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RESUMO
Ferreira-de-Lima VH. Avaliacdo da transmissdo vertical de arbovirus em Aedes
aegypti e Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) em condigdes naturais

(Dissertacao). Sao Paulo: Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo; 2019.

A transmissao vertical natural (TVN) ¢ considerada como a sendo a forma de
transmissdo do virus dengue (DENV) menos estudada no mundo, podendo
representar um importante mecanismo de manutengdo desse patdogeno no ambiente.
Haja vista que a dindmica de infeccio do DENV pode variar de acordo com as
populagdes selvagens de vetores e origem do virus isolado, as taxas de transmissao
vertical também podem variar entre regides. No entanto, embora a cidade de Sao
Paulo seja a mais populosa das América Latina e tenha sofrido com grandes
epidemias de dengue, a TVN nunca havia sido evidenciada nessa area. O presente
trabalha objetiva realizar abordagem experimental, empirica e meta-analitica da
transmissdo vertical de arbovirus nas espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus em
condi¢des naturais através de levantamento bibliografico da literatura, investigagdo
da transmissao vertical na cidade de Sao Paulo e comparagao das Taxas Minimas de
Infec¢ao (TMI) obtidas no Brasil e no mundo. Neste trabalho obtivemos 62 estudos
sobre a TVN do DENYV, 5 sobre ZIKV e 4 sobre CHIKYV. Analisamos 2.730 machos
(940 de Ade. aegypti e 1.790 de Ae. albopictus), coletados em um parque urbano da
cidade de Sao Paulo, para a verificacdo da presenca de transmissdo vertical e
comparag¢do as Taxas Minimas de Infeccdo obtidas. Como resultado, América do Sul
e Asia foram os maiores produtores de conhecimento sobre o assunto e isso pode
estar relacionado ao elevado numero de paises endémicos nos dois continentes. A
baixa quantidade de estudos realizados na América do Norte e Central indica a
necessidade de melhor entendimento da dindmica desse fendmeno nessas areas.
Além disso, descrevemos, pela primeira vez, a confirmagdo da transmissdo vertical
natural do sorotipo DENV-3 na cidade de Sao Paulo em dois pools de machos de Ae.
albopictus em periodos que nao registraram casos autoctones humanos desse
sorotipo, indicando que 4reas verdes podem estar servindo de refiigio para sorotipos
de circulacdo silenciosa, sendo a TVN um de seus possiveis mecanismos de

manutengdo nesse ambiente. Por fim, a compara¢do das TMI’s ndo corroboraram com a



hipotese da existéncia de uma tendéncia geral de favorecimento na transmissdo vertical

natural de um determinado sorotipo sobre o outro, bem como entre espécies vetoras.

Palavras-chave: Aedes, Arbovirus, Vetores, Mosquitos.



ABSTRACT
Ferreira-de-Lima VH. Evaluation of arbovirus vertical transmission in Aedes
aegypti and Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) under natural conditions

(Dissertation). Sao Paulo: Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo; 2019.

Natural vertical transmission (TVN) is considered the least studied form of dengue
virus (DENV) transmission worldwide, and may represent an important mechanism
of maintenance of this pathogen in the environment. Bearing in mind that the
dynamics of DENV infection may vary according to wild vector populations and
origin of the isolated virus, vertical transmission rates may also vary according to the
region. However, although the city of Sdo Paulo is the most populous in Latin
America and has suffered from major dengue epidemics, TVN has never been
detected in this area. The present work aims to carry out an experimental, empirical
and meta-analytical approach to vertical transmission of arboviruses in Ae. aegypti
and Ae. albopictus species in natural conditions through a bibliographic survey of the
literature, investigation of vertical transmission in the city of Sdo Paulo and
comparison of the Minimum Infection Rates (IMT) obtained in Brazil and
worldwide. In this work we obtained 62 studies on DENV's TVN, 5 on ZIKV and 4
on CHIKV. We analyzed 2,730 males (940 of Ae. aegypti and 1,790 of Ae.
albopictus), collected in an urban park located in the city of Sdo Paulo, to verify the
presence of vertical transmission and to compare the Minimum Infection Rates
obtained. As a result, South America and Asia were the largest producers of
knowledge on the subject and this may be related to the high number of endemic
countries on both continents. The low quantity of studies carried out in North and
Central America indicates the need for a better understanding of the dynamics of this
phenomenon in these areas. In addition, we describe, for the first time, the
confirmation of natural vertical transmission of the DENV-3 serotype in the city of
Sdo Paulo in two pools of males of Ae. albopictus in periods that did not register
autochthonous human cases of this serotype, indicating that green areas may be
acting as a refuge areas for serotypes of silent circulation, with TVN being one of its
possible maintenance mechanisms in this environment. Finally, the comparison of

the TMI’s did not corroborate the hypothesis of the existence of a general trend of



favoring the natural vertical transmission of a certain serotype over the other, as well

as between vector species.

Keywords: Aedes, Arbovirus, Vectors, Mosquitoes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Arbovirus

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatdrios, submicroscopicos, medindo
em torno de 20 a 300 nm, produzidos a partir da montagem de componentes pré-
formados de sua célula hospedeira. Possuem pequenos genomas compostos de RNA ou
DNA, com capacidade de codificagio de apenas algumas poucas proteinas'.
Diferentemente de outros parasitas intracelulares, os virus ndo crescem e nem se
dividem, bem como ndo apresentam nenhuma sequéncia genética para a sintese de
organelas citoplasmaticas?, tornando-os completamente dependentes dos mecanismos de

replicacdo e sintese de proteinas subjacentes de sua célula hospedeira'-2.

O termo arbovirus ¢ uma contragdo de “Arthropod-borne virus”, e denomina
todos os virus que sdo mantidos na natureza através da transmissdo bioldgica entre
hospedeiro vertebrado suscetivel e artropode vetor hematdfago®*, mais comumente

it t flebotomineos®. E ’ Itipli tecidos d
mosquitos, carrapatos e flebotomineos’. Esses virus se multiplicam nos tecidos dos
artropodes e sdo, apods o periodo extrinseco de incubagdo, transmitidos para o

hospedeiro vertebrado através da picada®.

Os arbovirus s3o classificados em variadas familias e géneros, baseados em trés
critérios: morfologia (tamanho, forma, simetria do capsideo, presenga ou auséncia de
envelope), propriedades fisicas (estrutura do genoma e antigenos) e propriedades
bioldgicas (forma de replicacdo e transmissdo, hospedeiros e patogenicidade)’. Dentre
essas familias e géneros, mais de 500 arbovirus ja foram descritos' e, destes, 130
causam doengas em hospedeiros vertebrados suscetiveis!. Alguns arbovirus
anteriormente considerados controlados ou que ndo representavam elevado risco a saude
publica sdo, atualmente, os agentes determinantes das maiores epidemias das ultimas
décadas®®, bem como a enorme diversidade bioldgica desse grupo favorece a sua
presenca nas mais diversas areas do planeta’. Dentre todos os arbovirus, aqueles
pertencentes as familias Flaviviridae e Togaviridae sao os mais importantes para o

homem’?,
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1.2 Familia Flaviviridae: Género Flavivirus

O género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, abrange mais de 70
virus, muitos deles com potencial patogénico a0 homem’. O termo Flavivirus deriva da
palavra em latim “flavus”, que significa “amarelo”, em referéncia ao virus da Febre
Amarela, membro deste mesmo género”!’. O genoma deste grupo é composto de RNA
de cadeia simples, que segue a mesma orientacio do mRNA (genoma positivo),
medindo aproximadamente 10.5 kb. Como todos os virions dos virus pertencentes a este
grupo, possuem envelope de formato esférico, medindo aproximadamente 60 nm de
diametro®>1°. Além disso, os flavivirus possuem 10 regides condificantes, sendo que 3
delas codificam proteinas estruturais (as glicoproteinas do capsideo, membrana
primordial e envelope) e 7 regides que condificam proteinas nao-estruturais (NSI,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)° (Figura 1). Dentre aqueles de propopagagio
mundial em niveis pandémicos, os virus dengue (DENV) e Zika (ZIKV) estdo entre os

de maior relevancia'l.

ESTRUTURAL| |[NAO-ESTRUTURAL

Ns2B NS4B

¢ Pril E NS81 NS83 NSHA NS5

NS2A

Figura 1 -Estrutura gendmica dos Flavivirus. Esquema das sequéncias gendmicas
codificantes de proteinas estruturais dos Flavivirus (C, capsideo; PrM,
membrana primordial; E, envelope) e ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5).
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1.2.1 Dengue

A dengue ¢ uma arbovirose que tem por agente quatro sorotipos antigenicamente
distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4), pertencentes ao género Flavivirus e
a familia Flaviviridae'*>'®. Esse virus causa uma doenca de amplo espectro clinico,
incluindo desde casos assintomaticos até quadros graves, podendo evoluir para obito.
Dentre os sintomas, destacam-se ocorréncia de hepatite, insuficiéncia hepatica,

manifestacdes do sistema nervoso, miocardite, hemorragias graves e choques'®.

Os primeiros relatos de doengas com sintomas clinicos semelhantes aos da
dengue estao detalhados na Enciclopédia Médica Chinesa da Dinastia Jin (265-420 dC),
enquanto que as primeiras epidemias descritas datam do século XVIII em trés
continentes: Asia, Africa e América do Norte. Somente a partir da década de 1940, o
DENV foi isolado de pacientes, com posterior conclusdo da presenca de quatro
sorotipos'. Nos dias atuais, apresenta ampla circulagio em mais de 100 paises tropicais
e subtropicais da Asia, Africa e América', onde as condi¢des de temperatura e umidade

1316 Tal distribuicdo esta

favorecem a proliferagdo de seus mosquitos vetores
relacionada com o crescimento populacional desenfreado, urbaniza¢do nio planejada,
controle ineficiente de mosquitos, viagens aéreas frequentes com capacidade de
transportar o patogeno de uma area para a outra em periodos muito curtos de tempo, e a
falta de servicos de satide!®. Nio obstante, hipotetiza-se que o aquecimento global tenha

potencial de expandir a distribuicio geografica de suas espécies vetoras'’.

Estima-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas vivam em dareas de risco de

infecco!? e, aproximadamente, 96 milhdes de casos apresentam manifestagdes clinicas,
. . . . A . , 18 N .

causando significativo impacto econdmico nos paises afetados'®. Dada a ocorréncia de

cerca de 390 milhdes de infecgcdes no mundo todos os anos, sendo 7% desse total
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ocorrentes no Brasil'®, a dengue ¢ considerada a mais séria doenga viral re-emergente

transmitida por artropode e o maior desafio em satide publica global'®.
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1.2.2 Zika

Semelhante a dengue, a Zika tem por agente um virus do género Flavivirus e da
familia Flaviviridae'®. As manifesta¢des provenientes da infecgdo por esse Flavivirus
pode ser assintomaticas ou sintomaticas. As infec¢des humanas por ZIKV sdo
caracterizadas por febre baixa (37,8°C - 38,5°C), conjuntivite ndo purulenta, dor de
cabeca, artralgia nas maos e pés por vezes com inflamacao nas articulagdes, fadiga,
astenia, rash maculopapular e, com menos frequéncia, dor retro-orbital, anorexia,
vomitos, diarreia e dor abdominal®’.

Esse virus foi isolado pela primeira vez em macaco Rhesus enjaulado no dossel
da Floresta Zika, em Kampala, Uganda, em 1947, durante um levantamento de febre
amarela’’. Em 1948, o mesmo virus foi isolado na mesma localidade em diversos
exemplares da espécie Aedes afiicanus®. Posteriormente, foram encontradas evidéncias
sorologicas de circulagio do ZIKV em humanos provenientes de paises da Africa
Oriental e Ocidental®®, sendo o primeiro caso diagnosticado em uma crianca de 10 anos

de idade, do sexo feminino, proveniente da Nigéria, Africa Ocidental, em 1954,

Em 2007, a primeira grande epidemia do ZIKV ocorreu nas ilhas Yap,
Micronésia, no Oceano Pacifico, com 49 casos confirmados e 59 provaveis®.
Posteriormente, em outubro de 2013, o virus chegou a Polinésia Francesa, Oceania,
onde causou surto da doenga®*. O primeiro pais das Américas a registrar casos humanos
autoctones e a confirmar a circulagdo do virus foi o Brasil, no inicio de 2015, nos
estados da Bahia e do Rio Grande do Norte?*?%. Casos autdctones foram relatados em
outros paises, tais quais: Coldmbia, Bolivia, Venezuela, Paraguai, Peru, Guiana

Francesa, Haiti, El Salvador, Guatemala, Nicardgua, Cuba e México®

Além da transmissao através do ciclo Homem —A4edes— Homem, outras formas
de contaminacdo foram evidenciadas. Sugeriu-se sua transmissao por via intrauterina,
sexual e por transfusio sanguinea®’, bem como, apesar de sua baixa letalidade, tem sido
frequentemente associado com doengas neuroldgicas severas, tal qual a sindrome de
Guillain-Barré®'. Segundo a Organizagdo Mundial da Satde, até o ano de 2017, o Brasil

e outros 30 paises reportaram casos de microcefalia e/ou malformagdes em fetos,



23

potencialmente associados ao ZIKV?*2. Além disso, diversos trabalhos corroboram com
esses achados, uma vez que tem demonstrado essa associagcdo, tanto por meio de
estudos experimentais*> e de revisdo da literatura®, quanto por meio de evidéncias

clinicas>»3¢,

Em um estudo publicado por Garcez et al. 20167, foram estimuladas células
tronco pluripotentes para desenvolverem-se como tecidos nervosos, formando culturas
ricas em neuroesferas (conjunto de células progenitoras neurais), € também organoides
cerebrais (células organizadas em uma citoarquitetura muito semelhante ao encontrado
no tecido original). Nessa pesquisa, foi observado que o ZIKV infectou varias das
neurosferas, levando parte delas a morte. Com relagdo aos organoides cerebrais, aqueles
infectados tiveram um desenvolvimento 40% inferior ao grupo controle, levando a
conclusdo de que o ZIKV ¢ o responsavel pela morte das neuroesferas, comumente
presente em fetos, e retardar o desenvolvimento cerebral. Em outro experimento, o
ZIKYV foi extraido de um paciente da Polinésia Francesa (97% similar a cepa circulante
na América Latina) e injetado em uma fémea de camundongos prenha. Como resultado,
foram encontradas concentracdes 1.000 vezes maiores do ZIKV na placenta do que no

sangue materno, indicando tropismo por esse tecido®®.

Existem, portanto, fortes evidéncias cientificas que corroboram com a
afirmacdo de que o patdégeno citado comina no impacto nocivo ao
neurodesenvolvimento de neonatos humanos, levando o Centro de Controle e Prevencao
de Doencgas (CDC)*, a lancar uma nota oficial declarando a relagdo entre o ZIKV e a

microcefalia, bem como outras anomalias em neonatos nascidos de maes infectadas.

1.3 Familia Togaviridae: Género Alphavirus

O género Alphavirus ¢ um grupo pertencente a familia Togaviridae, que
abrange 28 espécies de virus classificados em 7 complexos*’. Este género é composto
de virus com virions envelopados, de formato esférico, medindo de 60 a 70 nm de
diametro, com material genético do tipo RNA de fita simples, de sentido positivo e 11.7

kb de extensdo*!'. O seu genoma é organizado em 4 regides codicantes de proteinas nio-
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estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e 5 regides codificantes de proteinas estruturais

(C, E3, E2, 6K, E1)*** (Figura 2).

NAO-ESTRUTURAL | |ESTRUTURAL
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Figura 2-Estrutura genéomica dos Alphavirus. Esquema das sequéncias genomicas
codificantes de proteinas estruturais dos Alphavirus (C, capsideo; E3 e 6K,
pequenos pepitideos acessorios; E1 e E2, glicoproteinas do envelope
principal) e ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4).

Os virus pertencentes a este género sdo comumente transmitidos por
mosquitos por via Mosquito — Vertebrado — Mosquito, contudo, outros artropodes
hemat6fagos (piolhos e 4caros) também sdo vetores de alguns poucos virus***!. Os
hospedeiros vertebrados sdo comumente mamiferos e passaros, contudo, peixes também
sdo hospedeiros de Alphavirus aquaticos®. Ocasionalmente alguns desses virus podem
escapar do seu nicho ecologico habitual, podendo causar epidemias urbanas, como ¢ o

caso do virus chikungunya (CHIKV)*!,

1.3.1 Chikungunya

O CHIKYV foi isolado pela primeira vez na Tanzania, Leste da Africa, durante
epidemia em 1952-1953*. Quase 50 anos depois, em 2004, CHIKV emergiu nas Ilhas
Reunifo, oceano Indico, causando um elevado nimero de casos humanos**°. Mais

tarde, em 2006, epidemias foram registradas na India e em alguns paises do Sudeste
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asiatico e, em 2007, casos autdctones desse arbovirus foram relatados na Italia, na
regido de Ravenna**. Em 2013, o primeiro caso autoctone do CHIKV na América foi
detectada na Ilha de San Martin, Caribe, expandindo-se rapidamente para paises da
América do Sul, tais quais Guiana Francesa, Venezuela, Colombia, Suriname, Paraguai
e Brasil*’. Até o momento, a circulagdo do CHIKV foi relatada na Africa, Asia, Europa,

América do Sul e Central e em alguns Estados do sul dos Estados Unidos*®.

Os primeiros sintomas causados pelo CHIKYV sao observados 2-7 dias apos a
infeccdo e tipicamente causa febre alta (39°C e 40°C), dores musculares, dores de
cabega (70% dos pacientes), nduseas/vomito (60% dos pacientes), fadiga, erupgdo
macupapular (60% dos pacientes) e dores nas articulagdes recorrentes e severas (40%
dos pacientes), que podem perdurar por meses € até anos apds a infec¢do, causando
inabilidade e afetando a qualidade de vida do paciente hospedeiro***. Justamente
devido a essas dores articulares severas, a doenga causada por esse virus foi denominada
Chikungunya, que ¢ uma palavra derivada do idioma Makonde (lingua Bantu) que
significa "aquele que se curva", referindo-se a postura que o paciente infectado

adquire®.

Complicagdes neurologicas sdo raras para o CHIKV, contudo, assim como o
ZIKV, a infec¢do por esse virus ja foi associada com a Sindrome de Guillain-Barré™,
bem como complicacdes neuroldgicas foram evidenciadas em neonatos, através da
transferéncia do patégeno por via materno-fetal’' 4. O primeiro estudo a demonstrar a
transmissdo de mae para filho do CHIKV foi conduzida nas Ilhas Reunido, durante os
anos de 2005 a 2006, onde caracterizaram todos os desfechos epidemiolodgicos,
bioldgicos e radioldgicos da infeccdo®'. Em um estudo de coorte realizado neste mesmo
pais, foram detectadas disfungdes neurocognitivas de desenvolvimento, paralisias

152

cerebrais e microcefalia em recém-nascidos expostos a infec¢ao pré-natal>~. Além disso,

durante a epidemia de CHIKV no Brasil, entre 2015-2016, foram documentadas

encefalites em neonatos provenientes de mies infectadas com esse virus >4,
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1.4 Dengue, Zika e Chikungunya no Brasil

Os primeiros casos de dengue detectados no Brasil foram baseados em critérios
clinicos, durante epidemias em Sao Paulo, em 1916, e em Niterdi, Rio de Janeiro, em
1923. Sorotipos do virus dengue - DENV-1 e DENV-4 - s foram isolados pela primeira
vez no pais durante a epidemia que ocorreu em 1981-1982, na cidade de Boa Vista,
Roraima®. Essa epidemia foi rapidamente controlada, evitando que os sorotipos se
expandissem para outros Estados brasileiros. Somente quatro anos depois, em 1986, foi
registrada a reintroduc¢do do sorotipo DENV-1 no Brasil, no municipio de Nova Iguacu,
Rio de Janeiro®®. Em 1990 e 2001, foram isolados os sorotipos DENV-2 ¢ DENV-3,

também no estado do Rio de Janeiro, nos municipios de Niterdéi e Nova Iguacu,

57,58 59,60

respectivamente e, em 2010, o sorotipo DENV-4, em Roraima e Rio de Janeiro

O CHIKYV ¢ um virus de alta diversidade gendmica, uma vez que polimorfismos
da regido E1 (Figura 2) permitem a diferenciacdo de suas 4 linhagens: Eastern-Central-
South-Africa (ECSA), West African, Asian e Indian Ocean (IOL)®'. Em meados de
setembro de 2014, a primeira infecgdo autéctone do CHIKV foi confirmada em
Oiapoque, Amapa e em Feira de Santana, Bahia®®. Neste trabalho, foi sugerido que a
linhagem ECSA era o que estava circulando em Feira de Santana e a linhagem asiatica
em Oiapoque. Além disso, existem evidéncias de que a linhagem ECSA estava
circulando na Bahia um ano antes de sua primeira identificagio no estado®.
Posteriormente, o ECSA foi detectado em fémea da espécie Aedes aegypti provenientes
do estado de Sergipe®, e no plasma sanguineo de pacientes infectados, provenientes do
Rio de Janeiro®. Assim como demonstrado para CHIKYV, antes de ser detectado pela
primeira vez nos estados da Bahia e Rio Grande do Norte, em 2015%, o ZIKV circulou

por meses dentro do pais®®®’.

A principal via de transmissdo do DENV, CHIKV e ZIKV ao homem ¢ pela
picada de fémeas infectadas de mosquitos do género Aedes, sendo a espécie Ae. aegypti
o principal vetor nas Américas®®. Outro mosquito que é também responsavel pela
transmissdo desses arbovirus em diferentes paises no mundo é o Aedes albopictus*”®.

Na auséncia de vacina de elevada eficiéncia, o controle dos mosquitos vetores desses
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arbovirus ainda ¢ o método mais eficaz para a redugdo dos casos dessas arboviroses no

pais e no mundo!3!1668,

1.5 Aedes aegypti e Aedes albopictus: aspectos biologicos

1.5.1 Ciclo de vida

Ao longo de seus 4 estagios de vida (ovo, larva, pupa e adulto), os mosquitos
apresentam mudancgas drasticas em sua conformacdo e habitat>®. Tanto os machos
quanto as fémeas alimentam-se de néctar, contudo, as fémeas utilizam-se da
alimentacdo sanguinea em hospedeiros vertebrados para a maturagdo de seus ovos e,
posterior oviposi¢do nas superficies internas de recipientes com agua®. Em média, para
cada ciclo gonotréfico (periodo compreendido entre a procura de um hospedeiro
vertebrado e a oviposi¢do)’’, as fémeas podem ovipor de 100 a 200 ovos’. O
desenvolvimento dos trés primeiros estagios (ovo, larva e pupa) ocorre na agua. Apos o
periodo de desenvolvimento embriondrio, as larvas eclodem, dando origem as de
primeiro estadio (L1) que, apds se alimentarem de matéria organica e microorganismos
presentes no criadouro, prosseguird sua maturacdo em outros 3 estadios (L2, L3 e L4),
até a fase de pupa, que ndo se alimenta, e subsequente, forma adulta terrestre e alada®®

(Figura 3).



28

Adulto
et
Ovos
g3 » €
L1 "....' ‘/l‘. Pupa
\(
"’ \- ¢ { l.\'
Larva| | {
L4

Figura 3 — Ciclo de vida das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus. Representacao
grafica dos 4 estagios de vida do género Aedes (ovos, larva, pupa e adulto) e
seus diferentes habitats. Adaptado de: Chouin-Carneiro e Dos-Santos>.

1.5.2 Aedes aegypti

Aedes aegypti ¢ um vetor de grande importancia médica, que apresenta
comportamento endofilico, endofigico e antropofilico, sendo frequentemente
encontrado em locais de caracteristicas urbanas, onde as mudangas antropicas
favorecem a sua proliferacdo®’!. A grande resisténcia a dissecacdo dos ovos dessa

7273 & a sua alta antropofilia e endofilia®’* favorecem a relagdo cada vez mais

espécie
proxima entre os humanos e esse vetor. Além disso, as formas imaturas dessa espécie
sdo frequentemente encontrados em criadouros artificiais em 4reas urbanas’, tais quais
reservatdrios de dguas de reuso’®, vasos de plantas, ralos, latas, vasilhames e garrafas’’.

Contudo, na auséncia destes, essa espécie pode tanto ovipor em locais menos usuais,
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tais quais ocos de arvore’8, pogos, fossas sépticas e bueiros’®, quanto podem percorrer

longas distancias para oviposi¢ao®’.

Morfologicamente, essa espécie de habitos diurnos apresenta coloracio castanho
escura, com escamas branco-prateadas em todo o corpo, sendo facilmente reconhecivel
devido ao conjunto de escamas claras em forma de lira no dorso do torax®. Esse
mosquito foi descrito pela primeira vez em 1762, no Egito, sendo denominado Culex
aegypti (Culex= mosquito, aegypti= egipcio). O género Aedes somente foi descrito em
1818 e, devido as semelhancas morfoldgicas que o Cx. aegypti apresentava com esse
novo género, estabeleceu-se o nome Ae. aegypti®'. Foi introduzido no Brasil durante o
periodo colonial, provavelmente através do trafico de escravos. Na década de 1950, por
ser vetor do agente etiologico da febre amarela urbana, foi intensamente combatido e
considerado erradicado no Brasil. Contudo, no final da década de 1960, houve reinvasido
dessa espécie no pais e, atualmente, Ade. aegypti ¢ encontrado em todos os estados
brasileiros®. Nas Américas, ¢ considerado o principal vetor dos quatro sorotipos do

DENV?33%82 bem como dos CHIKV e ZIKV*7:83:84,

1.5.3 Aedes albopictus

No continente americano, o primeiro encontro da espécie Ae. albopictus deu-se
no Sul dos Estados Unidos, em 1985%°. No ano seguinte, essa espécie foi identificada no
Brasil, no estado do Rio de Janeiro®® e, posteriormente, no mesmo ano, no estado de Sdo
Paulo®’. Aos poucos, passou a ser encontrada em estados vizinhos®®. Acredita-se que a
sua introducdo no pais tenha ocorrido através do comércio de minério de ferro com o
Japao, devido a proximidade genética das populagdes dessa espécie em ambos os
paises®*°. Em pouco tempo, Ade. albopictus expandiu-se pelo territorio brasileiro e,

atualmente, apenas o estado do Acre ainda niio registrou sua presenca’® 2.

Morfologicamente, essa espécie possui o torax enegrecido, ornamentado com
faixa latitudinal de escamas claras, normalmente branco-prateadas®. de. albopictus é
frequentemente encontrado em areas rurais e silvestres, podendo estar presente em

8,71,93

ambientes periurbanos onde had remanescentes de mata Suas larvas estdo

frequentemente presentes em criadouros naturais, tais como bromélias, ocos de arvore e
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internodios de bambus®, apesar de também ja terem sido observadas em criadouros
artificiais”’. Além disso, diferente do Ae. aegypti, Ae. albopictus exibe comportamento
exofilico e alimentagdo eclética, podendo realizar hematofagia de outros vertebrados,

além do homem®7!.

Estes aspectos bioldgicos, tanto em relacdo aos ambientes onde é encontrado,
quanto nos hospedeiros vertebrados nos quais pode realizar hematofagia, fazem dessa
espécie uma possivel ponte entre o ciclo silvestre e urbano de arboviroses, como a febre
amarela silvestre, podendo acarretar no transporte de arbovirus da area rural para a area
urbana’®*. Além disso, a sua importincia epidemiolégica ¢ acentuada quando
consideramos sua comprovada competéncia vetorial em condi¢des laboratoriais para os
virus da febre amarela (YFV)”, DENV*, CHIKV® e ZIKV®. Também vem sendo

97,98

apontado como um importante vetor do CHIKV na Franga e Italia, Europa”’~°, e do

ZIKV no Gabio, Africa Central®.

1.6 Transmissao vertical

O DENV, ZIKV e CHIKV sao transmitidos principalmente aos seres humanos
através da picada de mosquitos fémeas infectados do género Aedes, sendo este processo
denominado transmissdo horizontal'?’. Por esse mecanismo, o mosquito é infectado
quando ingere sangue de um hospedeiro virémico. O periodo de incubagdo extrinseco
(PIE) ¢ definido como o tempo entre a ingestdo do sangue infectado por um mosquito
suscetivel e a presenca de particulas virais infecciosas em suas secregdes salivares.
Durante esse periodo, o virus infecta as células intestinais do vetor, replica-se e migra
para os diversos tecidos e érgdos'. Apés esse periodo, o inseto é capaz de transmitir o
virus para um novo hospedeiro vertebrado®. Entretanto, o fendmeno conhecido como
transmissao vertical relaciona-se a transferéncia de alguns arbovirus do genitor feminino

ou masculino infectado para parte de sua prole!?-1%,

101530 consideradas trés modalidades de transmissdo vertical:

Segundo Clements
1) Transmissao transovariana: ocorre quando os agentes patogé€nicos invadem as células

germinativas primordiais ou os oocitos antes de estarem envoltos pelo corion.
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2) Transmissdo transovo: ocorre quando os agentes infecciosos invadem o odcito
corionado durante a ovulagdo, provavelmente através da micropila, enquanto estes

localizam-se nos ductos genitais femininos.

3) Transmissdo por contaminac¢ao da superficie do odcito: ocorre durante a ovulagdo e,
enquanto os odcitos estdo localizados nos dutos genitais femininos, o agente infeccioso
adere ao corion e la permanece durante toda a oviposicao, até a eclosdo e infeccao das

larvas recém emergidas.

Apesar de esta ser a mais precisa e atual definicdo sobre transmissdo vertical,
outras também foram descritas. Dentre elas, uma das definicdes mais amplamente
utilizadas é aquela retratada por Higgs e Beaty!. Para esses autores, a forma de

01 como “Transmissdo transovo” é definida como

transmissdo descrita por Clements
sendo apenas mais uma modalidade da “Transmissdo transovariana”. J4 a transmissao
intitulada “Transmissdo por contaminacdo da superficie do odcito”, por sua vez, €
definida como sendo a “Transmissdo transovo”. Sendo assim, a diferenca entre as
formas de transmissdo estariam na localizagdo do patdégeno. Quando o patdégeno

encontra-se internamente ao ovo, ¢ considerado “Transmissdo transovariana”; quando o

patdgeno encontra-se na superficie corionada do ovo, ¢ considerado “Transmissdo
101

9]

transovo™'. Apesar da definicdo dada por Clements'”" ser acurada, a defini¢do retratada
por Higgs e Beaty! é pratica, cabendo ao pesquisador decidir qual delas utilizar. Neste
trabalho considera-se como transmissdo vertical, todas as formas acima citadas,

independente de seu mecanismo subjacente.

De acordo com Lequime et al.'®

, a eficiéncia da transmissao vertical depende da
disseminagdo do virus nos ovarios, uma vez que maiores quantidades de prole infectada
sdo relatadas durante o segundo ciclo gonotrdfico, em comparagdo com o primeiro. A
baixa quantidade de transmissdo vertical no primeiro conjunto de ovos pode ser
atribuida a falta de dissemina¢do do virus nos ovarios e¢/ou, assim como o observado
com CHIKY, a expansao dos ovarios depois do primeiro ciclo gonotréfico, que aumenta
sua permeabilidade!'®*!%. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre

as taxas de infec¢do do ZIKV por transmissdo vertical no primeiro e segundo ciclo

gonotréfico'?,

Em areas endémicas, durante periodos desfavoraveis para a transmissao
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horizontal, tais quais periodos de baixa densidade de mosquitos, a capacidade do DENV
de persistir no ambiente apds longos periodos de pouco ou nenhum caso humano
documentado, ndo ¢é claramente entendido. Em um estudo conduzido na Malésia, os
autores argumentam que a transmissdo vertical do DENV foi considerada como sendo o
iniciador de casos humanos, salientando que essa forma de transmissdo auxiliou na
manuten¢io desse patdgeno no ambiente!'*. Esses achados corroboram com Murillo et
al.'”  que argumentam que a transmissio vertical é determinante na invasio de
gendtipos competidores do DENV e na habilidade de tornar-se endémica na populagao.
Adicionalmente, Thongrungkiat et al.!'”® demonstraram altas taxas de infec¢io por
DENV em adultos que emergiram de larvas de Ae. aegypti coletadas em campo 4
meses antes do pico de casos humanos, sugerindo que o estudo de transmissdo vertical
permite identificar areas de surto de dengue rapidamente e fornece um alerta precoce de
uma epidemia iminente. Adicionalmente, estudos demonstraram que o ZIKV apresenta
alta capacidade de transmissdo por via da transmissio vertical'”, sendo o mesmo

resultado j4 demonstrado anteriormente para o CHIKV!'!?,

Para a elucidacdo da importancia da transmissdo vertical na natureza, os
modelos matematicos tem se mostrado uma possivel ferramenta para o entendimento do
impacto desse fendmeno na dinimica epidemiolégica do DENV!!! e em sua
propagac¢do''2. Em um modelo matematico proposto por Esteva et al.!'3, ¢ argumentado
que a dindmica da dengue ¢ fortemente influenciada pela transmissao vertical natural,
uma vez que favorece o estabelecimento de um nivel constante de endemicidade.

Adams e Boots!'

argumentam que a transmissao vertical pode atuar na persisténcia do
DENV através do fornecimento de reservatérios temporarios. Contudo, discutem que a
taxa de transmissdo vertical encontrada em experimentos laboratoriais ndo ¢ elevada o
suficiente para justificar essa forma de transmiss@o como determinante na persisténcia
do virus no ambiente!'*. Essa hipotese foi posteriormente endossada, através de estudo

115 Resultados inversos foram encontrados

de revisao elaborado por um desses autores
por Yang'!'S, que argumenta que a transmissio vertical parece ser irrelevante em
periodos de ocorréncia de altas taxas de transmissdo horizontal, mas quando em
periodos de baixas taxas, a contribui¢do da transmissdo vertical ultrapassa o da
transmissdo horizontal. Murillo et al.!'” corroboram com essa afirmagdo, uma vez que

demonstram que, mesmo a transmissdo vertical ocorrendo em baixas taxas, ela

prejudica a eficacia das medidas de controle empregadas. Observa-se, portanto, que a
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elucidagdo da importancia da transmissdo vertical natural, por meio do uso de
ferramentas matematicas, permanece inconclusiva, uma vez que dependendo das

variaveis consideradas, resultados inversos podem ser obtidos.

A hipotese da transmissdo vertical natural como um mecanismo de
manuten¢do em periodos desfavoraveis ¢ endossada quando consideramos que o DENV
foi mantido em condicdes laboratoriais, unicamente através desse mecanismo, durante 7
e 3 geragdes consecutivas em Ae. aegypti e Ae. albopictus, respectivamente''®!1?. Ovos
infectados também s3o capazes de permanecerem viaveis por meses, gerando, por
conseguinte, larvas infectadas que dardo origem a adultos infectados, aptos para
transmitirem o patogeno através da picada'?’. Contudo, apesar dos dados relatados
anteriormente, essa forma de transmissdo pode afetar o fitness reprodutivo da espécie
vetora. A mortalidade em formas imaturas e em adultos ¢ maior nos espécimes
verticalmente infectados, bem como a fertilidade e fecundidade das fémeas sao
reduzidas, quando comparadas com os mosquitos controle!!'. Por outro lado, outros

autores ndo encontraram diferenca estatistica no fitness reprodutivo'?!-122

, indicando que
tais conclusdes podem ndo ser representativas para todas as populagdes do vetor,
gendtipo viral ou, até mesmo, todas as possiveis combinagdes de interagdes entre esses

dois fatores.
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2 JUSTIFICATIVA

A dinadmica de infec¢do do virus no mosquito vetor varia conforme a origem

123,124 a5 diferentes populacdes de vetores® e, até mesmo, conforme o

do virus selvagem
nivel de competi¢do intraespecifica na fase larval'>>. A quantidade de espécimes
verticalmente infectados e a efetividade dessa infeccdo também podem ser afetadas por
essa dinamica de infec¢do'?%, tornando essencial o levantamento e a anélise da literatura
sobre a presenca de transmissdo vertical do DENV, ZIKV e CHIKV nas mais variadas
populagdes de mosquitos vetores e virus do Brasil e do mundo. Além disso, pouco se

sabe sobre a influéncia dos diferentes sorotipos do DENV no fenémeno de transmissao

vertical, tornando essencial a busca de conhecimento sobre esse assunto.

O estado de Sao Paulo ¢ o mais populoso do Brasil, com aproximadamente 45
milhdes de habitantes, representando cerca de 21,5% de toda a populagdo brasileira (209
milhdes de habitantes)!?”!28. Apesar de a cidade de S3o Paulo ser a mais populosa do

1?7 ¢ da América Latina'?’, além de ter vivenciado grandes epidemias de dengue

Brasi
nos ultimos anos, como as de 2014 e 2015'°, a transmissdo vertical natural nunca foi
: ' 131 - 5
evidenciada nessa 4rea'®!, podendo representar uma importante forma de manutencgio

do virus em situagdes de periodos de pouca chuva ou de baixa densidade do vetor'?>!32,

Os parques municipais da cidade de Sdao Paulo sdo areas constituidas de
remanescentes de vegetagdo de Mata Atlantica, utilizados para recreacdo e,
simultaneamente, como habitat de varias espécies de mosquitos de importancia
médica'*. Contudo, apesar do conhecimento sobre a fauna de mosquitos em areas
verdes, pouco se sabe sobre os patdogenos que circulam nessas localidades. Assim, a
investigacdo da ocorréncia da transmissdo vertical natural do DENV em Ae. aegypti e
Ae. albopictus ¢ de fundamental importancia para a compreensdo da sua dindmica de
transmissdo, bem como esses aspectos sdo de extrema relevancia para a comunidade
cientifica e agentes de satde publica, pois a epidemiologia ¢ o controle da dengue
dependerdo das vias de transmissdo do virus e das espécies de mosquito envolvidas

nessa dindmica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar abordagem experimental, empirica e meta-analitica da transmissdo

vertical de arbovirus nas espécies Ae. aegypti € Ae. albopictus em condigdes naturais.

3.2 Objetivos especificos

a) Apresentar levantamento bibliografico e analisar os contetidos sobre a
presenga de transmissdo vertical natural dos virus dengue, chikungunya e

Zika em Ae. aegypti e Ae. albopictus no mundo;

b) Investigar a transmissdo vertical do virus dengue em populagdes naturais de

machos de de. aegypti e Ae. albopictus.

c) Comparar as Taxas Minimas de Infeccdo encontradas no mundo para cada

sorotipo do virus dengue conforme espécie e estagio de vida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico foi conduzido no formato de revisdo sistematica da
literatura, por meio de pesquisas realizadas nos indexadores de artigos cientificos
MEDLINE, sciELO e Lilacs, usando a combinag¢do dos termos: “Aedes aegypti”,
“Aedes albopictus”, “dengue”, “transmissdo vertical/vertical transmission” e
“transovarial transmission”. Todos os artigos publicados em portugués, inglés e
espanhol foram lidos, avaliados e organizados por espécie de mosquito, sorotipo e local
onde as amostras foram coletadas. Para evitar a exclusdo inadvertida de quaisquer
estudos usando essas palavras-chave pré-determinadas, buscas manuais dos artigos
citados nas listas de referéncias também foram realizadas para incluir o maior nimero
possivel de publicagcdes (Figura 4). Os dados obtidos por meio do levantamento
bibliografico foram agrupados em tabela Excel e os artigos duplicados foram excluidos

com auxilio da plataforma EndNote.

Todos os artigos foram agrupados de acordo com o tipo e gen (DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4, ZIKV e CHIKV) e o local em que as amostras foram
coletadas (pais e estado/ilha/provincia). Foram utilizados apenas estudos que
demonstraram transmissdo vertical natural em Ae. aegypti e Ae. albopictus, isto ¢, a
transferéncia do virus de um progenitor masculino ou feminino para a sua
descendéncia'®!, enquanto que os dados oriundos apenas de condi¢des laboratoriais

foram excluidos da anélise (Figura 4).

Neste estudo, consideramos a transmissdo vertical natural como aquela
observada em espécimes infectados coletados no campo, tais como formas imaturas
(larvas) e machos adultos. Larvas, machos e fémeas infectados, que foram criados em
laboratdrio a partir de ovos coletados no campo, também foram considerados como

transmissao vertical. A transmissao vertical demonstrada através da infeccao de fémeas
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por injecdo intratordcica ou alimentagdo oral com sangue infectado sob condi¢des

artificiais de laboratério foi considerada experimental e nao foi utilizada neste estudo.

Publicacdes potencialmente relevantes indicadas
paraanalise atraves de pesquisas nas bases de
dados MEDLINE, SciELO eLilacs.

Publicagdes excluidas:
Publicacdes incluidas: —|  Critério: ndo demonstrar transmisséo
Critérios: demonstrar vertical natural.
transmissdo vertical natural. F

a) Espécimes infectados coletados
em campo, tais quais formas
imaturas (larvas e pupas) e machos
adultos;

b) Larvas, machos e fémeas
infectadas criadas em laboratorioa
partirde ovos coletados no campo.

h 4

Pesquisamanual dos artigos
citados nas listas de referéncia.
Agrupamento porunidade

¢ espacial (Pais, Estado/Ilha /

Estudosincluidosna > Prov inC'lﬂ): Tllpfi f; sor Otip?
revisio. (DENV-1, DENV-2, DENV-3,
DENV-4, ZIKV, CHIKV).

Figura 4 — Coleta de dados. Fluxograma para a elaboragdo da revisao
sistematica da transmissdo vertical natural do DENV, ZIKV e
CHIKYV em Ae. aegypti e Ae. albopictus no mundo.

A proporcao de espécimes infectados ¢ comumente interpretada pela Taxa
Minima de Infec¢do (nimero de pools infectados /quantidade total de espécimes x 1000
mosquitos testados) (TMI) e se baseia no pressuposto de que, para cada pool positivo,
apenas um individuo est4 infectado'?"!>*, Essa propor¢do é razodvel para a interpretagio

10L134 " como é comumente

de dados de baixa ocorréncia e tamanho de pools pequenos
observado nos estudos sobre transmissdo vertical. Para fins de comparacdo entre as

TMI’s de cada sorotipo do DENV, sua relagdo por espécie e estagio de vida, calculamos
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as TMI’s de todos os artigos incluidos neste levantamento que tenham fornecido

informacodes suficientes para tal.

Para fins de padronizacdo metodologica de obtencdo de dados, foram
desenvolvidos sete grupos distintos para a realiza¢do do calculo acima citado. O grupo
A corresponde a quantidade de pools positivos (infectados) para cada sorotipo sobre o
numero total de exemplares analisados, independentemente da espécie de estudo (A4e.
aegypti e Ae. albopictus) e estagio de vida (larva e adulto); os grupos B e C consideram
a relacdo entre pools positivos para cada sorotipo, diferenciando por espécie e
desconsiderando o estagio de vida; e os grupos D, E, F ¢ G levam em consideragdo os
pools positivos para cada sorotipo em relacdo a cada uma das espécies estudadas e
separando conforme o estidgio de vida (Quadro 1). Dessa forma, um mesmo artigo
analisado pode ser enquadrado em diferentes grupos, fornecendo diferentes TMI’s para
cada um dos grupos criados e, por consequéncia, uma enorme base de dados mesmo

quando utilizando poucos artigos, viabilizando a comparagao entre cada um dos grupos.

Grupo Correspondéncia Descricao

Pools positivos de cada sorotipo (em larvas e/ou
adultos)/n° total de exemplares coletados,
A Aedes independentemente da espécie (4e. aegypti e Ae.
albopictus) e desconsiderando o estagio de vida (larva e
adulto) x 1000

Pools positivos para cada sorotipo/n® total de Ae.
B Ae. aegypti aegypti coletados, desconsiderando o estagio de vida
(larva e adulto) x 1000

Pools positivos para cada sorotipo(em larvas e/ou
adultos)/n® total de Ae. albopictus coletados,

¢ Ae. albopicius desconsiderando o estagio de vida (larva e adulto) x
1000
D Adultos de Ae. Pools positivos para cada sorotipo em adultos/n® total de
aegypti adultos de Ae. aegypti coletados x 1000
E Adultos de Ae. Pools positivos para cada sorotipo em adultos/n® total de
albopictus adultos de Ae. albopictus coletados x 1000
F Larvas de Ae. Pools positivos para cada sorotipo em larvas/n® total de
aegypti larvas de Ae. aegypti coletados x 1000
G Larvas de Ae. Pools positivos para cada sorotipo em larvas/n® total de
albopictus larvas de Ae. albopictus coletados x 1000

Quadro 1 — Grupos e correspondéncias. Descri¢do da realizacdo do calculo da Taxa
Minima de Infecc¢ao para cada um dos grupos criados.
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Para a exclusdo de possivel viés de andlise, foram criadas diretrizes de
execugao do calculo das TMI’s para cada uma das situagdes de pesquisa observada nos

artigos estudados de acordo com os grupos descritos anteriormente. Sao elas:

a) Para os grupos A, B, C, D, E. Quando o artigo mostrava transmissdo vertical em
machos, através da coleta de campo de machos e fémeas, somente foi utilizado para a
realiza¢ao do calculo o numero total de machos coletados, uma vez que a Unica forma
desse género estar infectado ser por via da transmissdo vertical, sendo impossivel
distinguir fémeas infectadas verticalmente de fémeas infectadas horizontalmente no

campo.

b) Para os grupos F e G. Quando o fendmeno foi evidenciado por meio da analise das

formas larvais, foi considerado o numero total de larvas da sua respectiva espécie.

c¢) Para os grupos A, B, C, D, E. Quando a transmissao vertical foi demonstrada através
da andlise de adultos mantidos em condi¢des laboratoriais desde a fase imatura, foi

considerada a soma dos machos e fémeas.

d) Para todos os grupos. Quando o trabalho foi realizado em diversas localidades, com o
objetivo exclusivo de demonstrar transmissdo vertical em larvas ou adultos, a
quantidade de espécimes estudados e o numero de pools infectados de todas as
localidades foram somados para a obtengdo de uma TMI genérica, ou seja, TMI que
fosse representativa para o estudo todo e, ndo necessariamente, para cada regiao.
Contudo, quando os resultados foram obtidos em diversas localidades, por meio do
estudo de larvas e adultos de campo, os dados foram separados entre seus respectivos

grupos (D, E, F, G).

e) Nao foram considerados trabalhos com resultados negativos para transmissao vertical

natural.

f) Para os grupos A, B e C, as TMI’s foram separadas conforme sorotipo, ou seja, a
relacdo do numero de pools positivos para cada sorotipo e o nimero total de espécimes
coletados (Pools positivos para cada sorotipo/total de espécimes coletados x 1000).
Quando a transmissdo vertical natural de um mesmo sorotipo foi evidenciada em larvas

e adultos, tais dados foram separados conforme estagio de vida.
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g) Para todos os grupos, foi desconsiderado o nimero de espécimes coletados em cada
estacdo do ano das capturas, bem como os pools positivos para cada estagdo, e
considerada unicamente o total de espécimes coletados e o total de pools positivos ao

final de todas as coletas.

h) Os exemplares denominados Stegomyia albopicta e Stegomyia aegypti foram
considerados como sindnimos de Ae. aegypti e Ae. albopictus, sendo agrupados em seus

respectivos grupos.

1) Quando os autores ndo conseguiram fazer a correta identificacdo das larvas ou

adultos, classificando-os como Aedes/Stegomyia sp., os dados ndo foram utilizados.

j) Os trabalhos que, apesar de terem coletado machos e fémeas de campo ou larvas e
pupas com posterior manutencdao em laboratorio até a fase adulta, mas que realizaram os
testes para a verificagdo do respectivo fendmeno em apenas um dos sexos,
consideradou-se para o calculo da TMI o total de exemplares do sexo analisado, bem

como o total de pools positivos deste mesmo sexo.

4.2 Deteccao da transmissio vertical na cidade de Sao Paulo

4.2.1 Area de Estudo

Para a avaliagdo da ocorréncia da transmissao vertical do DENV em machos
de Ae. aegypti e Ae. albopictus, adultos foram desenvolvidos em condi¢cdes de
laboratorio, a partir de ovos provenientes do Parque Municipal do Piqueri
(23°31'39.98"S, 46°34'24.88"W), localizado no distrito de Tatuapé, Zona Leste da
cidade de Sdo Paulo, Brasil (Figura 5). Este parque foi selecionado como area de estudo
por estar inserido no distrito da cidade de Sdo Paulo com um dos maiores nlimeros de
casos humanos autoctones de dengue durante a ultima grande epidemia desta doenga,
em 2014/2015"%°. O parque tem, aproximadamente, 100.000 m? de densa cobertura
vegetal e cerca de 90 espécies de animais'*®>, bem como uma frequéncia estimada de 36

mil visitantes por més'3>136,
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PARQUE AMUNICIPAL DO PIQUERI

ESTADO DE
S10PAULO

CIDADE DE
SAO PAULO

Figura 5 — Parque Municipal do Piqueri. Localiza¢do geografica do Parque
Municipal do Piqueri, Zona Leste, Sao Paulo-SP.

4.2.2 Coleta entomolégica

Coletas de campo foram realizadas durante seis semanas consecutivas da
primavera de 2014 e de 2015 e seis semanas consecutivas do outono de 2015 e de 2016.
Foram utilizadas 36 ovitrampas distribuidas ao longo do Parque Municipal do Piqueri,
contendo palhetas parcialmente submersas em solucao de 450 ml de dgua e 50 ml de
infusdo de feno (Figura 6). Todas as palhetas foram coletadas e substituidas
semanalmente e levadas ao Laboratorio de Entomologia da Satde Publica da Faculdade

de Satde Publica da Universidade de Sao Paulo (FSP / USP).
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Figura 6 — Armadilha para ovos (ovitrampa). Armadilha utilizada para a coleta de
ovos de Ae. aegypti e Ae. albopictus no Parque Municipal do Piqueri, Zona
Leste da cidade de Sao Paulo, Brasil. Chave: 1, Palheta rugosa de madeira
(suporte para oviposicao); 2, Identificacdo; 3, Recipiente de cor preta com
capacidade de 500 ml.

4.2.3 Manutencao dos espécimes em laboratorio

Todas as palhetas consideradas positivas para a presenga de ovos foram
colocadas em bandejas de plastico, contendo 500 ml de dgua e racdo de peixe
Tretramin®, objetivando a eclosdo e posterior alimentagdo das larvas. Todas as larvas
no estadio L4 foram identificadas e separadas por espécie: Ae. aegypti e Ae. albopictus.
Ap06s emergirem das pupas, os mosquitos adultos foram mortos em gelo e separados em
pools de 10 individuos cada. Os pools foram armazenados em microtubos de

polipropileno de 1,5 ml, identificados por género, ano e estagdo de coleta, com a
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utilizacao de mesa fria e, subsequentemente, criopreservados em freezer -80°C (Figura

7).

Os ovos coletados foram mantidos Agrupamento em pools de
em condigdes laboratoriais até a 10 individuos identificados
eclosdo da larva L1 por ano & estaco de coleta

com posterior
criopreservagdo em freezer -
80°C

A 4
Desenvolvimento das larvas

Machos Fémeas

Adultos separados por sexo

_| Larvasde
Ae. aegypti

h 4
Larvas em estadio L4
foram identificadas e
separadas por espécie

Pupas separadas em
borreis

Larvas de Ae.
albopictus

Figura 7 — Metodologia de pesquisa. Metodologia de obtengdo das amostras para a
realizacdo da avaliagdo da presenga de transmissdo vertical natural no
municipio de Sao Paulo.

4.2.4 Isolamento do material genético viral

4.2.4.1 Extracio do material genético viral

Para a verificacdo da presenga do DENV nas amostras, os mosquitos presentes
em cada um dos pools de 10 individuos foram macerado em 1 ml de meio Leibovitz 15
(L15), com subsequente centrifuga¢do de 15 minutos a 6.000 rpm. O possivel RNA
viral presente em cada pool foi extraido a partir de 140 pL do sobrenadante desses

macerados utilizando o kit comercial QITAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
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Alemanha). Conforme descrito pelo fabricante, 560 pul da solucdo tampao AVL
contendo a solucao tampao RNA carreador AVE (0,56 ml solugdo tampao AVL para
cada 5,6 puL solugdo tampao RNA carreador AVE para cada amostra) foram adicionados
aos 140 pL do sobrenadante. Posteriormente, as amostras foram agitadas em vortex
pulsado durante 15 segundos, e incubadas a temperatura ambiente (15-25°C) por 10
minutos, para eficiente lise celular. Todos os pools foram rapidamente centrifugados,
visando remocao das gotas dentro das tampas, e acrescentados 560 pL de etanol (96-

100%) em cada amostra, sendo agitado novamente em vortex de pulso por 15 segundos.

Cuidadosamente, foram aplicados 630 uL. da solugdo descrita anteriormente a
coluna presente em um tubo de coleta de 2 ml inclusa no Kit (QIAamp Mini column) e
centrifugado a 6.000 x g (8.000 rpm) por 1 minuto, sendo essa etapa repetida
posteriormente. Apds isso, foram adicionados a cada uma das colunas 500 pL da
solugdo AW1, centrifugadas novamente a 6.000 x g (8.000 rpm) por 1 minuto, sendo
descartado o tubo contendo o filtrado. O mesmo processo foi realizado com a solugdo
tampao AW2, contudo, dessa vez, sendo centrifugado a 20.000 x g (14.000 rpm) por 3
minutos. Por fim, foram acrescentadas a coluna 60 pL da solugdo tampao AVE, sendo
encubada a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugada a 6.000 x g (8.000 rpm)

por 1 minuto. O RNA viral extraido foi imediatamente armazenado em freezer —80°C.

Para evitarmos produtos amplificados (amplicons) inespecificos, que
potencialmente podem ser gerados durante a reagdo de amplificacdo por Transcri¢do
Reversa seguida da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR), realizamos o
tratamento do RNA viral com a enzima DNase I Amplification Grade, ref. no. 18068-

015 (Invitrogen, Califérnia, EUA).

4.2.4.2 - RT-PCR

Para a realiza¢do da técnica RT-PCR, foi aplicada a metodologia descrita por

Lanciotti et al.'?’

, que permite a detec¢ao dos quatro sorotipos simultaneamente, em um
procedimento semi-nested, a partir de regides estruturais do genoma codificantes da

membrana primordial e do capsideo (C-prM) do virus (Figura 1), gerando amplicons
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com tamanhos especificos para cada sorotipo do DENV. Na primeira etapa, foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) consensuais (D1 e D2) para os
quatros sorotipos dos DENV. No procedimento semi-nested, foram utilizados
iniciadores especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 para os DENV-1 ao 4, respectivamente
(Quadro 2). E importante ressaltar que os oligonucleotideos D1 e D2 foram mantidos a

uma concentragao de 10 um, enquanto que os TS1, TS2, TS3 e TS4, a 20 pum.

Tamanho do

Posicao produto
Primer Sequéncia (5'-3") no amplificado em
genoma pares de bases
(pb)
DI  TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161 511 pb
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644 511pb
TSI CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 pb (D1 e TSI1)
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252  119pb (D1 e TS2)
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 pb(D1 e TS3)
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 pb (D1 e TS4)

Quadro 2 — Amplificacdo do material genético viral. Oligonucleotideos iniciadores
utilizados para amplificar os sorotipos do virus dengue.

Inicialmente, o fragmento-alvo do RNA viral foi convertido para uma cépia de
DNA (cDNA) e, posteriormente, amplificado utilizando o kitSuperScript™ III One-Step
RT- PCR with Platinum™7ag DNA Polymerase (Invitrogen, Califérnia, EUA), numa
reacdo com volume final de 50 pl (Quadro 3). Seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante, as amostras foram submetidas a um ciclo de 30 minutos a 50°C e 2 minutos
a 94°C e, posteriormente expostas a 35 ciclos de desnaturagao (94°C, 15s), anelamento
dos oligonucleotideos (60°C, 30s) e extensao (72°C, 30s). Para fins de controle, neste
trabalho foram utilizados como controle positivo os quatro sorotipos do DENV e como

controle negativo agua ultrapura no lugar das amostras testadas.
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Componentes Volume
2X Reaction Mix 25 ulL
RNA purificado 10 uL
D1 (Primer sense) 1.3 uL
D2 (Primer anti-sense 1.3 uL
SuperScript™ III RT/Platinum™ Tag Mix 2 ulL
Agua ultrapura 10,4 uL

Quadro 3 - Primeira reacio de RT-PCR. Componentes e volumes utilizados na
primeira reagdo de RT-PCR para a detec¢gdo do DENV em machos de Ae.
aegypti e Ae. albopictus.

Subsequentemente, a reagdo de PCR, agora do tipo “semi-nested”, foi realizada
a partir do cDNA resultante da primeira reagdo de RT-PCR. A reacdo de PCR “semi-
nested” foi realizada com a enzima Go Taq Green Master Mix 2X ref. no. P119C
(Promega, EUA), também com solucdo final igual a 50 pL para cada amostra (Quadro
4). As amostras contendo o cDNA foram submetidas a 25 ciclos de desnaturacao (95°C,

30s), anelamento dos oligos (60°C, 30s), e extensao (72°C, 1 min).

Componentes Volume
D1 (Primer sense) 2,5 ulL
TS1 (Primer anti-sense) 2,5ulL
TS2 (Primer anti-sense) 2,5 uL
TS3 (Primer anti-sense) 2,5 uL
TS4 (Primer anti-sense) 2,5 uL
Go Taq Green Master Mix 2X 25 ulL
Amostras de cDNA 10 uL
Agua ultrapura 2,5 uL

Quadro 4 - Reacao de PCR do tipo semi-nested: Componentes e volumes utilizados
na primeira rea¢cdo de PCR do tipo semi-nested para a detec¢gdo do DENV
em machos de Ae. aegypti e Ae. albopictus.
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4.2.4.3 Eletroforese

Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, acrescido
de SuL do corante solucdo Gel-Red (Biotium), por 45-60 minutos, a 80-100 volts (V), e
visualizados sob luz ultravioleta. Subsequentemente, para dupla confirmagao, todas as
amostras consideradas positivas foram re-analisadas, dessa vez, apenas com os
oligonucleotideos correspondentes aos sorotipos suspeitos, com posterior realizacdo do

teste de sequenciamento.

4.2.4.4 Sequenciamento das amostras positivas

Todas as amostras que apresentaram bandas compativeis com DENV foram
levadas ao laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas II da
Universidade de Sao Paulo. Os produtos de p6s-PCR foram purificados com 4 uLL de
ExoSAP-IT ™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) para cada 10
pL de amostra em cada tubo, seguindo as instru¢des do fabricante, visando retirar o
excesso de nucletideos ndo incorporados. Posteriormente, essas amostras foram
encubadas a 37°C, por 15 minutos, para a ativagdo da a¢ao da enzima, e 80°C, também
por 15 minutos, para inativagdo da ExoSAP-IT™. O DNA purificado foi entdo
sequenciado pelo método de Sanger no equipamento ABI 3100 Automated DNA
Sequencer (ABI), usando o Kit de seqiienciamento BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific). Os fragmentos de DNA dupla fita
foram sequenciados em ambas as direcdes para gerar sequéncias consenso para cada
amostra. A edi¢do da sequéncia nucleotidica, analise e o alinhamento foram conduzidos
utilizando-se a versdo 6.0.7 do software Bioedit Sequence Alignment Editor'**. Todos
os nucleotideos e sequéncias de aminoacidos foram alinhados usando o software
ClustalW'*? ¢ os polimorfismos dentro da regido amplificada foram identificados por

comparagdo com a variedade de sequéncias disponiveis no GenBank.
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4.2.5 Taxa Minima de Infec¢cio (TMI)

Para fins de comparacdo calculamos a TMI considerando:

1) Todos os espécimes infectados, considerando todas as estagdes estudadas:

Nimere de pools infectados

fuantidade total de amostras analisadas de todas az estactes * 1000

2) A espécie considerada positiva para transmissdo vertical natural do DENV:

Numero de pools infectados da espécie positiva
Quantidade total de espécimes anallsados de todas as estactes

X 1000

3) A espécie positiva e a estacdo do ano na qual a transmissao vertical natural

foi relatada:

Numere de pools infectados da espécle positiva

¥ 1000
Quantldade de sspéclmes anallsados de cada estaciio com pools positivos
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5 RESULTADOS

5.1 Transmissao vertical do DENV redor do mundo

Pesquisas realizadas nas bases de dados MEDLINE, SciELO e Lilacs,
utilizando a combinacdo dos termos pré-definidos, forneceram 187 artigos, mas apenas
49 estudos foram considerados relevantes a luz dos critérios de exclusao. Apds extenso
exame manual das listas de referéncia de todos os artigos considerados relevantes,
foram incluidas mais 13 publicagdes, totalizando 62 estudos. Foram englobados 41
(66%) artigos sobre transmissdo vertical natural do DENV em Ae. aegypti, 7 (11%) em

Ae. albopictus e 14 (23%) em Ae. aegypti e Ae. albopictus simultaneamente.

A quantidade de documentos obtidos sobre o estudo de transmissdo vertical
natural do DENV em condigdes naturais revela uma tendéncia geral crescente na
quantidade de publicac¢des cientificas por ano, durante o periodo de 1983 a 2017

(Graficol).
25 -

20 -
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Ne de artigos publicados
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Grafico 1 — Numero de artigos publicados sobre transmissao vertical natural por
ano. Tendéncia anual crescente na quantidade de publicagdes cientificas por
ano sobre transmissao vertical natural do DENV, durante o periodo de 1983
a2017.
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América do Sul e Asia foram os continentes com maior nimero de artigos
publicados (n = 51; 82%), seguidos pela América do Norte (n = 8; 13%) e América
Central (n = 3; 5%) (Figura 8). Na Asia, a maioria dos estudos de transmissdo vertical
natural do DENV em Ade. aegypti e Ae. albopictus foram publicados na India (9/28;
32%) e na Tailandia (7/28; 25%). Na América do Norte, o México foi o unico pais onde
esse fenomeno foi demonstrado para essas espécies, enquanto na América Central
somente foi evidenciado na Costa Rica (1/3; 33%) e em Cuba (2/3; 67%). Todos os
paises em que a transmissdo vertical natural do DENV foi confirmada sdo considerados

endémicos para este arbovirus.
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Figura 8 — Transmissao vertical por continente. Distribui¢ao de publicacdes sobre a
transmissdo vertical natural do DENV em Ae. aegypti e Ae. albopictus por
regido, no periodo de 1983 a 2017.

Na América do Sul, a maioria dos estudos publicados foi realizada no Brasil
(17/23; 74%), indicando a importancia deste pais no estudo da dinadmica desses
arbovirus em populacdes de mosquitos vetores. No entanto, esses estudos ndo sdo bem
distribuidos geograficamente, pois 35% deles (6/17 artigos) foram realizados com
espécimes provenientes de Minas Gerais, seguido de Mato Grosso (3/17; 18%),
Amazonas (2/17; 12%), Sao Paulo (2/17; 12%), Roraima (1/17; 6%), Recife (1/17; 6%)

e Ceard (1/17; 6%), indicando a importancia da produg¢do de conhecimento com
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amostragens provenientes de outros Estados onde o Ae. aegypti e Ae. albopictus estdo

presentes.

5.1.1 Transmissdo vertical natural do DENV na Asia

Na década de 1980, Khin e Than'*’ investigaram a possibilidade de 0 DENV
ser naturalmente transmitido verticalmente em Ae. aegypti. Em seu estudo, os autores
sugeriram a transmissao vertical natural do sorotipo DENV-2 em machos adultos de Ae.
aegypti de Mianmar. Entretanto, sua importancia para a manutencdo da circulacdao de
sorotipos do DENV sob condigdes naturais foi questionada por Watts et al.!*!. Embora
esses autores tenham realizado andlise em mais de 5 mil larvas, 30 pupas e 80 machos
de Ae. aegypti em Bangkok, Tailandia, nenhum dos pools foi considerado positivo para
qualquer sorotipo, enquanto que fémeas de Ae. aegypti infectadas com DENV-2 foram
capturadas na mesma area'*!. Hutamai et al.'*? evidenciaram a transmissio vertical
natural do virus da dengue em Ae. aegypti e Ae. albopictus. Esses autores coletaram
amostras de 17 areas de re-epidemia de dengue nas provincias de Chiang Mai e
Lampang, norte da Tailandia, bem como mantiveram as formas imaturas em condigdes
laboratoriais até a fase adulta e testaram para presenga do RNA viral do DENV por um
ensaio de amplificagdo baseado em sequéncia de 4cido nucléico (NASBA). No entanto,
nenhuma amostra infectada foi encontrada nas amostras testadas (9.825 Ae. aegypti e

150 Ae. albopictus), corroborando o achado de Watts et al.'*!.

No entanto, em 2011, esse fenomeno foi finalmente observado em
Bangkok'%, quando todos os quatro sorotipos do DENV foram detectados em fémeas e
machos adultos de Ae. aegypti mantidos continuamente até a fase adulta em laboratorio.
O DENV-4 foi o sorotipo mais prevalente, seguido pelo DENV-3, DENV-1 e DENV-2.
Os autores sugeriram que a demonstracdo da presenca do DENV em formas imaturas
provenientes de ambientes naturais ¢ essencial para a rapida identificacdo das areas

108,143 " confirmando os resultados obtidos por Thavara et al.!** e Rohani

focais da doenca
et al.'*® em estudos conduzidos em diversas localidades da Tailandia. A partir de entdo,

o entendimento sobre esse fendmeno nesse pais tem se aprofundado cada vez mais'*°.
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A possibilidade da transmissdo vertical natural do DENV foi discutida pela
primeira vez na India em 1991'%7, mas nenhum dos pools de machos de Ae. aegypti foi
positivo. No entanto, desde 2007, diversos estudos t€ém demonstrado a presenga de
transmissdo vertical natural do DENV em machos e fémeas Ae. aegypti e Ae. albopictus
provenientes deste pais'**!>5. Ao longo dos anos, alguns outros paises asidticos, como a
Malésia'%%136157  Singapura'*®!>° a Indonésia'®®"'%* e as Filipinas'® demonstraram a
presenca deste fendmeno nos seus territorios, contudo, apesar da tentativa, a transmissao
vertical natural do DENV nio foi observada em Taiwan'®®. A distribui¢do dos artigos

publicados por ano na Asia encontra-se descrita no Quadro 5.

Asia
L] Wy — o i [#al L} — (Pl (Y] — [#a] L] — ] = Wy ] [#a]
4] 4] o o o o L] L] L} o L] L] — — — — — — —
o o o o o o L] L] ] i ] L] ] i i i i i i
— — — — — — i) i) ] i ] i) ] i i i i i i
Filipinas ®
India O | ] ® » ® O
Indonésia o & » e 9
Malasia ] ]
Mianmar @
Singapura o ®
Tailandia 9] ® 9 o & 9
Taiwan O

® Positivos

O Negativos

Quadro 5 — Transmisséo vertical na Asia. Distribui¢iio anual dos artigos publicados
sobre transmissdo vertical natural na Asia. Chave: ® artigos positivos para

transmissdo vertical natural; O artigos negativos para transmissao vertical
natural.
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5.1.2 Transmissao vertical natural do DENV nas Américas

O primeiro estudo de transmissdo vertical natural do DENV nas Américas
forneceu informagdes sobre esse fendmeno em espécimes de Trinidad e Tobago'®’. Os
autores sugeriram que, apesar de a transmissdo vertical do DENV ndo ocorrer com
grande frequéncia, poderia representar um mecanismo importante para o0
estabelecimento da endemicidade, seguida de intensa atividade viral e consequente
aumento dos niveis de imunidade em populagdes humanas. Este poderia ser um possivel
mecanismo relevante para a manuten¢cdo do virus durante os periodos de baixa

167

precipitacdo °’. Além disso, a transmissdo vertical natural do DENV foi demonstrada

168 Argentina'®® e Peru'*?, Cuba'’*!7! ¢, embora a presenca do

em Ae. aegypti da Bolivia
fend SCi Colémbia nao fi lara!”? foi
mesmo fendmeno na mesma espécie na Colombia ndo fosse clara' ', sua presenga foi

confirmada, posteriormente, na cidade de Medellin'”>.

A transmissao vertical natural no Brasil foi descrita pela primeira vez através
da deteccdo do DENV-1 em larvas de Ae. albopictus do estado de Minas Gerais, em
199374, Ao longo dos anos, outros estudos demonstraram a transmissio vertical natural
dos demais sorotipos, com excecdo do DENV-4, no mesmo estado. Por exemplo,
Cecilio et al.'”® detectaram a transmissio vertical de DENV-1 ¢ DENV-2 em larvas de
Ae. aegypti e, posteriormente, estes mesmo sorotipos em machos e fémeas de Ae.
albopictus mantidos em laboratorio'’®. Vilela et al.'”” identificaram DENV-3 em
machos e larvas de Ade. aegypti capturados em campo em Pompeu e Belo Horizonte,

respectivamente. Pessanha et al.!”

coletaram ovos de Ae. aegypti e Ae. albopictus em
Belo Horizonte e apds a eclosdo subsequente, as larvas foram testadas quanto a presenca

do DENV. Os autores detectaram a presenga de DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-3,

/ 177 l 179

corroborando os achados de Vilela er al.'’’. Mais recentemente, Cecilio et a
coletaram ovos de Ae. aegypti e Ae. albopictus e detectaram a presenga de DENV-2 em

quatro pools de larvas de Ae. aegypti.

Outros estudos corroboram a hipotese da transmissdo vertical natural no
Brasil. Em Santos, Sao Paulo, o sorotipo DENV-3 foi detectado em larvas de Ae.
albopictus'®, bem como, mais recentemente, outro estudo foi conduzido na cidade de
Taubaté, Sdo Paulo, e a transmissdo vertical para 0 DENV-1 ndo foi detectada nessa

localidade'8!. DENV-2 e DENV-3 foram encontrados em Ae. aegypti e adultos de Ae.
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albopictus provenientes de Fortaleza, Ceara'®? e os sorotipos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 em Ae. aegypti na cidade de Recife. O DENV-1 foi isolado de um pool de
machos de Ae. aegypti na cidade do Rio de Janeiro'®*. Em Cuiab4, Mato Grosso, Cruz et
al.'® detectaram a presenca de DENV-4 em machos e fémeas de Ae. aegypti mantidos
em condi¢gdes de laboratério a partir de ovos coletados no campo. Tais achados

corroboram com aqueles obtidos por Serra et al.'8¢

, que detectaram transmissao vertical
natural desse mesmo sorotipo, com adicdo do DENV-1, nesse mesmo estado, e com
Maia et al.'®’, que demonstraram transmissdo vertical do DENV-4, também no Mato

Grosso, em Ae. aegypti e Ae. albopictus.

A transmissdo vertical natural do DENV ainda ndo foi observada em
Roraima!®®. No estado do Amazonas, norte do Brasil, a analise de 1.816 exemplares de
Ae. aegypti (674 adultos e 1.142 formas imaturas) provenientes de 35 municipios
apresentaram resultados negativos, contudo, os autores atribuem esse fato ao baixo
niimero de espécimes analisados'®®. Por outro lado, em um estudo recente conduzido em
municipios do estado do Amazonas analisou-se quase 4.000 larvas de Ae. aegypti ¢
relataram 46% dos pools infectados. Todos os sorotipos foram detectados, estando

presentes DENV-1 e DENV-4 em todos 0s municipios investigados'®.

Além disso, a ocorréncia de transmissao vertical natural de todos os sorotipos

1.7 realizaram coletas de

do virus DENV foi descrita no México. Ilbanez-Bernal et a
machos e fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus durante um surto de dengue em 1995
em Reynosa, Tamaulipas, e um pool de dez machos de Ae. albopictus foi positivo para
DENV-2 e DENV-3. Este foi o primeiro relato de Ae. albopictus naturalmente infectado
com DENV na América do Norte!®!. Giither et al.!®? coletaram larvas de de. aegypti de
Oaxaca e os manteve em condigdes laboratoriais até a fase adulta. Os autores
detectaram DENV-2, DENV-3 e DENV-4 em 2 pools de fémeas de Tuxtepec e em 2 de

Juchitan. Em Acapulco, Guerrero, Martinez et al.'*

coletou Ae. aegypti em uma area
onde a dengue foi relatada (casos provaveis ou confirmados) e de um total de 4.146
adultos de Ae. aegypti testados, dois pools de machos foram considerados positivos para
DENV-1. Da mesma forma, DENV-3 ¢ DENV-4 foram detectados em machos de Ae.
aegypti na mesma cidade'”. Em Nueva Leon, um pool de quatro fémeas de Ae.
albopictus criado em laboratorio a partir da fase de ovo foi considerado positivo para

DENV. Os autores nio puderam, no entanto, determinar o sorotipo'’>. Por fim, a

transmissdo vertical do DENV-2 ja foi demonstrada em Canctn, litoral de Quintana
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7

Roo!*e em Culiacan, Sinaloa'®’ em Ae. aegypti, bem como o DENV-1 em fémeas

nuliparas dessa mesma espécie, provenientes de um cemitério da cidade de Merida,

Tucata'®.

A tnica pesquisa realizada na Costa Rica demonstrou a presenga de DENV em
um pool de machos de Ade. albopictus coletado na borda de uma plantagdo de abacaxi
organico, evidenciando a circulagio natural deste virus nesta espécie!”. A relacdo dos
artigos publicados por ano nas Américas estd descrita no Quadro 6, bem como os paises
que confirmaram a transmissdo vertical natural do DENV nas Américas e na Asia estio

representados na Figura 9.
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Quadro 6 — Transmissao vertical nas Américas. Distribui¢do anual dos artigos
publicados sobre transmissao vertical natural nas Américas. Chave: ®

artigos positivos para transmissao vertical natural; O artigos negativos para
transmissado vertical natural.
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Figura 9 — Transmissao vertical ao redor do mundo. Casos confirmados de
transmissao vertical do DENV ao redor do mundo. Paises com confirmagao
da transmissdo vertical natural do DENV em Ae. aegypti e Ae. albopictus.
Chave: 1, Brasil; 2, Trinidad e Tobago; 3, Peru; 4, Bolivia; 5, Argentina; 6,
Costa Rica; 7, México; 8, India; 9, Mianmar; 10, Tailandia; 11, Malésia; 12,
Filipinas; 13, Indonésia; 14, Singapura; 15, Cuba; 16, Colombia.

5.2 Transmissao vertical natural do CHIKYV e ZIKV

Utilizando a mesma metodologia e critérios de exclusdo descritos, obtivemos
4 artigos sobre transmissao vertical natural do CHIKV e 5 sobre transmissao vertical

natural do ZIKV, totalizando 9 artigos. CHIKV foi detectado em machos de Ae. aegypti

200

e Ae. albopictus provenientes da Tailandia’”, machos de Ae. aegypti do México'™ e da

India®®! e em larvas de Ae. albopictus desse tltimo pais?*?>. Além disso, evidéncias para

a transmissdao vertical natural do ZIKV foram relatadas no Brasil, inicialmente em

203

machos de Ade. aegypti do Rio de Janeiro™" e, mais tarde, em machos e fémeas de Ae.

albopictus, de Camacari, Bahia’®. Recentemente, novos estudos foram publicados

demonstrando a presenga desse fendmeno em outras regioes do Brasil, tais quais os

205

estado do Amazonas em Ae. aegypti®>, ¢ Mato Grosso em Ae. aegypti e Ae.

albopictus'®’. Além disso, também foi demonstrado pela primeira vez na Tailandia em

machos de Ae. aegypti**®.
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5.3 Detec¢do da transmissdo vertical natural do DENV no Parque do Piqueri

Para a detecgdo da transmissdo vertical natural do DENV em Ae. aegypti e Ae.
albopictus, 2.730 machos foram analisados, sendo 1.790 Ae. albopictus e 940 Ae.
aegypti (Tabela 1). Destes espécimes, 400 exemplares foram coletados na primavera de
2014, 900 no outono de 2015, 1.030 na primavera de 2015 e 400 no outono de 2016
(Gréfico 6).

Tabela 1 — Mosquitos analisados. Quantidade total de mosquitos machos analisados
de acordo com a espécie e estagdao do ano.

2014 2015 2016
Primavera Outono Primavera Outono
Total
Ae. aegypti 210 90 580 60 940
Ae. albopictus 190 810 450 340 1.790
Total 400 900 1.030 400 2.730
1200
1000 -
800
600 Ae. albopictus
400 | Ae. gegypti
200
o 4 . [ [
Primavera Outono Primawvera Qutono
(2014) (2015) (2015) {2018)

Grafico 2 — Mosquitos analisados para cada espécie e estacio. Numero de Ae.

aegypti

€

Ae.

albopictus

provenientes do Parque

Municipal Piqueri durante duas primaveras e dois outonos, no periodo
entre 2014 a 2016.



58

5.3.1 Detec¢ao dos pools positivos

Para todos os 273 pools testados, verificou-se que 2 pools de machos de Ae.
albopictus foram positivos com o sorotipo DENV-3, exibindo banda de 290 pb em gel
de agarose. Um dos pools positivos de machos de Ae. albopictus foi proveniente da

primavera de 2014 e o outro do outono de 2015 (Figura 10).

5042 pb

300 ph

200 pb

Controle
positivo

Controle
negativo

1082 ph

Figura 10— Eletroforese em gel de agarose das amostras positivas. Linhas 1 ¢ 6:
peso molecular; linha 2: controle negativo; linha 3: fragmento gendmicode
DENV-3 em um pool de machos de Ae. albopictus coletado durante a
primavera de 2014; linha 4: fragmento gendémicode DENV-3 em um pool
de machos de Ae. albopictus coletados durante o outono de 2015; linha 5:
fragmentos de DENV-3 de 290 pb como controle positivo.

As duas amostras positivas foram sequenciadas, editadas, alinhadas entre si e
comparadas com sequéncias do GenBank, usando o Software BLAST. Ambas tiveram
alto grau de identidade com as seqiiéncias de sorotipo DENV-3 do GenBank, e apenas
trés diferencas na seqiiéncia de nucleotideos foram encontradas entre as amostras

obtidas no Parque do Piqueri.

Ambas as amostras apresentaram 99% de identidade com cepas encontradas
na cidade de Guarujé, SP, Brasil, e Belo Horizonte, MG, Brasil. A amostra de controle
positivo também foi sequenciada e alinhada com as sequéncias do GenBank, mostrando
100% de identidade com cepas de origem completamente diferentes. As sequéncias de

DENV-3 encontradas neste estudo e as do controle positivo foram depositadas no
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GenBank, respectivamente, sob os numeros de acesso MN025404 / MNO025405 /
MNO025406.

5.3.2 Taxa Minima de Infec¢cdo (TMI)

Comparamos a Taxa Minima de Infec¢ao geral calculada, considerando todas
as estagoes e espécimes estudados (TMI: 0,73); apenas para Ae. albopictus (TMI: 1,11);
e para Ae. albopictus de cada estagdo com pools positivos (TMI da primavera de 2014:
5,26; TMI do outono de 2015: 1,23). Uma TMI mais alta para Ade. albopictus da

primavera de 2014 foi observada quando comparado ao outono de 2015.

5.4 Analise das Taxas Minimas de Infec¢do por meio da transmissdo vertical
natural em mosquitos vetores

Dos 62 artigos publicados sobre a transmissdo vertical natural do DENV, foi
possivel a realizagdo da analise das TMI’s de 36 (58%) deles, sendo os dados adquiridos
ao longo do presente trabalho também incluidos. Primeiramente, comparamos as TMI’s
de cada um dos sorotipos do DENV em Aedes sp. (andlise conjunta de Ae. aegypti e Ae.
albopictus) e de Ae. aegypti separadamente, por meio do teste estatistico de
normalidade, para verificar se os dados sdo modelados por uma distribui¢do normal. O
resultado demonstrou que se tratava de uma distribuicdo nao-normal e, em razdo disso,
aplicamos o teste ndo-paramétrico Krustal Wallis para todos os sorotipos. Nao foi
possivel a realizacdo da andlise estatistica dos sorotipos presentes em Ae. albopictus

separadamente devido a baixa quantidade de dados amostrais.

Observamos que nao existe diferenca estatistica entre as TMI’s dos referidos
sorotipos para o grupo Aedes sp. e, igualmente, ndo observamos diferenga estatistica
entre os sorotipos para o grupo Ae. aegypti isoladamente (p>0,05) (Grafico 2). Quando
comparamos as TMI’s detectadas nas formas larvais e nos adultos da espécie Ae.
aegypti ¢ Ae. albopictus, utilizando o teste Mann-Whitney, também ndo foram
constatadas diferenca estatisticas (p>0,05) (Gréfico 3). Utilizando esse mesmo teste,

também comparamos as TMI’s descritas a partir de exemplares coletados em campo em



60

sua fase imatura e mantidos em condi¢des de laboratorio até a fase adulta com aqueles
coletados diretamente em sua forma adulta no campo e, posteriormente, testados para
transmissdo vertical natural, com o objetivo de verificar se as TMI’s encontradas nas
duas circunstancias sdo similares, tanto para Ae. aegypti quanto para Ae. albopictus.
Assim como obtido anteriormente, encontramos variacdes nas TMI’s, contudo,
nenhuma diferenca estatistica foi observada (p>0,05) (Grafico 4). Por fim, também

comparamos as TMI’s encontradas nas larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus,
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Grafico 3 — Analise das Taxas Minimas de Infec¢cio do DENV. Chave: A,
comparacao das TMI’s dos sorotipos encontrados em Aedes; B,
comparac¢do das TMI’s dos sorotipos encontrados em Ae. aegypti.
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Grafico 4 — Analise das Taxas Minimas de Infec¢ao do DENV. Chave: A,
comparag¢do das TMI’s entre larvas e adultos de Ae. aegypti; B, comparacao
das TMI’s entre larvas e adultos de Ae. albopictus.
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Grafico 5 — Analise das Taxas Minimas de Infeccio do DENV. Chave: A, TMI’s de
exemplares de Ae. aegypti coletados em campo em sua fase imatura e
mantidos em condi¢des de laboratoério até a fase adulta com aqueles
coletados diretamente em sua forma adulta no campo; B, TMI’s de

exemplares de Ae. albopictus coletados em campo em sua fase imatura e

mantidos em condigdes de laboratorio até a fase adulta com aqueles
coletados diretamente em sua forma adulta no campo.
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Grafico 6 — Analise das Taxas Minimas de Infeccio do DENYV. Chave: A,comparagao
das TMI’s encontradas nas larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus.
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6 DISCUSSAO

Desde os primeiros relatos de transmissdo vertical em condi¢des naturais,

discute-se o seu papel na persisténcia e na manuten¢io de arboviroses na natureza'#%!4!,

0

Esse fendmeno foi apontado como sendo iniciador de casos humanos!?®, um mecanismo

determinante na invasdo de genodtipos competidores'®’, bem como no estabelecimento

de nivel constante de endemicidade!®”!3

. A presenca confirmada da transmissao
vertical natural do DENV somente em paises endémicos corrobora com esses
apontamentos, uma vez que pode indicar uma possivel relagdo entre endemismo e a
transmissdo vertical, sugerindo que essa forma de transmissdo possa representar um
importante mecanismo para o estabelecimento da endemicidade'®’. Essa observacio
também pode ser explicada pelo maior interesse da comunidade cientifica em
compreender melhor a dindmica da transmissao do DENV em paises que sofrem com a
transmissao constante dessa arbovirose. Nenhuma relacdo entre endemismo e
transmissdo vertical foi encontrada para ZIKV ou CHIKYV, provavelmente, devido a sua
recente introducdo nas Américas e ao baixo niimero de publicacdes disponiveis para
analise. América do Sul e Asia sio os maiores produtores de conhecimento sobre o
assunto e isso pode estar relacionado ao elevado nimero de paises endémicos nos dois

continentes. O baixo namero de estudos realizados na América do Norte e Central

indica a necessidade de melhor entendimento da dindmica desse fendmeno nessas areas.

Apesar de alguns paises africanos serem considerados endémicos para a
dengue, ha falta de publicagdes sobre nesse assunto neste continente, o que nao
significa, necessariamente, que a transmissdo vertical natural ndo ocorra ou que areas
com maior quantidade de artigos cientificos publicados sejam os locais mais
epidemiologicamente relevantes, apenas destaca a importancia da realizagdo de estudos
em localidades com caréncia de informacdo sobre transmissdo vertical natural. A
deteccdo desse fendmeno nas populacdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus, em sua
maioria, no México, India e Brasil destaca a importancia do estudo dessas ocorréncias
na natureza em outras localidades. Adicionalmente, embora seja apontado como vetor
do DENV, CHIKV e ZIKV em varios paises do mundo, Ae. albopictus ainda ¢
considerado vetor potencial desses arbovirus nos paises da América, inclusive no Brasil.

A confirmacdo da transmissdo vertical natural nessa espécie ¢, portanto, crucial, pois
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demonstra a circulagdo desses virus nessas populagdes e alerta para a possibilidade

desse vetor estar atuando na dinamica de transmissao desses patdgenos.

A similaridade das TMI’s descritas em estudos realizados através da coleta de
formas imaturas mantidas em condi¢des de laboratdrio até a fase adulta e os exemplares
adultos coletados em campo sugere que os resultados obtidos no presente estudo na
cidade de Sao Paulo, com adultos mantidos em condi¢des laboratoriais, sao
representativos para as populacdes adultas de campo de Ae. albopictus. Além disso, a
auséncia de diferenca estatistica entre larvas e adultos pode estar relacionada ao fato de
que a maioria dos trabalhos realizados com larvas avaliou o estadio larval L4, portanto,
por ser um estadio muito proximo a fase adulta®, pode ter influenciado nos resultados

encontrados.

Em condicdes de laboratorio, fémeas de Ae. albopictus foram capazes de
transmitir verticalmente todos os 4 sorotipos de DENV para a prole, embora as taxas de
transmissdo variassem de acordo com o sorotipo e linhagem do virus, com o DENV-3

sendo menos transmitido verticalmente’’

. Quando analisamos essas taxas a nivel
mundial, apesar dos resultados apontarem para variagdes nas TMI’s entre e intra-
sorotipos, eles ndo corroboram com a hipdtese de que exista uma tendéncia geral de
favorecimento na transmissao vertical natural de um determinado sorotipo sobre o
outro, uma vez que na natureza as TMI’s ndo exibiram diferengas estatisticas. Os
valores das TMI’s encontradas em Sao Paulo sdo semelhantes aos anteriormente
descritos na literatura, geralmente ocorrendo em baixas taxas e apresentando grandes
varia¢des de acordo com as populagdes de mosquitos'!’>. Além disso, o fato de a TMI

tipicamente exibir consideravel variabilidade temporal nas populagdes vetoriais'®

explica os valores obtidos em diferentes estagcdes do ano.

Da mesma forma, baixas taxas de transmissdo vertical de DENV foram
encontradas para Ae. aegypti, mesmo para cepas reconhecidamente mais suscetiveis a
infeccdo oral?”’. Resultados semelhantes foram encontrados com cepas de DENV e

6

populagdes brasileiras de Ae. aegypti e Ae. albopictus’®, indicando que, apesar da

importancia do Ae. aegypti para transmissdo horizontal, esta espécie pode ser menos
relevante na manuten¢io do DENV em periodos de baixa densidade vetorial'?>27,
Nossos resultados corroboram com esses achados, uma vez que analisamos ambas as

espécies, mas ndo foram encontrados pools positivos para Ae. aegypti. Outra possivel



64

hipdtese para esse achado relaciona-se ao fato de termos analisado mais exemplares da

espécie Ae. albopictus do que da espécie Ae. aegypti.

Neste estudo, relatamos a transmissdo vertical natural do DENV em Ae.
albopictus pela primeira vez na cidade de Sao Paulo. Especificamente, DENV-3 foi
detectado em dois grupos de machos Ae. albopictus. Apenas trés estudos demonstraram
transmissao vertical natural do DENV-3 em populacdes brasileiras de Ae. albopictus:

7

um em populagdes provenientes do estado de Minas Gerais'’®, outro do estado do

82 ¢ outro ultimo da cidade de Santos (litoral do Estado de Sdo Paulo)!®’. A

Ceara!
presenga de DENV-3 em Ae. albopictus provenientes do Parque Municipal do Piqueri
sugere que este mosquito pode estar atuando na dinamica de transmissdao deste

arbovirus e mantendo sua circulacao neste ambiente.

Curiosamente, nenhum caso humano autdéctone de DENV-3 foi relatado na
cidade de Sdo Paulo desde 2010>%. Esse fato fortalece a hipotese de que a transmissio
vertical poderia manter a circulagdo viral durante periodos interepidémicos, sugerindo

circulagdo silenciosa de DENV-3 em areas verdes da cidade.

Em um trabalho realizado com cepas de alta e baixa susceptibilidade do
sorotipo DENV-2 em Ae. aegypti, Mourya et al.'®® argumentam que a transmissdo
vertical ¢ maior em larvas que eclodem apos periodos mais longos, provavelmente
devido ao aumento do numero de copias do virus dentro dos ovos. Assim, parece que
condi¢des ambientais desfavoraveis, tal qual baixa disponibilidade de 4gua, favorecem a
ocorréncia de transmissdo vertical, o que pode explicar nossos achados de DENV-3 em
Ae. albopictus durante a primavera de 2014 e outono de 2015, quando foram registrados
baixos indices pluviométrico (primavera 2014: 5,1 mm e outono 2015: 3,3 mm) quando
comparadas com os outros periodos (primavera 2015: 26,5 mm e outono 2016: 15,0
mm)*?”. Adicionalmente, a confirmada ocorréncia de maiores taxas de transmissio
vertical do DENV em paises de clima arido, bem como em periodos secos'®, reforga
essa hipotese e reafirma seu papel como um mecanismo de manutencao em periodos

desfavoraveis!®.

E importante ressaltar que, para que a transmissdo vertical natural seja
detectada pelas condigdes estabelecidas neste estudo, ¢ necessario que uma fémea

infectada, que tenha oviposto nas ovitrampas, tenha transmitido com sucesso o virus
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verticalmente que as larvas tenham sobrevivido até a fase adulta para, finalmente, serem
analisadas. Quando as taxas de infec¢do por mosquitos sao baixas, mais mosquitos sao
necessarios para maiores chances de detec¢do do virus. Em nosso estudo, analisamos
940 Ae. aegypti e 1.790 Ae. albopictus adultos, que foram mantidos em laboratério a
partir de ovos coletados no parque. No entanto, considerando que ambas as espécies
depositam seus ovos em mais de um recipiente no mesmo ciclo gonotrofico?!%2!!,
possivelmente a maioria dos mosquitos analisados ndo foram origindrios da mesma
mae. Assim, considerando a dificuldade em detectar esse fendmeno na natureza, o
sucesso na detecgdo da transmissdo vertical natural de um sorotipo sem casos

autoctones recentes na cidade?®®

, em Ae. albopictus machos, em duas estagcdes
diferentes, indica que o virus estava circulando em taxas significativas nessa populagao

de vetores e sendo transmitido verticalmente.

Devido ao fato de os parques urbanos serem areas de acesso publico aberto, a
expansdo de diversos arbovirus através de visitantes infectados é favorecida. Além
disso, o contato continuo entre humanos, vetores competentes e virus torna essa area de
alto risco de dengue e outras infec¢des por arbovirus, levantando a discussdo sobre a
relevancia das areas verdes urbanas na dinamica de transmissdo e manutengdo de
patdgenos®!?. Devido as caracteristicas biolégicas do mosquito Ae. albopictus, tal qual
sua competéncia vetorial para os virus da dengue, febre amarela, Zika e chikungunya

em condicdes de laboratorio®-33:93:9,

nossos achados reforgam a importancia da
vigilancia e controle dessa espécie, uma vez que pode estar atuando na manuten¢do da
circulagdo do DENV, favorecendo a infec¢do da populagdo humana que vive proximo
ou mesmo visitantes que frequentam o parque, bem como a expansdo do virus para

outras areas e reforco das ac¢des de controle tmbém em periodos inter-epidémicos.
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7 CONCLUSOES

a) Nossos achados sugerem uma possivel relagdo entre endemismo e a transmissao
vertical do DENV e corroboram com a afirmacao de que a transmissao vertical favorece

a manutencao de patégenos na populacao de vetores.

b) A quantidade de estudos que relata a presenca da transmissdo vertical natural do

DENV em Ae. aegypti ¢ Ae. albopictus confirma a veracidade do fenomeno;

¢) A confirmagao da transmissdo vertical natural de DENV, ZIKV e CHIKV em Ae.
albopictus alerta para a possibilidade desse vetor estar atuando na dinamica de

transmissdo desses arbovirus;

f) A presenga de DENV-3 em Ae. albopictus provenientes do Parque Municipal do
Piqueri sugere que este mosquito pode estar atuando na dinamica de transmissao deste

patogeno e mantendo sua circulagcdo neste ambiente;

g) A deteccdo de DENV-3 em periodos em que nenhum caso autéctone humano desse

sorotipo foi registrado sugere circulagdo silenciosa.

h) Mesmo sem casos autoctones humanos relatados, o DENV-3 estava circulando em

taxas significativas na populacio de Ae. albopictus e sendo transmitido verticalmente;

d) As TMI’s analisadas ndao corroboram com a hipdtese de que exista uma tendéncia
geral de favorecimento na transmissdo vertical natural de um determinado sorotipo

sobre o outro, bem como entre espécies;

e) As TMI’s encontradas no Parque do Piqueri do DENV-3 em Ae. albopictus sao

similares aquelas descritas na literatura;
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APENDICE - Relagio dos artigos incluidos no estudo de revisdo sistematica sobre

transmissao vertical natural do DENV, ZIKV ¢ CHIKV.
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TRANSMISSAO VERTICAL NATURAL DO ViRUS DENGUE

Continente Pais Espécie Resultado Autor Citacao
Asia Myanmar Ae. aegypti Positivo Khin & Than. 140
Asia Tailandia A& 4e&Pli € Negativo Watts et al. 141

Ae. albopictus
Asia india Ae. aegypti  Negativo Ilkal et al. 147
Asia india Ae. aegypti Positivo Joshi et al. 152
Asia Maldsia A€ 9Pl e pogiive Ahmad et al. 156
Ae. albopictus
ro . Ae. aegypti e . 159
Asia Singapura Ae. albopictus Negativo Chow et al.
Asia india Ae. aegypti Positivo Thenmozhi et al. 153
o . Ae. aegypti e .\ 158
Asia Singapura Ae. albopictus Positivo Kow et al.
Asia Tailandia  Ae. aegypti Positivo Thavara et al. 144
Asia Tailindia ¢ 96QPli ¢ Negativo Hutamai et al. 142
Ae. albopictus
Asia Maldsia A% 9Pl e pocive Rohani et al. 106
Ae. albopictus
Asia india Ae. albopictus ~ Positivo Thenmozhi et al. 148
Asia India Ae. aegypti Positivo Bina et al. 151
Asia india de.aegyplie o Givo Angel & Josh. 149
Ae. albopictus
Asia India Ae. aegypti Positivo Arunachalam et al. 150
Asia Taiwan A€ degyplie Negativo Chen et al. 166
Ae. albopictus
Asia Indonésia A6 9eOPIE b iive Sorisi et al. 161
Ae. albopictus
Asia Tailandia  Ae. aegypti Positivo Thongrungkiat et al. 108
Asia Indonésia  Ae. aegypti Positivo Mulyatno et al. 160
Asia Tailandia Ae. aegypti Positivo Thongrungkiat et al. 143
Asia Tailaindia  Ae. aegypti Positivo Bawalan et al. 146
Asia Maldsia € aegyplie — pitivo Rohani et al. 157
Ae. albopictus
Asia Indonésia  Ae. aegypti Positivo Satoto et al. 162
Asia india Ae. aegypti Positivo Dutta et al. 154
Asia Filipinas Ae. aegypti Positivo Edillo et al. 165
Asia india Ae. aegypti Positivo Angel et al. 155
Asia Indonésia  Ae. aegypti Positivo Wanti et al. 163
Asia Indonésia Ae. aegypiie — pitivo Satoto et al. 164
Ae. albopictus
- Trinidad e . o 167
América do Sul Tobago Ae. aegypti Positivo Hull et al.
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Continuac¢ao
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Continente Pais Espécie Resultado Autor Citacao
América do Sul Brasil  Ae. albopictus ~ Positivo Serufo et al 174
América do Sul Colémbia  Ae. aegypti Negativo Romero-Vivas et al. 172
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Cecilio et al. 175
América do Sul Brasil Ae. aegypti Negativo Pinheiro et al. 189
América do Sul Brasil Ae. aegypti Negativo Zeidler et al. 188
América do Sul Brasil  Ae. albopictus ~ Positivo Cecilio et al. 176
América do Sul Brasil Ae. albopictus ~ Positivo De Figueiredo et al. 180
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Guedes et al. 183
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Vilela et al. 177
América do Sul Brasil de. aegyplie — pitivo Pessanha et al. 178
Ae. albopictus
América do Sul  Bolivia Ae. aegypti Positivo Le Goff et al. 168
América do Sul Brasil de.aegyplie v Martins et al. 182
Ae. albopictus
América do Sul  Argentina  Ae. aegypti Positivo Espinosa et al. 169
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Cruz et al. 185
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Cecilio et al. 179
América do Sul Perti Ae. aegypti Positivo Cabezas et al. 132
América do Sul Brasil Ae. aegypri Positivo Serra et al. 186
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Dos Santos et al. 184
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Da Costa et al. 190
América do Sul Colémbia  Ae. aegypti Positivo Pérez-Pérez et al. 173
América do Sul Brasil Ae. aegypti Negativo Moraes et al. 181
América do Sul Brasil de aegyptie — pGiivo Maia et al. 187
Ae. albopictus
Am;:;lrcti do México  Ae. albopictus  Positivo fbanez-Bernal et al. 191
América do . . . . 192
Norte México Ae. aegypti Positivo Giinther et al.
América do o . . , 193
Norte Meéxico Ae. aegypti Positivo Martinez et al.
Am;:;lrcti do México  Ae. albopictus ~ Positivo  Sanchez-Rodriguez et al. 195
Am;:;lrcti do México Ae. aegypti Positivo Dzul-Manzanilla et al. 194
América do México Ae. aegypti Positivo Sanchez-Casas et al. 196
Norte
Am;glrctz do México Ae. aegypti Positivo Apodaca-Medina et al. 197
America do México Ae. aegypti Positivo Garcia-Rejonet al. 198
Norte
America Costa Rica Ae. albopictus ~ Positivo  Calderon-Arguedas et al. 199
Central
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Continente Pais Espécie Resultado Autor Citacao
América . .. .z 170
Central Cuba Ae. aegypti Positivo Gutiérrez-Bugallo et al.
América . .. .z 171
Central Cuba Ae. aegypti Positivo Gutiérrez-Bugallo et al.
TRANSMISSAO VERTICAL NATURAL DO VIRUS CHIKUNGUNYA
Continente Pais Espécie Resultado Autor Citacao
Asia Tailindia ¢ 9¢QPli ¢ Positivo Thavara et al. 200
Ae. albopictus
Asia india Ae. albopictus ~ Positivo Niyas et al. 202
Asia India Ae. aegypti Positivo Jain et al. 201
Am;:)’;ctz; do México Ae. aegypti Positivo Dzul-Manzanilla et al. 194
TRANSMISSAO VERTICAL NATURA DO VIiRUS ZIKA
Continente Pais Espécie Resultado Autor Citacio
Asia Tailandia  Ae. aegypti Positivo Phumee et al. 206
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Ferreira-de-Brito et al. 203
América do Sul Brasil Ae. albopictus ~ Positivo Smartt et al. 204
América do Sul Brasil Ae. aegypti Positivo Costa et al. 205
América do Sul Brasil Ae. aegypti e Positivo Maia et al. 187

Ae. albopictus
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