade, including sequences from New World, Malaysia, Micro-
nesia and Pacific. Thus, the New Caledonian [26] and Brazilian strains are genetically nearly
identical. Phylogenetic and molecular clock analyses are consistent with a single introduction
of ZIKV from the Pacific area into the Americas, probably more than 12 months before the
detection of ZIKV in Brazil [21]. Tt is possible that some genome evolution not yet identified
has rapidly shaped ZIKV to New World Ae. aegypti populations, highlighting the genetic speci-
ficity and potential for local adaptation between arboviruses and mosquito vectors previously
described for dengue [44].

To evaluate the potential role of a mosquito species to transmit an arbovirus like ZIKV
requires examination of multiple components governing vectorial capacity, of which vector
competence is simply one. Ecological, epidemiological, environmental and climatic factors
influence both vector competence and vectorial capacity. Thus, distinct geographical popula-
tions of a mosquito species can greatly diverge in their vector competence when exposed to dif-
ferent virus strains, since the outcome of infection depends on the specific combination of
mosquito and virus genotypes [45, 46]. Thus, our demonstration that Cx. quinquefasciatus
from Rio are not able to transmit ZIKV does not completely rule out the possibility that domes-
tic Culex mosquitoes from other origins may exhibit different vector competence.

Nevertheless, to now at least, there is no evidence that the southern house mosquito Cx.
quinquefasciatus is a potential ZIKV vector. Our study with four Cx. quinquefasciatus popula-
tions from Rio challenged with two recently isolated virus strains from the same location
where mosquitoes were collected showed that this species is not competent to transmit ZIKV.
Similar result was obtained when the closely related species Cx. pipiens from USA was chal-
lenged with a ZIKV isolated from Puerto Rico [47]. Moreover, besides being incompetent to
transmit ZIKV in the laboratory, neither Cx. quinquefasciatus nor any other species of the
Pipiens Assemblage has been found naturally infected in the American ZIKV transmission
area [48, 49] or during the 2007 Zika outbreaks in the South Pacific island of Yap (Micronesia)
(1, 16] and in Gabon [24] where thousands of Cx. quinquefasciatus have been screened.

Therefore, there is no reason to think that mosquito control efforts against Cx. quinquefas-
ciatus to reduce Zika transmission, at least in Rio de Janeiro, Brazil. Mosquito measures to mit-
igate ZIKV transmission should remain focused on Ae. aegypti.
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infeccbes congénitas de ZIKV. Relatamos tentativas de infectar trés populacdes de Cx.
quinquefasciatus de regides severamente afetadas das regides NE e Sudeste (SE) do
Brasil com trés cepas de ZIKV isoladas dessas localidades. Utilizamos Ae. aegypti de
SE, como controle positivo. Todos Cx. quinquefasciatus testados foram refratarias aos
isolados de ZIKV. Ainda ndo ha razao para considerar Cx. quinquefasciatus como um

potencial vetor de ZIKV no Brasil.

41



3.2 ARTIGO 2.

W oo~ U bk WM

e el e e e
Nk Wl P O

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

DISCLAIMER

This paper was submitted to the Memorias do Instituto Oswaldo Cruz on 13 April 2017
and was posted to the Fast Track site on 17 April 2017. The information herein 1s
available for unrestricted use, distribution and reproduction provided that the original
work 1s properly cited as indicated by the Creative Commons Attribution licence (CC
BY).

RECOMMENDED CITATION

Fernandes RS, Campos SS, Ribeiro PS, Raphael LMS, Bonaldo MC, Lourenco-de-
Oliveira R. Culex quinquefasciatus from areas reporting the highest incidence of
microcephaly associated to Zika virus infections, northeastern Brazil, are refractory to

the virus [Submitted]. Mem Inst Oswaldo Cruz E-pub: 17 Ap 2017. doi: 10.1590/0074-
02760170145.

Cx. quinquefasciatus and Zika virus

Culex quinguefasciatus from areas reporting the highest incidence of microcephaly

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

Rosilainy Surubi Fernandes' Stéphanie Silva Campos' Paulino Siqueira Ribeiro’

Lidiane M. S. Raphaelz, Myrna C. Bonaldo® Ricardo Lourengo-de-Oliveira'+

! Laboratério de Mosquitos Transmissores de Hematozodrios, Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro R, Brasil.
? Laboratdrio de Biologia Molecular de Flavivirus, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio

de Janeiro RJ, Brasil.

42



31
32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

Abstract

Zika virus (ZIKV) is widely distributed in Brazil, with the Northeastern region (NE) the
most affected zone with the highest incidence of microcephaly associated with ZIKV
congenital infections. @ We report attempts to infect three populations of Cx.
quinquefasciatus from severely affected sites from NE and Southeast (SE) regions of
Brazil with three strains of ZIKV isolated from these localities. An Ae. aegypti
population from SE, was used as a positive control. All tested Cx. quinquefasciatus
populations were refractory to the ZIKV isolates. There is still no reason to consider

Cx. guinguefasciatus as a potential vector of ZIKV in Brazil.
Key words: Culex quinquefasciatus, Zika virus, vector competence, Brazil.
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After a rapid expansion in the Pacific region, Zika virus (ZIKV) was first
recognized in Northeastern Brazil in 20135, followed by a countrywide epidemic that
eventually spread to the entire continent (Zanluca et al. 2015, Possas et al. 2017). In
2016, 15,319 probable Zika cases were recorded in Brazil, and the Northeast (NE)
region was the most affected zone, with the highest incidence (134.4/100,000
inhabitants) (http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-
inisterio/principal/secretarias/svs/boletim-epidemiologico#numerosrecentes). Moreover,
it was in this Brazilian region where the first cases of microcephaly associated with
ZIKV infection were reported, as well as having the highest incidence of this condition
and other congenital neurological malformations worldwide. Indeed, 76.2% of the 2,366
confirmed cases of ZIKV-associated microcephaly recorded in Brazil in 2015-2016
occurred in this region of the country (Possas et al. 2017).

The primary vector of ZKV is Aedes aegypti (Weger-Lucarelli et al. 2016,
Ferreira-de-Brito et al. 2016). However, due to its great abundance and anthropophilic
behavior in epidemic areas, especially in low income districts where microcephaly was
highest, Culex quinquefasciatus came under suspicion to be an alternative ZIKV vector.
So, it was mandatory to investigate the ability of this species in terms of vector
competence since it could be essential to ZIKV control. To date, experimental data with
regard to Cx. gquinquefasciatus vector competence for ZIKV has been somewhat
contradictory. For instance, Guo et al. 2016 reported the detection of ZIKV RNA in
saliva of orally infected Chinese Cx. quinquefasciatus and claimed this species to be a
potential vector. In contrast, Cx. quinguefasciatus from Rio de Janeiro, Brazil, was
shown to be unable to transmit local ZIKV isolates (Fernandes et al. 2016), a result also

observed for United State of America and Australian populations exposed to several
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ZIKV strains (Weger-Lucarelli et al. 2016, Hall-Mendelin et al. 2016, Hart et al. 2017).
As vector competence is known to be geographically variable and depends on the
specific combination of mosquito and virus genotypes (Lambrechts 2011, Tabachnick
2013), we challenged Cx. quinquefasciatus from two sites reporting high records of
microcephaly associated to ZIKV infections in NE Brazil with three Brazilian ZIKV
isolates from NE and Southeast (SE) regions.

We used F, generation of Cx. quinquefasciatus from NE, Brazil: Recife
(Pernambuco State-PE- 08°03'14"S 34°52'52"W) and Campina Grande (Paraiba State-
PB - 7°13'51"S 35°52'54"W). For comparison, we used two Cx. quinquefasciatus
populations from SE: Manguinhos (F) and Triagem (Fs,g), districts of Rio de Janeiro,
whose low vector competence was previously determined for other ZIKV isolates
(Fernandes et al. 2016), as well as an Ae. aegypti colony from Urca, Rio de Janeiro
(F>10), which was previously shown to be a highly competent vector (Fernandes et al.
2016).

Mosquito rearing was approved by the Institutional Ethics Committee on Animal
Use (CEUA-IOC license LW-34/14) at the Instituto Oswaldo Cruz. No specific permits
were required for performing mosquito collection in the districts in Recife, Campina
Grande and Rio de Janeiro.

All used ZIKV strains belong to the Asian lineage and were previously isolated
from humans: ZIKVPE243 from the city of Recife, Pernambuco State, NE, Brazil
(Donald et al. 2016), ZIKVSPH2015 from the city of Sumaré, Sio Paulo State, SE,
Brazil (Faria et al. 2016), and ZIKV RioU-1 from Rio de Janeiro, SE, Brazil (Bonaldo
et al. 2016). ZIKVSPH2015 has a high level of similarity with ZIKVPE243 (99.9% of

nucleotides and 99.97% of amino acids) (Donald et al. 2016).
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Female mosquitoes at 5-7 days post-emergence were fed with a mixture
containing two parts of washed erythrocytes and one part of viral suspension through an
artificial feeding apparatus. Depending on the availability, mosquitoes were examined
on days 7, 14 and 21 post oral challenge (dpi). Homogenates of body (thorax +
abdomen), and head were examined by plaque assays in culture of Vero cells for
determining infection (IR) and dissemination rates (DR) and for Culex body sample we
apply the real-time PCR reactions (RT-qPCR) technique to confirm positivity (for
details see Fernandes et al. 2016). Saliva was also collected for examination if there
were evidences of viral dissemination.

All tested Cx. quinquefasciatus were refractory to ZIKV regardless the viral
strain (Table I). The body of only one out of 20 Cx. quinguefasciatus from Recife
challenged with the ZIKVRioUl was positive at 7 dpi, although the virus did not
disseminate in this individual, as evidence by the head repeatedly testing negative. As
the virus did not disseminate in any Cx. quinquefasciatus, saliva was not examined.

In contrast, all strains of ZIKV infected and disseminated in all Ade. aegypti
populations, regardless the geographical origin of the isolates. Infection rates in Ae.
aegypti ranged from 65% to 75% at 7 dpi and from 68% to 100% at 14 dpi; DR ranged
from 86% to 100% at 14 dpi. This Ade. aegypti population (Urca) has previously
exhibited high transmission rates (saliva infection) to two local ZIKV(Fernandes et al.
2016), and thus saliva of infected individuals were not exanimated here.

This is the first time that populations of Cx. quinquefasciarus from an area with
high incidence of microcephaly and other congenital malformations associated with
ZIKV infections, have been tested for vector competence to ZIKV from the same

region. In agreement with results using SE Brazilian populations of Cx.
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quinquefasciatus, they are incompetent to transmit the virus, including a strain isolated
from the same epidemiological region. Our results of refractoriness to ZIKV are
consistent with studies on this and other members of the Culex pipiens Complex
(Fernandes et al. 2016, Weger-Lucarelli et al. 2016, Hall-Mendelin et al. 2016, Amraoui
et al. 2016, Hart et al. 2017). The only exception is Guo et al. (2016) who reported the
detection of ZIKV RNA in body and saliva of orally challenged Chinese Chx.
quinguefasciatus mosquitos. Detection of residual RNA, crossing reactions and cross-
contamination with positive control material, or other problems with molecular assays
without adequate negative controls may explain this isolated discrepant result. Indeed,
Cx. quinguefasciatus from several geographical origins and epidemiological situations
has consistently shown to be refractory to ZIKV for both the African and Asian
genotypes, even when challenged with blood meals with high viral titers (Fernandes et
al. 2016, Hall-Mendelin et al. 2016, Hart et al. 2017).

Evidence from the current study and from previously published works, thus
reinforce the conclusion that there is still no reason to consider Cx. quinquefasciatus as
a potential vector of ZIKV. Even when the mosquito and ZIKV isolates are from
localities with high incidence of human cases of Zika, Cx. quiquefasciatus is still an

incompetent laboratory vector.

List of abbreviations

NE: Northeast region

SE: Southeast region

dpi: days post oral challenge

IR: Infection Rate
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DR: Dissemination rate

RT-gPCR: quantitative real-time polymerase chain reaction
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Table 1. Infection (IR) and dissemination rates (DIR) of Brazilian Culex quinquefasciatus challenged with three

ZIKV isolates.

Virus Number IR per DIR
isolate/Origin/ Days after examined per time per

Mosquito Population
Titer exposure time point time
(PFU/ml) point point

Cx. quinquefasciatus Recife, NE (F1) 7,14 20,20 0,0 --
ZIKVPE243 Cx. quinquefasciatus Campina Grande, NE (F1) 7,14 20,20 0,0 --
Recife, NE, Cx. quinquefasciatus Rio de Janeiro, SE (>F10) 7,14 30,30 0,0 --
2015 Cx. quinquefasciatus Rio de Janeiro, SE (F1) 7,14 30,30 0,0 --
2.3x10° 30%,

Ae. aegypti Rio de Janeiro (>F10) 7,14 20,39 65%, 68%

86%

Cx. quinquefasciatus Recife, NE (F1) 7,14 12,20 0,0 --
ZIKVSPH

Cx. quinguefasciatus Campina Grande, NE (F1) 7,14 20,20 0,0 --
Sumaré, SE,

Cx. quinguefasciatus Rio de Janeiro, SE (>F10) 14,21 30,3 0,0 --
2015

Cx. gquinquefasciatus Rio de Janeiro, SE (F1) 14,21 30,8 0,0 --
1.68x10’

Ae. aegypti Rio de Janeiro (>F10) 14 20 100% 100%
ZIKVU1 Cx. quinguefasciatus Recife, NE (F1) 7,14 20,20 5%, 0% 0%, 0%
Rio de Janeiro, Cx. quinquefasciatus Campina Grande, NE (F1) 7,14 20,20 0,0 -
SE, 2015 Ae. aegypti Rio de Janeiro (>F10) 7 20 75% 60%
3.55x10°
212 DIR: Dissemination Rate refers to the proportion of mosquitoes with infected head among the infected mosquitoes;
213 IR: Infection Rate refers to the proportion of mosquitoes with an infected body (abdomen/thorax) among tested

214 mosquitoes; NE: Northeast region; SE: Southeast region.

215
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3.3 Artigo 3.: Susceptibilidade de Aedes aegypti desafiados com diferentes diluicbes

do virus Zika isolado no Espirito Santo, ES.

Referéncia Bibliogréfica:

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

Silva, Noemi Rovaris Gardinali, Marcelo Pinto, Ricardo Lourenc¢o-de-Oliveira

Situacdo do Manuscrito: Em preparacéo para submisséao.

Resumo: O virus Zika (ZIKV) € um arbovirus da familia Flaviridae do género Flavivirus,
e tem como principal vetor mosquitos da espécie Aedes aegypti, que possuem habito
alimentar antropofilico. No Brasil houve grande surto de Zika em muitos estados, a
partir de 2015, causando uma grande epidemia em 2016. principalmente nas regifes
Nordeste, Sudeste e Centro Oeste. Como ainda ndo existe uma vacina contra o ZIKV,
sd0 necessarios estudos que busquem compreender a dindmica da transmisséo para
melhor definir as estratégias de controle vetorial. Dessa forma, este trabalho visou a
avaliar a competéncia vetorial de mosquitos Ae. aegypti através de duas formas de
infeccdo oral: (1) diretamente sobre hospedeiro, aqui representado por macacos rhesus
(Macaca mulatta) infectados com isolados de ZIKV do Espirito Santo; (2) através de
alimentador artificial, contendo a mesma cepa de ZIKV, porém com diferentes doses do
virus (108, 107 e 108 PFU/mL). A taxa de infeccdo dos mosquitos foi baixa nas menores
concentracfes quando tomaram repasto com baixa carga viral, independente do modo
de alimentacdo. Em contraste, na alimentacdo artificial contendo as duas maiores
concentracbes virais, 0s mosquitos apresentaram alta taxa de infeccdo. Esses
resultados podem indicar importantes limiares de carga viral no repasto necessarias

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

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

Rosilainy Surubi Fernandes, Filipe Vieira Santos de Abreu, Keli Antunes Barbosa da
Silva, Noemi Rovaris Gardinali, Marcelo Pinto, Ricardo Lourengo-de-Oliveira

Resumo

O virus Zika (ZIKV) € um arbovirus da familia Flaviridae do género Flavivirus, e tem
como principal vetor mosquitos da espécie Aedes aegypti, que possuem hébito
alimentar antropofilico. No Brasil houve grande surto de Zika em muitos estados, a
partir de 2015, causando uma grande epidemia em 2016. principalmente nas regifes
Nordeste, Sudeste e Centro Oeste. Como ainda ndo existe uma vacina contra o ZIKV,
sdo necessarios estudos que busquem compreender melhor a dindmica da
transmissdo para se melhor definir as estratégias de controle vetorial. Dessa forma,
este trabalho visou a avaliar a competéncia vetorial de mosquitos Ae. aegypti através
de duas formas de infeccao oral: (1) diretamente sobre hospedeiro, aqui representado
por macacos rhesus (Macaca mulatta) infectadas com cepa de ZIKV do Espirito Santo;
(2) através de alimentador artificial, contendo a mesma cepa de ZIKV, porém com
diferentes doses do virus (108, 107 e 10% PFU/mL). A taxa de infeccdo dos mosquitos
foi baixa nas menores concentragées quando tomaram repasto com baixa carga viral,
independente do modo de alimentagcdo. Em contraste, na alimentacdo artificial
contendo as duas maiores concentragdes virais, 0S mosquitos apresentaram alta taxa
de infeccdo. Esses resultados podem indicar importantes limiares de carga viral no
repasto necessarias para que 0os mosquitos possam se infectar.

Palavras-chave: Zika, Aedes aegypti, macacas rhesus, taxa de infeccéo.

Introducéo

O virus 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 transmisséo silvestre do ZIKV envolve primatas ndo-humanos e mosquitos
silvestres a acrodendrofilicos. De mosquitos silvestres, o virus foi primeiramente
isolado de lotes de Aedes africanos, no ano de 1948, em Uganda (Dick et al., 1952).
genoma de ZIKV ja foi detectado em espécies de mosquitos pertencentes a diversos
géneros, em especial no ambiente selvagem ou em area peri-urbana (Diallo et al.,
2014, Grard et al 2014) Contudo fora da Africa, o virus foi detectado em Ae. aegypti
em epidemias em meio urbano, na Malasia, 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 ultimos achados somados a competéncia vetorial para diferentes
cepas de ZIKV demonstradas por populacdes americanas (Chouin-Carneiro et al.,
2016; Dutra et al., 2016, Fernandes et al., 2016) indicam Ae. aegypti como vetor
primario de ZIKV no Brasil e outros paises da América tropical e subtropical.

Depois de uma epidemia de Zika em 2007 na ilha do Pacifico Ocidental do Yap,
nos Estados Federados da Micronésia (Duffy et al., 2009), uma grande epidemia foi
regsitarada na Polinésia Francesa, no Sul do Pacifico, 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 regides Centro Oeste e Sudeste do pais (Brasil, 2016). A atencao a
recente epidemia foi redobrada com a associa¢ao da infeccdo por ZIKV com casos de
microcefalia (Possas et al., 2017, Calvet et al., 2016, Martines et al., 2016, Cugola et
al.,, 2016) e Sindrome de Guillain-Barré (Brasil et al.,, 2016). No entanto, o
conhecimento sobre varios aspectos e sobre a transmisséo de ZIKV e a sua patogenia
para os vertebrados é ainda insipiente.

Estudos sobre modelos animais sdo essenciais para o entendimento da
patogénese por ZIKV, bem como para a avaliagao de vacinas candidatas e terapéutica.
Antes da epidemia atual, o resultado da infec¢éo por ZIKV no modelo macaco rhesus
(Macaca mulata) néo tinha sido bem caracterizado. Entretanto, o fato de o virus ter sido
isolado originalmente de macacos rhesus sugere que a replicacao viral, resposta imune
e aspectos e patogénese podem ser estudados neste modelo (Hirsch et al., 2017).

Alguns experimentos com desafio oral de distintas populacdes de Ae. aegypti
com diferentes cepas de ZIKV mostraram grande heterogeneidade quanto
susceptibilidade ao virus (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 infeccdo de mosquitos e a transmissao do virus
juntamente com sua saliva depende de interacdo genatipo viral x genétipo do mosquito
x condi¢des ambientais (Lambrechts, 2009; Lambrechts, 2011). Além da genética do
virus, sabe-se que a carga viral no sangue virémico influencia a competéncia 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 virémicos ou em sistema
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artificial contendo repastos sanguineos, em ambos os casos apresentando diferentes
concentracdes do virus Zika.

Material e Métodos

Macacas rhesus e infecgcdo com ZIKV

Esta metodologia faz parte do projeto de pesquisa sobre o Monitoramento
laboratorial da infeccdo por virus Zika virus no modelo experimental Macaca mulatta,
realizado pelo Laboratorio de Desenvolvimento Tecnoldgico 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 injecao
de 1 mL de sobrenadante de cultura de células vero contendo ZIKV isolado a partir de
um caso humano da cidade de Vitoria, Espirito Santo, ES (Barreto-Vieira et al., 2016),
com titulo viral de 2,6x108 pfu/mL. O indculo foi administrado na pele glabra do
abdbémen, pela via subcutanea (Marcelo Pinto, informacdo pessoal). As macacas
alojadas em infectério NB2 e acompanhadas diariamente. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica para o Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC),
namero LW-8/16.

Mosquitos Ae. aegypti

Empregado uma colbnia de Ae. aegypti oriunda do bairro de Manguinhos, Rio de
Janeiro, mantida por mais de 10 gerac¢des no laboratério. Os ovos e as larvas foram
incubados em insetario com umidade, temperatura e foto-periodo 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 é&gua 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 condi¢ces controladas acima

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

Repasto sanguineo em macacas rhesus

Fémeas de Ae. aegypti com cinco a sete dias pos-emergéncia foram colocadas
em gaiolas, em numero entre 80 a 100 fémeas em cada. As gaiolas de plastico
consistem em um recipiente cilindrico adaptado, onde a parte superior € coberta com

um tecido (voil), ao passo que a parte inferior apresenta uma rodela de espuma
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sintética (espuma vinilica acetinada - EVA) que possibilita mobilidade no momento do
repasto sanguineo, para diminuir 0 espago entre 0S 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
pés-infeccdo dos primatas. As gaiolas foram colocadas diretamente em contato com a
epiderme das macacas, na porcgao inferior do ventre. O tempo de repasto foi de 20
minutos e, sobre cada macaca, foi colocada uma gaiola por dia de alimentagcéo. Apds o
repasto sanguineo, somente 0s mosquitos totalmente ingurgitados eram aproveitados
apos triagem em banho de gelo. Posteriormente foram transferidas para gaiolas de
papeldo, eram incubadas em uma B.O.D com temperatura, umidade e foto-periodo
controlados (26°C; 80%UR e com ciclo de 12h de luz e 12h de escuro). Apés 3, 7 e 14
da alimentacéo infectante (dpi), lotes de20 mosquitos de cada dpi foram examinados
para a determinacdo das taxas relativas & competéncia vetorial, conforme detalhado
por Fernandes et al. (2016) e detalhado mais a frente.

A taxa de infeccdo, determinada a partir de triturado de tecidos do abdome +
térax (corpo), corresponde ao percentual de individuos infectados dentre 0 nimero de
individuos desafiados oralmente. A taxa de disseminacdo, determinada a partir de
triturados da cabeca dos insetos, corresponde ao percentual de mosquitos positivos
nestes tecidos dentre aqueles que tinham o corpo positivo. Por dltimo, a taxa de
transmissao corresponde a propor¢cdo de individuos com a saliva positiva dentre

agueles em que o virus foi capaz de disseminar (Vega-Rula et al., 2014).

Repasto Sanguineo através de alimentacao artificial

Entre 60-70 fémeas de Aedes aegypti, da mesma colénia e idade pds-
emergéncia, foram triadas, manipuladas e alimentadas com repasto contendo ZIKV,
porém empregando-se alimentador artificial. Assim, os mosquitos foram alimentados
com uma mistura de eritrécitos de coelho, fago-estimulante (ATP 0,5 mM) e suspenséao
viral da mesma cepa de ZIKV inoculada nas macacas-rhesus descrita acima. Foram
usadas trés 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
copias de RNA de ZIKV/mL, desafiamos os mosquitos através do alimentador artificial
contendo sangue juntamente com diluicdes do sobrenadante de cultura originalmente

inoculado nos animais, nas concentracées finais de 108, 107 e 106 pfu/mL As fémeas
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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 trés diluicbes. O repasto de mosquitos foi limitado
a 60 minutos. Igualmente o descrito para os mosquitos alimentadas diretamente sobre
as macacas, apenas fémeas inteiramente ingurgitadas foram incubadas a 26°C em
condi¢cdes de temperatura, umidade e fotoperiodo constantes (70 + 10% UR e com
ciclo de 12h de luz e 12h de escuro) com acesso diario a 10% de solucao acucarada.
As amostras de 20 mosquitos de cada populacdo foram examinadas aos 7 e 14 dias

apo0s a exposicao ao virus.

Salivacao forcada

Para a técnica de salivacao forcada, 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 probdscide foi inserida suavemente numa ponteira de 10uL
contendo um 5 pL de soro bovino fetal (SFB) estéril, e assim permanecendo durante 30
minutos. Apés, a saliva no soro foi transferida para um microtubo contendo 45 uL de
meio Leibovitz e posteriormente armazenada em freezer -80°C. Abdémen e cabeca
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 inoculacao

em cultura de células Vero.

Deteccéo viral

Para a determinacdo das taxas de infeccdo e disseminacdo viral, cada corpo e
cabeca ja triturados foram centrifugados a 10.000 x g durante 5 min a 4°C antes de sua
inoculacdo. Os homogenatos de corpo e cabeca foram individualmente diluidos 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/200ml) e inoculados em
monocamadas de células Vero em placas de 96 pocos. Apds 1h de incubacéo a 37°C,
foram adicionados 150 yL de CMC (carboximetilcelulose) a 2,4% em meio Earle’s 199
(contendo 5% de SFB, gentamicina e fungizona, ambos 100 microlitros/100mL, e
penicilina 1mI/100mL) por pogo. Apos 7 dias de incubagédo a 37°C, as células foram
fixadas com formaldeido a 10%, lavadas e coradas com 0,4% de cristal violeta. A
presenca das particulas virais foi avaliada por deteccdo de placas virais (PFU). A
susceptibilidade foi avaliada através da taxa de infeccéo que refere-se a proporcéo de

mosquitos com o corpo infectado (abdémen e Torax) entre 0os mosquitos testados.
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Resultados

As macacas rhesus AD14 e AB68 apresentaram pico de viremia no segundo dia
apos a inoculacdo. A carga viral estimada em amostra de soro coletada neste tempo
pés-inoculacdo foi de, respectivamente, 8,01x107 e 2,9 x10® coépias de RNA de
ZIKVImL, segundo andlise por gRT-PCR (Marcelo Pinto, informacéo pessoal). Nao foi
determinada a carga viral em amostra de sangue total nos animais.

As taxas de infeccdo 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 2°. dpi na macaca AB68 foram positivos, representando 5% e 15% dos
mosquitos examinandos ao 3° e 7°. dias apos alimentacédo sobre esse primata (Figura
1). Todos os mosquitos alimentados na macaca AD14 foram negativos,

independentemente do periodo pés-inoculacdo do primata.
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Figura 1. Taxa de infec¢cdo de mosquitos Aedes aegypti quando expostos ao sangue infectado com cepa
de Zika do Espirito Santo, ES. A. Titulo de amostra de soro da macaca rhesus (Macaca mulatta) AB68
com 2 e 4 dias de infec¢cdo. B. Taxa de infeccdo de mosquitos Aedes aegypti alimentados com sangue
da macaca AB68 ap0s dois dias de infecgao. C. Taxa de infeccdo mosquitos Aedes aegypti alimentados
com sangue da macaca AB68 apds quatro dias de infeccéo.

O experimento com infecgéo oral realizado em alimentador artificial apresentou

elevadas taxas de infeccdo dos mosquitos examinados com 7 dpi. Entre os mosquitos
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alimentados com repasto sanguineo contendo concentracdo 10%pfu/mL, 90% foram
positivos. Quando tomaram repastos contendo10’ e 10° pfu/mL, as taxas de infeccédo
foram bem mais baixas (30 e 10% respectivamente) (Figura 2). JA com 14 dpi, 0s
mosquitos exibiram elevadas taxa de infeccéo quando ingeriram concentracées de 108
e 107 pfu/mL (100 e 70%, respectivamente), ao passo que a ingestdo de carga viral na
concentracdo de 108 pfu/mL resultou em taxa de infeccdo consideravelmente baixa
(15%).
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Figura 2. Taxa de infecdo com 7 e 14 dias de infeccdo de mosquitos Aedes aegypti
alimentados artificialmente com sangue infectado com diferentes concentragbes da cepa de
ZIKV do Espirito Santo, ES.

Embora a carga viral do soro da macaca AB68 estivesse elevada no 2° dpi,
segundo técnica de qRT-PCR (2,9 x108 copias de RNA de ZIKV/mL), verificamos que o
titulo viral de amostras do mesmo soro examinado por essa técnica molecular estava
entre 5,75x10% e 1,3x10%pfu/mL. N&o foi observada presenca de plague nas amostras
de soro de ambas as macacas no 4° dia apds inoculagdo do virus nos primatas, ou
seja, a partir do quarto dia de infeccdo nenhuma particula infecciosa de ZIKV foi

detectada no soro.

Discussao
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Os modelos de infeccdo que utilizam primatas ndo-humanos sdo importantes,
pois, em teoria, a infeccdo e patogenia nesses animais mais se aproximam das
condicbes em humanos A infeccdo experimental das macacas usadas como fonte
sanguinea para 0s mosquitos tinha como objetivo estudar a génese da microcefalia
associada ao ZIKV (Marcelo Pinto, informacdo pessoal). A curva da viremia nos dois
animais revelou um pico no 2°. dpi, seguido de queda brusca do 4° dpi em diante. Nao
houve coleta e exame do sangue das macacas no 3°. Ou seja, neste modelo animal a
viremia foi aparentemente curta e baixa, mesmo durante o pico virémico, insuficiente
para infectar mosquitos de uma populacdo de laboratorio que se mostrou capaz de se
infectar com a mesma cepa viral, porém com titulos mais elevados no repasto tomado
em alimentador artificial. Com efeito, ndo obtivemos sucesso na infeccdo dos
mosquitos que realizaram hematofagia diretamente sobre dois macacos-rhesus
infectados com suspenséao viral de ZIKV, independentemente do dia pés-inoculacéo e
do titulo viral em que os insetos foram desafiados oralmente.

Observou-se grande discrepancia entre os titulos virais determinados por
namero de copias de RNA de ZIKV/mL e Pfu/mL no soro do animais no pico de viremia
(2 dpi). Essa diferenca pode ser resultado da uma alta producdo de particulas nao
infecciosas ou defectivas, que sao detectadas na técnica de qRT-PCR, mas nao nos
ensaios de formacéo de placas de lise. Bae et al. (2003), afirmam que a técnica de RT-
gPCR néo pode substituir o padrao ouro, o ensaio de formacao de placas de lise, pelo
fato de que detecta apenas moléculas do genoma viral e ndo caracteristicas biologicas,
como o potencial infeccioso da particula viral. Assim, uma suposi¢do para a baixa taxa
de infecgcdo nos mosquitos seria de que o numero de particulas virais infectantes no
sangue ingerido estivesse muito abaixo do necessario para que a infeccdo se
estabeleca em vetores. Assim, possivelmente, concentracdes entre 10° e 104 pfu/mL
nao sao suficientes para que ocorra infecgdo 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
trés cepas de ZIKV de diferentes gendtipos (Africano, Asiatico e Americano) e em
diferentes concentragbes (logl0, 5 logl0 e 6 logl0). Os autores observaram que
mosquitos alimentados com a cepa de gendtipo Asiatico ndo apresentaram infeccéo
guando ingeriram sangue na concentracdo 4 logl0. Somente foi observada infeccao
em mosquitos de Salvador que ingeriram a diluicdo mais elevada para as cepas de
genotipo Asiatico (6 logl0), mesmo genotipo usado no presente trabalho. Mais

recentemente ainda, Ciota et al. (2017) encontraram correlagéo direta entre as taxas de
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infeccdo de Ae. aegypti e Ae. albopictus e a dose viral no repasto tomado por estes
mosquitos constituido por diferentes diluicdes de sobrenadantes de cultura de ZIKV de
duas origens.

De fato, a carga viral ingerida pelos mosquitos no repasto infectante parece ter
grande importancia na instalacdo da infeccdo por diferentes arbovirus. Jupp (1974)
verificou que uma reducéo nos titulos do virus do Oeste do Nilo de 5,0 para 2,6 log no
repasto tomado por Culex univitattus acarretava na diminuicdo das taxas de
transmissdo de 89% para 33%. Mitchell et al. (1992), observaram que quanto mais
particulas infectantes do virus da Encefalite Equina do Leste (EEE) fémeas de Ae.
albopictus conseguiam ingerir, maior era a taxa de infeccdo. Sardelis et al. (2002)
descreveram taxas de infeccdo e transmissao bem mais elevadas em Ae. japonicus e
Ae. albopictus alimentados em picos virémicos com titulos mais altos do mesmo virus
da EEEV. Sardelis et al. (2003), alimentando Ae. japonicus e Cx. pipiens em frangos
infectados com o virus da Encefalite Saint Louis, observaram que as taxas de infeccéo
variaram entre 0 e 33% na primeira e de 12 a 94% na segunda espécie ao ingerirem
sangue contendo titulo entre 10*! e 10*’PFU/mL. Mas quando a viremia nos frangos
era um pouco maior, ou seja, variou entre 10°3 e 105°PFU/mL, as taxas de infeccéo
foram similares entre as duas espécies de mosquito: 96% and 100%, respectivamente.

No experimento de infeccdo artificial contendo trés diluigbes nos repastos
ingeridos por Ae. aegypti (108, 107 e 10° pfu/mL), os mosquitos apresentaram elevadas
taxas de infeccdo com 7 dpi na concentracdo de 102 pfu/mL de ZIKV. Com 14 dpi, nas
concentracbes mais elevadas, 0s mosquitos tiveram alta taxa de infec¢do, no entanto, a
menor concentracdo (10%) mostrou baixa infeccao.

As diferencas entre susceptibilidades dos mosquitos avaliados em nosso
experimento demonstraram que S&80 necessarias mais pesquisas com diferentes
populacdes de mosquitos Ae. aegypti desafiados com maior nUmero de concentracfes
de suspensdo viral, tanto em condigcbes mais préximas do hospedeiro vertebrado,
guanto em experimentos em condicdes de laboratério, para se conhecer melhor fatores
gue favorecem a transmissao vetorial do virus Zika, como os limiares minimos para a

infeccdo dos mosquitos nas condi¢des proximas as naturais.
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4. DISCUSSAO

A epidemia de zika no Brasil, iniciada em 2015, registrou grandes nameros de
casos, primeiramente na regido Nordeste, mas em seguida nos demais estados de
outras regibes em um curto tempo. Desde entdo, o combate a doenca foi ampliado e
0S numeros de casos de zika passaram a serem incluidos nos Boletins
Epidemiolégicos do Ministério da Saude, que passou a publicar notas técnicas de
cuidados na atencao domiciliar e protocolos de vigilancia as manifestac6es mais graves
da doenca, a fim de tentar aumentar a eficacia no controle vetorial da epidemia.

Apesar de todos os esforcos, a incidéncia 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
més marc¢o, foram registrados 4.894 casos provaveis de febre pelo ZIKV, com uma taxa
de incidéncia de 2,4 casos/100 mil habitantes (Brasil, 2017).

Entre todos os problemas ocasionados por este grande surto estdo as
complicacBes relacionadas a doenga, como a “Sindrome Congénita do Zika”, que
engloba casos de microcefalia e outras alteragdes do Sistema Nervoso Central (Diniz,
2016). O maior numero de casos desta sindrome ocorreu na regido Nordeste, atingindo
72% dos filhos de mulheres da Bahia, da Paraiba, de Pernambuco e do Rio Grande do
Norte, com sinais indicativos de microcefalia (Diniz, 2016). Todavia, outras regides do
pais também apresentaram elevados numeros de casos de Zika, com registros da
sindrome, como é o caso da regido Sudeste. Segundo o Ministério da Saude, de
dezembro de 2016 até marco de 2017, foram notificados 1.186 casos de recém-
nascidos e criangas com alteragées no crescimento e desenvolvimento, decorrentes da
infeccdo pelo ZIKV, com 407 casos somente no estado do Rio de Janeiro (Brasil,
2017).

Este cenario ressaltou a necessidade de estudos que buscassem informacdes
Uteis para a estruturacdo do controle vetorial no Brasil e nos demais paises
americanos, de onde, no inicio da epidemia, ndo se tinha nenhuma informacéo sobre
quais espécies de mosquitos teriam participacdo na transmissdo e quais seriam 0s
vetores primarios. Dentre estes estudos, destacava-se a necessidade de se avaliar a
competéncia vetorial de populagdes locais do Ae. aegypti e mesmo de outras espécies
com possibilidade de transmitir a doenca por suas caracteristicas antropofilicas, frente
ao ZIKV circulante. Neste caso, avaliamos a possibilidade da transmissdo experimental

de ZIKV pelo Cx. quinquefasciatus por se tratar de um mosquito que apresenta
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comportamento antropofilico, distribuicdo e frequéncia semelhantes ao Ae. aegypti,
com presenca em todos estados do pais.

Nesse aspecto, nosso trabalho obteve um conjunto de resultados que agregam
informacdes originais e que puderam colaborar na definicdo dos vetores e, portanto,
evitar desperdicios de esforcos no controle de mosquitos ndo-competentes para a
transmissao e, ao mesmo tempo, focar esforcos contra os vetores comprovados. Nosso
conjunto de dados forneceu respostas para questionamentos sobre a necessidade ou
nao de incluir os mosquitos Culex nos programas de combate ao vetor do ZIKV no
Brasil, o que levaria a uma grande alteracdo nos programa, dada as diferencas
biologicas e comportamentais destes ultimos em relacdo ao Ae. aegypti. A estratégia
experimental buscando obter tais informacdes foram organizadas face a trés principais

hipoteses de objetivos.

4.1. Estimativa da competéncia vetorial de diferentes populacfes de Cx.
guingquefasciatus e de Ae. aegypti do Rio de Janeiro frente a dois isolados de

ZIKV isoladas durante epidemia também no Rio de Janeiro.

Apos desafiarmos, simultaneamente, quatro populagdes de Cx. quinquefasciatus
e de Ae. aegypti do Rio de Janeiro com duas cepas de ZIKV isoladas de pacientes
também do Rio de Janeiro, ndo encontramos nenhuma evidéncia de que populacdes
brasileiras de Cx. quinquefasciatus possam colaborar na manutencdo do ciclo de
transmissdo da do ZIKV no Brasil. Este foi o primeiro estudo a demonstrar a
competéncia vetorial de populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus frente ao ZIKV,
e 0 primeiro a testar populagdes naturais de Ae. aegypti do Brasil com cepas de ZIKV
circulantes de mesma area.

Resultado semelhante foi observado, na pesquisa de Amraoui et al., (2016), que
utilizaram, porém, colénias com alto numero de geracdes em laboratorio de mosquitos
Cx. quinquefasciatus e Cx. pipiens, respectivamente da Tunisia e Estados Unidos da
América, desafiadas com uma cepa de ZIKV isolada na Nova Caled6nia. Os autores
nao observaram competéncia desses mosquitos para a transmissdo do ZIKV. Outros
estudos também né&o obtiveram resultado positivo com mosquitos Culex desafiados
com cepas do genatipo Asiatico (Hart et al., 2017; Weger-Lucarelli et al., 2016).

Além desse insucesso na transmissdo de gendtipo Asiatico em infeccdes
experimentais, mosquitos do género Culex também foram refratarios para cepas do

genatipo Africano. Isso pode ser observado na pesquisa de Hall-Mendellin et al. (2016),
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gue desafiaram espécies australianas —Cx. quinquefasciatus, Cx. annulirostris, e Cx.
sitiens - com genotipo Africano de ZIKV (prototipo de Uganda - MR766), e encontraram
baixa infeccdo, porém nenhuma disseminacdo ou transmissao foi detectada em
nenhuma das espécies.

O unico trabalho que vai de encontro com esses resultados € 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 infeccédo, disseminacdo e transmissdo, desde o segundo
dia apds exposicdo dos mosquitos ao virus, principalmente no intestino dos mosquitos
avaliados, e, apresentando na glandula 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 residuos de RNA do
ZIKV no corpo dos insetos, nos quais ndo foi detectada particula 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 auséncia de ensaios de placa de lise, torna os resultados duvidosos.
Recentemente, foi demonstrado que, tal como as demais populacbes de Cx.
quinquefasciatus das demais partes do mundo, as da China sdo igualmente refratarias
ao ZIKV (Liu et al., 2017).

Em 2016 e 2017, 20 populacdes de Culex do complexo Pipiens foram
desafiadas independentemente em varios laboratérios de todos os continentes e os
resultados foram semelhantes aos observados neste estudo.

Ao contrario 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 laboratério, através de experimentos com alimentacéo oral, outros autores
demonstraram altas taxas de infeccdo de mosquitos Ae. aegypti frente ao ZIKV
(Chouin-Carneiro et al.,, 2016; Hall-Mendelin et al., 2016), mas com taxas de
disseminagéo e, principalmente, de transmissao, bem mais baixas que aquelas que
observadas aqui.

Com efeito, estudos anteriores que também examinaram a competéncia de
vetorial de mosquitos Aedes para transmissdo de ZIKV tém resultados conflitantes.
Wong et al. (2013), mostraram que Ae. albopictus de Singapura foram altamente

susceptiveis a cepa ZIKV MR766 de Uganda, com 100% dos mosquitos com infeccéo
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na saliva no 14° dia apos alimentacdo sanguinea. Em contraste, Diagne et al. (2015),
relataram disseminagdo muito baixa e quase nenhuma transmisséo de varias estirpes
de ZIKV em mosquitos Aedes do Senegal. Chouin-Carneiro et al. (2016) apresentaram
niveis elevados de infeccdo e niveis moderados e baixos de disseminacdo e
transmissdo em Ae. aegypti e Ae. albopictus desafiados com cepa de ZIKV da Nova
Caledonia.

Estes estudos demonstram variabilidade de resultados quando diferentes cepas
de ZIKV foram desafiadas com distintas populacdes de mosquitos do género Aedes.
Ou seja, linhagens distintas do virus, espécies e populacdes de mosquitos de diversas
localizagBes geograficas podem influenciar na transmissdo do ZIKV. Com efeito, nos
estudos supracitados, ndo foram feitos com combinag@es logicas entre populacdes de
mosquitos e virus de mesma area e obtidos contemporaneamente, como 0s realizados
neste estudo.

Embora as cepas Asiaticas do ZIKV formem um cluster monofilético robusto
dentro do gendtipo Asiatico, e compartihem um antepassado comum com a estirpe
ZIKV que circulou na Polinésia Francesa, algumas alteracfes no seu genoma podem
indicar uma evolugcdo que explique sua alta disseminacdo nas Américas (Faria et al.,
2016).

Essa evolucéo foi registrada no trabalho de Wang et al. (2016), que avaliaram as
relaces filogenéticas de oito cepas africanas (sete obtidas de mosquitos e um de
macaco) e 25 cepas asiaticas isoladas de humanos. Os autores observaram 59
variacdes na sequéncia de aminoacidos localizados ao longo dos genomas de ZIKV de
gendtipos Africanos e Asiaticos, bem como, entre diferentes cepas da linhagem
Asidtica. Segundo este estudo, tais variacfes na sequéncia do genoma poderiam ser
resultado de alteracdes na proteina prM, que talvez desempenhe alteracdes na
viruléncia ou no fitness das cepas de ZIKV.

As substituicdes de aminoacidos no genoma podem influenciar nas mudancas
fenotipicas dos virus, que consequentemente resulta em alteracdes na adaptabilidade
dos virus, viruléncia, modificacdes no tropismo de células hospedeiras e variacao
antigénica (Domingo e Holland, 1997), e uma ou poucas substituicdes ja seriam
suficientes para que isso ocorra. Como os virus RNA tém grande taxa de mutagdo, iSso
pode favorecer sua adaptacao em diferentes ambientes e hospedeiros.

O virus Zika apresenta elevadas taxas de mutacdes (Faria et al., 2016), que

entre outros fatores, pode auxiliar na adaptacao a diferentes ambientes, que, por sua
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vez pode ter refletido na alta susceptibilidade de populagdes brasileiras de mosquitos a
este virus.

Muitos aspectos ainda devem ser esclarecidos com relacdo a evolucédo do ZIKV
em hospedeiros vertebrados e invertebrados para elucidacdo dos processos de
transmissdo do virus. Assim, pesquisas adicionais sdo necessarias para se entender
em que proporc¢ao fatores genéticos dos mosquitos, assim como nos virus podem ser
responsaveis, por si sO, pelo sucesso da transmissdo do ZIKV. A microbiota e a
resposta imune desenvolvida contra esta e contra aos virus em si podem ter

semelhante importancia.

4.2. Avaliacao da susceptibilidade de popula¢cdes de Cx. quinquefasciatus
provenientes de areas que reportaram elevada incidéncia de microcefalia e
outras manifestacfes neuroldgicas e congénitas associadas a infeccdo pelo ZIKV
no NE, quando desafiadas com cepas de ZIKV da mesma regido e de outras
origens no Brasil; e a competéncia vetorial de Ae. aegypti do Rio de Janeiro
frente os mesmos isolados de ZIKV usados nos experimentos com Cx.

guinguefasciatus.

Durante a discussao dos resultados dos ensaios com Cx. quinquefasciatus do
Rio de Janeiro desafiados com ZIKV locais, e quando ainda se tinham raras
investigacdes semelhantes acerca da competéncia vetorial de outras populacdes de
Culex do complexo Pipiens, comentamos nédo ser totalmente descartavel a hipotese de
que outras combinacdes Cx. quinquefasciatus frente ao ZIKV apresentassem
resultados distintos (Fernandes et al.,, 2016). Em vista da elevada incidéncia de
microcefalia e outras malformacdes associadas a infeccdo por ZIKV no Nordeste, onde
coincidentemente existe elevada densidade de Cx. quinquefasciatus, que tem, por
exemplo, permitido a transmissdo da filariose bancroftiana, sugeriu-se o papel desta
espécie como vetor biolégico de ZIKV (Ayres et al., 2016, Leal et al., 2016).

De fato, Cx. quinquefasciatus é um mosquito de comportamento antropofilico e
domiciliar, que pode transmitir, além da filariose, virus dos géneros 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),
Virus 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 observacdes da competéncia vetorial de Cx. quinquefasciatus
da regido Sudeste frente ao ZIKV isolado na mesma regido, os resultados mostraram
que diferentes populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus de &areas onde
ocorreram 0S maiores casos de microcefalia, como Pernambuco e Paraiba,
apresentaram minima ou nula infec¢cdo, e nenhuma disseminagdo e transmissédo de
cepas de ZIKV provenientes da mesma area, do Recife/PE, assim como de S&o
Paulo/SP e do Rio de Janeiro/RJ. Ou seja, originarias do Nordeste ou néo, de areas
com alta incidéncia de microcefalia ou néo, desafiadas com cepas de ZIKV da mesma
origem ou ndo, populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus sao refratarias ao ZIKV.

Neste aspecto, além de -caracteristicas genéticas desses mosquitos que
gerariam tal incompatibilidade ao ZIKV, algumas implicagbes na biologia ou interacdes
ecolégicas de mosquitos do género Culex e arbovirus podem influenciar na
competéncia vetorial, como por exemplo, a presenca da bactéria Wolbachia comum
nestes mosquitos. A Wolbachia pode promover protecdo de seus hospedeiros a alguns
arbovirus (Oliveira e Moreira, 2012).

Algumas pesquisas evidenciaram a presenca frequente da bactéria Wolbachia
em mosquitos Culex do Brasil e Argentina (Moraes et al., 2012) e na Califérnia (Ragon
e Scott, 2003), assim como em outras areas do Velho Mundo (Atyame et al., 2011,
Karami et al, 2016). Ragon e Scott (2003) estimaram a presenca de Wolbachia
circulante em mosquitos do complexo Culex pipiens e compararam a transmissao
vertical e fecundidade entre mosquitos de campo e de laboratério. Neste trabalho, a
transmissdo vertical maior foi observada em mosquitos de laboratério do que em
mosquitos de campo e nenhuma alteragdo na fecundidade em fémeas das duas
diferentes condi¢cBes. Esse resultado mostra que a bactéria ndo afeta no fithess —
fecundidade — dos mosquitos. Isso pode ser resultado de um longo processo de
evolucdo entre bactéria e hospedeiro e, que pbdde proporcionar uma protecdo dos
mosquitos a determinados arbovirus.

Para avaliar se de fato a Wolbachia inibe infec¢éo e disseminacdo de arbovirus
em mosquitos do género Culex, Glaser e Meola (2010), avaliaram a taxa de
transmissao do virus do Oeste do Nilo por mosquitos Cx. quinquefasciatus tratados em
nao tratados com tetraciclina. Os autores descreveram taxa mais baixa de
disseminagdo e de transmissao dos mosquitos tratados com tetraciclina (livres de
Wolbachia) em comparacao aos néo tratados (com Wolbachia). Este trabalho aponta o
papel da bactéria na disseminacédo deste arbovirus. E possivel supor que a bactéria

Wolbachia desempenhe também um papel fundamental na protecdo de mosquitos
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Culex frente ao ZIKV. Porém, observacdes recentes em laboratério indicaram que
mosquitos Cx. quinquefasciatus de colénias do EUA, tratados ou ndo com tetraciclina,
sao igualmente refratarios ao ZIKV (cepa da Nova Caledbnia), ndo se verificando
tracos moleculares de resposta imune dos insetos, tratados ou ndo, sugerindo que a
refratariedade € determinada geneticamente, possivelmente por falta de receptores
compativeis ao virus (R. Lourenco-de-Oliveira, comunica¢ado pessoal).

De fato, outro fator importante para o sucesso da competéncia vetorial é a
capacidade que alguns arbovirus tém em atravessar as barreiras presentes em muitas
espécies de mosquitos. Os mosquitos do género Culex apresentam a barreira de
infeccéo intestinal (MIB), barreira de escape do intestino (MEB) e a barreira de infec¢ao
das glandulas salivares (SGIB) para outros arbovirus. Houk et al. (1979), Turell, Gargan
e Bailey (1984) Turell e Coleman (1999), demonstraram susceptibilidade de Culex a
cepas de Encefalite Equina Venezuelana somente quando 0Ss mosquitos eram
desafiados via inoculacdo intratoraxica, ou seja, saltando-se as MIB e MEB. No
entanto, por esta via, 0 virus ndo necessita ultrapassar essas barreiras intestinais. Os
autores mencionam que a MIB estaria influenciando na disseminac¢ao do virus no corpo
dos mosquitos, e sugerem que o mesmo tipo de barreira pode ocorrer para outros
arbovirus da familia Flaviviridae.

Dessa forma, muitas questdes relacionadas ao hospedeiro invertebrado ainda
nao foram esclarecidas, e por isso, necessitam de mais pesquisas voltadas para
avaliacdo dos fatores que influenciam na competéncia vetorial de diferentes espécies
de mosquitos.

O conjunto dos resultados desse trabalho e daqueles do trabalho anterior com
populacbes de Cx. quinquefasciatus do Rio de Janeiro, eleva para seis 0 numero de
populacdes brasileiras dessa espécie investigadas quanto a competéncia transmissao
de ZIKV, com 17 combinacdes entre cepas de ZIKV isoladas no Brasil e populagbes
naturais deste mosquito do pais. Em todos os casos, foi demonstrado que este
mosquito ndo pode ter contribuido como vetor biolégico durante o surto de zika no
Brasil, ressaltando a necessidade de focar as ac6es de combate ao principal vetor da
Zika, o Ae. aegypti.

Porém, ainda que Ae. aegypti tenha comprovado laboratorialmente e na
natureza ser vetor primario de ZIKV no Brasil e em outros paises, as taxas de infeccéo
natural tém 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 constatagdo pode sugerir baixa competéncia vetorial em
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algumas populacdes geograficas ou a existéncia de limiares minimos de carga viral

para o estabelecimento da infec¢do nos mosquitos.

4.3. Anadlise da infectividade do ZIKV para mosquitos Ae. aegypti
desafiados, por via oral, diretamente sobre macacos-rhesus virémicos ou em
sistema artificial contendo repastos sanguineos, apresentando diferentes

concentragdes do virus.

Obtivemos baixa infectividade de mosquitos alimentados com sangue de
macacas-rhesus expostas a cepa de ZIKV do Espirito Santo, ES, mesmo quando os
Ae. aegypti foram alimentados diretamente sobre elas, no pico de viremia ( 2° dpi).

A titulacdo de amostras do soro da macaca que teve a viremia mais elevada por
gRT-PCR (108 copias de RNA/mL), apresentou um baixo nimero de particulas
infectantes (5,75x10° a 1,3x10* pfu/mL). Esse resultado pode indicar um possivel limite
de infectividade desta cepa de ZIKV para a populagdo de mosquitos utilizada no
experimento.

E possivel que o uso de outras populacdes 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 gendétipo Asiatico, isolada do Camboja e do
continente Americano, em que houve baixa e nenhuma infeccdo. No entanto, infeccdo
com a cepa Africana foi observada. Outras duas populacfes da mesma espécie — de
Sao Domingos e do Texas - se comportaram diferentemente frente as mesmas cepas e
concentracdes de ZIKV no repasto. Ressalta-se que, no experimentos de Roundy et al.
(2017) a infeccédo dos mosquitos foi mais eficiente quando alimentados diretamente em
camundongos infectados que por alimentadores artificiais.

O titulo viral pode influenciar nos resultados de competéncia vetorial, nao
somente para o ZIKV, mas também outros arbovirus. Diallo et al., (2008), avaliaram a
competéncia vetorial de populacdes de Ae. aegypti do Senegal para dois isolados de
DENV-2, sendo um deles uma cepa silvestre. Foi demonstrado que, a diferenca nas
taxas de disseminagéo foi decorrente do titulo viral usado nos diferentes experimentos
(10%5e 1.6x107 TCID50). Em pesquisa com diferentes concentracées de CHIKV, Pesko
et al., (2009) observaram melhores resultados (80%) de disseminacdo em Ae. aegypti e
Ae. albopictus alimentados artificialmente com concentracdes entre 5.2 a 6.1 log10 de

ZIKV/mL, comparado com concentracdo de 3.6 logl0/mL (menos de 20%).
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Este é o primeiro trabalho a demonstrar resultados de infeccdo em mosquitos
Ae. aegypti alimentados a partir de uma modelo de infeccdo em primatas ndo humanos
com o ZIKV.

O pico de viremia has macacas ocorreu entre o primeiro e terceiro dia da injecéo
infectante; a partir do quarto dia, ndo encontramos particulas 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 4°
dpi e nos dias subsequentes. Neste sentido, pode-se sugerir que o sistema imunoldgico
das macacas poderia ter apresentado rapida resposta a infeccéo por ZIKV (a partir do
quarto dia de infeccdo). No estudo de Dudley et al., (2016), macacas gravidas
infectadas com cepa Asiética de ZIKV apresentaram o pico de ativacdo da resposta
imune adaptativa e producdo de anticorpos entre 5 e 7 dias poés-infeccdo. Estas
respostas imunolégicas podem ser importantes para controlar a replicacdo viral,
levando a reducéo de cargas de RNA no plasma neste periodo de tempo (Dudley et al.,
2016).

Héa poucos dados sobre viremia em humanos e sua potencialidade como fonte
de infeccdo para mosquitos. Em 1956, Bearcroft, infectou um humano voluntario na
Africa com suspensdo de cérebro de camundongos inoculados com cepa de ZIKV
africana. Apds a analise do sangue a cada 2 dias (4, 6 e 8 dpi), lotes de Ae. aegypti
foram alimentados no individuo no 5° dpi. No 4° dpi (pico de viremia), a quantidade de
particulas infectantes para camundongo lactantes inoculados com o soro do paciente
foi baixa (1 camundongo LDs0/0,30mL) e nenhum Ae. aegypti alimentado no 5° dpi foi
capaz de transmitir o virus.

O numero estimado de copias de genoma circulando em pacientes infectados
com ZIKV durante o surto de 2007 na llha do Pacifico de Yap foi relatado como sendo
0,9x103- 7,2x10° cDNA copias/mL (Lanciotti et al., 2008). Esses niveis relativamente
baixos de viremia entre os pacientes infectados com ZIKV estdo muito distantes
daqueles relatados para outros arbovirus, como o CHIKV e DENV-2, onde foram
relatados 107 e 108 copias de cDNA/mL, respectivamente (Caron et al., 2012). No
entanto, estdo no intervalo de outras infeccées de Flavivirus, como a do Virus do Oeste
do Nilo, onde sdo observadas cargas virais préximos de 6,9x10° copias/mL (Pupella et
al., 2013). Nesse aspecto, se fez indispensavel avaliar as diferentes cargas virais
necessarias para que haja infeccdo de mosquitos vetores.

Em nossos experimentos de infeccao oral artificial com diferentes diluicdes no

repasto infectante obtivemos altas taxas de infeccdo com as diluicdes mais elevadas.
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Outros autores demonstraram sucesso na infecgdo e disseminagdo de ZIKV em
experimentos de infeccdo artificial, com titulos 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 infeccdo de mosquitos se d4 essencialmente
gquando expostos a concentracOes elevadas das cepas de ZIKV. No entanto, os
resultados dos experimentos de alimentagédo artificial devem ser discutidos com
cautela., uma vez que, a infeccdo de mosquito apds uma refeicdo de sangue virémico
diretamente no hospedeiro pode demandar um limiar de infeccdo que ndo precise,
necessariamente, de elevadas cargas virais (Roundy et al., 2017).

E importante ressaltar que analisamos a viremia em soro, tanto por qRT-PCR ou
ensaios de unidades formadora de placas de lise, e ndo em sangue total, o que é de
fato o ingerido pelo mosquito. E possivel que os titulos de ZIKV sejam distintos em soro
e sangue total.

Neste cenario, ressalta-se que sdo necessarios maiores estudos envolvendo o
ciclo homem-mosquito-virus com diferentes cepas virais de ZIKV e em distintas
concentracdes, para que os diferentes limiares de infeccdo deste arbovirus possam ser
estabelecidos, uma vez que estas informacbes serdo de relevancia para a

epidemiologia da doenca e na projecéo de programas de controle das doencas.
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CONCLUSOES

e As populagdes de Cx. quinquefasciatus do Rio de Janeiro avaliadas neste
trabalho apresentaram-se refratarias as cepas do ZIKV isoladas a partir de urina

e saliva de pacientes no Rio de Janeiro.

e Populagdes de Cx. quinquefasciatus de areas com alta incidéncia de casos de
microcefalia como Recife e Campina Grande ndo foram capazes de transmitir
cepas de ZIKV de mesma localidade e de outras &reas do Sudeste do Brasil
como Sao Paulo e Rio de Janeiro que também apresentaram alta incidéncia de

zika e incidéncia de casos de microcefalia.

e Os Ae. aegypti usados como controle positivo nos experimentos envolvendo Cx.
quinquefasciatus com as mesmas cepas virais, foram susceptiveis, com altas

taxas de infeccdo, disseminacao e transmissao .

e O Cx. quinquefasciatus ndo deve ser considerado vetor biolégico de ZIKV, ao
passo que o Ae. aegypti relne todas as caracteristicas para ser considerado

vetor primario, como também comprovado em achados de infec¢édo natural.

e Populacdes de Ae. aegypti desafiados oralmente com ZIKV ao se alimentarem
diretamente em macacos-rhesus infectados experimentalmente, apresentaram
baixa taxa de infeccdo, exceto quando alimentados artificialmente com repastos

de altos titulos virais, e, em diferentes concentracdes.
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6. PERSPECTIVAS

e Realizar novos experimentos comparativos com diferentes populacées de Ae.
aegypti em sistema de alimentacdo e em modelo animal de infeccdo com
diferentes cepas de ZIKV, para melhor entendermos os limiares das cargas
virias que permitam a instalacdo da infec¢do oral dos mosquitos

e Avaliar a dose minima de ZIKV existente em saliva de mosquitos capaz de

infectar primatas
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First detection of natural infection of Aedes aegypti
with Zika virus in Brazil and throughout South America
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Zika virus (ZIKV) has caused a major epidemic in Brazil and several other American countries. ZIKV is an ar-
bovirus whose natural vectors during epidemics have been poorly determined. In this study, 1,683 mosquitoes col-
lected in the vicinity of ZIKV suspected cases in Rio de Janeiro, Brazil, from June 2015 to May 2016 were screened

Jfor natural infection by using molecular methods. Three pools of Aedes aegypti were found with the ZIKV genome,

one of which had only one male. This finding supports the occurrence of vertical and/or venereal transmission of
ZIKV in Ae. aegypti in nature. None of the examined Ae. albopictus and Culex quinquefasciatus was positive. This
is the first report of natural infection by ZIKV in mosquitoes in Brazil and other South American countries. So far,

Ae. aegypti is the only confirmed vector of ZIKV during the ongoing Pan-American epidemics.

Key words: Zika - Aedes aegypti - natural infection - Culex quinquefasciatus - Aedes albopictus

Zika virus (ZIKV) is an arbovirus belonging to the
genus Flavivirus (family Flaviviridae) that originally
circulated in enzootic cycles between sylvatic canopy-
feeder mosquitoes and non-human primates in Africa
(Dick et al. 1952, Weinbren & Williams 1958, Haddow
et al. 1964). The virus recently emerged in the Pacific
Ocean and subsequently caused a dramatic Pan-Ameri-
can epidemic after its first appearance in Brazil in 2015
(Duffy et al. 2009, Musso et al. 2014, Zanluca et al. 2015,
Brasil et al. 2016). Although the virus can be transmit-
ted between humans, transmission by mosquito bite is
believed to be the most common way of virus disper-
sion in epidemic and endemic zones (Hills et al. 2016,
Musso & Gubler 2016). Aedes (Stegomyia) aegypti has
traditionally been considered to be the primary ZIKV
vector to humans. It has been confirmed to be competent
in transmitting the virus in laboratory assays (Boorman
& Porterfield 1956, Chouin-Carneiro et al. 2016). Virus
detection in field-caught specimens has been reported,
although very infrequently (Marchette et al. 1969, Ak-
oua-Koffi et al. 2001). While natural infections of ZIKV
have been found in several hematophagous species in the
enzootic cycles in Africa, viral detection in mosquitoes
in epidemic urban areas have intriguingly been scarce
to non-existent (Haddow et al. 1964, Faye et al. 2013,
Diallo et al. 2014, Diagne et al. 2015, Musso & Gubler
2016). Except for finding the ZIKV genome in Ae. al-
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bopictus and Ae. aegypti in Mexico, the virus was not
detected in mosquitoes during ZIKV epidemics in the
Pacific Ocean and in the American continent (Guerbois
et al. 2016, PAHO/WHO 2016). However, detection of
infections in wild-caught mosquitoes is imperative for
determining the natural vectors. In this study, we report
natural infections in mosquitoes during the Zika out-
break in Rio de Janeiro (Brasil et al. 2016), with the goal
of determining the local natural ZIKV vectors.
Mosquitoes were caught indoors and around domi-
ciles of suspected Zika cases soon after the emergence
of ZIKV in Rio de Janeiro (Brasil et al. 2016), from June
2015 to May 2016. Mosquito captures were performed
with backpack aspirators in a sample of households of
suspected ZIKV infections as well as in adjacent dwell-
ings. Captures were done during the same week as a
medical interview and clinical diagnosis (Brasil et al.
2016). The insects were transported live to the labora-
tory, where they were sexed, identified to species, and
visually screened according to feeding status on cold
plates. Males and visually non-blood-fed females were
pooled according to species, gender, and collection site,
and were stored at a low temperature (N, or -80°C) until
tested. The abdomen of 57% of the females was detached
prior to examination if there were doubt about the ef-
ficacy of visual screening according to feeding status.
The number of mosquitoes by pool varied from one to
10, consistent with the number of captured specimens
at each site and day of collection. Mosquito pools were
ground in Leibovitz L15 medium (Invitrogen) supple-
mented with 20% foetal bovine serum and centrifuged
at 10,000 xg for 5 min at 4°C. Mosquito homogenates
were screened through real-time quantitative polymer-
ase chain reaction (RT-qPCR) using the SuperScript
IIT Platinum one-step RT-qPCR (Invitrogen) in Quant-
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Studio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosys-
temns). For each reaction, we used 600 nM forward prim-
er (5-CTTGGAGTGCTTGTGATT-3", genome position
3451-3468), 600 nM reverse primer (5-CTCCTCCAGT-
GTTCATTT-3", genome position 3637-3620), and 800
nM probe (5FAM- AGAAGAGAATGACCACAAA-
GATCA-3'TAMRA. genome position 3494-3517). The
reverse transcription was performed at 45°C for 15 min.
The sequences of this primer set were kindly provided
by Isabelle Lepark-Goffart (French National Reference
Centre for Arboviruses. IRBA. Marseille, France). The
qPCR conditions were 95°C for 2 min, followed by 40
amplification cycles of 95°C for 15 s, 58°C for 5 s, and
60°C for 30 s. For each run. numbers of ZIKV genomic
RNA were calculated by absolute quantitation using a
standard curve (Bonaldo et al. 2016).

To confirm ZIKV infection. the homogenate of the
mosquito pool, positive when tested by RT-qPCR. was
submitted to a RT-PCR. Initially. the viral RNA was re-
verse transcribed with the Superscript IV First-Strand
Synthesis System (Invitrogen) and random hexamers
primers, according to the manufacturer’s recommenda-
tions. The reaction was carried out at 23°C for 10 min,
55°C for 10 min. and 80°C for 10 min. Then. the viral sin-
gle-stranded ¢cDNA was amplified by conventional PCR
using GoTaq Green Master Mix (Promega) according to
the manufacturer’s recommendations. We performed two
different analyses to detect viral RNA sequences in mos-
quito samples. In the first, employing the primers 5'-GC-
TACTGGATTGAGAGTGAGAAG-3' (genome position:
3085 to 3107). and 5-CTCAGAGATGGTCCTCTTGT-
TC-3" (genome position 3364 to 3385). it was possible to
detect an expected 300 bp band. In the second analysis,
we ufilised a semi-nested PCR protocol. The primers
were 5'-AGAGAATCTGGAGTACCGGATAA-3" (1373~
1395) and 5'-GTATGACACGCCCTTCAATCT-3" (1872-
1892) for the first step of amplification generating a 520
bp amplicon and 5'-GGCAAACTGTCGTGGITCTA-3’
(1732-1751) for the second-step PCR raising a 161 bp
fragment. The thermocycling program set up in a Ver-
iti 96 Well thermocycler (Applied Biosystem) was one
cycle of 95°C for 5 min. 40 cycles of 95°C for 40 s, 50°C
for 40 s, 72°C for 30 s. one cycle of 72°C for 10 min. and
a hold of 4°C for the first primer set. The next primer set
was performed at one cycle of 95°C for 5 min, 40 cycles
of 95°C for 40 s. 50°C for 40 s. 72°C for 35 s. one cycle
of 72°C for 10 min, and a hold of 4°C. Finally, 10 pL of
amplified products were detected by electrophoresis on a
2% agarose gel. visualised by ethidium bromide staining
UV. Additionally, PCR reaction products were purified
using a QITAquick PCR purification Kit according to the
manufacturer’s recommendations. Samples were then
sequenced in both directions using the primers utilised
in the PCR protocol on an ABI Prism 3730 Genetic Ana-
lyzer with BigDye Terminator, version 3.1.

A total of 1.683 mosquitoes (720 females and 963
males), belonging to three species, were screened for
ZIKV infection, as follows: 550 de. aegvpri (315 females
and 235 males, grouped in 198 pools). 26 Ae. albopictus
(20 and 6: 21 pools) and 1.107 Culex quinquefasciatus
(385 and 722: 249 pools). Three pools of Ae. aegypri were

Infection by Zika virus in Ae. aegypti * Anielly Ferreira-de-Brito et al.

positive for ZIKV: P08 and P09 respectively consisted of
one female and one male collected in the district of Coelho
da Rocha, municipality of Sdo Jodo de Meriti, and P17 had
three females collected in the neighbourhood of Realengo,
municipality of Rio de Janeiro. The cycle thresholds of
positive pools, when screened by RT-qPCR. were 36.68
(P08). 37.78 (P09). and 38.04 (P17). The presence of ZIKV
genome in the three pools was confirmed when tested by
RT-PCR and semi-nested-PCR using distinct set of prim-
ers. The nucleotide sequences of PO8 (134 amplicon), P09
(300 and 161 amplicons) and P17 (520 amplicon), covering
structural and nonstructural viral genome regions, were
determined. By means of Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST. http:/blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi),
the nucleotide sequences (Supplementary data. Figs 1.2)
displayed identity with the ZIKV strains of the outbreak
occurring in the Americas (e.g.. Bonaldo et al. 2016). Vi-
ral isolation could not be achieved from these de. aegvpri
positive pools because of yeast and bacterivm contami-
nation of the inoculated Vero cell monolayers. No other
mosquito species tested positive for ZIKV.

This study is the first report of natural infection by
ZIKV in mosquitoes in Brazil and other South American
countries. Given the relevance of the challenges posed by
ZIKV for the Public Health Emergency of International
Concern (PHEIC) and the importance of broad sharing of
scientific data. the preliminary results of the present study
were widely publicised in May 2016 [http:/www.science-
mag.org/news/2016/05/top-mosquito-suspect-found-infect-
ed-zika (doi:10.1126/science.aaf5743); https:/journosdiary.
com/2016/05/27/finally-mosquito-species-transmitting-zi-
ka-virus-confirmed/; http:/www.efe.com/efe/america/socie-
dad/expertos-brasilenos-confirman-que-aedes-es-el-prin-
cipal-transmisor-del-zika/20000013-2934094;  http://www.
theglobeandmail.com/news/world new-brazilian-research-
may-confirm-the-mosquito-source-of-zika-virus/arti-
cle30118331/].

In the present study. only de. aegypti mosquitoes
were found to be naturally infected. ZIKV was detected
in field-collected 4e. aegypti in Asia. Africa. and North
America, where this mosquito has been identified as
ZIKV primary vectors (Marchette et al. 1969, Olson et
al. 1981, Akoua-Koffi et al. 2001, Guerbois et al. 2016).

A remarkable finding of the present study was the de-
tection of ZIKV infection in a male 4de. aegypti from Rio
de Janeiro. As far as we know, this is the first detection of
ZIKV infection in a male 4e. aegypti. Natural infection
by ZIKV in male mosquitoes has only previously been re-
ported in field collected Aedes furcifer from Senegal (Di-
allo et al. 2014). These findings together support the oc-
currence of vertical and/or venereal fransmission of ZIKV
in nature, a subject that deserves more investigation in
light of its importance to ZIKV transmission dynamics.

Besides de. aegypti. other dedes (Stegomyvia) mos-
quitoes have been shown to be potential natural vectors
of ZIKV (Duffy et al. 2009. Ledermann et al. 2014. Mus-
so & Gubler 2016). This is the case of de. albopictus,
which was found naturally infected with the virus in
Gabon in 2007 (Grard et al. 2014) and in Mexico in 2016
(PAHO/WHO 2016). In addition. an American popula-
tion of Ae. albopictis (Vero Beach, Florida, USA) was
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able to transmit ZIKV in the laboratory, although with
low efficiency (Chouin-Carneiro et al. 2016). Thus, we
cannot rule out the possibility that Ae. albopictus may
transmit ZIKV in Brazil, and specific control strategies
against this mosquitoes should be designed. However,
given the very low Ae. albopictus capture rates indoors
near dwellings with ZIKV cases in Rio de Janeiro, the
lack of detection of ZIKV infection in wild specimens
reported herein, and the usually low house index report-
ed for Ae. albopictus in most Brazilian cities where Zika
epidemics have been reported (Carvalho et al. 2014),
there is still no sufficient evidence that this mosquito
plays any role in ZIKV transmission in Rio de Janeiro,
and throughout Brazil.

In contrast, de. aegypti fulfils all the requirements of
a primary ZIKV vector in Rio de Janeiro, and through-
out Brazil. It is a very anthropophilic and domestic mos-
quito with high vectorial capacity to transmit arbovi-
ruses (Juliano et al. 2014, Lourenc¢o-de-Oliveira 2013).
Together with Cx. quinquefasciatus, it is the most fre-
quently occurring indoor man-biting mosquito in urban
and suburban Zika epidemic sites in Rio de Janeiro, and
throughout Brazil. However, while Cx. quinquefasciatus
from Rio de Janeiro is not competent to transmit locally
circulating ZIKV strains (Fernandes et al. 2016), Brazil-
ian Ae. aegypti usually exhibits very high ZIKV trans-
mission efficiency. As expected, vector competence to
ZIKV depends on the specific pairing of mosquito popu-
lations and virus genotypes. Accordingly, one Brazilian
Ae. aegypti population challenged with a New Caledo-
nian ZIKV isolate exhibited low vector competence in
the laboratory (Choin-Carneiro et al. 2016). But other
Brazilian 4e. aegypti populations subsequently exposed
to four ZIKV isolates from Brazil consistently exhibited
high transmission rates and efficiency (Dutra et al. 2016,
Fernandes et al. 2016).

Therefore, the present finding of natural infections
in Ae. aegypti in Brazil, and in Mexico (Guerbois et al.
2016), combined with the competence for ZIKV trans-
mission experimentally determined in Brazilian and
other American populations, reinforce Ae. aegypti as the
primary and the only confirmed vector of ZIKV during
the ongoing Pan-American epidemics.
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