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RESUMO

A Febre do Nilo Ocidental € uma arbovirose causada pelo West Nile virus (WNV), cujos
principais vetores sdo mosquitos do género Culex spp., dentre eles Culex quinquefasciatus. A
espécie possui habitos hematofagicos ornitofilicos e antropofilicos, crepusculares e com
preferéncia para oviposicdo em cole¢cdes contendo agua estagnada com alto teor de matéria
organica em decomposi¢do, é muito bem adaptada a ambientes urbanos. As fémeas de Culex
quinquefasciatus ao realizarem o repasto sanguineo ingerem sangue contendo diversos
nutrientes para a maturacdo dos ovos, assim como estdo vulnerdveis a varios agentes
patogénicos. Logo, ressalta-se que uma importante caracteristica para a disseminacdo das
arboviroses é uma alta competéncia vetorial, a qual define-se como a capacidade do artrépode
ser susceptivel a infeccdo, com multiplicacdo e disseminagdo de patdgenos pelos tecidos até a
saliva, por onde pode ser transmitido em um novo repasto sanguineo. Com isso, 0 presente
estudo objetivou avaliar a competéncia vetorial de fémeas de Culex quinquefasciatus da cidade
de Ananindeua, Estado do Pard (Regido Amazodnica), oralmente infectadas com uma cepa
brasileira de WNV (cepa BE AN 854747) a fim de verificar a susceptibilidade dessa populagéo,
determinar o titulo viral nas regifes de corpo, cabeca e saliva e calcular as taxas de infeccdo,
disseminacgéo e transmissao viral. Para isso, os mosquitos foram alimentados artificialmente
com 2mL de sangue de carneiro desfibrinado e 2mL de suspencdo de células Vero infectadas
(1,4x108 PFU/mL), em seguida realizou-se no 72, 142 e 219 dia de p6s-infeccéo (dpi) a extracdo
da saliva e segmentacdo das fémeas para verificar a presenca do virus utilizando as técnicas de
isolamento viral e titulacdo viral em placas. Foram observadas altas taxas de infec¢do nos trés
dpi’s analisados (100%), com titulos que variaram de 1,1x10* a 7x10° PFU/mL no 79 dpi,
1,3x10% a 4,3x10* PFU/mL no 14° dpi e 1,9x108 a 5,1x108 PFU/mL no 212 dpi, demonstrando
alta susceptibilidade da espécie a infeccdo. A taxa de disseminacédo foi maior do 212 dpi com
100% das amostras de cabeca positivas e com titulos entre 1,8x107 e 4,2x108 PFU/mL. A taxa
de transmissdo também se mostrou mais elevada ao 212 dpi, com 100% das salivas positivas,
com titulos entre 1,3x10* e 4x10? PFU/mL. Conclui-se que, a populagdo de Culex
quinquefasciatus estudada possui alta susceptibilidade a infeccdo pela cepa brasileira do WNV
com elevada competéncia vetorial e probabilidade de a espécie tornar-se um vetor importante
do virus, uma vez que a cepa brasileira estudada foi capaz de superar as barreiras anatbmicas,
com constante disseminacdo viral ao longo dos 21 dias avaliados, permitindo assim sua

transmissdo para diversos hospedeiros vertebrados, incluindo os invertebrados.



ABSTRACT

West Nile Fever is an arboviruss caused by the West Nile virus (WNV), whose main
vectors are mosquitoes of the Culex spp. genus, including Culex quinquefasciatus. The species
has crepuscular, ornithophilical and antropophilic habits, with preference for oviposition in
collections containing stagnant water with a high content of decomposing organic matter, it is
very well adapted to urban environments, being considered in Brazil the main vector of
Wuchereria bancrofti causing Filariasis Lymphatic and secondary vector of the Oropouche
orthobunyavirus (OROV). Females of Culex gquinquefasciatus, when performing the blood
meal, ingesting blood containing several nutrients for egg maturation, as well as being
vulnerable to various pathogens. Therefore, it is noteworthy that an important characteristic for
the dissemination of arboviruses is a high vector competence, which is defined as the ability of
the arthropod to be susceptible to infection, with multiplication and dissemination of pathogens
through tissues to saliva, where it can be transmitted in a new blood meal. Thus, the present
study aimed to evaluate the vector competence of females of Culex quinquefasciatus from the
Ananindeua city (Amazon Region) orally infected with WNV (strain BE AN 854747) to verify
the viability of infection in this population, to determine the viral titer in the body and head
regions and also saliva, in order to calculate WNV infection, dissemination and transmission
rates. For this purpose, the mosquitoes were artificially fed with 4mL of defibrinated sheep
blood containing 2mL of infected Vero cell suspension, then, on the 7th, 14th and 21st day of
post-infection (dpi) the saliva extraction and segmentation of the engorged females was
performed to verify the presence of the virus using the techniques of Viral Isolation and Viral
Titration in plates. High infection rates were observed in the three dpi's analyzed (100%), with
titers ranging from 1,1x10* to 7x10° PFU/mL on the 7th dpi, 1,3x10* to 4,3x10* PFU/mL on
the 14th dpi and 1,9x108 to 5,1x108 PFU/mL at 21st dpi, demonstrating high susceptibility of
the species to infection. The dissemination rate was higher at 21st dpi with 100% of the positive
samples and titers between 1,8x107 and 4,2x10% PFU/mL. The transmission rate was also
higher in samples from the 21st dpi, with 100% of positive saliva, with titers between 1,3x10*
and 4x102 PFU/mL. We concluded that the population of Culex quinquefasciatus studied has
a high susceptibility to WNV infection with high vector competence and probability of the
species becoming an important vector of the virus, since the Brazilian strain studied was able
to overcome anatomical barriers, with constant viral dissemination over the 21 days evaluated,

thus allowing its transmission to animals and humans.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIRUS

Os arbovirus (Arthtopod-borne viruses) sdo caracterizados como virus que realizam
parte de seu ciclo replicativo dentro de artropodes sendo transmitidos para animais vertebrados
pelos mesmos (Lopes et al., 2014).

O ciclo de transmissao silvestre dos arbovirus ocorre a partir da picada de um artropode
hematofago, exemplo Aedes (Stg.) aegypti, Aedes (Och.) serratus, Aedes (Stg.) albopictus,
Culex (Cux.) pipiens e Haemagogus (Hag.) janthinomys, em um animal silvestre virémico que
atuam como hospedeiros de amplificacdo. O ciclo prossegue com a replicacdo do virus no
organismo do artropode até chegar na saliva por onde pode ser transmitido para outros animais,
bem como para o ser humano que se caracteriza como hospedeiro acidental (Donalisio; Freitas;
Von Zuben, 2017; Lopes et al., 2014).

O ciclo dos arbovirus pode ocorrer tanto em ambiente silvestre, quanto em regides
periurbanas e urbanas, devido principalmente ao grande avanco populacional para regides de
mata onde sdo encontradas uma grande quantidade de vetores como o0 mosquito Culex (Cux.)
quinquefasciatus (Donalisio; Freitas; Von Zuben, 2017; Lopes et al., 2014; Silva, Angerami,
2008).

As manifestacBes clinicas de infec¢bes por arbovirus podem ser divididas em cinco
formas, as assintomaticas, doenca febril (indiferenciada, moderada ou grave), em erupcGes
cutdneas, quadros de sindromes neuroldgicas (encefalites) e em sindromes hemorrégicas
(Donalisio et al., 2017; Lima-Camara, 2016; Lopes et al., 2014; Viana et al., 2018).

Atualmente, os arbovirus conhecidos que infectam humanos e outros vertebrados sdo
pertencentes a sete familias virais, Peribunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae, Asfarviridae, Phenuiviridae (Donalisio et al., 2017; ICTV, 2019; Lopes et al.,
2014; Pimentel et al., 2019; Vasilakis et al., 2019).

Lopes et al. (2014) e Donalisio et al. (2017) destacam que, devido ao grande potencial
de dispersdo e adaptacao a diferentes ambientes e hospedeiros, as arboviroses caracterizam-se
como importantes ameacas de salde em diversos paises, principalmente aqueles com clima
tropical, em virtude de a temperatura favorecer a replicagédo viral, bem como as mudangas
climaticas, os desmatamentos ocasionados pela ocupacdo desordenada, migracao populacional,
precariedade das condicGes sanitarias etc. serem fatores que contribuem para a amplificacéo e

transmissao viral.
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1.2 Familia Flaviviridae

O termo Flavivirus € originario do latim, Flavus que significa amarelo, referindo-se a
espécie viral do Yellow Fever virus (YFV) que causa ictericia devido a disfuncdo hepatica
resultante da infeccdo pelos virus (Rocha et al., 2014; Westaway et al., 1985).

A familia Flaviviridae possui quatro géneros, Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e
Pestivirus. O género Flavivirus possui 53 espécies de virus, dentre eles, destacam-se os Dengue
virus (DENV), llheus virus (ILHV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV), West Nile virus
(WNV), YRV e Zika virus (ZIKV) (ICTV, 2021; Goenaga et al. 2015).

As particulas virais dos Flavivirus possuem em média de 40 a 60 nanémetros (nm) de
didmetro, simetria icosaédrica com capsideo proteico (C) envolvido por um envelope lipidico
onde inserem-se as proteinas de membrana (M) e as espiculas glicoproteicas (E) (ICTV, 2021).

Séo formados por um genoma de RNA de fita simples com polaridade positiva [(+)
sSRNA], ndo segmentado, medindo aproximadamente 11 kb. O genoma dos Flavivirus codifica
trés proteinas estruturais, a proteina C do capsideo proteico, proteina pré-M do envelope e a
proteina E, bem como, sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) que possuem funcdes reguladoras e de expressao viral, como replicagéo, viruléncia e
patogenicidade (Figura 1) (Cruz et al., 1997; ICTV, 2021; Lopes et al., 2014; Rocha et al.,
2014).

Figura 1 - Esquema da organizagdo do genoma de Flavivirus e processamento de
poliproteinas.

5'NCR 3'MCR
511175 — Estrutural Mao-Estrutural — 3'OH
A
B | Poliproteina |

AR TN ol v\

-IEI_---_-[I-IjI

MNS1 NS2A NSZB NS3  NS4A NS4B

\
(M

¥ NS2B-3 protease *Signal peptidase  Golgi protease ? Unknown protease(s)
Fonte: IVTC, 2019.
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Legenda: A: genoma viral com as regides codificadoras de proteinas estruturais e ndo estruturais € 0s 5 'e 3'-
NCRs. B: proteinas virais geradas pela cascata de processamento proteolitico. Os simbolos P, H e R indicam a
localizacdo dos dominios NS3 protease, RNA NS3 helicase e NS5 RARP, respectivamente.

Goenaga et al. (2015), Cook et al. (2012), Gaunt et al. (2001) e Ochsenreiter, Hofacker
e Wolfinger (2019) salientam que anélises filogenéticas de cepas de flavivirus revelaram que
tais virus agrupam-se em quatro grupos de acordo com a preferéncia por hospedeiros. Sendo
estes, os flavivirus especificos para insetos (insect-specific flaviviruses - ISFs), flavivirus
transmitidos por carrapatos de duplo hospedeiro (dual-host tick-borne flaviviruses — TBFVS),
virus sem vetor conhecido (viruses with no known vector - NKV) e flavivirus transmitido por
mosquito com hospedeiro duplo (mosquito-borne dual-host flaviviruses - MBFVs). Segundo
os autores, todos os flavivirus relacionados a doencas humanas que ja foram descritos,
pertencem aos grupos MBFV e TBFV, dentre eles 0 DENV sorotipo 1 a 4, YFV, Japanese
encephalitis virus (JEV), WNV, SLEV e Tick-borne encephalitis virus (TBEV) (Figura 2).

Figura 2 - Relacgdes filogenéticas entre os quatro grupos de Flavivirus.

CFAYV NG 0015642
IV KY320648 1
KRY_NG_
QcH

Flavivirus especificos
de insetos
(cISFVs)

Flavivirus transmitidos
por carrapatos
(TBFVs)

0041199

Flavivirus de vetor ndo conhecido, relacionado ao carrapato
(NKVs)

{dISFV)

I Flavivirus de vetor ndo conhecido, relacionado a mosquites
(NKVs)

Flavivirus transmitidos por mosquitos, Grupo da Febre Amarela

Flavivirus especifico de inseto afiliado a hospedeiro duplo
(dISFVs)

Flavivirus transmitidos par mosquitos (colapsados)

Cl MF776388 1
] TABV NG, (039961 : Flavivirus de vetor néo conhecido,
outros

1.0

Fonte: Ochsenreiter, Hofacker, Wolfinger, 2019.
Legenda: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca do género Flavivirus, destacando os principais grupos
ISFVs (azul), dISFVs (laranja), TBFVs (verde) e NKVs (magenta) A arvore foi calculada a partir de um
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alinhamento MAFFT de sequéncias completas de aminoacidos de poliproteinas com ig-tree. figura renderizada
com FigTree.

1.3 WEST NILE VIRUS (WNV)

O West Nile virus (WNV) caracteriza-se como um patégeno neurotropico causador da
Febre do Nilo Ocidental, o qual pode desenvolver quadros neuroldgicos. As infeccBes pelo
virus em humanos costumam ser assintomaticas, com apenas um em cada quatro individuos
evoluindo para a Febre do Nilo Ocidental, na qual a sintomatologia pode variar desde febre,
mialgia, meningoencefalite e casos de 6bitos. As encefalites ocorrem em menos de 1% das
infec¢des, contudo, o acometimento neuroldgico pode provocar paralisia flacida, sendo os
idosos e lactentes mais suscetiveis ao comprometimento neurolédgico resultando em obito
(Alves et al., 2012; Colpitts et al., 2012, Vogels et al., 2017).

De acordo com o CDC (2002) ha descrito um caso de transmissdo por acidente de
trabalho, no qual um microbiologista feriu-se com um bisturi contaminado ao realizar a coleta
de material de cérebro de camundongo infectado e quatro dias apds a lesdo apresentou sintomas
de febre (38,3°C), cefaleia, mialgia, mal-estar, calafrios, sudorese, edema dos ganglios
linfaticos pds-auriculares e anorexia, além de rash maculopapular na face, térax, braco e pernas
por um periodo de trés dias com desaparecimento gradual.

Segundo Colpitts et al. (2012) e Soares et al. (2010) a infecgéo pelo WNV costuma ter
um periodo de incubac&o de dois a 14 dias, podendo ser identificado anticorpos IgM anti-WNV
em amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR), sendo o mesmo muito utilizado para o
diagnostico, entretanto, observa-se reatividade cruzada com outros flavivirus relacionados
pertencente a0 mesmo grupo antigénico como o virus da JEV, SLEV, entre outros.

O WNYV foi isolado pela primeira vez em 1937, a partir de um caso humano no distrito
de West Nile em Uganda, na Africa, sendo também detectado em aves no Delta do Nilo,
contudo ndo demonstrando patogenicidade para as mesmas até 1997, quando uma cepa
altamente virulenta, causou a morte de varias espécies de aves por encefalite e paralisia (Arjona
etal., 2011; Brackney et al., 2011; Smithburn et al., 1940; Taylor, 1955; Work; Hurlbut, 1955).

No verdo de 1999, uma cepa encontrada na Tunisia e em Israel foi introduzida no
Hemisfério Ocidental, na cidade de Nova York, com transmissdo por mosquitos e levando a
um alto numero de 6bitos humanos, aves e equinos por encefalite, e desde entdo, o virus se
dispersou por outros paises da América do Norte, Central e Sul, como Canada, México, Caribe
e Venezuela (Arjona et al., 2011; Brackney et al., 2011; Colpitts et al., 2012; WHO, 2017).
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Na América do Sul, o primeiro relato de isolamento foi realizado em 2006, a partir de
amostra de equino da Argentina, seguido de amostras de flamingos da Colémbia em 2008
(Martins et al., 2019; WHO, 2017).

No Brasil, o primeiro isolamento do WNV foi realizado pelo Instituto Evandro Chagas
(IEC) no ano de 2018, de amostras de cérebro e de Sistema Nervoso Central (SNC) de equino
adulto provenientes do estado do Espirito Santo, no entanto, evidéncias soroldgicas de
exposi¢do ao virus, foram descritas previamente em equinos e aves nos estados do Mato Grosso
e Paraiba (Martins et al., 2019; Melandri et al., 2012; Pauvolid-Corréa et al., 2011; Silva et al.,
2013).

Anaélises filogenéticas demonstram que o primeiro isolado de WNV em 1937, pertence
ao sorogrupo do Japanese encephalitis virus (JEV), sendo proximo aos virus Murray Valley
encephalitis virus (MVEV) e Usutu virus (USUV). O WNV pode ser caracterizado em cinco
linhagens, contudo, atualmente, tem-se uma melhor compreensdo das linhagens | e 11, na qual
a linhagem | é epidémica em diversos paises da Europa, América do Norte, Asia, Africa e
Austrélia, sendo responsavel pelo surto ocorrido em Nova York em 1999. Ja a linhagem II, é
encontrada na Africa Subsaariana e em Madagéascar, contudo, em 2010, foi também
identificada na Grécia em um surto com 191 casos notificados (Arjona et al., 2011; Ciota &
Kramer, 2013; Fall et al., 2017) (Figura 3).

Analises de sequenciamento do primeiro isolado do virus no Brasil, demonstraram que
a cepa BE AN 854747 (GenBank: MH643887) pertence a linhagem 1A circulante nos EUA e
México (Martins et al., 2019).
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Fonte: Ciota & Kramer, 2013.

Atualmente, observa-se um crescente nimero de casos humanos suspeitos da Febre do
Nilo Ocidental, principalmente no estado do Piaui, contudo, amostras de equinos positivas para
0 virus tém sido identificadas em diversos outros estados como Ceara, Espirito Santo e Sdo
Paulo (Figura 4). Dessa forma, de acordo com relatério do Ministério da Saude (MS) acerca
do monitoramento da Febre do Nilo Ocidental, até julho de 2019 foram confirmados no pais
apenas dois casos humanos entre os anos de 2014 e 2017, ambos no estado do Piaui. Contudo,
0 MS afirma que ap6s a confirmacdo das infec¢BGes observa-se um aumento no nimero de
notificacdes de casos suspeitos da infeccdo, devido a uma maior sensibilidade na vigilancia
epidemioldgica dos casos humanos (Brasil, 2019; Cordeiro, 2019; Martins et al., 2019;
Romero, 2019; Santos, 2019).
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Figura 4 - Distribuicdo dos casos de West Nile virus em vertebrados por meio se testes

soroldgicos, moleculares e isolamento viral.
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De acordo com o Centers of Disease Control and Prevention (CDC) o WNYV ja foi
detectado em 27 espécies de mosquitos nos Estados Unidos, dentre eles mosquitos do género
Aedes, nove do género Anopheles, uma espécie de Coquillettidia, Deinocerites, Mansonia,
Orthopodomyia e Uranotaenia, 14 espécies do género Culex, dentre elas o Culex
quinquefasciatus, seis do género Culiseta e cinco do género Psorophora (CDC, 2018).

O ciclo de transmisséo enzodtico do WNV é constituido por artropodes hematdfagos,
aves como hospedeiros de amplificacdo e mamiferos (equinos e humanos) como hospedeiros
acidentais e terminais, haja vista que, uma vez infectados ndo produzem viremia
suficientemente alta para a transmissdo dos virus (Figura 5) (Arjona et al., 2011; Vogels et al.,

2017: WHO, 2017).
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Figura 5 - Ciclo de Transmissdo do West Nile virus.
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As infeccdes em humanos sdo mais frequentes como resultantes de picadas de
mosquitos infectados, ao injetarem o virus junto com a saliva no momento do repasto
sanguineo, podendo multiplicar-se e possivelmente causar doencas, principalmente quadros
neuroldgicos. O WNV pode também ser transmitido por meio de contato com sangue e tecidos
de animais infectados e através de transplantes de orgdos, transfusdes sanguineas,
amamentacao e via transplacentéaria (WHO, 2017).

Diversas aves possuem susceptibilidade a infecgdes por WNV nos Estados Unidos
(Anexo A), dentre elas Corvus brachyrhynchos, Cyanocitta cristata, Elanoides forficatus, bem
como muitos mosquitos também foram identificados portando o virus, contudo, os mosquitos
do género Culex sdo atualmente aceitos como os principais vetores de WNV, como Culex
tarsalis, Culex pipiens, Culex quinquefasciatus dentre outros, tendo ja sido identificadas mais
de 65 espécies de mosquitos infectadas, havendo relatos de mosquitos do género Aedes
infectados (Anexo B) (Colpitts et al., 2012; Vogels et al., 2017; WHO, 2017).

1.4 Culex (Cux.) quinquefasciatus

O género Culex possui uma distribuicdo cosmopolita, ou seja, global, e inclui cerca de
768 espécies subdivididas em 26 subgéneros (Harbach, 2012). J4 o complexo do Culex pipiens
é composto por diversas espécies muito semelhantes morfologicamente, porém com grandes
diferencas em padrdes comportamentais, fisiolégicos, bem como em preferencias de
hospedeiros, tais espécies incluem Culex (Cux.) australicus, Culex (Cux.) globocoxitus, Culex

pipiens e Culex quinquefasciatus. A espécie Culex pipiens por sua vez, possui duas
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subespécies, o Culex p. pallens e o Culex pipiens molestus (Figura 6) (Ciota & Kramer, 2013;
Harbach, 2012; Ribeiro et al., 2004).

Figura 6 - Distribuicdo mundial das espécies de mosquito pertencentes ao complexo Culex
pipiens.
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Fonte: Ciota & Kramer, 2013.

As distincGes bioldgicas entre as espécies que compdem o complexo do Culex pipiens
variam de fémeas de mosquitos com comportamento anautogeno, ou seja, as fémeas necessitam
realizar o repasto sanguineo para obterem os nutrientes presentes no sangue necessarios para a
maturagdo dos ovos, ornitofilicas, isto €, realizam o repasto sanguineo em aves, eurigamicas,
no qual os machos formam enxames para realizarem a cépula. Tais comportamentos sao
caracteristicos da subespécie Culex pipiens pallens (Becker et al., 2012; Sawabe et al., 2010).

Com relacdo as fémeas da subespécie Culex pipiens molestus, elas apresentam um
comportamento estenogamico, ou seja, ndo formam enxames para o acasalamento, sdo capazes
de se acasalar em locais pequenos, durante o voo ou em repouso sobre uma superficie. Sao
antropofilicas, ou seja, realizam o repasto sanguineo nos seres humanos, bem como sao
autdgenas, isto &, as fémeas ndo necessitam realizar o repasto sanguineo para a maturacao dos
ovos, sdo capazes de realizar em torno de um ciclo gonotrofico sem alimentagdo sanguinea
(Becker et al., 2012; Gomes et al., 2013)

A espécie Culex quinquefasciatus é amplamente adaptada ao ambiente urbano, sendo
facilmente encontrada em habitacbes humanas e de animais, com atividade de hematofagia
realizada preferencialmente a noite. E principalmente encontrada em paises de clima tropical,
uma vez que em temperaturas de 22°C ha um aumento na atividade de oviposi¢ao ao passo que,

em temperaturas abaixo de 2°C a oviposicdo é interrompida. Em temperaturas de 5°C e 40°C,
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ocorre uma diminuicdo no desenvolvimento das larvas, demonstrando assim que a variagédo de
temperatura caracteristica de paises de clima tropical propicia o desenvolvimento de todas as
fases do ciclo de vida do mosquito (Andreadis, 2012; Becker et al., 2012; Ciota & Kramer,
2013; Ribeiro et al., 2004; Zittra et al., 2016)

E uma espécie muito bem adaptada ao ambiente urbano onde encontra diversos
criadouros propicios a sua reproducdo, haja vista que as fémeas depositam seus ovos em
pequenas cole¢des de agua estagnada contendo alto teor de matéria orgéanica, tornando assim
tal espécie resistente a efeitos da poluicdo da &gua nos grandes centros urbanos (Laporta et al.,
2006; Ribeiro et al., 2004).

Os machos alimentam-se exclusivamente de seiva de plantas no qual encontra agua e
substancias energéticas suficientes para manutencdo de suas atividades bioldgicas, ambos 0s
sexos possuem habitos crepusculares, isto €, sua maior taxa de atividade ocorre apds o
crepusculo vespertino e antes do matutino, sendo seu pico de atividade no periodo de 18 horas
as seis horas (Charlwood, 1979; Forattini, 2002; Becker et al., 2012).

Assim como outros culicideos, 0 mosquito Culex quinquefasciatus possui quatro fases
de desenvolvimento, a fase de ovo, quatro estadiamentos larvais, fase de pupa e fase alada
(adulto) (Figura 7). Seus ovos apresentam formato alongado e sdo ovipostos na superficie das
colecBes de agua em formato de jangada, ou seja, sdo unidos, as formas larvais alimentam-se
da matéria organica presente na agua, aléem de nesse periodo realizarem o armazenamento dos
nutrientes necessarios a maturacdo do exoesqueleto na fase de pupa e inicio da fase adulta
(Brasil, 2011).
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Figura 7 - Ciclo Evolutivo do Culex quinquefasciatus.

Progressaio
para forma
alada

Ovos em

\ Copula
Pupa b jangada

“ 4
,"'\
{

Larva L4 —d " Larva L1
" =
{ »
: v
\ ¢
: .,
v
&

Larva L3 Larva L2

Fonte: VDCI, 2019.

Culex quinquefasciatus é caracterizado como o principal vetor da Wuchereria bancrofti
causadora da Filariose Linfatica, além de também transmitir a Brugia malayi causadora da
Dirofilariose. Contudo, tal espécie também € identificada como vetor ou potencial vetor de
varias arboviroses, como WNV, SLEV, JEV, Oropouche orthobunyavirus (OROV) dentre
outros, bem como, diversos estudos ja demonstraram a competéncia vetorial do Culex
quinquefasciatus para a transmissdo do WNYV (Barrera et al., 2010; Cardoso et al., 2015; Ciota
& Kramer, 2013; Ciota, 2017; Fall et al., 2014; Hannon et al., 2019; Nitatpattana et al., 2005;
Richards et al., 2014; Silva & Langoni, 2009; Vogels et al., 2016).

1.5 COMPETENCIA VETORIAL

A prética da hematofagia é comum entre diversos insetos que parasitam 0s animais
vertebrados, dentre eles destacam-se as pulgas, os piolhos, barbeiros, dentre outros. Muitos
desses insetos pertencem a Ordem Diptera, como 0s mosquitos e flebotomineos, contudo, entre

as espécies de mosquitos somente as fémeas realizam a hematofagia, em razéo de utilizar o
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sangue como uma fonte de aminoaciodos necessarios para a maturacao de seus ovos (Silva et
al., 2012).

O sangue de animais vertebrados é rico em diversos nutrientes, uma vez que é composto
por plasma, hemacias, leucocitos e plaquetas que carreiam diversas proteinas importantes para
0s mosquitos, como a hemoglobina, albumina e imunoglobulina. As hemécias constituem cerca
de 47% do volume sanguineo e possuem em seu interior moléculas de hemoglobina, desse
modo, a lise das hemécias é o primeiro processo realizado na digestao desses insetos, iniciando
no intestino médio (Silva et al., 2012; Sojka et al., 2013).

Salienta-se que a alimentacdo sanguinea além de fornecer nutrientes aos artropodes,
também € uma rica fonte de infecgdo para tais animais, uma vez que os expde a uma série de
patdgenos, como bactérias, fungos e virus, logo, tais animais desenvolveram ao longo de seu
processo evolutivo diversas barreiras anatdmicas e fisioldgicas a fim de dificultar a infeccao
(Amaral & Dansa-Petretski, 2012).

O trato digestivo dos insetos constitui-se de uma camada de células epiteliais que se
estende da boca (abertura na regido anterior), até o anus (regidao posterior). O tubo digestivo
subdivide-se em trés regides, intestino anterior, médio e posterior (Figura 8) (Bolognesi &
Terra, 2005; Silva et al., 2012).

Figura 8 - Esquema do tubo digestivo dos insetos.
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Fonte: Bolognesi & Terra, 2005.

Na regido do intestino anterior ocorre o processo de ingestdo do alimento, condugéo e
armazenamento. Ja o intestino médio é responsavel por realizar grande parte do processo de
digestdo, no qual ocorrem a absorgéo de nutrientes e secrecdo de enzimas digestivas. Nele, o
bolo alimentar é envolto por uma camada acelular semipermeéavel composta por quitinas e
proteinas responsaveis por tornar a parede do orgao impermeavel a diversas substancias,

denominada de membrana peritréfica (MP), cuja uma as funcBes é delimitar o espaco
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endoperitréfico, onde se encontra o bolo alimentar, e 0 espago ectoperitrofico, ou seja, espaco
luminal entre a MP e o epitélio. O intestino posterior do tubo digestivo, por sua vez, realiza o
processo de excrecao dos residuos da digestdo, uma vez que é formado pelo ileo, ampola retal
e anus (Bolognesi & Terra, 2005; Silva et al., 2012).

Desse modo, verifica-se que 0s mosquitos possuem em sua anatomia diversos métodos
de protecdo, dentre eles ha as barreiras de protecdo. A barreira de infec¢do do intestino médio
(MIB) tem por finalidade evitar que os patdgenos infectem as células epiteliais mesenteronais,
uma vez que, tal tecido é rico em quitinas e outras proteinas, além de forte resposta imunologica
ao virus, ja a barreira de escape do intestino médio (MBE), busca impedir que o agente invasor
atravesse a lamina basal do mesentério adentrando a hemocele, meio este propicio para a
multiplicagdo das particulas virais e a barreira de infecgdo da glandula salivar tem a fungéo de
impedir a entrada dos patdgenos na glandula salivar e posterior saida para a luz da glandula
(Figura 9) (Amaral & Dansa-Petretski, 2012; Colpitts et al., 2012; Pesko & Mores, 2009;
Souza-Neto et al., 2019).

Figura 9 - Barreiras anatdbmicas que um arbovirus enfrenta para eficientemente infectar um
artrépode tornando-o apto para transmiti-lo.
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Assim sendo, a capacidade vetorial é definida como a capacidade de um vetor em
transmitir patdgenos, a partir da acdo de diversos fatores, como o0 comportamento alimentar,
alta densidade de mosquitos, sobrevida do mosquito quando infectado e as condicGes
ambientais. Ja a competéncia vetorial define-se como a capacidade de um vetor em infectar-se
com um patdgeno (susceptibilidade a infec¢do), manté-lo em multiplicacdo pelos tecidos
(periodo de incubacdo extrinseco — PIE) e transmiti-lo a partir de uma alta viremia nas
glandulas salivares e na saliva (Figura 10) (Colpitts et al., 2012; Crockett et al., 2012; Guedes,
2012; Vogels et al., 2017).

Figura 10 - Visdo esquematica da infeccdo, disseminacao e transmissao de virus transmitidos
por mosquitos.
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Fonte: Weaver et al., 2021.

Segundo Guedes (2012), o PIE possui duragdo variada de acordo com o patdégeno
infectante, bem como sofre acdo de fatores externos ao organismo do hospedeiro, como
temperatura e umidade. Tal periodo inicia-se a partir da ingestdo de sangue contaminado
estendendo-se até a transmissao do patdégeno a um outro hospedeiro. No decorrer desse periodo,

o virus deve replicar-se nas células do intestino médio, migrar através da hemolinfa para 6rgaos
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secundarios alcancando a glandula salivar e, posteriormente, a saliva, podendo entdo, ser
transmitido para ao hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo.

Souza-Neto et al. (2019) afirmam que, apds o0 repasto sanguineo ocorre um grande
aumento no numero de bactérias presentes no intestino médio, interferindo em processos
fisioldgicos associados ao controle da homeostase no 6rgédo, a exemplo, a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) e matriz peritréfica, podendo assim afetar a competéncia vetorial
do mosquito.

Outro aspecto relevante para a determinacdo da competéncia vetorial é o entendimento
da resposta imune do mosquito a partir de uma infeccdo, haja vista que, a acdo de fatores
imunolégicos pode influenciar no processo de multiplicacao das particulas virais determinando
assim a carga viral, o periodo de incubacdo até a transmissdo do patdgeno (Kingsolver &
Hardy, 2012).

Segundo Colpitts et al. (2012) considerava-se que 0s mosquitos possuiam apenas duas
vias de resposta antiviral, a via da imunidade inata e a via de interferéncia de RNA (RNAI), no
qual a resposta imune inata consiste na acdo de trés vias de sinalizacéo: a via Toll, JAK-STAT
e IMD, onde as vias Toll e IMD resultam na expressdo de peptideos antimicrobianos mediada
por NF-B (AMPs), e a sinalizacdo de IMD atuar controlando infec¢fes causadas por virus de
RNA em amostras de Drosophila.

Amaral & Dansa-Petretski (2012) destacam que a imunidade inata limita a infecgédo por
patogenos, sendo esta a resposta antiviral mais antiga evolutivamente, representando a primeira
linha de defesa contra patdgenos invasores dos artropodes. Segundo o autor, 0s insetos
apresentam dois tipos de resposta imune inata, a resposta humoral que esta relacionada com a
atuacdo de lecitinas, a cascata de profenoloxidase (PPO) e na producdo de peptideos
antimicrobianos e a resposta celular na qual ocorre a fagocitose, agregacdo hemocitica e
encapsulacdo de patogenos, haja vista que, na superficie dos hemocitos encontram-se
receptores transmembrana que atuam reconhecendo PadrGes de Moléculas Associadas a
Patdgenos (PAMPs), presentes na superficie dos patdgenos iniciando assim a ativacao das vias
da imunidade do hospedeiro.

J& Paradkar et al. (2014) identificou que a ativacdo da via do RNA de interferéncia
(RNAI) é essencial para a resposta imunolégica antiviral do hospedeiro frente a infeccdo por
virus de RNA de cadeia dupla (dsRNA), haja vista que a partir da ativacdo desta via a enzima
Dicer-2 € estimulada e atua na deteccdo e degradacdo do dsRNA viral, que é produzido a partir
da replicagcdo do genoma viral, clivando o RNA viral e formando RNAs interferentes virais,

além de ativar o Culex Vago (CxVago) que é uma citocina estavel que atua nos mosquitos
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homologamente aos interferons em mamiferos, ou seja, estimula a atividade antiviral especifica
em outras células do organismo néo infectadas.

Lee et al. (2019) em seu estudo destaca a atividade dos hemdcitos na ocorréncia de
infeccdo viral em mosquitos. Segundo os autores, os hemacitos sé@o células presentes na
hemolinfa, susceptiveis a infeccdo viral dos mosquitos. Tais células possuem duas formas, as
circulantes, ou seja, as formas presentes na hemolinfa, e as sésseis que estdo presentes nos
tecidos, possuem também trés categorias, os prohemdcitos, oenocitoides e os granulocitos. A
resposta imune de tais células é imediata e inclui o reconhecimento de particulas virais,
fagocitose, producdo de AMPs, assim como iniciam a cascata de sinalizacdo de células efetoras
citotoxicas a fim de eliminar a infeccao.

As formas granuldcitas ao serem ativas agem realizando a fagocitose, ja os oenocitdides
atuam como produtores de componentes da chamada cascata de fenoloxidase (PO), que se
caracteriza por uma resposta imune humoral estabelecida a partir de moléculas de
reconhecimento de padrdes associadas a patdgenos levando a processos proteoliticos, ou seja,
processos de degradacéo (Lee et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

O WNYV atualmente tem se mostrado como um arbovirus de relevancia para a sadde
publica do Brasil, sendo considerado um arbovirus emergente no pais, 0 WNV exibe uma
crescente de notificacdes ao MS, de epizootias em equideos desde o0 ano de 2014, com 5 casos
confirmados em 2018 no estado do Espirito Santo. O primeiro caso humano confirmado
ocorreu no ano de 2014 no estado do Piaui e 0 segundo caso humano em 2017 no mesmo
estado, a partir desse periodo diversos casos suspeitos foram notificados, visto que atraves da
Portaria n? 204 de 17 de fevereiro de 2016 os casos suspeitos de Febre do Nilo Ocidental
tornaram-se de notificacdo compulséria, demonstrando a importancia do acompanhamento da
circulagdo do virus no pais a fim de se identificar o inicio de possiveis surtos da doenga,
requerendo medidas de controle e prevencéo (Brasil, 2016; 2019).

A espécie Culex quinquefasciatus caracteriza-se como um importante vetor de
arboviroses, uma vez que o isolamento de arbovirus como 0 WNV ja foi realizado na espécie
em diversos paises como EUA e México, bem como em mosquitos do género Culex spp. no
Brasil (dados ndo publicados). Tais dados demonstram a necessidade da realizacdo de estudos
de competéncia vetorial, a fim de comprovar a susceptibilidade a infeccdo pelo virus, sua
replicagdo no organismo da espécie, assim como a possibilidade de transmisséo do virus por
esse vetor através do repasto sanguineo.

Apesar dos diversos estudos de competéncia vetorial do Culex quinquefasciatus para
transmissdo do WNV, estudos realizados com espécies coletadas no pais e na Regido
Amazodnica ou utilizando-se a cepa viral isolada no pais ainda sdo inexistentes (Fall et al., 2014;
Goddard et al., 2002; Jiang et al., 2010; Richards et al., 2014). Portanto, tendo em vista a
relevancia epidemiolégica do WNV no Brasil, sendo 0 mesmo considerado um arbovirus
emergente, a realizacdo da presente pesquisa se faz necesséria para o entendimento da
competéncia vetorial da espécie ao virus, assim como seu papel em potencial no ciclo de
transmissdo desta arbovirose no pais.

A pesquisa também apresenta relevancia para o desenvolvimento de acgdes de
vigilancia entomoldgica, viroldgica e de controle vetorial, buscando assim, prevenir a
ocorréncia de novos casos humanos da Febre do Nilo Ocidental, bem como, de infeccdes de

animais que atuam como hospedeiros de amplificagdo do virus.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a competéncia vetorial do mosquito Culex quinguefasciatus (Say, 1823) da

regido amazonica para transmisséo da cepa de West Nile virus isolada no Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a viabilidade da infeccdo de mosquitos Culex quinquefasciatus a partir
de suspencdo viral de células infectadas com West Nile virus.

e Identificar a susceptibilidade da populacdo natural de Culex quinquefasciatus da
regido Amazénica a cepa de WNV brasileira.

e Determinar o titulo do West Nile virus nas regides de cabeca, corpo e saliva.

e Calcular as taxas de infeccéo, disseminagao e transmissao.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo constitui-se em uma pesquisa quantitativa analitica experimental de

carater prospectivo.

4.2 LOCAL DE PESQUISA

A criagdo de col6nias de Culex quinquefasciatus, bem como os procedimentos de
infecgdo experimental foram realizadas no Laboratorio de Entomologia Médica da Se¢do de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto Evandro Chagas (IEC).

As técnicas de isolamento viral, bem como o teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

e titulagdo viral foram realizadas no Laboratério de Cultura de Células da SAARB-IEC.

4.3 POPULACAO DE ESTUDO

As colbnias de Culex quinquefasciatus (Cidade Nova — Ananindeua/Pard) foram
provenientes do insetario da SAARB e mantidas 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. (2017).

As jangadas de ovos foram criadas em bacias contendo 700 mL de agua destilada e
suplementacdo de racdo de peixe triturada e esterilizada durante os quatro estadios do periodo
larval (L1, L2, L3 e L4). Ao atingirem a forma de pupa, as mesmas eram coletadas com auxilio
de pipeta Pasteur de 3mL e transferidas para um recipiente transparente de polipropileno
(Firstlab®) contendo 50 mL de agua destilada e acondicionadas em gaiolas entomolégicas com
dimensbes de 30x30x30cm. As formas aladas foram mantidas com algoddo embebido em
solucdo de acucar a 10% “ad libitum ”, de acordo com o protocolo estabelecido por Silva et al.
(1998).

4.4 CEPA VIRAL

A cepa BE AN 854747 (GenBank: MH643887) do WNV utilizada foi originalmente

isolada a partir de uma amostra do SNC de um equino adulto da regido de Pedra Grande,
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municipio de S8o Mateus, estado do Espirito Santo, Brasil. O isolamento dessa cepa foi
realizado pelo Instituto Evandro Chagas (IEC), Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorrégicas
(SAARB), Ananindeua/PA. O isolamento viral foi realizado em cultivo de células de
artropodes (Aedes albopictus — clone C6/36), confirmado pela técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFI) que demonstrou aproximadamente 75% de células positivas para os anticorpos
policlonais contra os flavivirus e WNV. O sobrenadante de cultivo foi adicionalmente positivo
por RT-PCR, com base nos protocolos estabelecidos por Lanciotti et al. (2000) e Lanciotti e
Kerst (2001) para 0 WNV e a anélise filogenética caracterizou a cepa pertencente a linhagem
1A, relacionada as cepas circulantes nos Estados Unidos e México (Martins et al, 2019).

4.5 PREPARACAO DO ESTOQUE VIRAL

O estoque viral (Figura 11) foi preparado em células Vero de rim de macaco verde
africano (Chlorocebus aethiops) (ATCC® CCL-8/™), na qual 150uL do virus foram
inoculados em frasco de poliestireno para cultura de células (Sarstedt®) com capacidade de 21
a 55 mL. As células infectadas foram incubadas a 37°C em estufa a 5% CO2, por uma hora
para adsorcdo, com agitacdo a cada 15 minutos. Apos a adsorc¢do, 25mL de meio de cultura de
manutengdo 199 (GIBCO®) contendo 2% de soro fetal bovino (FBS) (GIBCO®), penicilina
(100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) foram adicionados.

As células infectadas foram mantidas em estufa e monitoradas diariamente em
microscopio invertido (ZEISS Stemi 508 Greenough Stereo Microscope) para avaliagdo da
ocorréncia de efeito citopatico (ECP) por um periodo de cinco a seis dias. Apos a identificacao
do ECP em 90% da monocamada, as celulas foram removidas por agitacdo e, ap6s a adicdo de
10% de FBS (V/V), centrifugou-se a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C e realizou-se aliquotagem
de 2mL do sobrenadante da cultura em tubos criogénicos KMA (Mylabor®), mantendo-os em
freezer a -70°C até seu uso (Tesh, 1979; Beaty, Calisher, Shope, 1995).

O estoque viral foi submetido a titulacdo através de ensaios de placa (Dulbecco & Vogt,
1953). Resumidamente, monocamadas de células Vero foram cultivadas em placas de seis
pocos (TPP) e incubadas com 100 pL de diluigdes seriadas a uma proporcdo de 1:10, da
amostra viral a 37 °C por 1 hora, sob leve agitacdo a cada 15 min. Apés incubagdo, 0 meio
contendo virus ndo adsorvidos foi substituido por um meio de cultura semissélido
(carboximetilcelulose 3% em meio 199) suplementado com FBS a 5%, penicilina 100 U/mL e
estreptomicina 100 pg/mL. Apos 5 dias a 37 °C, as células foram fixadas e coradas com solucéo
de cristal violeta 0,1%, etanol 30% e formaldeido 20% em PBS e as zonas de morte celular
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(placas) foram contadas. O calculo do titulo viral foi feito multiplicando-se o nimero de placas
obtidas a partir de uma dada diluig&o seriada viral e, subsequentemente, pelo fator de diluigéo,
com o resultado sendo expresso em unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL), onde

se obteve um titulo para o estoque viral de 1,4x108 PFU/mL.

Figura 11 - Protocolo de preparacdo do estoque viral da cepa brasileira de WNV realizado de
acordo com os protocolos estabelecidos por Tesh (1979) e Beaty, Calisher e Shope (1995).
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Fonte: Produzido pelos autores.

4.6 INFECCAO EXPERIMENTAL ORAL DE MOSQUITOS Culex quinquefasciatus

Apo0s a emergéncia da fase adulta, 106 fémeas com cerca de cinco a sete dias de vida
foram separadas e privadas de agUcar por um periodo de 24 horas antes da alimentagdo
sanguinea infecciosa. A infeccédo oral foi realizada com o auxilio de um alimentador artificial
de vidro, no qual a area de oferta de sangue para 0s mosquitos € envolvida por uma membrana
de peritonio de figado bovino adquirida em frigorifico. O alimentador artificial foi preenchido
com 2 mL de sangue de carneiro desfibrinado adquirido do biotério do IEC, disponibilizado
para rotina de criacdo de culicideos do insetario, e 2 mL da suspenséo viral de WNV (7x10’
PFU/mL). O sangue foi mantido constantemente aquecido a 37°C em banho-maria (Digital
Bath NI 1255-25L).

As fémeas permaneceram expostas a refeicdo de sangue infectante por 60 minutos
(Figura 12). O grupo controle de mosquitos foi composto por uma fémea nao infectada
pertencente a mesma geracgdo (F1) utilizada na infeccdo, da qual extraiu-se saliva e também se
realizou a segmentacédo de cabeca e corpo, de acordo com os protocolos definidos por Salazar
et al. (2007), Serréo (2004), Goenaga et al. (2015) e Vogels et al. (2016).
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Figura 12 — Sistema utilizado para infeccao experimental de fémeas de Culex quinguefasciatus
com WNV via alimentador artificial do Laboratério de Entomologia Médica da Secdo de
Arbovirologia e Febre Hemorragicas (SAARB/IEC).
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Fonte: Acervo do Laboratdrio de Entomologia Médica (SAARB/IEC).

Apos o periodo de alimentacdo, foram obtidas 46 fémeas ingurgitadas, as quais foram
separadas e transferidas para uma gaiola entomoldgica. Quarenta e oito horas ap6s a
alimentacdo do sangue infectante, um recipiente transparente de polipropileno (Firstlab®)
contendo 15 mL de agua destilada e matéria organica para oviposicéao foi depositado no interior
das gaiolas, permanecendo o recipiente no interior da gaiola por um periodo de até sete dias
apods a alimentagdo infectante, conforme proposto por Pesko & Mores (2009) (Figura 13).
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Figura 13 - Fluxograma da infeccdo experimental oral de fémeas de Culex quinquefasciatus

com a cepa brasileira de WNV.
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Fonte: Produzido pelos autores.




35

4.7 PROCESSAMENTO DOS MOSQUITOS

A segmentacdo dos mosquitos e a extracdo da saliva foram realizadas no 79, 149 e 219
dia de pds-infeccdo (dpi), sendo separados de forma individual cabeca, corpo e saliva. A
segmentacédo do corpo foi realizada de acordo com a técnica descrita por Consoli & Oliveira
(1994), na qual as fémeas sdo paralisadas em gelo, depositadas em lamina esterilizada de
microscopio (Kolplast®) com o ventre para cima, sdo retirados primeiramente, com auxilio de
pinca entomoldgica, as asas e as pernas (Figura 14). Em seguida, foi realizado o procedimento
de extragdo de saliva de acordo com a técnica adaptada descrita por Castro et al. (2004) e Nufiez
et al. (2020), no qual a proboscide da fémea é inserida na ponta de uma ponteira de
polipropileno de 10pL (Axygen®) contendo 5L de FBS (GIBCO®) e aguarda-se 30 minutos
para a salivacdo (Figura 15). Apo6s esse periodo, 0 meio contendo a saliva € transferido para
tubos eppendorf (Sarstedt®) contendo 45uL do meio Leibowitz L-15 (GIBCO®), sendo a

saliva imediatamente armazenada em freezer a -70°C.

Figura 14 - Remocao de pernas e asas de fémeas de Culex quinquefasciatus.

Fonte: Acervo do Laboratério de Entomologia Médica da SAARB.
Legenda: A. Fémea de Culex quinquefasciatus paralisada em gelo; B — D: Retirada de pernas com auxilio de
pinga entomoldgica; E — J: Retirada de asas com auxilio de pinga entomoldgica. (Imagem adquirida com auxilio
de Microscopio Estereoscdpio Binocular Carl Zeiss modelo Stemi 508 com camera Axiocam ERc5s acoplada;

objetiva: 1,5x FWD 53mm; Macrémetro: 0.63x).
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Figura 15 - Extracdo de saliva do mosquito Culex quinquefasciatus experimentalmente
infectado por WNV, via salivagdo em ponteira de polipropileno com SFB, de acordo com
procedimento estabelecido por Castro et al. (2004).

Fonte: Acervo do Laboratério de Entomologia Médica da SAARB.

Apos a extracdo da saliva, o corpo foi transferido para tubos eppendorf (Sarstedt®) e
1000 pL de solucdo salina tamponada com fosfato de Dulbecco (DPBS) (Life technologies,
Carlsbad, CA, EUA) contendo 2% de penicilina e estreptomicina, 1% de fungizona e 5% de
FBS, bem como uma microesfera (bead) de aco inoxidavel de 3 mm € adicionada aos
eppendorfs contendo corpo e cabecga para entdo realizar o procedimento de macera¢do em
TissueLyser 11 (Qiagen, Hilden, Alemanha), a uma velocidade de 25.000 vibragdes (Hz) por
um minuto, seguido do armazenamento das amostras em freezer -70°C por um periodo minimo

de 24 horas, conforme protocolo baseado em Vazeille et al. (2010).

4.8 ISOLAMENTO VIRAL

O isolamento viral foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por lgarashi
(1978) (Figura 16), no qual apds o processo de maceragéo e incubacao das amostras em freezer
-70°C, os eppendorfs foram retirados do freezer, descongelados e centrifugados (Hettich®

modelo Mikro 220R) a uma velocidade de 10.000 rota¢fes por minuto (rpm) por 10 minutos a
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uma temperatura de 4°C, em seguida, 100uL do sobrenadante macerado de corpo e cabeca
foram coletados e inoculados ha monocamada de cultura de células de Aedes albopictus C6/36
(ATCC: CRL-1660) cultivada em tubos de 16 x 125 mm para cultura de células (TPP®), para
as amostras de saliva foram inoculados 20uL. Apos a inoculacdo os tubos foram mantidos em
incubadora a uma temperatura de 28°C por uma hora para adsor¢do e homogeneizados a cada
15 minutos. Em seguida, com base no protocolo de Beaty et al. (1995), 1,5 mL de meio de
manutencdo Leibowitz L-15 (GIBCO®) preparado com 2,95% de fosfato de triptose,
aminoacidos ndo essenciais, penicilina, estreptomicina e 2% de FBS foram adicionados a
monocamada.

As células C6/36 inoculadas foram armazenadas em estufa (NAPCQO) com 5% de CO;
a 28°C (+ 2°C) e avaliadas diariamente em microscopio optico invertido (OLYMPUS modelo
CK-2) por sete dias para verificar a ocorréncia de ECP. Controles positivo e negativo também

foram utilizados para conferir maior confiabilidade ao teste.

Figura 16 - Protocolo de isolamento viral em células e imunofluorescéncia indireta, de acordo
com os protocolos estabelecidos por Igarashi (1978) e Gubler et al. (1984).
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Fonte: Produzido pelos autores.

4.9 TESTE DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) foi realizado de acordo com o protocolo
estabelecido por Gubler et al. (1984) (Figura 16), sendo realizado com o objetivo de confirmar

infeccdo celular e a positividade da amostra.
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O teste consiste em adicionar uma gota (25uL) do sobrenadante de células C6/36
inoculadas com as amostras em cada orificio da lamina de imunofluorescéncia, aguardar a
sedimentacdo das células por 10 minutos, retirar o excesso de amostra da lamina, aguardar a
secagem da amostra no interior da cabine de seguranca bioldgica (CBS) e realizar a fixagédo
com acetona propanona (PA) por 10 minutos a -20°C. Em seguida as laminas sdo imersas em
solucgéo de albumina bovina nas concentracoes de 3% e 1% e em PBS (pH 7,4) por 10 minutos
a 25°C. A seguir, 25uL (uma gota) do anticorpo policlonal fluido ascitico hiperimune (FAI) do
WNV (in house) produzido em camundongo suico albino adulto (Mus musculus) pela
SAARBV/IEC, séo adicionados aos orificios das laminas e as mesmas foram acondicionadas em
camara Umida em estufa (NAPCO) por 30 minutos a 37°C.

Posteriormente, a lamina foi lavada em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)
pH 7,4 por 10 minutos, em seguida rinsada em agua destilada, secas e 50 puL do anticorpo anti-
mouse conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Cappel) diluido em 1:900 em PBS
e Azul de Evans (Evans Blues) a 0,5% foi adicionado a cada orificio da lamina.

Em seguida, as laminas foram novamente acondicionadas em cdmara Umida em estufa
por 30 minutos a 37°C e 5% de COg, repetindo a lavagem em PBS por 10 minutos, finalizando
0 preparo das amostras com uma gota (25uL) de glicerina tamponada (pH 8.2) em cada orificio
da lamina e fixacdo da laminula para observacdo em microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX51, objetiva UPlanFL N 20X / 0,5 e filtros WB e U-25nd).

As células inoculadas com amostras de cabeca, corpo e saliva de mosquitos ndo
infectados foram utilizadas como controles negativos.

As laminas foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia com cdmera Canon
PowerShot G6 (Canon, Téquio, Japdo) em um aumento de 200X.

O grau de fluorescéncia das amostras positivas foi analisado de acordo com o protocolo
estabelecido por Weller e Coons (1954), no qual as reacdes de fluorescéncia sdo graduadas de
1+ (uma cruz) a 4+ (quatro cruzes), onde 1+ indica fluorescéncia minima de 4+ indicando

fluorescéncia intensa.

4.10 TITULACAO VIRAL

A titulagdo viral foi realizada nas amostras de saliva, corpo e cabeca, de acordo com o
protocolo estabelecido por Dulbecco & Vogt (1953) (Figura 17).
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O teste é realizado em uma placa de cultura de células de 96 pocos (Kasvi®) dividida
ao meio para permitir a diluicdo em série de 10 vezes (10! a 10°) em diluente PBS com bovina
a 0,75%, penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e 2% de FBS.

Inicialmente, adicionaram-se 180uL de meio de cultura de manutencdo 199 (GIBCO®)
em cada orificio da placa, entdo foram adicionados 20uL da amostra de saliva ao orificio
identificado como “-1”, em seguida a mistura € homogeneizada, aspira-se 20uL do orificio “-
1 e transfere para o proximo orificio identificado por “-2”, repetindo o procedimento até a
ultima dilui¢ao de “-6”. Para as amostras de corpo e cabeca foram utilizados 100uL para
realizacdo do teste.

Apos a diluigdo, em uma placa de cultura de células de seis pogos (Kasvi®) contendo
monocamada de células Vero (Cercopithecus aethiops) (ATCC® CCL-8/™), onde cada
orificio ¢ identificado de -1 a - 6 de acordo com a diluicdo realizada, o meio de cultura 199
(GIBCO®) usado para cultivar células VERO foi substituido e 100uL da amostra viral diluida
sdo adicionados a cada poco de acordo com a identificacdo. Em seguida, a placa € incubada em
estufa (NAPCO) a 37°C e 5% de CO2 por uma hora e a cada 15 minutos a placa foi
homogeneizada para aumentar a adsorcao viral.

Apdbs esse processo, 3 ml de carboximetilcelulose (CMC, 3% em meio 199)
suplementado com 5% de FBS, penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) foram
adicionados a cada orificio, seguido pela incubacédo da placa em estufa a 37°C por cinco dias.
Apds esse periodo, as células foram fixadas com 3 mL de formaldeido a 10% e incubadas em
estufa por quatro a sete horas ou em overnight. Em seguida, a placa ¢é lavada até a completa
retirada do sobrenadante e sdo adicionados 3 mL do corante Cristal Violeta 0,1%. A placa é
mantida em temperatura ambiente por um periodo de 24 horas.

A titulacdo viral é determinada multiplicando-se o numero de placas obtidas em uma
determinada diluicdo, pelo fator de diluicdo, sendo o resultado expresso em Unidades
Formadoras de Placas por Mililitro (PFU/mL), de acordo com o calculo matematico
estabelecido por Guerra (2016).

Titulo viral = N2 de PFU x fator de diluicdo x diluicdo
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Figura 17 - Protocolo de titulacdo viral em placadas realizado de acordo com o protocolo
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Fonte: Produzido pelos autores.

4.11 CALCULO DAS TAXAS DE INFECCAO, DISSEMINACAO E TRANSMISSAO

Para calcular as taxas de infeccdo, disseminacdo e transmissdo, foi empregado o
proposto por Couto-Lima et al. (2017), no qual a taxa de infeccdo é calculada a partir do
namero de mosquitos com o corpo infectado entre as fémeas ingurgitadas, enquanto a taxa de
disseminacéo é calculada com base no nimero de mosquitos com a cabeca infectada entre os
mosquitos previamente identificados com o corpo infectado e a taxa de transmissdo sao
calculados de acordo com o numero de mosquitos com a saliva infectada entre aqueles

positivos para infeccdo e disseminacao.

N° de fémeas com o corpo infectado
Total de fémeas ingurgitadas

Taxa de Infecgéo:

N° de fémeas com cabega, asas e pernas infectadas
Total de fémeas com o corpo infectado

Taxa de Disseminacio:

N° de fémeas com saliva infectada
Total de fémeas com corpo, cabeca, asas ¢ pernas infectadas

Taxa de Transmissdo:

4.12 ANALISE ESTATISTICA

As andlises das taxas de infeccdo, disseminagdo e transmissdo foram expressas em

porcentagens, bem como analisadas pelo teste estatistico Qui-quadrado de Tendéncia, com o
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objetivo de avaliar a diferenga significativa (Nivel de Significancia a = 0,05) e a tendéncia de
crescimento ou diminuicdo das taxas. Os titulos virais de corpos, cabecas e saliva foram
analisados por meio do Teste de Kruskal-Wallis (KW) e Teste de Dunn para comparacfes
multiplas, com o objetivo de determinar diferengas significativas (o = 0,05) nos titulos de
acordo com o dia pos-infec¢do (dpi). Os testes estatisticos foram aplicados por meio do

programa BioEstat 5.3 (Instituto Mamiraua/PA).
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5 RESULTADOS

5.1 TAXA DE INFECCAO, DISSEMINACAO E TRANSMISSAO

Um total de 22 fémeas de mosquito Culex quinquefasciatus foram testadas para avaliar
a competéncia vetorial para a transmissdo da cepa WNV (BE AN 854747) isolada no Brasil
em 2018. As taxas de infeccdo permaneceram semelhantes em todos os dpi, no entanto as taxas
de disseminacdo e transmissdo variaram amplamente de acordo com o dpi avaliado (Figura 18
/ Tabela 1).

Figura 18 - Taxas de infecgéo, disseminacdo e transmissdo do WNV em fémeas de Culex
quinguefasciatus (n=22) oralmente infectadas, de acordo com o dia de pds-infeccao (dpi).
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A taxa de infeccdo no 79, 149 e 219 dpi foi de 100%, demonstrando que todos os
mosquitos foram infectados pelo WNV, porém devido ao baixo quantitativo de amostras de
corpo ndo foi possivel obter um pValor para analise de tendéncia.

Em relacdo a taxa de disseminacéo, no 72 dpi obteve-se uma taxa de 40% de amostras
positivas, no 14% dpi de 37,50% e o 21° dpi de 100%. De acordo com a analise de tendéncia,
constatou-se que, embora haja uma tendéncia crescente no nimero de amostras positivas de
cabeca conforme o aumento do dpi (A>0 com A = 3.000), esse crescimento ainda ndo apresenta
significancia estatistica com p> o (p-Valor: 0.0879).

Em relacdo a taxa de transmisséo, observou-se que apenas uma amostra de saliva do 79
dpi foi positiva para WNV apds uma segunda passagem em células, demonstrando uma taxa

de 10% de positividade (Figura 19), porém o titulo viral da amostra ndo pdde ser quantificado
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pelo teste de titulagdo viral em placa, sugerindo uma baixa carga viral. No 142 dpi nenhuma
amostra de saliva foi positiva e no 212 dpi, todas as amostras de saliva foram positivas para
infeccdo por WNV, com uma taxa de 100%.

Em relacdo a andlise de tendéncia, as amostras de saliva apresentaram uma tendéncia
de crescimento (A>0 com A = 4.3636), assim como tal crescimento demonstrou significancia
estatistica com p < a (p-valor: 0.0031), ou seja, hé tendéncia de maior nimero de amostras de
saliva infectadas com WNYV conforme o aumento dos dias pds-infeccao.

Tabela 1. Resultado do grau de fluorescéncia observado nas amostras de corpo, cabeca e saliva
aos 79, 142 e 219 dpi de mosquitos fémeas Culex quinquefasciatus expostos por via oral ao
WNV.

Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Dia de Pés-Infeccéo

(DPI) Amostra Corpo Cabeca Saliva
M1t 3+ 4+ -
M2 3+ - -
M3 3+ 4+ -
M4 4+ - -
10 M5 3+ - -
M6 4+ - -
M7 3+ 1+ -
M8 3+ 1+ -
M9 3+ - 2+
M10 3+ - -
M1 3+ - -
M2 3+ - -
M3 3+ - -
140 M4 3+ - -
M5 3+ 3+ -
M6 3+ 3+ -
M7 3+ - -
M8 3+ 3+ -
M1 3+ 3+ 3+
510 M2 3+ 3+ 3+
M3 3+ 3+ 3+
M4 3+ 3+ 3+
1 M: Mosquito

Legenda: 1+: indica minima florescéncia; 4+: indica fluorescéncia intensa.
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Figura 19 - Imunofluorescéncai Indireta de amostras de corpo, cabeca e saliva de fémeas de

Culex quinquefasciatus infectadas oralmente com a cepa brasileira de WNV.

K G

Legenda: Teste de Imunofluorescencia Indireda utilizando anticorpos policlonais de West Nile virus (in house)
para identificar WNV em células C6/36 inoculadas com amostras de corpo, cabega e saliva. Evans Blue foi
utilizado como corante no teste de IFI. A. amostra positiva de saliva do 70 dpi. B. amostra positiva de cabeca do
70 dpi. C. amostra positiva de corpo do 70 dpi. D. amostra positiva de saliva do 210 dpi. E. amostra positiva de

cabec¢a do 210 dpi. F. controle negativo de saliva. G. controle negativo de células C6/36. Imagens em magnificacdo
de 200x.

5.2 TITULACAO VIRAL

Todas as amostras foram submetidas ao teste de titulacdo viral em placa (Tabela 2).
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Tabela 2. Titulo viral de amostras de corpo, cabeca e saliva de 79, 149 e 219 dpi de mosquitos
fémeas Culex quinquefasciatus expostos por via oral ao WNV.

Titulo Viral
(PFU/mL)!
DPI? Amostra Corpo Cabeca Saliva
Mm13 2.7 x 108 6 x 10° -
M2 2 x 10° - -
M3 1.7 x 108 5x 108 -
M4 1.4 x 10* B -
M5 1.4x10° B B
70
M6 3.2x10° B B
M7 7 x10° B B
M8 1.1x104 B B
M9 3x10° B B
M10 1.4 x 10° B B
M1 2.1x10° B B
M2 2 x 108 B B
M3 4 x 108 B B
M4 1.3x10* B B
140
M5 3.8x 107 2.7 x 108 B
M6 4.3x 10 3x10? )
M7 2.9x 108 - B
M8 3.8x 10 1x102 B
M1 5.1 x 108 2.1x10° 4 x 102
0 M2 2.9 x 107 2.2x10° 2 x 102
21=
M3 1.9 x 108 4.2x108 3.2 x 10
M4 1.9x108 1.8 x 107 1.3x10*
p p=0.0057 p=0.0172 p=0.0091

LPFU/mL: Unidade Formadora de Placa/mililitro

2 DPI: Dia de Pés-Infecgdo
3 M: Mosquito

A respeito das amostras de cabeca, o teste de KW demonstrou a ocorréncia de variagdo

nos valores dos titulos virais, com p<a (p = 0.0172), porém 0s grupos amostrais que

apresentaram maior variacdo nos titulos, pelo teste de Dunn, pertencem ao 72 e 212 dpi, com

p<a (<0.05), evidenciando um aumento significativo do titulo viral na regido da cabeca entre

0 7% e 0 21°% dpi.
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Ao analisar os titulos virais das amostras de corpo referentes ao 79, 149 e 212 dpi pelo
teste KW, observou-se significancia estatistica entre os titulos (p = 0.0057) e o teste de Dunn
revelou que a diferenca entre os escores médios das amostras pertencentes ao 142 e ao 219 dpi
apresentaram p<o (<0.05) demonstrando alta significancia estatistica e evidenciando que ha
um aumento significativo do titulo viral nas amostras de corpo entre 0 142 e 0 212 dpi.

Em relacdo as amostras de saliva, o teste KW também identificou diferenca estatistica
(p = 0.0091) entre os grupos amostrais, com variacao nos valores dos titulos virais entre eles.
O teste de Dunn, por outro lado, mostrou diferenca nos escores médios dos titulos entre os
grupos de 72 e 212 dpi e entre 149 e 212 dpi, ambos com p<a (<0.05), demonstrando aumento

significativo do titulo viral na saliva entre 0 72 e 0 219 dpi e entre 0 149 ¢ 0 21% dpi.
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6 DISCUSSAO

No Brasil, a circulacdo do WNV foi primeiramente identificada por métodos
sorologicos em amostras de varios animais como equinos e galinhas domésticas até o ano de
2013 e, em 2014 foi detectado em humanos. Contudo, foi apenas no ano de 2018 que ocorreu
0 primeiro isolamento do WNV em uma amostra de equino adulto proveniente do estado do
Espirito Santo e, em 2021, o Instituto Evandro Chagas (IEC) confirmou, por meio de um
Boletim Informativo, o segundo isolamento do WNV, nesta ocasido em um pool de mosquitos
do género Culex spp. capturados da regido de Carajas (Para) (dados ndo publicados) (Martins
et al., 2019; Melandri et al., 2012; Silva et al., 2013; Brasil, 2019; Ometto et al., 2013).

Considerando a circulagdo do WNV no territorio brasileiro, nosso estudo teve o
objetivo de avaliar a competéncia vetorial de fémeas do mosquito Culex quinquefasciatus da
Regido Amazdnica ao novo virus potencialmente emergente. Desse modo, considerando que a
analise da competéncia vetorial é de extrema importéncia para o estudo de sua participacdo no
ciclo de transmissdo do arbovirus, em especial a do WNV, foram utilizados mosquitos
pertencentes a geracdo F1 por ser a geracdo mais proxima aquela coletada no campo,
assemelhando-se aos mosquitos presentes em um ambiente natural.

O estoque viral utilizado no presente estudo possuia um titulo de 1.4x108 PFU/mL, ap6s
a mistura de células infectadas e o sangue de carneiro utilizado no processo de infeccdo a
amostra final do sangue infeccioso possuia um titulo de 7x107 PFU/mL. O titulo do estoque
utilizado assemelha-se a outros estudos de competéncia vetorial, Goddard et al. (2002)
utilizaram um estoque de WNV com um titulo variando de 10*° a 10"* PFU/mL em conjunto
com 1mL de sangue de coelho, demonstrando em seu estudo que quanto maior a carga viral da
refeicdo de sangue infeccioso oferecido aos mosquitos, maior a taxa de transmisséo viral.
Richards, Anderson e Lord (2014) usaram um estoque com titulacdo de 10%2 PFU/mL e Romo
et al. (2018) apds misturar sobrenadante viral e sangue de bezerro, obtiveram uma alimentacao
infecciosa com titulo de 107 e 108 PFU/mL. Rochlin et al. (2019) em sua revisdo, enfatizaram
que mosquitos do género Culex sdo capazes de transmitir o WNV quando alimentados com
sangue infectado contendo um titulo viral superior a 105 PFU/mL.

Observou-se que a populacdo estudada possui alta susceptibilidade a cepa de WNV
utilizada, uma vez que o virus foi identificado em todas as amostras de corpo referentes ao 79,
149 e 21% dpi, assim como foi possivel quantificar o titulo viral dessas amostras, corroborando

com dados apresentados por Bakhshi et al. (2020) os quais demonstram que a espécie de
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mosquitos Culex pipiens também apresenta alta suscetibilidade a cepa WNV pertencente a
linhagem 1A isolada no Ird, com taxas de infeccéo que variaram de 70% a 88% no 79 e 219 dpi.

Sudeep et al. (2015) avaliou uma populagdo de Culex quinquefasciatus proveniente da
india, para a transmissdo de trés cepas distintas do WNV e conseguiram demonstrar a
suscetibilidade da espécie ao virus. Os estudos realizados por Jiang et al. (2010) acerca do
potencial de competéncia vetorial de quatro diferentes espécies de mosquitos do género Culex
para a transmissao da cepa Eg101 de WNV, revelaram que a espécie Culex quinquefasciatus
teve uma taxa de infeccéo de 40,5% quando infectada pelo virus.

Em estudo realizado por Romo et al. (2018) observou-se que mosquitos Culex
quinquefasciatus provenientes do estado da Florida (EUA) quando infectados por via oral com
diferentes cepas de WNV pertencentes a linhagem 2, apresentavam taxa de infeccao de 100%,
assim como em pesquisa realizada por Micieli et al. (2013) no qual a mesma espécie de
mosquitos, proveniente da cidade de La Plata (Argentina), apresentaram taxa de infeccdo de
95,5% quando alimentados com a cepa NY99-3356 de WNV, dado semelhante ao encontrado
em nosso estudo.

No que concerne a analise dos titulos virais das amostras de corpo avaliadas, nossos
dados mostraram um elevado aumento do titulo viral quando comparadas as amostras do 14°% e
219 dpi, demonstrando que a populacdo de Culex quinquefasciatus estudada manteve a
replicagdo do WNV por um periodo prolongado bem como em titulos elevados, o que favorece
uma possivel transmissdo viral.

No entanto, Richards, Anderson e Lord (2014) destacam que apesar dos altos titulos
virais em amostras de corpos e pernas de mosquitos Culex quinquefasciatus infectados por via
oral com diferentes isolados de WNV, a alta taxa de infeccdo ndo esta necessariamente
relacionada a um igual aumento na taxa de transmissdo e Bakhshi et al. (2020) afirmam que,
embora as taxas de infeccdo encontradas em seu estudo ndo tenham mostrado diferencas
estatisticas, o titulo viral das amostras de corpo também exibiu um crescimento significativo a
medida que os dias pos-infeccdo aumentaram, achado semelhando ao observado em nosso
estudo.

Em relagdo a taxa de disseminagdo, nosso estudo mostrou uma varia¢do no percentual
de disseminacdo viral, porém tal variacdo ndo se mostrou diretamente relacionada a uma
continuidade de crescimento viral, fato que pode ser explicado pelo baixo nimero de amostras
do 149 e 212 dpi, indicando a necessidade de realizagdo novos testes de competéncia vetorial
com um maior N amostral, possibilitando estabelecer com maior precisdo a cinética viral da

cepa brasileira do WNV. Contudo, apesar do baixo numero de amostras, ao se avaliar o titulo
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viral das amostras de cabeca, observou-se a ocorréncia de uma variacdo entre os titulos das
amostras de 7% e 219 dpi, com aumento significativo do titulo.

Brackney et al. (2011) em seu trabalho observaram que a disseminagdo do WNV em
amostras de corpo de mosquitos Culex quinquefasciatus ocorreu de forma semelhante ao nosso
estudo, no qual a taxa de disseminacéo no 72 dpi foi de 58%, seguida por uma diminuicéo dessa
taxa para apenas 36% no 149 dpi e por um novo crescimento no 212 dpi (55%), dados esses
semelhantes aos encontrados nos referidos dias de pds-infeccdo de nosso estudo, onde além do
aumento na taxa de disseminacao também observamos um crescimento do titulo viral, seguido
de uma queda e um novo aumento sequencial no 219 dpi. Ja em estudo realizado por Bakhshi
et al. (2020) com mosquitos da espécie Culex pipiens, foi possivel observar uma taxa de
disseminacdo de 92.3% no 212 dpi, mas sem diferencas estatisticas na analise dos titulos virais.
Porém devido tratar-se de espécies distintas de mosquitos, sugere-se que uma especie possa ser
mais eficaz que outra no processo de disseminacéo viral do WNV.

Em nosso estudo, verificou-se a deteccdo do WNV em uma amostra de saliva referente
ao 72 dpi, porém néo foi possivel determinar o titulo. Essa observacéo pode indicar uma rapida
disseminacdo do virus no organismo do mosquito, atingindo a regido da saliva, porém com
baixa carga viral, ndo sendo possivel sua transmissao por hematofagia, assim como demonstra
a necessidade da utilizacdo de técnicas de deteccdo mais sensiveis, a exemplo, técnicas de
Biologia Molecular capazes de quantificar a carga viral mesmo em baixas concentragdes.

Em uma pesquisa de competéncia vetorial, Brackney et al. (2011) verificaram a
presenca de WNV em amostras de saliva de mosquitos Culex quinquefasciatus a partir do 72
dpi, com taxa de transmissdo de 25%. Em nosso estudo, 100% das amostras de saliva foram
positivas no 212 dpi, enquanto os autores obtiveram 35% de positividade no 212 dpi. A
diferenca na quantidade de amostras positivas de saliva identificadas no 72 dpi em nosso estudo
e no trabalho de Brackney et al. (2011) pode ser justificada devido a utilizagdo de diferentes
metodologias de identificacdo viral, posto que Brackney et al. empregou a técnica de RT-PCR
para a deteccdo das amostras positivas e em nosso trabalho utilizamos as técnicas de isolamento
viral e titulacdo por placa a partir de uma diluicéo inicial de 1:10, novamente demonstrando a
importancia da utilizacdo em estudos de analise de competéncia vetorial de técnicas de
deteccdo viral mais sensiveis.

De acordo com trabalho realizado por Sudeep et al. (2015), o WNV pode ser
identificado em amostras de saliva de Culex quinquefasciatus ja no 52 dpi com um titulo

variando de 1,4 a 1,17 PFU/mL. Os autores ressaltam ainda que o maior titulo viral detectado
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em seu estudo foi em uma amostra referente ao 112 dpi com titulo acima de 2.4 PFU/mL, valor
semelhante a carga viral identificada em nosso estudo em amostras do 219 dpi.

Richards et al. (2007) ressaltam ainda, que diversos aspectos ambientais podem estar
envolvidos no processo de incubacdo extrinseca dos arbovirus, incluindo a temperatura, uma
vez que, em ambientes com altas temperaturas os arbovirus tendem a ter um periodo de
incubacdo extrinseco mais curto, ou seja, apresentam um periodo de disseminagéo viral mais
rapido. Lima-Camara (2016) e Lopes, Nozawa e Linhares (2014) também apontam que paises
tropicais, como o Brasil, possuem condi¢cdes ambientais extremamente favoraveis para a
ocorréncia do ciclo de transmissdo de arbovirus, incluindo o WNV, uma vez que o clima reduz
o0 periodo de incubagdo dos arbovirus, além de reduzir o tempo de desenvolvimento larval de
varias espécies de mosquitos, aumentando a densidade populacional e assim favorecendo a
transmissdo dos arbovirus.

Outro aspecto que deve ser considerado em estudos de analise de competéncia vetorial
é a acdo do sistema imune inato do mosquito, aspecto essencial para a determinacdo da
competéncia vetorial de um artrépode no ambiente natural, haja vista que vias de resposta
imune inata, como 0 RNAI e a via JAK-STAT, atuam inibindo a replicacdo viral reduzindo
assim a disseminacéo e transmisséo de arbovirus.

Em nosso estudo, as amostras de saliva do 14 dpi ndo foram positivas em nenhum dos
testes realizados (isolamento viral e titulacdo viral), sendo possivel identificar e quantificar a
carga viral apenas nas amostras referentes ao 212 dpi, com titulos que variaram de 2x10% a
3.2x10* PFU/mL, valores considerados elevados ao se analisar a saliva isoladamente, porém
quando se avalia as amostras de saliva juntamente com as amostras de cabeca e corpo
pertencentes ao mesmo dpi, nota-se uma reducdo da carga viral na saliva, sendo o titulo maior
no corpo, cabeca e saliva, respectivamente. Esses dados assemelham-se aos identificados por
Bakhshi et al. (2020) em pesquisa com mosquitos da espécie Culex pipiens, onde observou-se
que apesar da presenca do WNV na saliva apés 21 dias da infeccdo, o titulo viral é inferior ao
observado em amostras de corpo e cabeca pertencentes ao mesmo grupo.

Desse modo, ressalta-se que o baixo numero de amostras presentes neste estudo
revelam a necessidade de novas pesquisas para analisar a competéncia vetorial de mosquitos
Culex quinquefasciatus pertencentes a Regido Amazodnica, para a transmissao da cepa
brasileira do WNV, utilizando métodos de anélise mais sensiveis como de Biologia Molecular,
visto que embora a cepa viral utilizada tenha sido isolada de uma amostra proveniente da regido
sudeste do Brasil, varios casos humanos foram relatados no estado do Piaui (regido Nordeste),

mostrando a grande circulag¢do do virus e o risco de novos surtos de casos humanos e animais
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de Febre do Nilo Ocidental em todo o territorio brasileiro, visto que este estudo demonstrou
gue mosquitos Culex quinquefasciatus se apresentam como importantes potenciais vetores do
West Nile virus no Brasil, por serem uma espécie de ampla distribui¢cdo em todo o pais e seu

ciclo reprodutivo estar altamente adaptado aos ambientes urbanos.
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7 CONCLUSAO

O Culex quinquefasciatus da Regido Amazo6nica mostrou-se ser suscetivel & infeccéo
por via oral pela cepa brasileira de West Nile virus, comportando-se como um potencial
vetor do WNV no Brasil devido apresentar alta susceptibilidade a infec¢do, com taxas
de infecgdo de 100% nos trés dpi’s analisados e estar amplamente distribuido em todo
o territdrio brasileiro e apresentar-se altamente adaptado aos ambientes urbanos.

A cepa brasileira do WNV foi capaz de superar as barreiras anatdmicas, disseminando-
se para todas as regides do corpo do mosquito, sendo possivel detectad-lo em todas as
amostras de corpo provenientes 79, 14% e 212 dpi pela técnica de isolamento viral
(padrdo ouro) e titulacao viral.

Os titulos virais identificados na regido do corpo no 72 dpi variaram de 1.1x10* PFU/mL
a 2.7 x 108 PFU/mL, no 142 dpi de 2x10° PFU/mL a 2.1x10° PFU/mL e no 219 dpi de
2.9x107 PFU/mL a 5.1x108 PFU/mL.

Na regido da cabeca no 72 dpi identificou-se titulos com variagdo de 5x10% PFU/mL a
6x10° PFU/mL, no 149 dpi de 1x10? PFU/mL a 4.2x10°% PFU/mL e no 219 dpi de
2x2x10° PFU/mL a 4.2x108 PFU/mL.

Em relacédo aos titulos virais das amostras de saliva, foi possivel a quantificacdo apenas
nas amostras referentes ao 219 dpi, que demonstraram uma variacéo de 2x10%2 PFU/mL
a 3.2x10*PFU/mL.

O presente estudo demonstrou que os titulos virais encontrados foram mais
representativos nas amostras da regido da cabeca, seguido da saliva e corpo dos
mosquitos. No entanto, embora ocorra a disseminacdo viral, os titulos presentes na
saliva foram muito inferiores aos encontrados nas regides do corpo e da cabeca dos
mosquitos avaliados no 212 dpi, fato que pode indicar que as barreiras anatdmicas de
escape apesar de ndo serem capazes de inibir a disseminacédo, atuam minimizando-a.
No que concerne a taxa de infec¢do do Culex quinquefasciatus oralmente infectado com
a cepa brasileira de WNV, observou-se uma taxa de infec¢do 100% em todos os dpi’s
avaliados. Contudo, verificou-se uma variag@o na taxa de disseminagao dos trés dpi’s
analisados, com taxa de disseminacéo de 40% no 72 dpi, de 37,5% no 142 dpi e de 100%
no 212 dpi.

O presente estudo também demonstrou que todas as amostras de saliva referentes ao

219 dpi foram positivas, com taxa de transmissdo de 100% e apenas uma amostra de
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saliva, referente ao 72dpi, foi positiva pelo teste de isolamento viral, demonstrando uma
baixa carga viral, haja vista que n&o foi possivel realizar a titulacdo a uma dilui¢do de
1:10, demonstrando a alta sensibilidade do teste de isolamento viral em cultivo de
células C6/36. Ndo foram detectadas amostras de saliva positivas no 142 dpi.

Estudos futuros de analise de competéncia vetorial voltados para uma investigacdo mais
aprofundada da acdo de barreiras anatbmicas em diversos estagios da infeccdo nesses
artrépodes, bem como a agdo do sistema imune inato nos mosquitos serdo aspectos
essenciais para a determinacdo da competéncia vetorial de um artropode no ambiente

natural.
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Espécies de passaros mortos em que foi detectado West Nile virus nos Estados Unidos,

1999 a 2016.

AboNET

Species of dead birds in which West Nile virus has been detected, United

States, 1999-2016

Bird species/Common name | Native/Exotic/Captive Bird species/Common name | Native/Exotic/Captive
Abyssinian Ground-Hornbill Exotic-Captive Boat-tailed Grackle Native
Acorn Woodpecker Native Bobolink Native
African Grey Parrot Exotic-Captive Boreal Owl Native-Captive
African Penguin Exotic-Captive Brewer's Blackbird Native
American Coot Native Broad-winged Hawk Native
American Crow Native Bronzed Cowbird Native
American Dipper Native Bronze-winged Duck Exotic-Captive
American Goldfinch Native Brown Thrasher Native
American Kestrel Native Brown-headed Cowbird Native
American Robin Native Budgerigar Exotic-Captive
American White Pelican Native Bufflehead Native-Captive
Anna's Hummingbird Native Bullock's Oriole Native
Ash-throated Flycatcher Native Burrowing Owl Native
Bald Eagle Native Bushtit Native
Baltimore Oriole Native Cackling Goose Native
Band-tailed Pigeon Native Cactus Wren Native
Bank Swallow Native California Condor Native
Barn Owl Native California Gull Native
Barn Swallow Native California Quail Native
Barred Owl Native California Towhee Native
Belted Kingfisher Native Canada Goose Native
Black Phoebe Native Canada Warbler Native
Black Skimmer Native Canary-winged Parakeet Exotic-Captive
Black Vulture Native Canvasback Native-Captive
Black-billed Magpie Native Carolina Chickadee Native
Black-capped Chickadee Native Carolina Wren Native
Black-capped Lory Exotic-Captive Caspian Tern Native
Black-chinned Hummingbird Native Cassin's Finch Native
Black-chinned Sparrow Native Cattle Egret Native
Black-crowned Night Heron Native Cedar Waxwing Native
Black-headed Grosbeak Native Chestnut-backed Chickadee Native
Blackpoll Warbler Native Chihuahuan Raven Native
Black-throated Blue Warbler Native Chilean Flamingo Exotic-Captive
Black-throated Gray Warbler Native Chimney Swift Native
Black-whiskered Vireo Native Chinese Goose Exotic-Captive
Blue Jay Native Chipping Sparrow Native
Blue-crowned Conure Exotic-Captive Chukar Introduced
Blue-eared Pheasant Exotic-Captive Cinereus Vulture Exotic-Captive
Blue-streaked Lory Exotic-Captive Cinnamon Teal Native
Exotic-Captive Clapper Rail Native

Blythe's Tragopan
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Bird species/Common name

Native/Exotic/Captive

Bird species/Common name

Native/Exotic/Captive

Clark's Grebe

Native

Glaucous-winged Gull

Native

Clark's Nutcracker Native Golden Eagle Native
Cliff Swallow Native Golden-crowned Sparrow Native
Cockatiel Exotic-Captive Gouldian Finch Exotic-Captive
Cockatoo Exotic-Captive Gray Catbird Native
Common Black-Hawk Native Gray-cheeked Thrush Native
Common Canary Exotic-Captive Great Black-backed Gull Native
Common Goldeneye Native-Captive Great Blue Heron Native
Common Grackle Native Great Crested Flycatcher Native
Common Ground-Dove Native Great Egret Native
Common Loon Native Great Gray Owl Native-Captive
Common Merganser Native-Captive Great Horned Owl Native
Common Moorhen Native Greater Flamingo Exotic-Captive
Common Murre Native Greater Prairie-Chicken Native
Common Nighthawk Native Greater Roadrunner Native
Common Peafowl Exotic-Captive Greater Sage-Grouse Native
Common Raven Native Greater Scaup Native
Common Yellowthroat Native Greater White-fronted Goose Native
Cooper's Hawk Native Great-tailed Grackle Native
Costa's Hummingbird Native Green Heron Native

Crimson-fronted Parakeet

Exotic-Captive

Green-winged Teal

Native-Captive

Crimson Rosella

Exotic-Captive

Guanay Cormorant

Exotic-Captive

Dark-eyed Junco Native Gyrfalcon Native-Captive
Dickcissel Native Hairy Woodpecker Native
Domestic Chicken Exotic-Captive Hammond's Flycatcher Native
Double-crested Cormorant Native Harris' Hawk Native
Downy Woodpecker Native Hawaiian Goose (Nene) Exotic-Captive
Dusky Lory Exotic-Captive Hermit Thrush Native
Eastern Bluebird Native Herring Gull Native
Eastern Kingbird Native Hooded Crow Exotic-Captive
Eastern Phoebe Native Hooded Merganser Native
Eastern Screech-Owl Native Hooded Oriole Native
Eastern Towhee Native Hooded Warbler Native
Elegant Crested Tinamou Exotic-Captive House Finch Native
Elf Owl Native House Sparrow Introduced
Emperor Goose Native-Captive House Wren Native
Emu Exotic-Captive Humboldt Penguin Exotic-Captive
Eurasian Collared-Dove Introduced Impeyan Pheasant Exotic-Captive
Eurasian Jay Exotic-Captive Inca Dove Native
Eurasian Wigeon Native Inca Tern Exotic-Captive
European Goldfinch Exotic-Captive Kentucky Warbler Native
European Starling Introduced Killdeer Native
Evening Grosbeak Native Lark Sparrow Native
Ferruginous Hawk Native Laughing Gull Native
Field Sparrow Native Lazuli Bunting Native
Fish Crow Native Least Bittern Native
Flammulated Owl Native Least Tern Native
Fox Sparrow Native LeConte's Thrasher Native

Native Lesser Goldfinch Native

Gila Woodpecker
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Bird species/Common name

Native/Exotic/Captive

Bird species/Common name

Native/Exotic/Captive

Lesser Nighthawk Native Pine Siskin Native

Lesser Scaup Native Pinyon Jay Native

Lewis' Woodpecker Native Piping Plover Native
Limpkin Native Prairie Falcon Native
Lincoln's Sparrow Native Puna Teal Exotic-Captive
Loggerhead Shrike Native Purple Finch Native
Long-eared Owl Native Purple Gallinule Native

Macaw Exotic-Captive Purple Martin Native
MacGillivray's Warbler Native Pygmy Nuthatch Native

Mallard Native Rainbow Lorikeet Exotic-Captive
Merlin Native Red Crossbill Native
Mexican Jay Native Red Lory Exotic-Captive
Micronesian Kingfisher Exotic-Captive Red-bellied Woodpecker Native
Mississippi Kite Native Red-breasted Goose Exotic-Captive
Monal Pheasant Exotic-Captive Red-breasted Nuthatch Native

Mottled Duck Native Red-breasted Sapsucker Native
Mountain Bluebird Native Red-crowned Parrot Exotic-Captive
Mountain Chickadee Native Red-eyed Vireo Native
Mountain Quail Native Red-headed Woodpecker Native
Mourning Dove Native Red-shouldered Hawk Native
Muscovy Duck Native-Captive Red-tailed Hawk Native

Mute Swan Introduced Red-winged Blackbird Native
Nashville Warbler Native Ring-billed Gull Native
Northern Bobwhite Native Ringed Turtle-Dove Introduced
Northern Cardinal Native Ring-necked Pheasant Introduced
Northern Flicker Native Rock Pigeon Introduced
Northern Goshawk Native Rock Wren Native
Northern Harrier Native Rose-breasted Grosbeak Native
Northern Hawk-Owl Native-Captive Rough-legged Hawk Native
Northern Mockingbird Native Ruby-throated Hummingbird Native
Northern Parula Native Ruddy Duck Native
Northern Pintail Native-Captive Ruddy Turnstone Native
Northern Saw-whet Owl Native Ruffed Grouse Native
Northern Waterthrush Native Rufous Hummingbird Native
Nutmeg Mannikin Exotic-Captive Rusty Blackbird Native
Nuttall's Woodpecker Native Sandhill Crane Native

Oak Titmouse Native Satyr Tragopan Exotic-Captive
Olive-sided Flycatcher Native Savannah Sparrow Native
Orange-crowned Warbler Native Scarlet Ibis Exotic-Captive
Orchard Oriole Native Scarlet Tanager Native

Osprey Native Scissor-tailed Flycatcher Native
Ovenbird Native Sharp-shinned Hawk Native

Pacific Parrotlet Exotic-Captive Short-eared Owl Native
Pacific-slope Flycatcher Native Smew Exotic-Captive
Pale-headed Rosella Exotic-Captive Snow Goose Native-Captive
Palm Tanager Exotic-Captive Snowy Egret Native

Pelagic Cormorant Native Snowy Owl Native-Captive
Peregrine Falcon Native Society Finch Exotic-Captive
Pied-billed Grebe Native Song Sparrow Native
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Yellow-billed Cuckoo

Bird species/Common name | Native/Exotic/Captive Bird species/Common name | Native/Exotic/Captive
Sora Native Yellow-billed Duck Exotic-Captive
Spotted Owl Native-Captive Yellow-billed Magpie Native
Spotted Towhee Native Yellow-crowned Night-Heron Native
Steller's Jay Native Yellow-rumped Warbler Native
Swainson's Hawk Native Yellow-throated Warbler Native
Swainson's Thrush Native Zebra Finch Exotic-Captive
Swallow-tailed Kite Native Zenaida Dove Exotic-Captive
Swamp Sparrow Native
Tawny Owl Exotic-Captive
Tennessee Warbler Native
Thayer's Gull Native
Thick-billed Parrot Exotic-Captive
Townsend's Warbler Native
Tree Swallow Native
Tricolored Blackbird Native
Tufted Titmouse Native
Tundra Swan Native
Turkey Vulture Native
Varied Thrush Native
Varied Tit Exotic-Captive
Veery Native
Violet-necked Lorikeet Exotic-Captive
| Virginia Rail Native
Warbling Vireo Native
Wedge-tailed Eagle Exotic-Captive
Western Bluebird Native
Western Kingbird Native
Western Meadowlark Native
Western Sandpiper Native
Western Screech-Owl Native
Western Scrub-Jay Native
Western Tanager Native
Whip-poor-will Native
White-breasted Nuthatch Native
White-crowned Pigeon Native
White-crowned Sparrow Native
White-faced Ibis Native
White-tailed Kite Native
'White-winged Dove Native
Whooping Crane Native-Captive
Wild Turkey Native
Willow Flycatcher Native
Wilson's Warbler Native
Winter Wren Native
Wood Duck Native-Captive
Wood Thrush Native
Yellow Warbler Native
Yellow-bellied Sapsucker Native
Native



ANEXO B

Espécies de mosquitos ja identificadas com West Nile virus nos Estados Unidos, 1999 a

2016.

Mosquito species in which West Nile virus has been detected, United

States, 1999-2016

Mosquito Species

Mosquito Species

Aedes aegypti

Culex erraticus

Aedes albopictus Culex erythrothorax
Aedes atlanticus/tormentor Culex nigripalpus
Aedes atropalpus Culex pipiens

Aedes canadensis

Culex quingquefasciatus

Aedes cantator

Culex restuans

Aedes cinereus

Culex salinarius

Aedes condolescens™

Culex stigmatosoma

Aedes dorsalis

Culex tarsalis

Aedes dupreei

Culex territans

Aedes epactius

Culex thriambus

Aedes fitchii

Culiseta incidens

Aedes fulvus pallens

Culiseta impatiens

Aedes grossbecki

Culiseta inornata

Aedes infirmatus

Culiseta melanura

Aedes japonicus

Culiseta morsitans

Aedes melanimon

Culiseta particeps

Aedes nigromaculis

Deinocerites cancer

Aedes provocans

Mansonia titillans

Aedes sollicitans

Orthopodomyia signifera

Aedes squamiger

Psorophora ciliata

Aedes sticticus

Psorophora columbiae

Aedes stimulans

Psorophora ferox

Aedes taeniorhynchus

Psorophora howardii

Aedes triseriatus

Psorophora signipennis

Aedes trivittatus

Uranotaenia sapphirina

Aedes vexans

Anopheles atropos

Anopheles barberi

Anopheles bradleyi/crucians

Anopheles franciscanus

Anopheles freeborni

Anopheles hermsi

Anopheles punctipennis

Anopheles quadrimaculatus

Anopheles walkeri

Coquillettidia perturbans

Culex apicalis

Culex bahamensis

Culex coronator

* This species was detected in 2003 in Monroe County, FL; but was not reported to ArboNET

AboNET




