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RESUMO
Com o aumento do desmatamento e as constantes mudancas climéticas, a aproximacgdo dos
animais silvestres com os seres humanos é inevitavel e, com isso, surgem 0s riscos da
emergéncia de zoonoses através do contato entre espécies, seja ele direto ou indireto, através
de vetores. O Orthoflavivirus ilheusense (ILHV) é um arbovirus emergente da familia
Flaviviridae de ciclo primariamente aviario, detectado em diferentes géneros de mosquitos e ja
registrado em humanos em diversos paises, causando infec¢cbes com sintomas febris e
encefalites. Entretanto, para que seja possivel a transmisséo o virus depende, em primeiro plano,
da competéncia vetorial do mosquito, que varia de acordo com a sua resposta imunolégica pois,
em virtude da exposicdo a patdgenos através da pratica de hematofagia, possui barreiras
fisioldgicas que dificultam a sua susceptibilidade a infeccdo. Com isso, torna-se fundamental
determinar a competéncia vetorial do Culex quinquefasciatus para transmissao do ILHV, por
ser mosquito comum das residéncias brasileiras associado a transmissdo de arbovirus
originalmente aviarios causadores de encefalites. Para a realizacdo do estudo foram realizadas
duas infecc@es, via alimentacao oral, com 4 mL de sangue de ganso e suspensao viral obtidos
de estoque viral com proporcdo 1:1, com grupo controle de fémeas da mesma geracdo nao
infectadas. A segmentacéo foi realizada no 7°, 14° e 21° dia p6s-infeccdo (DPI) separados em
saliva, corpo e cabeca e, em seguida, foi feito isolamento viral para posterior analise no teste
de imunofluorescéncia indireta (IFI) das amostras. Os resultados do titulo viral foram obtidos
através das amostras diluidas em série de 10 vezes bem como realizado o calculo das taxas de
infeccdo, disseminacdo e transmissdo. Foram analisados individualmente um total de 70
mosquitos, resultado das duas infec¢des. Por meio do teste de IFI, foi indicada a auséncia da
presenca do virus para as amostras de cada DPI, com uma taxa de 0% de infeccdo, disseminacdo
e de transmissdo. Portanto, para a metodologia utilizada o Culex quinquefasciatus apresentou
refratariedade para o virus, ou seja, ndo é um vetor suscetivel a infeccdo e transmissdo do
Orthoflavivirus ilheusense. Ademais, é necessaria a realizacdo de mais pesquisas que estudem
a resposta imunolégica do mosquito para o virus e 0s mecanismos de agdo do ILHV nas

barreiras de infeccdo dos mosquitos para uma maior compreensdo de sua capacidade vetorial.

Palavras-chave: Culicidae; Orthoflavivirus; Susceptibilidade; Arbovirus; Flavivirus.
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ABSTRACT

With the increase in deforestation and constant climate change, the proximity of wild animals
to humans is inevitable and the risks of the emergence of zoonoses arise through contact
between species, whether direct or indirect, through vectors. Orthoflavivirus ilheusense (ILHV)
Is an emerging arbovirus of the Flaviviridae family with a primarily avian cycle, detected in
different genera of mosquitoes and already registered in humans in several countries, causing
infection with febrile symptoms and encephalitis. However, for transmission to be possible the
virus depends, first and foremost, on the mosquito vector capacity, which varies according to
its immunological response because, due to exposure to pathogens through the practice of
hematophagy, it has physiological barriers that hinder their susceptibility to infection.
Therefore, it is essential to determine the vector competence of Culex quinquefasciatus for
transmitting ILHV, as it is a common mosquito in Brazilian homes associated with the
transmission of originally avian arboviruses that cause encephalitis. To carry out the study, two
infections were carried out, via oral infection, with 4 mL of goose blood and viral suspension
obtained from viral stock with a 1:1 ratio, with a control group of uninfected females of the
same generation. Segmentation was carried out on the 7th, 14th and 21st day post-infection
(DPI1) separated into saliva, body and head and then viral isolation was performed for
subsequent analysis in the indirect immunofluorescence test (1IF) of the samples. Viral titer
results were obtained using samples diluted in a 10-fold series, as well as calculating infection,
dissemination and transmission rates. A total of 70 mosquitoes were analyzed individually,
resulting from the two infections. Through the IIF test, the absence of the presence of the virus
was indicated for samples from each DPI, with a 0% infection, dissemination, and transmission
rate. Therefore, for the methodology used, Culex quinquefasciatus was refractory to the virus,
that is, it is not a vector susceptible to infection and transmission of Orthoflavivirus ilheusense.
Furthermore, it is necessary to carry out more research to study the mosquito's immunological
response to the virus and the mechanisms of action of ILHV on mosquito infection barriers to
better understand its vectorial capacity.

Keywords: Culicidae; Orthoflavivirus; Susceptibility; Arbovirus; Flavivirus
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1 INTRODUGCAO

Nos Ultimos anos tem crescido a preocupagdo com as mudangas climéticas
resultante das acdes antrépicas desenfreadas sobre o meio ambiente, que desencadeiam
problemas econdmicos, ambientais e sociais ao redor do mundo (de Jesus Santos, Santana
Santos & Jesus, 2023).

Dentre esses problemas, estd o aparecimento de doencas de origem zoonoticas, que
surgem devido a capacidade de troca de ciclo natural do patdgeno de um animal silvestre para
um ser humano (Filho et al., 2022) e que estdo diretamente interligadas com o clima e a
fragmentacéo de habitat (Junior, Mation & Sakowski, 2015).

Essa mudanga de ciclo ocorre devido a aproximacgdo dos humanos com animais
silvestres, diretamente ou por meio de vetores, que tem sua densidade relacionada a temperatura
e umidade local o que torna, assim, regides tropicais um ambiente ideal para o desenvolvimento
constante de vetores de doencas, devido ao clima quente e Umido constante ao longo do ano
(Ramos et al., 2019; Allen et al., 2017).

Por isso, tem crescido as problematicas relacionadas ao desmatamento da mata
amazonica, no meio abiotico — atmosfera e clima — e bidtico — na vida de inUmeros seres vivos,
sobretudo humanos, por possuir um clima equatorial e uma grande biodiversidade, propiciando
um ambiente ideal para a emergéncia de doengas (Junior, Mation & Sakowski, 2015).

Atualmente afetada pelo aumento do desmatamento e queimadas (Santos, Salomao
& Verissimo, 2021), decorrente do enfraquecimento de fiscalizacdo ambiental governamental
(Alencar et al., 2021), a Amazodnia possui uma elevada importancia por ser um dos biomas mais
biodiversos do planeta e por ser responsavel pela manutencdo climatica mundial (Ellwanger et
al., 2020).

Essa relacdo clima-desmatamento é demonstrada principalmente no Brasil, pais que
detém grande parte desse bioma e que, em parte, tem o clima regulado por rios voadores, que
dependem da transpiracdo da floresta amazdnica para sua manutencdo (Copertino et al., 2019).
Além disso, sua biomassa contém um grande estoque de carbono (Copertino et al., 2019), que
é liberado para a atmosfera com o desmatamento e contribui para o aumento dos gases do efeito
estufa, fenbmeno natural que quando agravado é responsavel pelo aquecimento global.

Com isso, somado o desflorestamento com as alteragcbes climaticas, o
funcionamento natural do ecossistema ¢ afetado, pois a destruicdo do habitat de espécies locais,
em conjunto com as mudangas de temperatura e umidade, afeta 0 desenvolvimento de espécies
e interfere em relagdes bioticas intra e interespecificas, que aproxima cada vez mais animais

silvestres — potenciais reservatorios de doencas — e vetores, dos humanos (Lima et al., 2021;



Dos Santos, Sousa & Aguilar-Aleixo, 2021). Esse contato torna tanto o ser humano, quanto o
animal silvestre suscetiveis a infeccdo de agentes etioldgicos, que antes se limitavam a isolados
ciclos.

Conforme aumenta o desmatamento nos biomas, sobretudo na Amazonia, aumenta
a probabilidade de emergirem zoonoses que antes se restringiam a animais silvestres (Lima et
al., 2021) e interfere no desenvolvimento natural de vetores, com aumento na proliferagéo.

Diante disso, para que seja possivel prevenir a propagacdo de novas doencas,
aumenta a necessidade de estudos que avaliem o risco de emergéncia de novos patdgenos e a
interacdo patdgeno-transmissor, através do estudo da resposta dos principais transmissores de
zoonoses do pais, 0s mosquitos, com patdégenos emergentes, em especifico os arbovirus (Allen
etal., 2017).

1.1.Zoonose

Uma doenca é classificada como zoonose quando o patdgeno tem capacidade de
infectar um hospedeiro ou vetor e ser transmitido de animais vertebrados para humanos,
podendo ser uma doenca viral, parasitaria, micotica ou bacteriana (Filho et al., 2022).

Segundo Rupasinghe, Chomel & Martinez-Lépez (2022), atualmente 60% das
doencas emergentes sdo de origem zoonoética, com prevaléncia global (Filho et al., 2022) e
constante aumento (Allen et al., 2017). O Brasil, em relacdo a América Latina, concentra cerca
de 40% dos casos de dengue, 25% dos casos de doenca de Chagas, 39% de leishmaniose cutanea
e 93% de leishmaniose visceral (Alevi, Da Rosa & De Oliveira, 2019).

A emergéncia de zoonose sofre influéncia da variagdo de diversidade de
hospedeiros como aves e mamiferos, a exemplo de estudos que mostram um aumento da
incidéncia do Orthoflavivirus nilense (WNV) em humanos relacionada a baixa diversidade de
passaros nos Estados Unidos (Keesing et al., 2010), haja vista que a falta do hospedeiro de
origem implica na “procura” por diferentes hospedeiros que possam disseminar a infeccdo de
forma mais rapida e eficiente e 0 humano, tal como o mosquito/vetor, por auséncia de contato
prévio e consequente falta de barreiras de infecgdo especificas, sdo hospedeiros ideais.

Ac0es antropicas também estéo relacionadas a emergéncia de doengas zoonaticas,
normalmente associadas a praticas agricolas (Allen et al., 2017), sendo o principal fator o
desmatamento (Assis, Lima & Campos, 2022) e a consequente perda de habitat e mudanca de
nicho de diferentes espécies de animais silvestres, aproximando o contato entre diferentes

hospedeiros e vetores de doengas.



Além do desmatamento como impulsionador do aumento de casos de zoonoses ha
fatores secundarios relacionados, como o aumento da liberacdo de gases do efeito estufa,
ocasionando mudancas climéticas, como o aquecimento global (Ellwanger et al., 2020). Tais
variacOes climéticas influenciam na interacdo hospedeiro-vetor-patdgeno e favorece a
emergéncia de novas doencas transmitidas por vetores, principalmente em paises
subdesenvolvidos (Filho et al., 2022), por alterar seu ciclo natural. Como exemplo o surto de
WNV no inicio dos anos 2000, associado a fortes chuvas e sol na Franga (Rupasinghe, Chomel
& Martinez-Lopez, 2022) e a recente aceleracdo da expansdo de doencas infecciosas nos paises
do hemisfério norte com as atuais mudancas climaticas, em conjunto com as chuvas (Filho et
al., 2022).

Estudos realizados por Junior, Mation & Sakowski (2015) mostram um aumento
em 23% da ocorréncia de malaria a cada 1% de area desmatada e relacGes de aumento de casos
de Doenca de Chagas, Paracoccidioidomicose e Leishmaniose com o desflorestamento
(Ellwanger et al., 2020), além de um aumento na densidade de mosquito de acordo com a
variacdo da temperatura e umidade do ar (Silva et al., 2021), também ha relatos de aumento de
surtos de Chikungunya ap0s secas no Brasil, por ocasionar ambientes larvais em barris de

armazenamento de gua para consumo préprio (Nava et al., 2017).

1.2.Amazbnia

O bioma amaz6nico além de ser 0 maior bioma brasileiro, com aproximadamente
48% de ocupacao territorial, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
somada a um acréscimo de 11% quando considerada a area abordada pela Amaz6nia legal,
possui uma enorme biodiversidade de fauna e flora. A diversidade de espécies, em conjunto
com o climatropical, produz condi¢des favoraveis para a predominancia de doencas zoonoticas,
por isso, a AmazOnia é o maior reservatorio de arbovirus do mundo (Aradjo et al., 2019), com
énfase na area brasileira por possuir a maior variedade de arbovirus isolada mundialmente
(Casseb et al., 2013).

Aproximadamente 20% da mata amazonica original ja foi desmatada (Ellwanger et
al., 2020; Santos et al., 2021), com um aumento exponencial do desmatamento na Amazo6nia
na Ultima decada (Lopes et al., 2023), que ameaga o ciclo natural das zoonoses do meio silvestre
e pde em risco a saude humana, com grande potencial pandémico (Filho et al., 2022).

A perda florestal, consequéncia do crescimento demografico, do setor agropecuério

e da exploracdo de recursos ambientais, ocasiona riscos a saude humana por uma maior



exposicao e contato com animais silvestres, seja esse direto ou indireto, associado ao consumo
de carne de animais silvestres e mudancas no ciclo natural de vetores de doencas em resposta
ao desequilibrio ecologico (Assis et al., 2022). Com isso, se traz para 0 meio rural e urbano, a
emergéncia e proliferacdo de zoonoses, entre outras enfermidades, que antes tinham a
circulagdo limitada somente entre vertebrados silvestres, a exemplo do virus SARS-CoV-2,
causador da pandemia da Covid-19 (Nogueira & Da Silva, 2020) e do Virus Ebola (DVE), na
Africa Subsaariana que segundo o Ministério da satde (MS), sofre surtos esporadicos da
doenca, ambos com emergéncia associada ao aumento do consumo de carne silvestre e
fragmentacéo de habitat (Wilkinson et al., 2018).

Por isso, a fauna amazdnica, que abriga uma enorme diversidade de patdgenos,
muitos com baixo potencial epidémico em humanos (Ellwanger et al., 2020), com 0 aumento
do contato com vetores ou hospedeiros silvestres cria um alerta para a emergéncia de doencas
de origem zoondticas em humanos através do processo de spillover.

Spillover é o nome que define a sucedida infeccdo de um patdégeno de um animal
silvestre para outros, sobretudo humanos, atraves da criacdo de condicdes internas e externas
ideais (Acosta et al., 2020; Plowright et al., 2017; Wilkinson et al., 2018).

O processo que ocorre para a infeccdo do patdgeno ser bem sucedida, segundo
Plowright et al. (2017), decorre de trés principais etapas: a primeira € a pressao do patdgeno,
que depende da distribuicdo do hospedeiro e {...} sobrevivéncia, desenvolvimento e
disseminacdo no meio externo; a segunda etapa € a proximidade do humano com o vetor;
seguido pela terceira, que depende tanto da dose do virus quanto de respostas imunoldgicas e
genéticas do humano.

A probabilidade de spillover entre espécies esta condicionada, principalmente, pela
exposicdo ao agente infeccioso, que aumenta conforme maior proximidade de seres humanos
com outros animais (Acosta et al., 2020) e é maior em ambientes com perda intermediaria
(Wilkinson et al., 2018) devido a sobreposi¢do de habitats e compartilhamento de recursos, que
aproximam as especies (Acosta et al., 2020).

1.3.Arbovirus

Os arbovirus séo virus que tem capacidade de infectar artropodes, chamados de
vetores, com viremia suficiente para que ocorra a transmissdo e estabelecimento do patdégeno
em um animal vertebrado, chamado hospedeiro. Essa transmissédo em vertebrados pode ocorrer

através de contato com animais infectados ou vetores. A manutencdo do patdgeno no vetor



ocorre por contaminacgdo via alimentagdo em vertebrados contaminados ou por transmissao
vertical, chamada via transovariana, da fémea para as proles (Cruz & Vasconcelos, 2008;
Casseb et al., 2013).

A distribuicdo geografica dos arbovirus € predominante, principalmente, em regides
tropicais, por oferecer constantes condi¢fes favoraveis durante o ano (Casseb et al., 2013). Os
mosquitos, por ndo controlarem sua temperatura, dependem da variacdo climéatica do ambiente
em que vivem para a realizacdo de reacfes quimicas biologicas (Fouque & Reeder, 2019), por
iSSO a temperatura constante e alta dos ambientes intertropicais sdo ideais, pois influenciam no
aumento da taxa de desenvolvimento, produtividade e abundéncia de mosquitos, além de
auxiliar na diminuicdo do tempo de incubagdo extrinseca do mosquito, periodo de amplificacdo
do patégeno em seu corpo (Fouque et al., 2019; Poh et al., 2019).

Estimativas apontam a existéncia de mais de 500 espécies de arbovirus no mundo,
desses, mais de 150 patogénicos ao ser humano (Lopes et al., 2014; Da Silva, 2021). No Brasil
ja foram isoladas 200 espécies de arbovirus diferentes, com aproximadamente 100 relacionados
a casos clinicos em humanos (Da Silva, 2021). De todos os arbovirus isolados no pais, até 2013,
93% haviam sido identificados inicialmente na Amazonia, muitos encontrados somente nessa
regido até entdo (Casseb et al., 2013). Desses, 34 patogénicos para 0 homem (Cruz et al. 2008).

Os arbovirus, com exce¢do do virus da peste suina africana (ASFV), sdo virus de
RNA (Da Silva, 2021; Casseb et al., 2013), as principais familias relacionadas a doencas
ocasionadas em humanos sdo Sedoreoviridae, Orthomyxoviridae e Peribunyaviridae, de RNA
segmentado (mdltiplas moléculas gendmicas) e Togaviridae, Flaviviridae e Rhabdoviridae, de
RNA ndo segmentado (uma unica molécula genémica) (da Silva, 2021; Lopes et al., 2014,
Casseb et al., 2013; QIN et al., 2014).

Dos 6 principais, a familia Peribunyaviridae possui 0 maior nimero de arbovirus
conhecidos, distribuidos em cinco géneros. Togaviridae e Flaviviridae possuem somente um
género de importancia médica para estudos de arbovirus, que se diferenciam na classificacdo
antigénica; Alphavirus, da familia Togaviridae pertencente sorologicamente ao grupo A e 0
género Orthoflavivirus, da familia Flaviviridae pertencente ao grupo B (Casseb et al., 2013).

O género Orthoflavivirus possui cerca de 39 espécies de arbovirus conhecidos, com
capacidade de reatividade cruzada entre si e de causar encefalites ou febres hemorragicas em
vertebrados (Lopes et al., 2014). Além disso, esses virus possuem uma relacdo de coevolugéo
com o Aedes aegypti, que faz com que 0 mosquito possa se infectar e transmitir até quatro virus,

causadores de quatro doengas diferentes (de Lima, da Silva, de Souza, 2021).



A maioria dos arbovirus transmitidos por espécies do género Culex sdo da familia
Flaviviridae e Togaviridae e possuem reservatorios aviarios (Franz et al., 2015). A exemplo do
ciclo de transmissao enzootico do Orthoflavivirus ilheusense (ILHV) — figura 1 — em que as
aves atuam como hospedeiros de amplificacdo e o ser humano e equinos como hospedeiros
acidentais e seus principais vetores s&o mosquitos pertencentes, principalmente, dos géneros

Aedes e Psorophora (Vieira et al., 2019).

Figura 1 — Ciclo de transmissao do arbovirus Orthoflavivirus ilheusense

CICLO EPIDEMICO
CICLO ENZOOTICO

@ ™
- - -, ---a.'-—-\,I
/‘\ , . - . . A .'-l.l
’ * /
4 y = TN ;:-h._" _

< Aedes, Psorophora, Culex,
HOSPEDEIRO DE AMPLIFICACAQ ~ Haemagogus, Sabethes, elc.

HOSPEDEIRO ACIDENTAL

Created in BioRender.com bio

Descricdo: exemplificacdo do ciclo de transmisséo enzoo6tico e epidémico do arbovirus Orthoflavivirus ilheusense

através dos mosquitos em que o arbovirus ja foi isolado. Imagem: desenvolvida por autor em Biorender.

1.3.1. Orthoflavivirus ilheusense (ILHV)

O Orthoflavivirus ilheusense é um arbovirus neurotropico (Saivish, 2023)
emergente pertencente ao género Orthoflavivirus da familia Flaviviridae, classificado
originalmente no complexo antigénico da encefalite japonesa (Johnson et al., 2007) e
atualmente considerado parte do complexo antigénico Ntaya (International Committee on
Taxonomy of Viruses — ICTV), de acordo com o grau de reatividade entre os virus (da Costa et
al., 2023).



O ILHV ¢é um virus de RNA simples de sentido positivo, envelopado e de
morfologia esférica, com aproximadamente 45nm de diametro (Plante et al., 2023). Além disso,
esse arbovirus é filogeneticamente associado ao Rocio virus (ROCV), sendo considerados da
mesma espécie por causa de suas similaridades de aminoacidos (da Costa et al., 2023).

Isolado primeiramente em 1944 na cidade de llhéus — BA, j& foi detectado em
diferentes mosquitos, a exemplo de mosquitos do género Aedes, Psorophora, Culex,
Haemagogus, Sabethes, dentre outros. Apesar de apresentar um ciclo enzoo6tico entre aves e
mosquitos, atualmente ja foi registrada a ocorréncia de infeccdo de ILHV em humanos em pelo
menos seis paises da América do sul a exemplo de Trinidad, Panama, Brasil e Colémbia.
Também ja foram registrados casos em outros mamiferos, como macacos, roedores e morcegos
(da Costa et al., 2023; Reis & Neto, 2021).

No Brasil, ja foi registrada a presenca do virus em diferentes biomas, incluindo a
regido sudeste, o Pantanal e na Amazonia. Entretanto, ainda ha poucos casos de infec¢do por
ILHV, apesar de ja haver registro sorolégico do virus em humanos em diferentes estados
brasileiros e em diferentes espécies de mosquitos do género Culex (Vieira et al., 2019; Reis et
al., 2023?).

Em humanos esse arbovirus pode causar sindrome febril e encefalite (da Silva,
2021), podendo evoluir para meningoencefalite, apesar disso, ainda ndo ha casos de sequela a
longo prazo e somente uma morte relacionada a infeccdo com ILHV (da Costa et al., 2023;
Milhim et al., 2020).

1.4 Vetor

A densidade de mosquitos esta diretamente relacionada com a temperatura (Silva
et al.,, 2021; Ramos et al., 2019), por isso regibes tropicais e equatoriais tem maior
probabilidade de serem berco de novas doencas zoonoticas.

A Amazobnia possui uma alta biodiversidade e, dentro dela, ha& uma grande
variedade de insetos, incluindo os hemat6fagos, que sdo os principais vetores de zoonoses como
a Doenca de Chagas, Maléria, Leishmaniose e variados arbovirus, principalmente do género
Orthoflavivirus, como o virus da Dengue (Orthoflavivirus denguei — DENV) e da Febre
Amarela (Orthoflavivirus flavi — YFV).

A pratica da hematofagia é comum entre diversos insetos que parasitam os animais
vertebrados, muitos desses insetos pertencentes a ordem Diptera, principais transmissores de

arbovirus no mundo (Franz et al., 2015), como flebotomineos e mosquitos, principalmente da



familia Culicidae, que inclui os géneros Aedes sp. e Culex sp., por serem amplamente
distribuidos ao redor do mundo (Franz et al., 2015; Viglietta et al., 2021).

Os arbovirus sdo transmitidos para os mosquitos através de 3 formas de contato: a
transmisséo vertical, da fémea contaminada para a sua prole durante a producdo dos ovos; a
transmissao horizontal, entre a fémea e 0 macho durante a copula; e a vetorial, através do
contato da saliva do mosquito com a corrente sanguinea do hospedeiro durante a alimentagao
(Viglietta et al., 2021).

Entre as espécies de mosquitos somente as fémeas realizam a hematofagia, em
razdo de utilizar o sangue como uma fonte de aminoacidos necessarios para a maturacéo de
seus ovos. Dessa forma, a alimentacdo sanguinea é favoravel e necessaria por fornecer
nutrientes para a fémea, porém desfavoravel ao se tornar uma rica fonte de infeccédo, por expor
0s mosquitos a diversos patdgenos como bactérias, fungos e virus. Logo, como resposta
imunologica, os mosquitos desenvolveram diversas barreiras fisioldgicas a fim de dificultar a
infeccdo por patdgenos (Silva, Lemos & Silva, 2012).

Por isso, a susceptibilidade a infeccdo esta relacionada a fatores genéticos e
mecanicos, que variam de acordo com cada espécie de mosquito, por isso, somente alguns virus
especificos possuem a capacidade de infectar mosquitos e serem transmitidos (Franz et al.,
2015).

Ao se infectar, o artrépode permanece com o virus até a morte (Casseb et al., 2013),
com isso 0 mosquito pode disseminar o virus para outros animais, através das diferentes formas
de transmissao viral, e se tornar vetor do patégeno. Contudo, para isso ocorrer primeiramente
0 agente precisa passar por trés principais barreiras do mosquito; que comegam no intestino
médio, a porta de entrada principal da infec¢do, segue para a hemocele e, logo depois, para as
glandulas salivares (Viglietta et al., 2021).

Apbs a alimentacdo sanguinea, o sangue ingerido pelo mosquito é armazenado em
um saco quitinoso dentro do intestino médio para futura digestdo, por isso, para infectar o
restante do corpo do mosquito, 0 virus precisa passar pelo epitélio do intestino médio — a
primeira barreira. Com a disseminacdo bem sucedida no intestino médio, o virus se encaminha
para a hemocele, onde estdo localizados os hemdcitos, células imunolégicas similares aos
macrofagos em humanos, que servem para reconhecimento e fagocitose do antigeno — a
segunda barreira. Com isso, 0 virus consegue alcancar os tecidos das glandulas salivares e,
assim, transpor as barreiras de infeccdo e de escape das glandulas salivares; a terceira e ultima
barreira. Ainda assim, ap0s a replicacdo nas glandulas, para que a saliva infectada seja liberada

pelos dutos salivares e disseminada atraves da picada do mosquito € preciso ocorrer a indugéo



da apoptose nas células acinares de suas glandulas, local em que fica depositada a saliva
produzida (Viglietta et al., 2021; Franz et al., 2015).

1.4.1. Género Culex

O complexo Culex pipiens (figura 2), definido em 1951 (Mattingly, 1967), engloba
mais de 4 subsespécies de mosquitos do género Culex, organizados com base em comparacdes
geograficas e morfofisiologicas (Vallada, 1972). Além disso, possuem grande relevancia
médica por serem cosmopolitas e terem uma relagdo proxima com humanos (Gil et al., 2021),
se tornando grandes vetores de doencas ao redor do mundo, pois, assim como todos da familia
Culicidae, os mosquitos do complexo Culex pipiens sao hematofagos e, por isso, tem potencial
para transmitir doencas tanto para animais silvestres e domesticos, quanto para seres humanos

através de sua saliva.

Figura 2 — Mosquito do complexo Culex pipiens

Descri¢éo: Foto do mosquito do género Culex pipiens Linneaus. Imagem: Walter Reed Biosystematics Unit
(WRBU).

Na Ameérica existem pelo menos 7 espécies do género Culex distribuidas pelo
continente, que variam de acordo com a temperatura, umidade e vegetacdo local (Gorris,

Bartlow, Temple et al., 2021). No Brasil, grande parte do pais é ocupada pela espécie Culex
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quinquefasciatus, que é mais adaptada a climas tropicais, enquanto regides temperadas sao
ocupadas principalmente por Culex pipiens (Fernandes, 2017; Rios et al., 2022).

Como todos do complexo Cx. Pipiens, o Cx. quinquefasciatus ¢ um mosquito de
habito noturno, de ampla distribuicdo e densidade em ambientes e domicilios urbanos
(Fernandes, 2017) que, junto com os mosquitos Aedes aegypti e Ae. albopictus, tem capacidade
de se adaptar em ambiente urbano e rural e residir em habita¢cdes humanas (Van Den Hurk et
al., 2017; Harvey-Samuel et al., 2021). Sua principal caracteristica diferenciadora tem relacéo
com a sua oviposicdo. O Cx. quinguefasciatus prefere aguas turvas e ricas em matérias
organicas como ambiente larval. Além disso, a fémea ovipde até cerca de 250 ovos, que
permanecem agrupados em formato de jangada, diretamente sobre a 4gua (Fernandes, 2017).

O Culex quinquefasciatus possui como preferéncia a hematofagia em humano
(antropofilia) e em aves (ornitofilia), podendo ser um possivel vetor de amplificacdo de virus
aviarios, a exemplo do Orthoflavivirus nilense (WNV), como destacado por Garcia-Rejon et al.
(2010).

Atualmente associados a transmissdo do WNV e virus relacionados a doencas
encefalicas, tal como o Orthoflavivirus louisense (SLEV), os mosquitos do género Culex tem
sido estudados quanto a sua capacidade de se tornar vetor de diferentes arbovirus,
principalmente emergentes, com potencial epidémico (Gorris et al., 2021).

Estudos ja demonstraram a incapacidade de espécies de mosquitos do género Culex
para a transmissdo de dois dos virus de maior circulagdo do territério brasileiro, o
Orthoflavivirus zikaense — ZIKV (Main et al., 2018; De Gusméo, Patriota & De Lima Carvalho,
2019) e o Orthoflavivirus denguei — DENV (Huang, Vergne & Gubler, 2019).

Entretanto, ainda ndo é descartada a possibilidade de transmissao desses virus pelo
Cx. quinguefasciatus, visto que ja foram detectados casos positivos para a sua infeccdo (Van
Den Hurk et al., 2017; Main, 2018), indicando a possibilidade de susceptibilidade dessa espécie,
que pode variar de acordo com a exposi¢cdo do mosquito a diferentes condi¢cdes ambientais e
virais.

Por isso estudos de competéncia vetorial (CV), ou seja, a capacidade de um vetor
de infectar-se com um patogeno (susceptibilidade a infeccdo), manté-lo em multiplicacdo pelos
tecidos (periodo de incubacao extrinseco — PIE) e transmiti-lo a partir de uma alta viremia nas
glandulas salivares e na saliva (Vogels et al., 2016), relacionados a cinética da replicacéo e
tropismo viral nas populacdes de mosquitos do género Culex sdo importantes, pois podem
contribuir para uma melhor compreensdo do potencial de transmissao e da interag&o virus-vetor,

fatores que condicionam a epidemiologia da doenca em uma determinada localidade.



11

Devido ao pouco conhecimento a respeito da epidemiologia da doenca causada pela
infeccdo do ILHV, a realizagdo de experimentos de infeccdo experimental do Orthoflavivirus
ilheusense em mosquitos da espécie Culex quinquefasciatus possui grande importancia para o
entendimento dos possiveis mecanismos de transmissdo do virus por esse vetor, uma vez que
ndo ha trabalhos de anélise de competéncia vetorial dessa espécie para a transmisséo do ILHV,
além de possibilitar a consideragdo de outras espécies que podem vir a atuar como vetores do
ILHV, em conjunto com os vetores ja conhecidos como os mosquitos dos géneros Aedes e
Psorophora.

A presente pesquisa é o preludio para a melhor compreenséo a respeito da existéncia

de mecanismos de defesa desse vetor frente a uma alimentagdo sanguinea infecciosa.

2 OBJETIVOS

2.1.Geral
Avaliar a competéncia vetorial do Culex quinquefasciatus (SAY, 1823) para

transmissdo do Orthoflavivirus ilheusense.

2.2.0Dbjetivos especificos
e Analisar a viabilidade da infeccdo de mosquitos Culex quinquefasciatus a partir de
suspencao viral de células infectadas com Orthoflavivirus ilheusense.
e Determinar o titulo viral do ILHV nas regides de cabeca, térax e abdémen (corpo) e
saliva apds o periodo de 7, 14 e 21 dias pés infeccao.

e Calcular as taxas de infeccdo, disseminacao e transmissao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1.Amostras

Com o certificado de aprovacgio da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Evandro Chagas (Anexo A), as colonias de Cx. quinquefasciatus (Cidade Nova —
Ananindeua/Pard) foram obtidas através da captura ativa de adultos e cedidas pelo Laboratério

de Entomologia Médica do Instituto Evandro Chagas (IEC), sendo mantidas em insetario
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climatizado com temperatura de 28°C + 1°C, umidade de 80% + 10% e ciclos de claro/escuro
de 12h/12h, de acordo com protocolo estabelecido por Vogels et al. (2016).

As jangadas de ovos foram criadas em recipientes contendo 700 mL de agua
destilada com enriquecimento ambiental de matéria organica, com suplementacdo de racao de
peixe triturada e esterilizada, durante os quatro estadios do periodo larval (L1, L2, L3 e L4).
Ao atingirem a forma de pupa, foram coletadas com auxilio de pipeta Pasteur e transferidas
para um recipiente transparente de polipropileno (Firstlab®) contendo 50 mL de 4gua destilada
e acondicionadas em gaiolas entomologicas com dimensdes de 30x30x30 cm.

As formas aladas foram mantidas com algod&o embebido em solugdo de aglcar a
10% ad libitum. Para a realizagéo da infecgéo e para o grupo controle foram utilizadas as proles

da geracdo inicial, a geracdo F1.

3.2.Preparo do estoque viral

O estoque viral foi preparado em células Vero de rim de macaco verde africano
(Chlorocebus aethiops) (ATCC® CCL-81™), na qual 150 pL do virus foram inoculados em
frasco de poliestireno para cultura de células (Sarstedt®) com capacidade de 21 a 55 mL, 0
frasco foi entdo incubado a uma temperatura de 37°C em estufa a 5% CO, por uma hora para
adsorcdo, agitando levemente o frasco a cada 15 minutos. Apds a adsor¢do, 25 mL de meio de
cultura de manutencéo 199 (GIBCO) contendo 2% de soro fetal bovino, penicilina (100 Ul/mL)
e estreptomicina (100 pg/mL) foram adicionados ao frasco.

As células infectadas foram mantidas em estufa e monitoradas diariamente em
microscopio invertido (ZEISS) para avaliagdo da ocorréncia de efeito citopatico (ECP) por um
periodo de cinco dias. Apds a identificacdo do ECP em 90% da monocamada, o frasco foi
agitado para liberacdo da monocamada da parede, adicionou-se 10% de soro fetal bovino e
realizou-se aliquotagem de 2 mL do sobrenadante da cultura em tubos para criogénica congelar
KMA (Mylabor®), mantendo-os em freezer a -70°C até o momento do uso (TESH, 1979).

3.3.Infecgédo dos mosquitos
Apbs a emergéncia da fase adulta da geragcdo F1, as fémeas foram separadas e
privadas de agucar por um periodo de 24 horas antes da alimentacéo sanguinea infecciosa. As
infeccOes orais foram realizadas em Infectdrio, em uma cabine de seguranga bioldgica (CBS)

classe Il B2.
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Com o auxilio de um alimentador artificial de vidro (Figura 3), a &rea de oferta de
sangue para 0s mosquitos foi envolvida por uma membrana de peritonio de figado bovino
adquirida em frigorifico. Preenchido com 2 mL de sangue de ganso desfibrinado, adquirido no
biotério do IEC, e mais 2 mL de suspensdo viral, o sangue dentro do alimentador artificial foi
mantido constantemente aquecido a 37°C em “banho-maria” (Digital Bath NI 1255-25L) e as
fémeas permaneceram expostas a refeicdo de sangue infectante por 60 minutos.

Apbs o periodo de exposicdo a refeicdo de sangue infeccioso, as fémeas
ingurgitadas foram separadas e transferidas para uma gaiola entomoldgica dupla.

Quarenta e oito horas ap6s a alimentacdo do sangue infectante, um recipiente
transparente de polipropileno (Firstlab®) contendo 15 mL de &gua destilada e matéria organica
para oviposicdo foi depositado no interior das gaiolas, para possibilitar a verificacdo da prole,
se necessario, permanecendo nesta por um periodo de até sete dias ap6s a alimentacdo
infectante.

O grupo controle de mosquitos foi composto por fémeas nédo infectadas
pertencentes a mesma geracao utilizada na infeccdo, de acordo com os protocolos definidos por
Vogels et al. (2016).

Para maior veracidade dos resultados foram realizadas duas infeccGes
independentes na coldnia de proles F1 da mesma geracéo inicial (FO).

Figura 3 — Alimentacéo com alimentador artificial

Entrada e saida de agua aquecida
com Digital Bath NI 1255-25L

Alimentador artificial de vidro <

2 mL sangue de ganso +
2 mL suspensao viral

( "%j] Membrana de peritonio
—— de figado bovino

jre~——)

b el ‘
i
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Descrigdo: exemplificacdo da alimentacdo artificial do mosquito Culex quinquefasciatus com sangue de ganso

contendo suspensdo viral de Orthoflavivirus ilheusense. Imagem: desenvolvida por autor em Biorender.
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Descricéo: foto do interior da gaiola durante a alimentacéo artificial do mosquito Culex quinquefasciatus. Imagem:

Lucia Aline Reis.

3.4.Segmentacao dos mosquitos e extracdo da saliva

A segmentacdo dos mosquitos e a extracdo da saliva foi realizada no 7°, 14° e 21°
dia pos-infecgdo (DPI) sendo separados de forma individual cabega, saliva, torax e abdémen
(corpo) — figura 4.

A segmentacdo do corpo e cabeca foi realizada de acordo com a técnica descrita
por Consoli & Oliveira (1994): as fémeas infectadas foram paralisadas em banho de gelo, sendo
depositadas em lamina de microscopio (Kolplast ®) esterilizada, com o ventre para cima foram
retiradas, com auxilio de pinga entomologica, primeiramente as asas e pernas.

Em seguida, foi realizado o procedimento de extracdo de saliva acordo com a
técnica adaptada descrita por Nufiez et al. (2020) e Castro et al. (2004): a proboscide da fémea
foi inserida na ponta de uma micropipeta de polipropileno de 10 puLL (Axygen®) contendo 5 uL
de soro fetal bovino (SBF) (GIBCO) e, entdo, aguardou-se 30 minutos para a salivacdo. Apos
esse periodo, 0 meio contendo a saliva foi transferido para tubos epperdorf (Sarstedt®)
contendo 45 pulL do meio Leibowitz L-15 (GIBCO), sendo a saliva imediatamente armazenada
em freezer a -70°C.

ApoOs a extracdo da saliva, o corpo e a cabeca de cada mosquito foi separado e
transferido para tubos eppendorf (Sarstedt®) individualmente e, entdo, 1000 uL de solugdo
salina tamponada com fosfato de Dulbecco (DPBS) (Life technologies, Carlsbad, CA, EUA)
contendo 2% de penicilina e estreptomicina, 1% de fungizona e 5% de soro fetal bovino mais
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uma esfera de aco inoxidavel de 3 mm foram adicionados aos eppendorfs para a realizacdo do
procedimento de maceragdo em equipamento TissueLyser 11 (Qiagen, Hilden, Alemanha) a uma
velocidade de 25 voltas (Hz) por minuto.

Logo apds, as amostras foram armazenadas em freezer a temperatura -70°C por um

periodo minimo de 24 horas.

Figura 4 — Segmentac¢do do mosquito

Descrigdo: Passo a passo da segmentacdo realizada nas fémeas do mosquito Culex quinquefasciatus de acordo
com a técnica descrita por Consoli & Oliveira (1994). Imagem: Licia Aline Reis.

3.5.1solamento viral

O isolamento viral em cultura de células foi realizado de acordo com o protocolo
estabelecido por lgarashi (1978) no qual, apds o processo de maceracdo e incubacdo das
amostras em freezer -70°C, os eppendorfs foram centrifugados (Hettich® modelo Mikro 220R)
a uma velocidade de 10.000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos a uma temperatura de
4°C. Em seguida, 100 puL do sobrenadante do macerado foi coletado e inoculado na
monocamada de cultura de células de Aedes albopictus C6/36 (ATCC: CRL-1660) cultivada
em placas de 24 pocos para cultura de células (TPP®). Apos a inoculacdo as placas foram
levadas para estufa 20°C e 5% de CO> para adsor¢do e foram homogeneizados a cada 15
minutos. Posteriormente, 1,5 mL de meio de manutencéo Leibowitz L-15 (GIBCO) preparado
com 2,95% de fosfato de triptose, aminoacidos ndo essenciais, penicilina, estreptomicina e 2%
de soro fetal bovino foram adicionados & monocamada.

As células C6/36 inoculadas foram armazenadas em estufa (NAPCO) com 5% de
CO2 a 28°C (x 2°C) e avaliadas diariamente em microscépio 6ptico invertido (OLYMPUS
modelo CK-2) por sete dias para verificar a ocorréncia de efeito citopatico (ECP) e



16

posteriormente submetidos ao teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), utilizando anticorpo
policlonal para grupo B (Flavivirus).
Controles positivo e negativo também foram utilizados para conferir maior

confiabilidade ao teste.

3.6.Teste de imunofluorescéncia indireta (IFI)

O teste foi realizado de acordo com protocolo estabelecido por Gubler (1989).
Adicionou-se em cada orificio da lamina de imunofluorescéncia 25 pL do sobrenadante de
células C6/36 inoculadas com as amostras, aguardou-se sedimentacdo das células por 10
minutos, retirou-se o excesso de amostra da lamina e aguardou-se a secagem da amostra em
cabine de seguranca biologica (CBS), em seguida foi realizado a fixacdo com acetona
propanona (PA) por 10 minutos a -20°C. As laminas foram, entdo, imersas em solucdo de
albumina bovina nas concentragdes de 3% e 1% e em PBS (pH 7,4) por 10 minutos a 25°C. A
seguir, 25 pL do anticorpo policlonal fluido ascético hiperimune (FAI) produzido em
camundongo suico albino adulto (Mus musculus) pela Secdo de arbovirologia e febres
emergentes (SAARB) do IEC, foram adicionados aos orificios das laminas e as mesmas
acondicionadas em camara imida em estufa (NAPCO) por 30 minutos a 37°C.

As laminas foram lavadas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) por 10
minutos, em seguida rinsadas em agua destilada, secas e 25 puL do anticorpo anti-mouse
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (Cappel, catalog: 55499, FITC-conjugated goat
IgG, fraction to mouse immunoglobulin 1gG, IgA, and IgM, United State) diluido em 1:900 em
PBS e Azul de Evans (Evans Blues) a 0,5% foi adicionado a cada orificio da lamina.

As laminas foram novamente acondicionadas em camara imida e em estufa por 30
minutos, repetiu-se a lavagem com PBS por 10 minutos e adicionou-se 25 uL de glicerina
tamponada (pH 8,2) em cada orificio da lamina com fixacdo da laminula para observacdo em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51, objetiva UPlanFL N20X/ 0,5 e filtros WB e U-
25nd).

O grau de fluorescéncia das amostras positivas foi analisado de acordo com o
protocolo estabelecido por Weller & Coons (1954), na qual as reacdes de fluorescéncia sao
graduadas de 1+ (uma cruz) a 4+ (quatro cruzes), onde 1+ indica fluorescéncia minima e 4+

indica fluorescéncia intensa de acordo com a presenca e quantidade de virus.
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3.7.Titulagéo viral

A titulacéo viral foi realizada no estoque viral utilizado no processo de infecgéo e
no sangue contendo o Orthoflavivirus ilheusense (MIX).

A titulacdo viral foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido por Dulbecco
& Vogt (1953), no qual em uma placa de cultura de células de 96 pocos (Kasvi®) dividida ao
meio para permitir a diluicio em série de 10 vezes das amostras (10 a 10°°), diluente PBS com
bovina a 0,75%, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e 2% de soro fetal bovino.
225 pL de meio de cultura de manutengao 199 (GIBCO) foram adicionados a placa, entao 25
pL da amostra foram adicionados ao orificio identificado como “-1” e a mistura foi
homogeneizada. Em seguida, aspirou-se 125 uL do orificio “-1” ¢ transferiu-se para 0 proximo
orificio identificado por “-2”, repetindo o procedimento até a ultima dilui¢ao de “-6”.

Apbs o processo de diluicdo da amostra, em uma placa de cultura de células de 24
pocos (Kasvi®) contendo monocamada de células Vero cultivadas (Cercopithecus aethiops)
(ATCC® CCL-81™), onde cada orificio e identificado de -1 a -6 de acordo com a dilui¢do
realizada, o meio de cultura 199 (GIBCO) usado para cultivar células VERO foi substituido e
100 pL da amostra viral diluida foram adicionados a cada poco de acordo com a identificagdo.
Em seguida, a placa foi incubada em estufa (NAPCO) a 37°C e 5% de CO> por uma hora, na
qual, a cada 15 minutos, a placa foi homogeneizada para aumentar a adsorcao viral.

Apos a adsorcdo viral, 1,5 ml de carboximetilcelulose (CMC, 3% em meio 199)
suplementado com 5% de soro fetal bovino, penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100
pg/mL) foram adicionados a cada orificio, seguido pela incubacdo da placa em estufa a 37°C
por quatro dias. Apds esse periodo, as células foram fixadas com 1,5 mL de formaldeido a 10%
em &gua e a placa incubada na estufa por quatro a sete horas ou em overnight. Em seguida, a
placa foi lavada até a completa retirada do produto e sdo adicionados 1,5 mL do corante Cristal
Violeta 0,1% aguardando em temperatura ambiente por um periodo de 24 horas.

A titulacdo viral foi determinada multiplicando-se o numero de unidades
formadoras de placa (PFU) obtidas em uma determinada diluicéo, pelo fator de dilui¢do, sendo

o resultado expresso em Unidades Formadoras de Placas por Mililitro (UFP/mL).

Titulo viral = N¢ de PFU x fator de diluicdo x diluicao
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3.8.Célculo das taxas de infeccdo, disseminacéo e transmissao
O célculo da taxa de infec¢do foi realizado a partir do nimero de mosquitos com o
corpo infectado entre as fémeas ingurgitadas, enquanto a taxa de disseminacéo foi calculada
com base no numero de mosquitos com cabeca infectadas entre 0os mosquitos previamente
identificados com o corpo infectado e a taxa de transmisséo foram calculados de acordo com 0
nimero de mosquitos com a saliva infectada entre aqueles positivos para infeccdo e

disseminacéo de acordo com protocolo estabelecido por Chouin-Carneiro (2016).

n° de fémeas com corpo infectado

Taxa de infecgao: - -
¢ Total de fémeas ingurgitadas

n° de fémeas com cabeca infectada

Taxa de Disseminagao: -
¢ Total de fémeas com o corpo infectado

n° de fémeas com saliva infectada

Taxa de Transmissao: -
Total de fémeas com corpo e cabega infectadas

4 RESULTADOS

Foram realizadas duas infec¢des independentes nos mosquitos de mesma colénia
via alimentacdo sanguinea in vitro e analisados no teste de IFI um total de 70 mosquitos, com
16 provenientes da 1?2 infeccdo e 54 provenientes da 28.

Foram analisadas, no 7 DPI da 12 infecgdo, as amostras de cabeca e tdrax e abdémen
de 4 mosquitos, assim como no 14 DPI; no 21 DPI foram analisados um total de 8 mosquitos.
Assim como 0s mosquitos da 12 infeccdo, também foram analisadas as amostras de cabeca
(Figura 5 e 6) e torax e abdémen (Figura 7) dos mosquitos da 22 infeccdo, com anélise de 17

mosquitos no 7 DPI; 18 mosquitos no 14 DPI e 19 mosquitos no 21 DPI (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise e resultado de amostras no 7°, 14° e 21° DPI

7 DPI 14 DPI 21 DPI
Amostra N° | Resultado| N° | Resultado| N° | Resultado
) Cabeca 4 ) 4 1) 8 1)
12 infeccéo
Toérax 4 %) 4 0] 8 0]
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Abdomen 4 %) 4 %) 8 %)

Cabeca 17 %) 18 %) 19 %)

22 infeccao Torax 17 %) 18 %) 19 %)
Abdomen 17 %) 18 %) 19 %)

O teste de IFI das 140 amostras dos mosquitos ndo detectou a presenca de
Orthoflavivirus ilheusense nas partes anatbmicas da cabeca e do térax e abdémen (corpo),
indicando a ndo infeccdo de ILHV pelas fémeas Culex quinquefasciatus.

Por causa do resultado negativo para infeccdo de ILHV nao foi necessaria a analise
das amostras de saliva, haja vista que a presenca de virus na saliva s6 existira se houver a
infeccdo e replicacdo de virus em outras partes do corpo do mosquito.

Entretanto, nos controles, o resultado da imunofluorescéncia indireta foi positivo
guando realizada no sangue contendo o Orthoflavivirus ilheusense (M1X) da 12 e da 22 infec¢édo
(Figura 8), com 2 cruzes (++) e também no estoque viral com anticorpos policlonais do grupo
B (Figura 9), com 3 cruzes (+++), também mostrou um resultado de 1 cruz (+) para o grupo
controle positivo (C+) contendo Orthoflavivirus denguei tipo 1 — DENV1 (Figura 10), assim
como a presenca de efeito citopatico em 90% da monocamada das células infectadas (Figura
11). Assim, é notdria a indicacdo de presenca de virus no sangue oferecido as fémeas para serem
infectadas.

A titulac&o viral realizada para a amostra de estoque (31,5 x 10 x 10°) foi de 3,1 x
107 PFU/mL, para o MIX da primeira infecgdo foi de 1,45 x 10® PFU/mL e para o MIX da
segunda infeccdo foi de 1,55 x 10® PFU/mL. Devido o resultado negativo para a presenca de
virus nas fémeas ndo foi necessaria a realizacdo do calculo de titulacdo viral, portanto a taxa de
infeccdo, disseminacdo e de transmissdo foi de 0%, consequente da auséncia de amostras

positivas.
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Figura 5 — Lamina anatdmica do mosquito 11 — 22 infeccéo

Descrigdo: duas regides distintas da lamina da cabe¢a do mosquito 11 da segunda infecgéo, 21 dias apos a infeccdo
(21° DPI) com resultado negativo para presenga de virus — células negativas sdo marcadas de vermelho pelo corante
Azul de Evans. Imagens: Lucia Aline Reis. Imagens na objetiva de 20X de magnificagdo

Figura 6 — Lamina anatdmica do mosquito 16 — 22 infeccao

Descrigdo: duas regides distintas da lamina da cabe¢a do mosquito 16 da segunda infecgéo, 21 dias apos a infec¢do
(21° DPI) indicando a auséncia de virus. Imagens: Lucia Aline Reis. Imagens na objetiva de 20X de magnificacao

Figura 7 — LA&mina anatdmica do mosquito 18 — 22 infeccéo
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Descricdo: duas regides distintas da ldmina do corpo (tdrax e abdémen) do mosquito 18 da segunda infeccéo, 21
dias apds a infeccédo (21° DPI), com resultado negativo para presenca de virus. Imagens: Licia Aline Reis. Imagens

na objetiva de 20X de magnificagéo.

Figura 8 — Resultado IFI para o MIX da 22 infecgéo
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Descricdo: diferentes regides da lamina do MIX da 22 infeccdo na imunofluorescéncia indireta, indicando o
resultado positivo, com 2 cruzes (++), de acordo com o protocolo estabelecido por Weller & Coons (2016).

Imagens: Lucia Aline Reis. Imagens na objetiva de 20X de magnificagdo.

Figura 9 — Resultado IFI para o estoque

Descrigdo: trés diferentes areas da ldmina positiva do estoque viral com anticorpos policlonais do grupo B na
imunofluorescéncia indireta, indicando o resultado de 3 cruzes (+++), de acordo com o protocolo estabelecido por

Weller & Coons (2016). Imagens: Licia Aline Reis. Imagens na objetiva de 20X de magnificaco.

Figura 10 — Resultado IFI para o C+
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Descricdo: duas diferentes areas da lamina positiva do controle positivo contendo DENV1 na imunofluorescéncia
indireta indicando o resultado de 1 cruz (+), de acordo com o protocolo estabelecido por Weller & Coons (2016).
Imagens: Lucia Aline Reis. Imagens na objetiva de 20X de magnificagdo.

Figura 11 — Efeito citopatico de células C6/36

o

Figura A

i

FiguraB1

Descrigdo: efeito citopatico observado em microscopio invertido de 90% da monocamada de células C6/36

infectadas da primeira (Figura A) e segunda (Figura B1 e B2) infec¢do. Imagens: Lucia Aline Reis. Imagens na
objetiva de 20X de magnificacéo.
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5 DISCUSSAO

Zoonoses comecgaram a ser vistas como crise mundial a partir da década de 2010
(Filho et al., 2022), com o aumento de pesquisas associadas. Com isso, estudos de tendéncias
zoondticas passaram a observar a relagdo patégeno-vetor quando em situagbes de mudangas
climéticas, fator que influencia tanto no nicho ecoldgico, quanto na resposta imunoldgica do
vetor e a consequente distribuicdo e probabilidade de infeccdo do patdgeno por outros seres
vivos, incluindo os humanos.

Em uma abordagem sobre zoonoses e alteragBes climaticas Rupasinghe et al.
(2022) cita riscos quanto ao aumento da transmissdo de dengue para humanos, em
aproximadamente 60 anos, somado a um aumento anual de malaria, entre 2050 e 2080 e de
surtos de influenza aviaria.

Acrescido disso é fundamental destacar o aumento de mosquitos do complexo
Culex pipiens proximo a fontes de 4gua durante climas quentes e secos, que diminui a distancia
de contato entre vetor e ave e facilita a chance de multiplicacdo viral de doencas aviarias, que
sdo transmitidas, principalmente, pelo mosquito Culex quinquefasciatus, a exemplo do
arbovirus Orthoflavivirus nilense (WNV) e do virus Avipoxvirus (Poxiviridae). Essas doencas
ndo apenas tém potencial de afetar os humanos, como também ameacam a comunidade aviaria
por serem os principais hospedeiros desses virus e, em ambientes isolados, como ilhas, podem
ocasionar a extincao de espécies de aves locais (Harvey-Samuel et al., 2021).

Com isso, como o Culex € um dos géneros de mosquitos mais associados a
transmissdo de arbovirus (Fernandes, 2017) e as constantes alteracfes climaticas podem
contribuir para a facilidade de infec¢do e transmissdo de virus, ndo é possivel descartar a
possibilidade de infeccdo e transmissibilidade do Orthoflavivirus ilheusense por Culex
quinguefasciatus. Sua negatividade a infeccdo com o virus pode ter sido influenciada pelas
condigdes utilizadas para a realizacdo da pesquisa, como a alimentacdo in vitro, sangue
utilizado no MIX, tempo de exposi¢édo, entre outros.

Portanto, apesar dos resultados negativos, o mosquito ndo pode deixar de ser
considerado como possivel vetor do virus.

Ressalta-se a necessidade de estudos com outras variaveis que influenciem na
competéncia vetorial de um mosquito para transmissdo de um arbovirus a exemplo de diferentes
titulacGes virais, como citado por Degallier et al (2001), pois como demonstrado em estudo de

competéncia vetorial de mosquitos do género Culex para Zika virus analisados por Viveiros-



25

Rosa (2020), a diferenca de titulacdo e cepa utilizada é de fundamental importancia para a
capacidade do Cx. quinquefasciatus se infectar e transmitir um virus.

Assim, para a titulacdo viral utilizada, os resultados negativos para a presenca de
virus nas amostras de cabeca e corpo (térax + abdémen), indicaram a refratariedade do Cx.
quinquefasciatus para o virus, ou seja, a infeccéo e disseminagdo do patégeno pelos tecidos foi
barrada pelas barreiras de infec¢cdo do mosquito (Macleod & Dimopoulos, 2020).

Essa refratariedade do mosquito Cx. quinquefasciatus para os virus da familia
Flaviviridae também é vista em pesquisas realizadas para infeccdo artificial com ZIKV
(Elizondo-Quiroga, 2019; Dodson & Rasgon, 2017; Macleod & Dimopoulos, 2020) e DENV
(Huang, Vergne & Gubler, 2019), além de refratariedade para virus de outras familias como o
Mayaro virus (Togaviridae) (Pereira et al., 2020). Apesar disso, pesquisas realizadas na mesma
populacdo de mosquitos do presente estudo analisaram a competéncia dos mosquitos para a
transmissdo de Orthoflavivirus nilense, demonstrando sua competéncia vetorial a transmisséo
e susceptibilidade ao arbovirus da familia Flaviviridae (Reis et al., 2023°) e também, para
outras familias, a exemplo do Oropouche virus (OROV) — familia Orthobunyavirus, mesmo
gue com baixo potencial, como demonstrado por McGregor, Connelly & Kenney (2021).

Portanto, com auséncia de infeccdo e replicacdo do virus no Culex
quinquefasciatus, é necessaria a realizacdo de mais pesquisas relacionadas aos receptores
celulares presentes nos mosquitos do género Culex, para virus, em especifico ao ILHV, pois
para que uma infeccdo seja estabelecida no corpo de um mosquito, é necessario que 0 virus
primeiramente infecte as células do intestino médio e passe pela barreira do intestino médio,
disseminando-se para outros 6rgdos, incluindo as glandulas salivares, responsaveis pela
transmissao (Manning, 2018). Além disso, a liberacdo da saliva contendo o virus em mosquitos,
através da apoptose das células das glandulas salivares, ainda ndo é bem compreendida (Franz
et al., 2015), levantando questionamentos quanto a capacidade de transmissdo viral por
mosquitos.

Desse modo, € necessario que se facam mais pesquisas que estudem a resposta
imunoldgica do mosquito ao virus exposto e que estudem a sua capacidade de transmissdo. A
exposicédo a diferentes titulacGes virais ou diferentes formas de alimenta¢do, como a infecgéo
direta via hospedeiro infectado, de preferéncia ave, por ser um virus originalmente aviario —
para uma maior compreensdo da sua competéncia vetorial.

Além disso, se faz necessaria a realizacdo de pesquisas relacionadas aos
mecanismos de acdo do ILHV nas barreiras de infeccdo dos mosquitos, para melhor

compreensdo de seu potencial endémico pois, apesar do mosquito Culex quinquefasciatus estar
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relacionado a transmissdo de virus causadores de doencas encefélicas (Gorris et al., 2021) e
apresentar predisposicdo a transmissdo do ILHV, de acordo com o agrupamento, em analises
filogenéticas, de arbovirus capazes de serem transmitidos por mosquitos do género Culex

(Rathore & St. John, 2020), apresentou exce¢do quando exposto ao ILHV.

6 CONCLUSAO

Para as condi¢cdes impostas a pesquisa, na metodologia aplicada, o Culex
quinquefasciatus ndo demonstrou ser um vetor susceptivel a infeccdo e transmissdo do
Orthoflavivirus ilheusense, devido o resultado negativo para presenca de virus no organismo,
exposto no teste de imunofluorescéncia indireta. Por isso, ndo foi necessaria a realizacdo de
calculo de titulacéo viral na cabeca, corpo e saliva dos mosquitos pois, para a titulacdo utilizada,
a espécie Culex quinquefasciatus ndo se infectou, ou seja, ndo apresentou virus. Além disso, 0
mosquito, por ndo apresentar virus em suas partes anatdmicas, apresentou taxa de 0% para
infeccdo, disseminacdo e transmissdo de Orthoflavivirus ilheusense. Portanto, ndo apresentou

capacidade vetorial, para a quantidade de virus ingerida.
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