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RESUMO 

IOSHINO, R. S. Impactos da infecção pelos vírus Dengue e Zika na 
reprodução de Aedes aegypti. 2018. 162f. Tese (Doutorado em Ciências)  
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.  

É através da alimentação sanguínea que as fêmeas do mosquito Aedes aegypti 
adquirem e transmitem os vírus da Dengue (DENV) e Zika (ZIKV). Com base 

nessa característica, o objetivo deste trabalho foi compreender os impactos da 

infecção por DENV e ZIKV na reprodução do Ae. aegypti. Dentre as 3 

linhagens analisadas (RED, ROCK e HIGGS), ROCK se mostrou mais 

susceptível com 90% de infectados no 14º dia após a alimentação sanguínea 

infectada para ambos os vírus. Ao analisar a taxa de fecundidade após se 

alimentarem com sangue contendo os vírus (1º ciclo gonotrófico - CG) e nos 2º 

e 3º CG consecutivos dessas fêmeas, observamos que os mosquitos 

infectados pelo ZIKV apresentam uma redução de fecundidade a partir do 2º 

CG (17,2 e 13%, respectivamente). Já nos mosquitos infectados pelo DENV 

essa redução só ocorreu no 3º CG (18,2% comparando com o grupo controle). 

Análises estatísticas mostraram que a redução foi significativa para os 2º e 3º 

CGs das fêmeas infectadas por ZIKVBR e DENV-2, respectivamente. Estudos 

mostram que a redução da fecundidade ocorre devido a morte de células que 

compõem os ovários. Por isso, no presente estudo genes relacionados a morte 

celular por apoptose (IAP1, DRONC, CASP7 e CASP16) e autofagia (ATG4, 

ATG8 e ATG12) foram analisados quanto ao nível de expressão nos ovários 12 

e 24 horas após a alimentação sanguínea (hpbm) infectada nos 3 CG 

consecutivos. Observamos que no 1º CG ocorre um aumento da expressão de 

todos os genes relacionados à apoptose e autofagia analisados. Em 12 hpbm 

do 2º CG, os ovários das fêmeas infectadas por ZIKV apresentam um aumento 

da expressão dos genes relacionados à apoptose e do gene ATG8 e, 24 hpbm, 

os genes apoptóticos diminuem sua expressão mas os genes ATG4 e ATG12 

estão com seus níveis aumentados. Por outro lado, ovários das fêmeas 

infectadas por DENV-2 apresentaram um aumento do nível de expressão de 

todos os genes autofágicos e apoptóticos, exceto CASP16, no tempo de 24 

hpbm. No 3º e último CG, todos os genes analisados demonstram uma 

expressão suprimida. Este estudo nos dá um indício de que a redução da 

fecundidade não está correlacionada à infecção dos ovários pelos DENV-2 e 



  
  
ZIKV, mas sim pelas vias imunológicas ativadas durante as diferentes fases da 

infecção no mosquito que, por consequência, ativa a morte celular nos ovários. 

Neste estudo, também mostramos que os mosquitos machos que copulam com 

fêmeas infectadas podem adquirir e, posteriormente, transmitir o ZIKV para 

fêmeas sadias, ou seja, os machos assim como as fêmeas também 

desempenham um papel importante na epidemiologia do ZIKV.  

 

Palavras-chave: Aedes aegypti. Reprodução. Transmissão venérea. Vírus da 
Dengue. Zika Vírus.   



  
  

ABSTRACT 

IOSHINO, R. S. Impact of Dengue and Zika viruses on mosquito Aedes 
aegypti reproduction. 2018. 162f. Tese (PhD in Science)  Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.  

Through tha blood meal that Aedes aegypti females mosquitoes acquire and 

transmit Dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses. Based on these 

characteristics, the objective of this study was to understand the impact of 

DENV-2 and ZIKVBR on the Ae. aegypti reproduction. Among the three 

laboratory strains analyzed (RED, ROCK and HIGGS), the ROCK strain was 

the most susceptible to ZIKV and DENV infection with 90% of infection rate at 

14th day post infected blood meal for both infections. Analyzing the fecundity 

rate after the blood feeding containing the viruses (1st gonotrophic cycle  GC) 

and in the consecutive 2nd and 3rd GC, we noted that ZIKV-infected mosquitoes 

have a fertility reduction after the 2nd GC (17.2 and 13%, respectively). On the 

other hand, in DENV-infected mosquitoes the reduction just occurred on 3rd GC 

(18.2%, compared to control group). Studies show that fecundity reduction 

occurs by the ovaries cell death, so gene correlated with apoptosis (IAP1, 

DRONC, CASP7, CASP16) and autophagy (ATG4, ATG8 and ATG12) cell 

death genes expression level were analyzed at 12 and 24 hours post blood 

meal (hpbm) during the 3 consecutive GC on ovaries. Analysis showed that 

there is an expression-up-regulation of all cell death genes analyzed on the 1st 

GC. At 12 hpbm of 2nd GC, the ZIKV-infected ovaries also have a higher 

expression level in all apoptosis genes and ATG8 but all the apoptotic genes 

were down-regulated at 24 hpbm. In contrast, ATG4 and ATG12 were also up-

regulated in this period. However, DENV-infected females ovaries showed 

higher expression levels of all autophagic and apoptotic genes, except CASP16 

at 24 hpbm. In the 3rd and last GC, all of analyzed genes are down-regulated. 

This study provides an indication that fertility reduction is not correlated to 

DENV-2 and ZIKV ovaries infection, but rather by immunologic pathways that 

were activated during the different stages of mosquito infection, which 

consequently activates cell death in ovaries. In this study we also report that 

when males copulate with ZIKV-infected females, they can acquire and transmit 

the virus to health females, it means that males, as females, also play an 

important role in the epidemiology of ZIKV. 
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Alguns insetos envolvidos na transmissão de patógenos são 

conhecidos popularmente como mosquitos, muriçocas ou pernilongos e podem 

ser considerados como os principais vetores da transmissão de patógenos 

causadores de doenças tropicais como, por exemplo, Filariose, Dengue, Zika e 

Malária (COSTA-DA-SILVA et al., 2017; GOULD; SOLOMON, 2008; 

MARCHETTE et al., 1969; REITER, 2001). Os mosquitos vetores desses 

patógenos pertencem à família Culicidae, ordem Diptera e podem ser 

subdivididos em três gêneros distintos principais: Culex, Anopheles e Aedes 
(CLEMENTS, 1992).  

Os mosquitos do gênero Culex possuem uma colocaração marrom 

claro (fig. 01A), são mais ativos nos períodos crepuscular e noturno e podem 

ser os vetores de parasitas como filárias, que causam a elefantíase, e alguns 

vírus responsáveis por algumas encefalites humana (DA SILVA et al., 2018; 

GOULD; SOLOMON, 2008; SAMY et al., 2016). A elefantíase está 

praticamente erradicada no território brasileiro, podendo ser encontrado alguns 
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casos apenas no estado do Pernambuco (DA SILVA et al., 2018). Já alguns 

vírus que causam a encefalite, como o Vírus do Nilo Ocidental, foram 

introduzidos no Brasil pelos EUA e o mesmo pode se espalhar pelo território 

brasileiro causando tanto um aumento na demanda na saúde pública, como 

também uma perda econômica, uma vez que esses vírus podem infectar 

equinos (Agência FAPESP, 2018).  

Os mosquitos Anophelinos, também conhecidos como mosquitos 

prego, devido a posição que ficam quando pousam em uma determinada 

superfície, possuem o corpo na cor marrom (fig. 01B) e são vetores dos 

protozoários do gênero Plasmodium. Esses parasitas são responsáveis pela 

enfermidade conhecida como malária que somente em 2017 acometeu quase 

140 mil pessoas nas Regiões Norte do Brasil (Acre, Amazonas e Pará) (PAHO, 

2018).   

Por fim, alguns mosquitos do gênero Aedes, que possuem o corpo 

preto com machas brancas (fig. 01C). Apesar do período diurno ser o de maior 

atividade desse gênero, sabe-se que esses mosquitos são oportunistas, por 

isso podem se alimentar em um hospedeiro durante o período noturno. Dentro 

desse grupo, a espécie Ae. aegypti é considerada a principal vetora urbana de 

algumas arboviroses, como os vírus da Dengue (DENV) e Zika (ZIKV), que 

anualmente prejudicam milhares de pessoas na região norte e nordeste do 

Brasil (BASTOS et al., 2012; FIGUEIREDO, 2007; ZANLUCA et al., 2015).  

 
 

 

  

  

  

Figura 01. Mosquitos fêmea da Ordem Diptera e Família Culicidae. A) Culex quinquefasciatus  
B) Anopheles albimanus C) Aedes aegypti. Fonte: VectorBase. 

 

1.1 Aedes aegypti: linhagens Rexville, Rockefeller e Higgs white eyes 
 
Inicialmente os mosquitos Ae. aegypti eram insetos que viviam apenas 

no meio das matas e desempenhavam um papel importante no ciclo de 
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transmissão de patógenos no meio silvestre (mosquitos vs mamíferos 

silvestres). Porém, com o aumento do desmatamento e crescimento das 

cidades, este inseto passou a conviver entre os homens. Devido as condições 

favoráveis para o seu estabelecimento no meio urbano (disponibilidade de 

criadouros artificiais e facilidade de realizar uma alimentação sanguínea), hoje 

ele é considferado o principal vetor urbano de arboviroses em países tropicais 

e subtropicais. 

Apesar dos estudos com esse vetor terem se iniciado há muitas 

décadas, hoje ele ainda continua sendo um dos principais objeto de estudos de 

pesquisas científicas relacionadas à interação patógeno  hospedeiro. Isso 

acontece porque, além de ser um vetor com potencial para novos patógenos, 

há um avanço das tecnologias empregadas nos laboratórios que auxiliam tanto 

no esclarecimento dos mecanismos de ação de vírus dentro do mosquito, como 

também na otimização das técnicas utilizadas para controlar o vetor no meio 

urbano. 

Diante desta realidade, algumas linhagens de Ae. aegypti foram 

colonizadas em laboratório com o intuito de auxiliar no desenvolvimento destas 

frestes de pesquisas. Dentre as linhagens de laboratório, podemos citar os 

mosquitos Rexville (RED), Rockefeller (ROCK) e Higgs white eyes (HIGGS).  

A linhagem RED corresponde a um mosquito que possui os olhos 

vermelhos e são muito utilizados em estudos que visam analisar as alterações 

fisiológicas do hospedeiro invertebrado a diferentes patógenos, como a 

interação do Ae. aegypti infectado pelo protozoário P. gallinaceum causador da 

malária aviária (ARAUJO et al., 2011; THATHY et al., 1994). Já os mosquitos 

da linhagem ROCK são originários do Caribe e possuem os olhos pretos e, 

assim como o RED, também são bons modelos para os estudos da interação 

patógeno  hospedeiro (KUNO et al., 1998). Além disso, ela é muito utilizada 

em ensaios de teste de inseticidas e experimentos que visam identificar 

proteínas importantes para a replicação do DENV, por exemplo, uma vez que 

correspondem a uma cepa susceptível a compostos químicos (ARAÚJO et al., 

2013; LONDONO-RENTERIA et al., 2015). Por fim, a linhagem HIGGS que 

possui uma deficiência na produção do pigmento dos olhos (deixando-os 

brancos) por esse motivo, é uma linhagem de laboratório empregada na 

obtenção de linhagens transgênicas do inseto, pois facilita a visualização de 
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uma proteína fluorescente nos olhos que sinaliza a inserção do gene de 

interesse no DNA do mosquito (KOJIN et al., 2016). 

 
1.2 Reprodução dos mosquitos 

 

Apesar de possuírem características morfológicas bem diferentes, uma 

característica fisiológica comum entre os gêneros Culex, Anopheles e Aedes é 

a existência de fêmeas hematófagas, ou seja, que se alimentam de sangue dos 

vertebrados. Esse comportamento é importante, pois é através da alimentação 

sanguínea que a fêmea obtém substâncias essenciais para a produção e 

desenvolvimento dos seus ovos (CLEMENTS, 1992).  

O órgão central para a reprodução dos mosquitos são os ovários. Eles 

estão presentes em pares e cada ovário do mosquito Ae. aegypti possui entre 

75 a 160 ovaríolos unidos pela membrana ovariolar (fig. 02A e B). Cada 

ovaríolo é formado por um germário, folículos ovarianos primários, secundários 

e terciários. O folículo ovariano primário é composto por uma túnica própria, 

células foliculares (CF), sete células acessórias (nurse) e um oócito maduro 

(fig. 2C e fig. 3) e será todo esse conjunto que originará o ovo (FORATTINI, 

1996). 
 

 

Figura 02: Ovários e ovaríolos de mosquitos Aedes aegypti. Fotos dos ovários (A e B). Ovaríolos 
(C) com suas estruturas: G) germário; N) células acessórias (nurse); O) oócito maduro com 
deposição de vitelo; CF) células foliculares (IOSHINO, 2013). 
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Figura 03: O folículo ovariano é formado por: membrana ovariolar (mo), a túnica própria (tp), 
folículo primário com células foliculares (fo. 1), sete células acessórias ou trofócito (t) e oócito 
maduro (oom). Fonte: FORATTINI et al., 1996. 

 

O processo de formação das proteínas precursoras de vitelo (PPV) 

denomina-se vitelogênese e compreende o acúmulo de nutrientes para o 

embrião a partir de proteínas produzidas e secretadas pelo corpo gorduroso. 

Muitos estudos sobre a vitelogênese têm sido realizados em Ae. aegypti e para 

melhorar o entendimento desse processo, ele foi subdividido em três etapas: 

pré-vitelogênese, período vitelogênico e o término do período vitelogênico 

(CLEMENTS, 1992; BROWN et al., 1998; RAIKHEL et al., 2002). 

A pré-vitelogênese corresponde à fase que antecede a alimentação 

sanguínea e nessa etapa os tecidos envolvidos são preparados e 

amadurecidos. Nessa fase ocorre uma proliferação das organelas 

biossintéticas nas células do corpo gorduroso e a separação das CF para 

permitir que as PPV sejam internalizadas e armazenadas no oócito maduro. Na 

pré-vitelogênese também ocorre a ação do hormônio juvenil III. Ele age sobre o 

corpo gorduroso e os ovários permitindo uma boa resposta desses órgãos aos 

hormônios envolvidos no período vitelogênico como o hormônio 

ecdisteroidogênico ovariano (OEH) e a 20-hidroxiecdisona (20E) (RAIKHEL et 

al., 2002). 

O período vitelogênico inicia-se com a ingestão do sangue pelo 

mosquito que induz o cérebro a secretar o OEH (BROWN et al., 1998). Esse 

hormônio estimula os ovários a produzirem e secretarem ecdisona para a 

hemolinfa, que a transportará até o corpo gorduroso onde será convertida em 

20E. Esse hormônio irá estimular a síntese das PPV (vitelogenina, 

carboxipeptidase vitelogênica e catepsina B vitelogênica) que serão secretadas 

para a hemolinfa pelo corpo gorduroso, endocitadas pelos ovários e 
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armazenadas nos oócitos. Essa fase ocorre entre 0 e 48 horas após o repasto 

sanguíneo (DEITSCH et al., 1995; RAIKHEL; DHADIALLA, 1992). 

A última fase representa o fim da síntese das PPV pelo corpo 

gorduroso e a produção do córion que é uma camada glicoprotéica que protege 

o ovo. Essa fase ocorre 48 a 72 horas após a alimentação sanguínea e termina 

com a deposição dos ovos em uma superfície úmida (RAIKHEL; DHADIALLA, 

1992). 

 

1.3 Flavivirus  
 

Apesar de ter uma importância fisiológica, o repasto sanguíneo 

também é a via de aquisição de patógenos, ou seja, é através desse tipo de 

alimentação que os mosquitos Ae. aegypti podem se infectar, tornando assim, 

vetores de agentes infecciosos, para os vírus que pertencem ao gênero 

Flavivirus (GUBLER, 1998; MARCHETTE et al., 1969). 

Os Flavivirus são organismos relativamente pequenos, esféricos e 

possuem um envelope lipídico (GUBLER, 1998). Muitos dos vírus pertencentes 

a este gênero podem causar sérios problemas a saúde pública, como é o caso 

do DENV e ZIKV. 

O DENV possui uma classificação molecular e antigênica divida em 4 

sorotipos distintos: DENV-1, DENV-2,  DENV-3 e DENV-4. Desde a primeira 

identificação laboratorial do vírus no Brasil, em 1981-1982, introduções 

sucessivas e contínuas foram registradas em território nacional, sendo 

atualmente são encontrados os quatro sorotipos em estado de cocirculação no 

país, sendo esta situação caracterizada como estado de hiperendemicidade 

(BASTOS et al., 2012; FARES et al., 2015; VILLABONA-ARENAS et al., 2014). 

O último boletim epidemiológico liberado pelo Ministério da Saúde, mostrou que 

até a semana epidemiológica 45 (4/11/2018 a 10/11/2018) foram registrados, 

aproximadamente, 63.800 e 83.590 mil casos prováveis de dengue somente 

nas regiões Sudeste (SE) e Centro-Oeste (CO), respectivamente, o que 

corresponde a um aumento de 24 e 11% comparado ao ano de 2017 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). 

O ciclo de desenvolvimento do DENV no mosquito inicia após a 

ingestão sanguínea contendo as partículas virais. Essas se alojam no tecido do 
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trato digestivo (intestino médio - IM), sofrem replicação e liberam novos vírus 

que irão infectar outros tecidos como as traquéias, corpo gorduroso e as 

glândulas salivares (GS) (SALAZAR et al., 2007).   

Além do DENV, em 1947, foi identificado na Floresta de Ziika, Uganda, 

na África, um novo tipo de vírus denominado ZIKV (DICK et al., 1952). Esse foi 

inicialmente isolado do macaco rhesus 766, utilizado como sentinela, e após 

essa descoberta alguns casos isolados de infecções humanas na África e na 

Ásia foram detectadas (DUFFY et al., 2009). Porém, em 2007 na ilha Yap, 

localizado na Micronésia, ocorreu um surto dessa doença e foram detectados 

49 casos confirmados e 59 casos suspeitos apenas nessa região (DUFFY et 

al., 2009). No Brasil, análises filogenéticas mostraram que o ZIKV foi 

introduzido no final de 2013, e em 2015 casos autóctones foram identificados 

em quase todos os Estados do Brasil, com circulação intensa na região 

Nordeste (EBC, 2015; FARIA et al., 2017; KUNO et al., 1998; LANCIOTTI et al., 

2008; MARCONDES; XIMENES, 2015; PORTAL DA SAÚDE, 2015).  

O ciclo de desenvolvimento do ZIKV dentro do mosquito ainda é uma 

incógnita, e até o momento não há estudos que mostram o seu mecanismo de 

replicação e os tecidos envolvidos nesse processo em mosquitos pertencentes 

ao gênero Aedes. Porém, é possível que o processo de replicação do ZIKV 

seja parecido ao que ocorre com o DENV, pois segue os mesmos padrões 

observados por Salazar e colaboradores (2007). 

 

1.4 Morte celular programada em mosquitos infectados por diferentes 
patógenos 

 

Estudos mostram que infecções podem promover alterações 

fisiológicas nos mosquitos e comprometer a sua capacidade reprodutiva, isto é, 

mosquitos infectados produzem menos ovos quando comparados aos sadios. 

Esta característica foi observada em mosquitos An. stephensi e An. gambiae 

infectados por P. yoelii nigeriensis e também em Ae. aegypti infectados por P. 
gallinaceum ou DENV-2 (AHMED et al., 1999; AHMED; HURD, 2006; ARAUJO 

et al., 2011; IOSHINO, 2013; HOGG; HURD, 1995; SYLVESTRE et al., 2013). 
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Uma explicação para essa redução da fecundidade é que ocorre a 

morte das CF dos ovários das fêmeas infectadas como foi observado em An. 
stephensi infectados por P. yoelii nigeriensis (HOPWOOD et al., 2001). 

A morte celular é uma resposta celular fundamental que apresenta um 

papel importante no desenvolvimento corporal e na regulação da homeostase 

nos tecidos. Existem dois tipos de morte celular: necrose e a programada 

(ALBERTS et al., 2004).  

A necrose tem como objetivo de eliminar as células de tecidos vivos de 

forma desordenada. Esse tipo de morte está muito relacionada aos processos 

inflamatórios em vertebrados, porém até o momento ele não foi descrito em 

artrópodes (ALBERTS et al., 2004).  

Por outro lado, a morte celular programada pode ser subdividida em 3 

tipos (MCPHEE; BAEHRECKE, 2009). O primeiro (Tipo I) corresponde à 

apoptose e pode ser definida como uma via de morte celular regulada ou 

programada responsável por manutenções fisiológicas como, por exemplo, 

eliminação das células indesejadas do organismo e regulação do sistema 

imunológico tanto dos animais vertebrados como, também, nos invertebrados 

(BOATRIGHT; SALVESEN, 2003; DEGTEREV; YUAN, 2008; KAUFMANN; 

HENGARTNER, 2001; RICHARDSON; KUMAR, 2002). Neste tipo de morte 

celular está envolvida uma sequência de enzimas denominadas caspases 

(CASP) que desempenham diferentes funções na cascata apoptótica. As 

caspases são proteínas que pertencem à Família das Cisteínas Proteases e 

podem ser classificadas como iniciadoras ou executoras (BOATRIGHT; 

SALVESEN, 2003; BRYANT et al., 2007; DEGTEREV; YUAN, 2008).  

As caspases iniciadoras (também denominadas procaspases), como 

seu próprio nome diz, são as primeiras a serem ativadas e constituem o 

primeiro passo para ativar um segundo grupo de enzimas. Essas possuem uma 

porção denominada de domínio de morte, ou seja, uma região onde ocorrerá a 

interação proteína-proteína que ativará o início da apoptose (COOPER et al., 

2007a, 2007b). Uma vez que essas procaspases são ativadas, um segundo 

grupo de enzimas, denominadas de caspases executoras, serão acionadas 

desencadeando uma cascata de eventos que irá promover a clivagem de 

proteínas citosólicas e lâminas nucleares resultando na morte da célula 

(BOATRIGHT; SALVESEN, 2003; ALBERTS et al., 2004). 
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O segundo tipo de morte celular programada pode ser considerada um 

mecanismo de pró-sobrevivência e se caracteriza por um processo catabólico 

muito conservado entre as células eucarióticas (ENG et al., 2016; MCPHEE; 

BAEHRECKE, 2009; YORIMITSU; KLIONSKY, 2005). Esse tipo de morte 

denomina-se autofagia (Tipo II) e tem o objetivo de degradar as organelas 

celulares indesejadas (ou que não serão utilizadas pelas células) e auxiliar na 

síntese de aminoácidos para formação de novas proteínas (ENG et al., 2016; 

MCPHEE; BAEHRECKE, 2009). Sabe-se que este tipo de morte é ativada no 

IM de Ae. aegypti após uma alimentação sanguínea contendo partículas de 

DENV, mostrando que a autofagia (ATG) também pode ser um mecanismo 

importante para o controle da infecção nos mosquitos (ENG et al., 2016). O 

terceiro e último tipo de morte celular é o Tipo III que se caracteriza pela 

ausência de atividade lisossomal nas células que estão em morte celular 

(MCPHEE; BAEHRECKE, 2009). 

-

-  

-
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Além da transmissão vertical, estudos recentes mostram que a 

transmissão sexual também pode ocorrer entre os mosquitos Ae. aegypti, ou 

seja, fêmeas infectadas por ZIKV e machos induzidos à infecção (ZIKV injetado 

na região intratorácica) podem transmitir o vírus aos seus respectivos parceiros 

(as) sadios (as) através da cópula (PEREIRA-SILVA et al., 2017). As análises 

realizadas por estes autores mostraram que 45% das fêmeas sadias que 

copularam com machos induzidos à infecção com ZIKV e 35% dos machos que 

copularam com fêmeas infectadas através do repasto sanguíneo apresentaram 

um indício de infecção, pois foi detectado presença do genoma viral nos 
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indivíduos através de análises moleculares (qPCR) (PEREIRA-SILVA, et al., 

2017). 

A identificação dos vírus em mosquitos machos inteiros utilizando 

técnicas moleculares, nos dá apenas um indício de que o vírus está presente. 

Porém, não é possível determinar se o vírus detectado é infectante e se houve 

uma replicação viral capaz de atingir outros tecidos do mosquito. Até o 

momento, não há estudos que mostram a presença de ZIKV infectante em 

mosquitos machos que copularam com fêmeas infectadas, o que promoveria 

uma preocupação na epidemiologia desse vírus dentro de países tropicais e 

subtropicais. 

 

1.6 Considerações finais 
 

Os mosquitos Ae. aegypti, também conhecidos como mosquitos da 

dengue, possuem uma importância na cadeia alimentar do ecossistema, são 

responsáveis por transmitir vários tipos de arboviroses ao homem durante a 

alimentação sanguínea, possuem proteínas nas antenas capazes de identificar 

odores, são insetos que se reproduzem em criadouros artificiais como caixas 

d`água, pneus e pratos de vasos de plantas que contém água parada, enfim 

(ARAÚJO et al., 2015; FIGUEIREDO, 2007; HURD; CARTER, 2004; ROMANO 

et al., 2013; WICKRAMASINGHE; COSTA, 1986; ZHOU et al., 2008). Todas 

essas informações que a comunidade científica (ou não) possui sobre este 

inseto são provenientes de estudos e pesquisas que foram desenvolvidas nos 

últimos 250 anos.  

Nesse período, novos arbovírus também foram descobertos e 

introduzidos no meio urbano. Por isso, continuar os estudos sobre estas 

interações patógeno  hospedeiro poderá elucidar novas hipóteses e idéias 

que auxiliarão na redução da transmissão de doenças, como DENV e ZIKV, 

entre a poulação brasileira.  

Com base nessas possibilidades e com o intuito de auxiliar nas 

pesquisas científicas relacionadas ao Ae. aegypti, este estudo teve dois 

objetivos principais. O primeiro observar se há alteração dos níveis de 

expressão dos genes envolvidos na morte celular por apoptose e autofagia nos 
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ovários de fêmeas infectadas com DENV-2 ou ZIKV. E o segundo, mostrar a 

transmissão venérea de ZIKV entre os mosquitos Ae. aegypti. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  
  

 

 

 

 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

2 Objetivos 
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Objetivo Geral 

 

Analisar os impactos da infecção pelos vírus Dengue e Zika na 

reprodução de Ae. aegypti. 

 

Objetivos Específicos 

 

1) Determinar a susceptibilidade das linhagens de Ae. aegypti de 
laboratório, RED, HIGGS ou ROCK, aos DENV-2 e ZIKV;  

2) Avaliar a fecundidade das fêmeas infectadas pelos vírus DENV-2 ou 
ZIKV durante 3 ciclos repodutivos; 

3) Analisar o nível de expressão dos genes IAP1, DRONC, CASP7, 
CASP16, ATG4A, ATG8 e ATG12 nos ovários de fêmeas infectadas por DENV 
e ZIKV, durante 3 ciclos reprodutivos do inseto; 

4) Determinar se em condições de laboratório, ocorre a transmissão 
venérea do ZIKV em Ae. aegypti; 

5) Analisar a presença de partículas virais infectivas de ZIKV nos 
mosquitos que contraíram o vírus através da cópula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
  

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

3 Materiais e Métodos
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3.1 Animais 
3.1.1 Mosquitos Aedes aegypti 

 

Os mosquitos Ae. aegypti das linhagens RED, ROCK e HIGGS foram 

mantidos no insetário do Departamento de Parasitologia do Instituto Ciências 

Biomédicas - USP, em temperatura média de 27 ºC ± 1 ºC, 80% de umidade 

relativa do ar e fotoperíodo de 12/12 horas (claro/escuro).  

Para iniciar as colônias de mosquitos Ae. aegypti, ovos aderidos a um 

papel filtro foram mergulhados em um frasco de vidro (hermeticamente 

fechado) contendo água autoclavada para a eclosão das larvas L1. A água 

autoclavada é muito importante para a eclosão das larvas de mosquitos Aedes, 

uma vez que a baixa concentração de oxigênio dissolvido na água induz as 

larvas L1 saírem dos ovos e, assim, crescerem de forma sincronizada. Ou seja, 

larvas L1 e L2 nos 2 primeiros dias, larvas L3 e L4 nos dias 3 até 5 e pupas nos 

dias 5 a 8 após a eclosão. Em torno de 250 - 300 larvas L1 foram distribuídas 

em caixas plásticas (37 cm x 25 cm x 13,5 cm) contendo água e ração de peixe 

moída (Tetramin®), sendo que após 4 dias a água é trocada diariamente e 

nova ração é adicionada de acordo com a fase de desenvolvimento das larvas.  

Uma vez formadas, as pupas foram separadas das larvas e também 

entre machos e fêmeas, utilizando um separador vertical (fig. 04) que consiste 

em duas placas de vidro ajustáveis (fig. 04A) que permitem a separação das 

larvas, pupas machos e pupas fêmeas de acordo com o tamanho das mesmas. 

Incialmente colocam-se as larvas, pupas machos e fêmeas em uma jarra com 

água, sendo essa mistura despejada entre as placas do separador (fig. 04B). 

Com o auxílio de uma mangueira, joga-se água na parte superior para ajudar 

no deslocamento vertical das formas imaturas. As larvas são as menores (fig. 

04C), por isso são as primeiras a passarem entre os vidros. Em seguida vem 

os machos e por último as fêmeas que são maiores (fig. 04D) (CARVALHO et 

al., 2014). 
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Figura 04: Demonstração do separador vertical das fases imaturas do mosquito Ae. aegypti. Fonte: 
CARVALHO et al., 2014. 

 

Pupas macho e fêmea foram colocadas, separadamente, em diferentes 

recipientes plásticos, fechadas com um filó e mantidas no insetário até a 

emersão dos mosquitos adultos. Para montar a colônia, 2 copos de machos (~ 

200 indivíduos) para 6 copos de fêmeas (~ 600 indivíduos) foram colocados em 

gaiolas de metal e mantidos com solução de sacarose 10% (p/v) ad libitum. 

Para obter os ovos, as fêmeas foram alimentadas em camundongos da 

cepa BALB/c previamente anestesiados com com injeção subcutânea de 

cloridrato de xilanzina (3 ng/Kg) e acepromazina (0,3 ng/Kg) por 40 minutos ou 

até que a maioria das fêmeas estivessem ingurgitadas. Após 3 dias dessa 

alimentação sanguínea, um pote contendo água deionizada e papel filtro, 

previamente identificado de acordo com a cepa do mosquito, foi colocado na 

gaiola por 2 dias para que as fêmeas depositassem os seus ovos. Após esse 

período, os ovos ficaram secando por 3 dias em temperatura ambiente e 

guardadas em sacos plásticos até serem utilizadas nos próximos experimentos. 

 
3.2 Cultivo de células C6/36  
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A linhagem celular de mosquito denominada C6/36 (células do IM de 

mosquitos Ae. albopictus) foi mantida em garrafas plásticas estéreis de 25 cm2 

com meio de cultura Leibovitz L-15 (L15) (GibcoTM, cat #  11415064) contendo 

de 5 % a 10 % de soro fetal bovino (SFB) (GibcoTM, cat #   12657011) e 

antibiótico e antimicótico (1x) (GibcoTM, cat #  15240062) para um volume final 

de 7 mL. O meio de cultivo foi renovado duas vezes por semana e as células 

armazenadas em estufa 28°C e na ausência de CO2.  

 

3.2.1 Replicação do DENV-2 e ZIKVBR 
 

O DENV-2 cepa ACS46 (ROMANO et al., 2010) foi gentilmente cedido 

pelo laboratório do Prof. Dr. José Eduardo Levi do Departamento de Virologia 

do Instituto de Medicina Tropical da USP. O vírus foi amplificado em uma 

garrafa estéril de 75 cm2 com até 80% de confluência de células C6/36 e 4 mL 

de meio de cultivo (L15). A garrafa recebeu 1 mL de estoque DENV-2 

passagem 8, foi agitado no equipamento Max Rotator (Lab-Line modelo 4631) 

em temperatura ambiente por 15 minutos e incubado a 37°C por 45 minutos. 

Após as incubações, foi adicionado 30 mL de meio L15 enriquecido com 2% de 

SFB. A garrafa ficou na estufa por 7 dias a 28°C e ausência de CO2, em 

seguida, o sobrenadante foi coletado, aliquotado em tubos de 1,5 mL, resfriado 

em gelo seco e congelado a  80°C. O controle (MOCK) foi obtido nas mesmas 

condições citadas acima, porém a garrafa recebeu 1 mL de sobrenadante 

estoque sem o vírus da mesma passagem (DAS et al., 2007).  

O ZIKVBR corresponde a um vírus isolado de um caso clínico brasileiro 

e sua amplificação foi realizada de acordo com Cugola e colaboradores (2016). 

Alíquotas de ZIKVBR foram gentilmente cedidas pela Rede Zika, um Grupo 

Força Tarefa de São Paulo formado em 2016 (AGÊNCIA FAPESP, 2016).  

 

3.2.2 Titulação viral 
 

Para titular o DENV-2 (passagem 9), uma alíquota foi descongelada e o 

RNA total extraído utilizando o kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen) de 

acordo com o manual do fabricante. O RNA total foi analisado através do qRT-

PCR  seguindo a metodologia descrita no item 3.4, porém adicionando uma 
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curva padrão composta por 7 diluições seriadas de um plasmídeo sintetizado 

de acordo com Costa-da-Silva e colaboradores (2013). 

Após a análise da quantificação, ficou determinado que as alíquotas de 

DENV-2 (P.9) estavam na concentração de 1,7 x 107 cópias virais/mL. 

O ZIKVBR (passagem 4) foi titulado pelo laboratório de Virologia do 

Instituto de Ciências Biomédicas II da Universidade de São Paulo de acordo 

com Cugola e colaboradores (2016), sob coordenação do Professor Dr. Edison 

Luiz Durigon. As alíquotas de ZIKVBR utilizadas nesse projeto estavam com 

uma titulação de 5.0 x 106 pfu/mL. 

 

3.3 Infecção dos mosquitos com DENV-2 ou ZIKVBR 
 

Todos os procedimentos relacionados às infecções foram realizadas 

por, no mínimo, 2 pessoas no insetário de segurança nível 2 (BSL-2) localizado 

no Instituto de Ciências Biomédicas II, unidade USP Butantã. Uma vez 

infectados através do alimentador artificial Glytube, os mosquitos foram 

manipulados apenas dentro da cabine de segurança (fig. 5) (COSTA-DA-SILVA 

et al., 2013). Todos os copos contendo mosquitos infectados só deixaram o 

interior da cabine de segurança após fixar o filó com uma fita adesiva e 

estarem dentro de caixas plásticas (dupla contenção) (fig. 6A e B), seguindo as 

normas estabeleciadas pelo Procedimento Operacional Padrão (POP) 

determinadas pelo Laboratório de Mosquitos Geneticamente Modificados.  

 

 
Figura 05: Itens de segurança utilizados durante a manipulação dos mosquitos infectados por 
arbovírus no insetário de segurança (BSL-2) localizado no Instituto de Ciências Biomédicas II, 
Universidade de São Paulo. Fonte: IOSHINO (2018b). 
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A                                           B 

                       
Figura 06: Dupla contenção: copos plásticos, com o filó fixados com a fita adesiva (A), 
armazenados dentro de uma caixa plástica fechada com uma tampa adaptada à circulação de 
ar e duas travas laterais (B). Fonte: IOSHINO (2018b).  

 

Fêmeas adultas (5 a 7 dias) de Ae. aegypti, pré-copuladas (na 

proporção de 1 macho para 3 fêmeas) e depois de 24 horas sem sacarose 

10%, foram alimentadas com sangue utilizando o alimentador artificial Glytube 

(COSTA-DA-SILVA et al., 2013). Cada Glytube continha um concentrado de 

hemácias, quantidades definidas de partículas do DENV-2 (1,7 107 cópias/mL) 

e ZIKVBR (5.0 x 106 pfu/mL), de acordo com cada experimento, e soro humano 

previamente inativado na proporção de 10:10:1, respectivamente (COSTA-DA-

SILVA et al., 2017a).  

Para a obtenção do grupo controle negativo, necessário em alguns 

experimentos deste estudo, o Glytube foi oferecido aos mosquitos contendo o 

concentrado de hemáceas, o sobrenadante de cultura de células sem 

partículas virais e o soro humano previamente inativado (10:10:1). 

Após o repasto sanguíneo artificial, cada grupo foi anestesiado com 

CO2 e transferidos para placas de petri de vidro que ficou sobre gelo triturado 

por 5 a 10 min. As fêmeas ingurgitadas foram separadas e colocadas em copos 

plásticos até o momento das análises e as fêmeas que não se alimentaram, ou 

se alimentaram pouco, foram descartadas em etanol 70%, autoclavadas e 

descartadas no lixo de materiais biológicos.  

 

3.4 Susceptibilidade das linhagens de laboratório aos flavivírus DENV-2 e 
ZIKVBR 
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Quatorze dias após a alimentação sanguínea contendo os vírus, os 

mosquitos das linhagens HIGGS, RED e ROCK foram anestesiados, 

transferidos a uma placa de petri de vidro que foi posteriormente submersa em 

gelo triturado. Os mosquitos foram colocados individualmente em tubos de 1,5 

mL, congelados em gelo seco e armazenados em freezer -80°C até a extração 

do RNA total utilizando o QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen) de acordo com 

o manual do fabricante.  

A análise da susceptibilidade foi realizada através de uma reação de 

qRT-PCR utilizando o Power SYBR® Green RNA-to-Ct One-Step Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) com os respectivos iniciadores para DENV-

2 e ZIKVBR (tab. 01). Cada RNA total foi analisado em triplicata técnica 

utilizando o equipamento Mastercycler Realplex 2 Thermocycler (Eppendorf) 

seguindo as condições de amplificação para DENV-2 (48°C por 30 min, 95°C 

por 10 min e 45 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 60°C por 30 seg) 

e ZIKVBR (50°C por 30 min, 95°C por 15 min e 45 ciclos de 94°C por 15 seg, 

57°C por 25 seg e 72°C por 20 seg), ambos finalizando com a curva de 

dissociação (Melting) (95°C por 1 min, 60°C por 30 seg, um aumento gradativo 

da temperatura de 6°C até 95°C [0,02°C / seg] e uma finalização de 95°C por 1 

min) (COSTA-DA-SILVA et al., 2017a; LANCIOTTI et al., 1992, 2008).  

A especificidade do amplicon foi avaliada pelo pico da curva de 

dissociação (Melting) em 79 ± 1°C para ZIKVBR ou 82,5 ± 1°C para DENV-2. 

Cada amostra só foi considerada positiva para o vírus, se  2 ou 3 triplicatas 

técnica da mesma amostra apresentaram a especificidade do amplicon 

desejado. 

 
Tabela 01: Sequências e características dos iniciadores para DENV e ZIKV. Fonte: Lanciotti et al., 
1992 e Lanciotti et al., 2008. 

         Iniciadores                                                                 Sequência (5´        3´)                        

             D1                                                   TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG                                                         
           TS2                                                            CGCCACAAGGGCCATGAACAG 
        ZIKV 835                                                       TTGGTCATGATACTGCTGATTGC                                                              
       ZIKV 911c                                                        CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC                         

 

3.5 Teste de fecundidade das fêmeas infectadas com DENV-2 ou ZIKVBR 
em 3 ciclos gonotróficos consecutivos 
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No terceiro dia após o repasto sanguíneo contendo ou não as 

partículas DENV-2 ou ZIKVBR (grupos controle e infectados, respectivamente), 

as fêmeas ingurgitadas previamente separadas foram colocadas em placas de 

oviposição para coleta dos ovos, denominadas Oviplacas (fig. 7), seguindo os 

métodos descritos em Ioshino e colaboradores (2018) (fig. 8). Essas foram 

mantidas no insetário de segurança (BSL-2) por 24 horas e, após esse período, 

as fêmeas foram anestesiadas no gelo, retiradas das placas, colocadas em um 

copo plástico e fechados com filó até a próxima alimentação sanguínea 

(IOSHINO et al., 2018). Os ovos depositados no papel filtro referente ao 

primeiro ciclo gonotrófico (1ºCG) foram contados utilizando um contador 

manual (FisherbrandTM) e um estereomicroscópio EZ4 (Leica). 

 

 

Figura 07: Modelo de oviplaca utilizada para realizar a contagem de ovos nos 3 CG dos 
mosquitos Ae. aegypti. Cada poço contém um papel filtro embebido com água. Fonte: 
IOSHINO et al., 2018a. 

 

 
Figura 08: Esquema da metodologia utilizada para obter o número de ovos depositados pelas fêmeas de Ae. 
aegypti nos 3 diferentes ciclos gonotróficos. Fonte: IOSHINO (2018b). 
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Após uma e duas semanas do primeiro repasto sanguíneo, as fêmeas 

realizaram novas alimentações em camundongos BALB/C sadios e após 3 dias 

foram novamente colocadas nas Oviplacas para a postura individual. O número 

de ovos do segundo e terceiro ciclos gonotrófico (2º e 3º CG) também foram 

contabilizados (fig. 8). Os resultados foram obtidos a partir de quatro 

experimentos biológicos independentes. 

Para todos os experimentos, 10 fêmeas expostas ao ZIKVBR ou DENV-

2 foram separadas e analisadas seguindo a metodologia descrita no item 3.4, 

para confirmar a infecção pelos vírus. 

 

3.5.1 Análises estatísticas da fecundidade nos 3 ciclos gonotróficos 
 
A análise estatística da fecundidade das fêmeas foi realizada utilizando 

o GraphPad Prism (version 5.00) for Windows (GraphPad Software, San Diego, 

CA) através do teste Mann Whitney - não paramétrico (P < 0,05, IC 95%). 

 
3.6 Análise dos ovários 
3.6.1 Dissecando os ovários 
 

Após 12 e 24 horas dos repastos sanguíneos controle ou infectados 

(DENV-2 ou ZIKVBR) nos três CG, as fêmeas foram anestesiadas e mantidas 

em placas de petri resfriadas em gelo triturado. Cinco pares de ovários de cada 

grupo foram dissecados em solução tampão de PBS 1x (NaHPO4 7 mM, 

NaH2PO4 2 mM, pH 7,0 contendo NaCl 140 mM), macerados em 200 µL de 

reagente Trizol (Invitrogen) e congelados a -80°C até o momento da extração 

do RNA total desses tecidos. 

Nos intervalos entre o 1°, 2° e 3° CG, as fêmeas que não foram 

utilizadas para a dissecação dos ovários foram submetidas a oviposição em 

copos plásticos contendo água e um papel filtro. Após o depósito dos ovos, as 

fêmeas estavam áptas a realizar um novo repasto sanguíneo para desenvolver 

o ovos do 2° ou 3° CG (fig. 9). 

Foram analisados ovários obtidos em 3 experimentos biológicos. 
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Figura 09: Esquema da metodologia utilizada para obter os ovários sadios e infectados das fêmeas de Ae. aegypti 
nos 3 diferentes ciclos gonotróficos. Fonte: IOSHINO (2018b).  

 
3.6.2 Extração do RNA total dos ovários 
 

O pool de 5 ovários previamente armazenados no reagente Trizol 

foram descongelados e o RNA total foi extraído utilizando o Kit Direct-zolTM 

RNA MiniPrep (Zymo Research) de acordo com o protocolo do fabricante. Ao 

final da extração, o RNA total foi quantificado no equipamento Nanodrop® 2000 

(Thermo  Scientific, Waltham, MA, USA) e armazenado no freezer (- 80 °C) 

até o tratamento com DNAse I e síntese do DNA complementar (cDNA).    

 

3.6.3 Tratamento do RNA total com a DNAse I e síntese do cDNA 
 

Quinhentos nanogramas do RNA total de cada amostra de interesse foi 

tratado com a DNAse I AMP Grade RNAse free (Invitrogen) e em seguida foi 

feita a síntese do cDNA de acordo com os manuais dos fabricantes. Os 20 µL 

finais de cDNAs foram diluídos com H2O DEPC (1:4) e mantidos em freezer -

20°C até o momento da análise por qPCR. 

Para confirmar a descontaminação por essa enzima, os cDNAs foram 

analisados através do PCR convencional utilizando os iniciadores (tab. 2) que 

caracterizam o gene constitutivo PR49 (proteína ribossômica) que amplificam 

fragmentos de 249 pb (cDNA) ou 900 pb (DNA) dependendo do molde utilizado 

(AZEVEDO, 2014). 
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Tabela 02: Sequências dos iniciadores para amplificação do gene constitutivo RP49. 
Fonte: AZEVEDO (2014). 

         Iniciadores                                                      Sequência (5´ - 3´)                        
          RP49 F                                          CCAAGATCGTCAAGAAGCGG    
          RP49 R                                            GGTTGGTCACAGCGATGG 

 

Para amplificar os fragmentos correspondentes, uma reação para 25 

µL de volume final (1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), Tris-HCl 20 mM pH 

8,4,  KCl 50 mM, Mg++ 0,2 mM, 0,4 µM de cada iniciador, 1 µL RNA total e água 

DEPC q.s.p.) foi montada e analisada no termociclador Biometra® (Biometra, 

Rudolf-Wissel, Goettingen, Alemanha) seguindo uma ciclagem de 94°C por 2 

min e 30 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 30 seg e 72°C por 1 min e uma 

extensão final de 72 °C por 10 min. 

 

3.6.4 Análise dos genes 
3.6.4.1 Teste dos iniciadores 

 

Com o intuito de determinar se os iniciadores estavam amplificando o 

fragmento de DRONC, CASP7, CASP16, IAP1, ATG4A, ATG8 e ATG12 

correspondente, uma reação de PCR utilizando os diferentes pares de 

iniciadores (tab. 3) foi preparada com 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 

Tris-HCl 20 mM pH 8,4,  KCl 50 mM, Mg++ 0,2 mM, 0,4 µM de cada iniciador, 1 

µL de cDNA e água DEPC q.s.p. para 20 µL de reação total. Como molde para 

todas as reações foi utilizado um cDNA de mosquito da linhagem ROCK. 

A amplificação dos produtos foi realizada no termociclador Biometra® 

(Biometra, Rudolf-Wissel, Goettingen, Alemanha) seguindo uma ciclagem de 

95°C por 2 min e 40 ciclos de 95°C por 10 seg, 60°C por 15 seg e 72°C por 20 

seg e uma extensão final de 72 °C por 7 min. 

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de 

agarose 1%, corado com brometo de etídeo e visualizado sob luz ultravioleta 

no equipamento InGenius 3.3 MP, Syngene, Frederick, USA. 
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Tabela 03: Sequências dos iniciadores para amplificação do genes DRONC, CASP7, CASP16, 
IAP1, ATG4A, ATG8 e ATG12. Fonte: OCAMPO et al., 2013 e ENG et al., 2016. 

Gene Iniciadores Sequência (5´ - 3´) 
Tamanho do 

fragmento (pb) 

AeDronc 
Dronc F 

Dronc R 

CAACTTTCCAACTGCCTATAAATTGC 

CTCCACCGTATCGTTATTGTTCTTAG 
241 

AeCasp-7 
Casp7 F 

Casp7 R 

CCAACATGGCAAGAAGTACG 

TTCTGCTGGTGCATCATAGG 
110 

AeCasp-16 
Casp16 F 

Casp16 R 

TCCGCTATCTTCATATTGTATCCTTTG 

GACCCGCCACTGTATCTCTG 
166 

AeIAP1 
IAP F 

IAP R 

CTGAAACTAATGAAGGGCGAAGC 

TTGAGATGACTGAAGCGAGGATG 
147 

ATG4A 
ATG4 F 

ATG4 R 

CCGAAGCATTCGCTGTACTT 

CGGAAAGTTCTCCTGGTTGA 
107 

ATG8 
ATG8 F 

ATG8 R 

GTGAGCAAGCGTCAAATCTC 

GGATACAGTCCGCCGATAAA 
150 

ATG12 
ATG12 F 

ATG12 R 

ATTCTCCATGCAACGGGTAG 

TATCTGATCTGGCGATGGTG 
173 

 

 

3.6.4.2 Nível de expressão dos genes 
 

Para analisar o nível de expressão dos genes envolvidos na apoptose 

e autofagia (DRONC, CASP7, CASP16, IAP1, ATG4A, ATG8 e ATG12), uma 

reação de volume final de 20 µL contendo 5 µL de cDNA diluído (item 3.6.3) foi 

analisado através do kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) com os respectivos iniciadores de interesse (tab. 3). Como molde 

foram utilizados os cDNAs dos ovários 12 e 24 horas após o repasto sanguíneo 

sadio ou infectado (ZIKVBR ou DENV-2) dos 3 CG dos mosquitos Ae. aegypti  
sintetizados conforme o Item 3.6.3. Como gene constitutivo, foi analisado o 

acúmulo de transcritos da proteína ribossômica RPS7, de acordo com a 

metodologia descrita por Calkins e Piermarini (2015). Esse gene foi 

selecionado, pois apresentou uma expressão constante nos ovários e ele tem a 

função de normalizar as diferenças na quantidade de RNA inicial, devido a 

possíveis variações na síntese do cDNA. Cada amostra da triplicata biológica 

foi avaliada em 3 réplicas técnicas.  
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A amplificação dos produtos foi feita no equipamento Mastercycler® ep 

Realplex (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) utilizando uma ciclagem de 95°C 

por 2 min e 40 ciclos de 95°C por 10 seg, 60°C por 15 seg e 72°C por 20 seg e 

finalizando com a curva de dissociação (Melting) (95°C por 15 seg, 60°C por 15 

seg, um aumento gradativo de 60°C a 95°C [0,02°C/seg] e 95°C por 15 seg). A 

análise da expressão dos genes foi feita através do método do delta-delta-Ct, 

seguindo a metodologia descrita por Livak et al., 2001.  

 

3.6.4.2.1 Análises estatísticas dos níveis de expressão gênica nos ovários 
de Ae. aegypti 
 

As análises estatísticas do nível de expressão gênica foram realizadas 

utilizando o programa GraphPad Prism (version 5.00) para Windows 

(GraphPad Software, San Diego, CA). Para as análises dos genes com 

triplicata biológica (IAP1, DRONC, CASP7, CASP16 e ATG4A) o teste utilizado 

foi o Teste t  pareado  paramétrico (P < 0,05, 95% IC). Já para os genes 

analisados em uma duplicata biológica (ATG8 e ATG12), o teste utilizado foi o 

Mann Whitney  não paramétrico (P < 0,05, 95% IC). 

 

3.7 Transmissão venérea do ZIKVBR 
3.7.1 Infecção e análise dos mosquitos Ae. aegypti macho pelo ZIKVBR 
 

Para verificar se os mosquitos macho adquirem o vírus através da 

cópula, fêmeas foram infectadas com o ZIKVBR, seguindo a metodologia 

descrita no item 3.3, e após 7 (grupo A) e 14 (grupo B) dias após a alimentação 

sanguínea infectada (dpi), machos sadios (com 5  7 dias de emersão) foram 

adicionados aos copos das fêmeas infectadas (na proporção de 1:1) e tiveram 

a oportunidade de copular por 7 dias. Ao final desse período, 10 machos foram 

anestesiados em CO2, aliquotados individualmente em tubos de 1,5 mL e 

congelados no freezer -80°C até a extração do RNA total (fig. 10). 

Com o intuito de confirmar a infecção pelo ZIKVBR das fêmeas 7 e 14 

dpi, 10 fêmeas expostas ao ZIKVBR foram separadas individualmente em tubos 

de 1,5 mL e analisadas de acordo com a metodologia descrita no item 3.4.  

 



Materiais e Métodos    57  
  

  
Figura 10: Esquema da metodologia utilizada para obter os machos de Ae. aegypti infectados pelo ZIKVBR. 

Fonte: IOSHINO (2018b). 

  
Para verificar se os mosquitos machos possuíam RNA viral para 

ZIKVBR, 10 machos (corpo inteiro) dos grupos A ou B foram individualmente 

analisados pelo qRT-PCR seguindo os procedimentos do item 3.4. A análise da 

transmissão venérea do ZIKVBR para machos sadios foi realizada em 2 

experimentos biológicos independentes (EXP 1 e EXP 2).  

Para quantificar o número de cópias de RNA de ZIKVBR presentes na 

região do abdômen (região onde se encontra o aparelho reprodutivo) dos 

mosquitos machos, cinco abdomens foram separados do restante do corpo do 

inseto e a análise, através do qRT-PCR, foi realizada seguindo a metodologia 

descrita no item 3.4, porém adicionando uma curva padrão formada por sete 

diluições seriadas de um plasmídeo linearizado contendo um fragmento de 76 

pb (amplificado com os iniciadores ZIKV 911c e ZIKV 835) do ZIKVBR. As sete 

diluições seriadas variam de 10-11 a 10-17 g, sendo que o limite de detecção foi 

de 2,3 partículas virais (10-17 g). A quantificação viral foi realizada em apenas 

um experimento biológico. 

Os machos (corpo inteiro) que não apresentaram a especificidade do 

amplicon com o pico da curva de Melting em 79 ± 1°C nas duas réplicas 

experimentais, foram considerados negativos para o ZIKVBR. 

 

3.7.2 Análise da presença de vírus infectivo nos machos 
3.7.2.1 Preparo das amostras 
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Para observar a presença de ZIKVBR infectivo no abdômen dos machos 

potencialmente infectados, metade do adbômen (porção final com as genitálias 

masculinas) de 10 machos que copularam com fêmeas 7 dpi (grupo A) ou 10 

machos que copularam com fêmeas 14 dpi (grupo B) foram adicionados a 1 mL 

de meio de cultura DEMEN, homogeneizados com o auxílio de um pistilo, 

incubados por 30 min em temperatura ambiente e, ao final, congelados em 

nitrogênio líquido (10 a 15 seg). Os tubos contendo as amostras foram 

congeladas no freezer -80°C até o momento do isolamento viral em cultura 

celular. 

 

3.7.2.2 Isolamento viral em cultivo celular 
 

O volume de 1 mL da alíquota contendo os abdômens dos mosquitos 

machos (grupos A ou B) preparados no item anterior, foram descongelados, 

macerados no equipamento TissueLyzer® (Roche) e inoculados em garrafas 

de cultivo celular de 25 cm3 com tapete confluente (~ 90%) de células VERO- 

E6 linhagem CCL-81. Após 1h de adsorção em estufa a 37°C com 5% de CO2 

as garrafas foram completadas com 4 mL de meio para cultivo celular DMEM 

(Dulbeco MEM Alta glicose, Vitrocel®) contendo 2% de soro fetal bovino 

(Vitrocel®) e 1% de solução de antibiótico e antifúngico (Hyclone®). As 

garrafas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 e a cada 48h a integridade 

do tapete celular foi observada em microscópio ótico. Após 7 dias o tapete 

celular infectado foi coletado e submetido a PCR Quantitativo em Tempo Real 

(qRT-PCR) para determinação de crescimento viral. 

 

3.7.2.3 Extração do RNA total do tapete celular exposto aos abdomens 
dos machos dos grupos A ou B e análise molecular para ZIKVBR 

 

O RNA total do tapete celular foi extraído em extrator automático 

NucliSENS® easyMag® (BioMerieux, Lyon, France) e submetido ao qRT-PCR 

de acordo com protocolo citado no item 3.4 (LANCIOTTI et al., 2008). Para a 

reação de PCR, 5 µL do RNA extraído foi adicionado a 1 µL de uma mistura de 

primers (tab. 1) e sonda (10 pM / 1 µL de cada) e 19 µL da solução da reação 
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utilizando o AgPath-ID One-Step RT-PCR Kit (Applied Biosystems Inc., EUA) 

conforme as instruções do fabricante.  

 
3.7.3 Transmissão do ZIKVBR de machos para fêmeas sadias  
 

Machos infectados por ZIKVBR dos grupos A ou B foram colocados para 

copular com fêmeas sadias (com 5  7 dias de emersão) por um período de 7 

dias. Após esse intervalo, as fêmeas foram anestesiadas, colocadas 

individualmente em tubos 1,5 mL e congeladas -80°C até o momento da 

extração do RNA viral conforme descrito no item 3.4 (fig. 11). 

 

 
Figura 11: Esquema da metodologia utilizada para confirmar que fêmeas sadias podem se infectar com 
ZIKVBR após copular com machos infectados. Fonte: IOSHINO (2018b).  

 

Para verificar se as fêmeas possuíam RNA viral de ZIKVBR, 10 fêmeas 

dos grupos A ou B foram individualmente analisados pelo qRT-PCR nos 

mesmos procedimentos citados no item 3.4. Essa análise da transmissão 

sexual de foi realizada em 2 experimentos biológicos independentes (EXP 1 e 

EXP 2).  

 

 

 

 

 

 



  
  
 

 

 

 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 

4 Resultados 
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4.1 Susceptibilidade dos mosquitos Ae. aegypti aos vírus DENV-2 ou 
ZIKVBR 

 

As linhagens de laboratório RED, HIGGS e ROCK de Ae. aegypti foram 

testadas em laboratório para determinar a taxa de susceptibilidade aos vírus 

DENV-2 e ZIKVBR. As análises mostraram que a taxa de infecção de HIGGS, 

ROCK e RED com o DENV-2 é de 40, 90 e 80%, respectivamente. Durante a 

infecção pelo vírus ZIKVBR, a susceptibilidade da linhagem HIGGS também foi 

a menor. Apenas 65% dos mosquitos foram positivos no 14º dia após a 

infecção pelo vírus, enquanto os mosquitos RED e ROCK apresentaram uma 

positividade de 95%. Os dados referentes a susceptibilidade das linhagens 

citadas pelo ZIKVBR, foram recentemente publicados pelo nosso laboratóriode 

minha co-autoria (COSTA-DA-SILVA et al., 2017a). 

Diante dos resultados obtidos, a linhagem selecionada para 

desenvolver esse estudo foi a ROCK, pois a taxa de susceptibilidade para 

DENV-2 e ZIKVBR foi, respectivamente, de 90 e 95%.  

 

4.2 Fecundidade das fêmeas infectadas por DENV-2 ou ZIKVBR nos 3 
ciclos gonotróficos 

 

Ao analisar o número de ovos depositados por fêmeas nos três CG 

(item 3.5), foi possível observar que após se alimentarem artificialmente com 

sangue sadio ou infectados (1º CG), não houve diferença no número de ovos 

entre os grupos controle, DENV-2 e ZIKVBR (tab. 4) e a média de ovos 

depositados por essas fêmeas foi de 67,9, 66,9 e 67,2 ovos, respectivamente. 

Por outro lado, a média do número de ovos depositados por fêmeas infectadas 

pelos vírus foi menor do que o do grupo controle nos 2º e 3º CG (tab. 4).  

As fêmeas que se alimentaram com o ZIKVBR apresentaram uma 

redução de 17,2% da fecundidade. Já as que se alimentaram com DENV-2 

apresentaram uma queda de 6,1% no 2º CG (tab. 4). Por fim, no último CG 

analisado (3º) foi possível notar que houve uma redução de 13 e 18,2% da 

fecundidade quando infectados por ZIKVBR ou DENV-2, respectivamente (tab. 

4).  
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Análises estatísticas mostram que no 1º CG não houve uma diferença 

significativa (P > 0,05) entre a média do número de ovos depositados por 

fêmeas do grupo controle e infectados por ZIKVBR ou DENV-2 (fig. 12). Por 

outro lado, no 2º CG, houve uma redução significativa (P = 0,0154) entre a 

média do número de ovos do grupo controle e infectado por ZIKVBR (fig. 12). 

Por fim, no 3º CG, há uma diferença significativa (P = 0,0063) apenas entre o 

grupo controle e infectado pelo DENV-2 (fig. 12). 

 
Tabela 04: Média do número de ovos depositados por fêmeas sadias (CTR) e infectadas por 
ZIKVBR ou DENV-2 e suas respectivas taxas de redução da fecundidade nos 3 ciclos 
gonotróficos do Ae. aegypti (ROCK) comparadas ao grupo CTR. Fonte: IOSHINO (2018b). 

 
Média de ovos / fêmea 

 
Taxa de redução 

 
CTR  ZIKVBR  DENV-2  ZIKVBR DENV-2 

1º CG 67,9   66,9   67,2 
 

1,4% 1,0% 
2º CG 112,9 

 
93,5 

 
106 

 
17,2% 6,1% 

3º CG 110,7   96,5   90,6 
 

13,0% 18,2% 
 

 
Figura 12: Número de ovos depositados por fêmeas de Ae. aegypti sadias (CTR) ou infectadas 
por ZIKVBR ou DENV-2 no 1º, 2º e 3º ciclos gonotrófico em uma quadruplicata biológica 
contendo aproximadamente 60, 60 e 45 mosquitos, respectivamente. Os testes estatísticos 
mostraram que não há diferença significativa (NS) entre os grupos CTR e infectados (ZIKV ou 
DENV-2) no 1º CG (P > 0,05), porém no 2º CG, há uma redução significativa da média do 
número de ovos depositados pelas fêmeas infectadas por ZIKVBR quando comparada ao grupo 
CTR (*, P = 0,0154). Já no 3º CG, há uma diferença significativa na média do número de ovos 
entre os grupos CTR e DENV-2 (**, P = 0,0063) (teste não-paramétrico Kruskal-Wallis seguido 
pelo teste de comparação múltipla de Dunn`s, P < 0,05, 95% IC, média com SEM). Fonte: 
IOSHINO (2018b). 
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4.3 Teste dos iniciadores correspondentes aos genes DRONC, CASP7, 
CASP16, IAP1, ATG4A, ATG8 e ATG12 

 

Para determinar se há uma correlação entre a infecção pelos vírus 

ZIKVBR ou DENV-2 e a modulação dos genes DRONC, CASP7, CASP16, IAP1, 

ATG4A, ATG8 e ATG12 nos ovários das fêmeas Ae. aegypti, foram feitos os 

testes dos iniciadores para os respectivos genes de interesse citados.  

Foi observado que todos os iniciadores amplificaram os fragmentos 

esperados para cada gene, exceto para o DREDD (fig. 13). A análise mostra 

que DRONC, CASP7, CASP16, IAP1, ATG4A, ATG8 e ATG12 amplificaram 

fragmentos que correspondem, respectivamente, a 241, 110, 166, 147, 107, 

150 e 173 pb, de acordo com o esperado (fig. 13) (OCAMPO et al., 2013; ENG 

et al., 2016). 

 

 
Figura 13: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) com os produtos amplificados dos genes DRONC, CASP7, 
CASP16, IAP1, ATG4A, ATG8 e ATG12 corados com brometo de etídeo, utilizando como molde cDNA sintetizado 
a partir do RNA total de um mosquito do Ae. aegypti (ROCK). Para cada uma das reações, foi feito um controle 
negativo sendo o molde de cDNA substituído por H2O DEPC. Fonte: IOSHINO (2018b). 

 

 
4.4 Expressão dos genes envolvidos na modulação da via de morte 
celular  nos ovários de fêmeas expostas aos DENV-2 ou ZIKVBR 
4.4.1 Primeiro ciclo gonotrófico 
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Os ovários das fêmeas que se alimentaram com sangue contendo 

partículas de ZIKVBR ou DENV-2, apresentaram uma diferença na expressão 

dos genes relacionados à apoptose e autofagia.  

Durante as 12 primeiras horas após o repasto sanguíneo contendo 

partículas de ZIKVBR, todos os genes relacionados à morte celular por 

apoptose apresentaram-se reduzidos quando comparado ao grupo controle. 

Dentre os genes analisados, a CASP16 foi a que se mostrou mais reduzida 

quando comparada aos genes IAP1, DRONC e CASP7 (fig. 14). Por outro lado, 

após 24h da alimentação sanguínea, há uma alteração do perfil de expressão 

desses mesmos genes e todos os genes apoptóticos apresentaram um 

aumento do nível de expressão quando comparados aos seus respectivos 

controles (fig. 14).  

Dentre os genes apoptóticos analisados nos ovários da fêmeas 

expostas ao ZIKVBR no período de 12 e 24h, três genes apresentaram um 

aumento significativo: DRONC (P = 0,0377), CASP7 (P = 0,0321) e CASP16 (P 

= 0,0005) (fig. 14). 

Ao analisar os genes nos ovários de fêmeas de Ae. aegypti 
alimentadas com partículas de DENV-2, observamos que após 12 horas, os 

genes envolvidos na apoptose apresentam variação quanto ao nível de 

expressão. Enquanto que IAP1 e DRONC se mostram reduzidos, os genes 

CASP7 e CASP16 estão aumentados quando comparado ao grupo controle 

(fig. 14). Por outro lado, 24 horas após o repasto sanguíneo, todos os genes 

envolvidos na apoptose estão com o nível de expressão gênica igual ou 

aumentados quando comparados ao grupo controle (fig. 14). Apesar do gene 

CASP16 se mostrar aumentado em ambos os tempos analisados, é possível 

observar que no intervalo de 12 horas houve uma redução do nível de 

expressão desse gene. Todos os genes apoptóticos analisados durante a 

infecção por DENV-2 não apresentaram níveis de expressão gênica com 

diferença significativa entre 12 e 24 horas (fig. 14). 
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Figura 14: Nível de expressão relativa (delta-delta ct) dos genes relacionados a morte celular por 
apoptose (IAP1, CASP7, CASP16 e DRONC) em ovários de fêmeas sadias (CTR) e infectadas por 
ZIKVBR ou DENV-2, 12 e 24 horas após a alimentação sanguínea no 1º CG do mosquito Ae. aegypti. 
As barras representam os dados obtidos em uma triplicata biológica e cada amostra foi analisada em 3 
replicatas técnicas e os valores de expressão normalizados com o RPS7 (Teste paired t - paramétrico, 
95% IC, média com SEM). *, P = 0,0377 (DRONC, ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h); **, P = 0,0321 (CASP7, 
ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h); ***, P = 0,0005 (CASP16, ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h). Fonte: IOSHINO 
(2018b). 
 

 

Ao analisar os genes envolvidos na autofagia durante a exposição pelo 

ZIKVBR, observa-se que 12 horas após a alimentação sanguínea infectada, o 

ATG4A e ATG8 estão com os níveis de expressão relativa reduzidos e apenas 

o ATG12 está aumentado (fig. 15). No período de 24 horas após o repasto 

contendo partículas de ZIKVBR, o ATG4A continua reduzido, porém há um 

aumento da expressão dos ATG8 e ATG12, sendo que o aumento da 

expressão relativa do ATG8 foi significativo (P = 0,0260) entre o intervalo de 12 

e 24h (Fig. 15). De uma forma geral, nota-se que no período de 12 horas após 

a alimentação contendo as partículas virais (ZIKVBR) há um aumento do nível 

de expressão dos genes envolvidos tanto na morte celular por apoptose como 

por autofagia (fig. 14 e 15). 

Por outro lado, os genes relacionados a autofagia nos ovários da 

fêmeas infectadas por DENV-2 também apresentaram variações nos períodos 

analisados. Enquanto o ATG8 apresentou um nível de expressão relativa 

inicialmente (12h após o repasto sanguíneo) reduzido, após 24h da 
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alimentação infectada houve um aumento desse gene quando comparado aos 

grupos controles. Já o gene ATG4A se mostrou suprimido nos dois intervalos 

de tempo (12 e 24h) analisados (fig. 15). Nesses mesmos momentos, foi 

verificado uma redução da expressão do gene ATG12. Inicialmente esse gene 

apresentava-se com uma expressão similar ao controle, porém após 12h o 

ATG12 foi inibido (fig. 15). 

Assim como foi observado nos ovários de fêmeas infectadas por 

ZIKVBR, o gene ATG8 também exibiu uma diferença significativa (P = 0,0152) 

do nível de expressão relativa entre o intervalo de 12 e 24h horas nos ovários 

das fêmeas que se alimentaram de partículas DENV-2 (fig. 15). 

 

 
 

Figura 15: Nível de expressão relativa (delta-delta ct) dos genes relacionados a morte celular por 
autofagia (ATG4A, ATG8 e ATG12) em ovários de fêmeas sadias (CONTROLE) e infectadas por 
ZIKVBR ou DENV-2, 12 e 24 horas após a alimentação sanguínea no 1º CG do mosquito Ae. aegypti. 
As barras representam os dados obtidos em uma triplicata biológica e cada amostra foi analisada em 3 
replicatas técnicas e os valores de expressão normalizados com o RPS7 (Teste paired t - paramétrico, 
95% IC, média com SEM, para ATG4A; teste Mann Whitney, 95% IC, média com SEM, para ATG8 e 
12). *, P = 0,0260 (ATG8, ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h). **, P = 0,0152 (ATG8, DENV-2 12h vs DENV-2 
24h). Fonte: IOSHINO (2018b). 
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4.4.2 Segundo ciclo gonotrófico 
 

Doze e vinte e quatro horas após a segunda alimentação sanguínea 

em camundongo sadio, ovários das fêmeas controle e infectadas (ZIKVBR ou 

DENV-2) foram analisados quanto ao nível de expressão dos mesmos genes 

citados acima.  

Os ovários das fêmeas infectadas pelo ZIKVBR apresentaram uma 

ativação de todos os genes relacionados à apoptose (IAP1, DRONC, CASP7 e 

CASP16) 12 horas após a alimentação sanguínea sadia quando comparado 

aos seus controles (fig. 16). Ao analisar os mesmos genes nos ovários após 24 

horas do repasto, observamos que IAP1 e CASP16 continuam aumentados, 

por outro lado os genes DRONC e CASP7 foram inibidos quando comparados 

à primeira análise (12h) (fig. 16). De acordo com as análises estatísticas, 

dentre todos os genes apoptóticos analisados durante a infecção por ZIKVBR no 

2º CG, há diferença significativa (P < 0,05) do nível de expressão apenas para 

DRONC (P = 0,0022) e CASP7 (P = 0,0180) entre o intervalo de 12 a 24h após 

a alimentação sanguínea (fig. 16). 

Para o grupo infectado pelo DENV-2, os genes relacionados à 

apoptose, IAP1 e CASP7, estão com o nível de expressão gênica aumentado 

12h após a alimentação sanguínea. Por outro lado, nesse mesmo período, os 

genes DRONC e CASP16 se mostraram suprimidos nos ovários das fêmeas de 

Ae. aegypti (fig. 16). Analisando o intervalo de 24h, os genes IAP1, DRONC e 

CASP7 estão aumentados com relação aos seus respectivos controles e a 

CASP16, assim como 12h após o repasto sanguíneo, continua reduzida (fig. 

16). Apesar das variações dos genes apoptóticos nos ovários das fêmeas 

infectadas pelo DENV-2, inclusive do gene DRONC que apresentou a maior 

variação no intervalo de 12h, as diferenças não foram significativas (P > 0,05) 

(fig. 16). 
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Figura 16: Nível de expressão relativa (delta-delta ct) dos genes relacionados a morte celular por 
apoptose (IAP1, CASP7, CASP16 e DRONC) em ovários de fêmeas sadias (CONTROLE) e infectadas 
por ZIKVBR ou DENV-2, 12 e 24 horas após a alimentação sanguínea no 2º CG do mosquito Ae. 
aegypti. As barras representam os dados obtidos em uma triplicata e cada amostra foi analisada em 3 
replicatas técnicas e os valores de expressão normalizados com o RPS7 (Teste paired t - paramétrico, 
95% IC, média com SEM). *, P = 0,0022 (DRONC, ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h); **, P = 0,0180 (CASP7, 
ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h). Fonte: IOSHINO (2018b). 
 

 

Para os genes autofágicos analisados, 12h após o repasto, os ovários 

das fêmeas infectadas pelo ZIKVBR apresentam uma redução do nível de 

expressão dos genes ATG4A e ATG12 (fig. 17) e um aumento do gene ATG8 

(fig. 17). Quando esses mesmos genes são analisados 24 hpbm, observa-se 

uma inversão do nível de expressão. Àqueles que em 12h estavam reduzidos, 

neste momento apresentaram-se aumentados como é o caso do ATG4A e 

ATG12 (fig. 17). Já o gene ATG8 foi inibido neste mesmo intervalo de tempo 

(fig. 17). Diante dessas alterações na expressão dos genes, somente o ATG4A 

apresentou diferença significativa (P = 0,0493) entre o intervalo de 12 e 24h 

(fig. 17). 

 Durante a infecção por DENV-2, os ovários apresentam uma super 

expressão dos genes correlacionados a autofagia ATG4A e ATG8, tanto no 

período de 12 como em 24 hpbm (fig. 17). Enquanto o ATG4A aumentou nesse 

intervalo de 12 horas, houve uma redução do nível de expressão do ATG8 (fig. 

17). Por outro lado, o ATG12, que em 12h estava diminuído, aumentou no 
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período de 24h quando comparado ao grupo controle (fig. 17). Assim como foi 

observado nos ovários de fêmeas infectadas por ZIKVBR, durante a infecção 

DENV-2, somente o ATG4A apresenta uma diferença significativa (P = 0,0445) 

do nível de expressão relativa entre 12 e 24h (fig. 17).  

 
 

 
 

Figura 17: Nível de expressão relativa (delta-delta ct) dos genes relacionados a morte celular por por 
autofagia (ATG4A, ATG8 e ATG12) em ovários de fêmeas sadias (CONTROLE) e infectadas por 
ZIKVBR ou DENV-2, 12 e 24 horas após a alimentação sanguínea no 2º CG do mosquito Ae. aegypti. 
As barras representam os dados obtidos em uma triplicata biológica e cada amostra foi analisada em 3 
replicatas técnicas e os valores de expressão normalizados com o RPS7 (Teste paired t - paramétrico, 
95% IC, média com SEM, para ATG4A; teste Mann Whitney, 95% IC, média com SEM, para ATG8 e 
12). *, P = 0,0493 (ATG4A, ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h). **, P = 0,0445 (ATG4, DENV-2 12h vs DENV-2 
24h). Fonte: IOSHINO (2018b). 
 

 
4.4.3 Terceiro ciclo gonotrófico 
 

No 3° CG, os ovários das fêmeas infectadas pelo ZIKVBR ou DENV-2 

apresentaram uma redução do nível de expressão de quase todos os genes 

relacionados à apoptose e autofagia no intervalo de 12h a 24h. 

As análises mostraram que os ovários das fêmeas infectadas por 

ZIKVBR no tempo de 12h após a alimentação sanguínea sadia, não apresentam 

alteração no nível de expressão do gene inibidor de apoptose (IAP1). Porém, 
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nesse mesmo momento, há um aumento dos genes DRONC e CASP7  e uma 

pequena supressão do gene CASP16 (fig. 18). Por outro lado, após 24h do 

respasto, o gene inibidor de apoptose (IAP1) e as caspases executoras 

(CASP7 e CASP16) se mostraram reduzidos quando comparados aos seus 

controles (fig. 18). Já a caspase iniciadora (DRONC) continua super expressa 

no tempo de 24h mas, comparando com o intervalo entre 12 e 24h, houve uma 

redução do nível de expressão (fig. 18). Análises estatísticas mostraram que 

entre os genes apoptóticos, apenas a supressão do gene IAP1 entre os tempos 

12 e 24h apresenta uma diferença significativa (P = 0,0022) (fig. 18). 

Ao analisar o nível de expressão relativa dos genes envolvidos na 

apoptose nos ovários de Ae. aegypti infectadas por DENV-2, observamos que 

no tempo de 12 horas, o IAP1 e CASP7 não apresentam diferença na 

expressão quando comparado aos grupos controles (fig. 18). Por outro lado, a 

caspase iniciadora (DRONC), assim como em mosquitos com ZIKV, está 

aumentada e a executora (CASP16) está reduzida (fig. 18). No tempo de 24h, 

todos os genes apoptóticos estão reduzidos nos ovários, inclusive o DRONC 

que foi suprimido no intervalo de 12 horas. Os outros genes analisados 

também estão reduzidos nesse momento: IAP1, CASP7 e CASP16 comparado 

aos seus respectivos controles. Mesmo com a redução do nível de expressão 

dos genes entre 12 e 24 horas, não houve diferença significativa na expressão 

gênica neste intervalo (P > 0,05) nos ovários durante a infecção pelo DENV-2. 
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Figura 18: Nível de expressão relativa (delta-delta ct) dos genes relacionados a morte celular por 
apoptose (IAP1, CASP7, CASP16 e DRONC) em ovários de fêmeas sadias (CONTROLE) e infectadas 
por ZIKVBR ou DENV-2, 12 e 24 horas após a alimentação sanguínea no 3º CG do mosquito Ae. 
aegypti. As barras representam os dados obtidos em uma triplicata biológica e cada amostra foi 
analisada em 3 replicatas técnicas e os valores de expressão normalizados com o RPS7 (teste Mann 
Whitney, 95% IC, média com SEM). *, P = 0,0022 (IAP1, ZIKVBR 12h vs ZIKVBR 24h). Fonte: IOSHINO 
(2018b). 
 

A expressão dos genes relacionados a autofagia estão reduzidos tanto 

12 como 24 hpbm contendo partículas ZIKVBR. Durante as 12 primeiras horas, 

o gene que se mostrou mais reduzido é o ATG8, seguido do ATG4A e ATG12 

(fig. 19). No tempo de 24h, o gene ATG4A continua reduzido na mesma 

proporção de 12h, porém os ATG8 e 12 apresentam-se menos suprimidos 

quando comparado aos respectivos grupos controle (fig. 19). Diante desses 

dados, observamos que o ATG8 aumentou o seu nível de expressão entre o 

intervalo de 12 e 24h e, dentre os genes autofágicos analisados, esse foi o 

único que apresentou um aumento significativo durante a infecção pelo ZIKVBR 

(P = 0,0043) (fig 19). 

Durante a infecção DENV, os genes relacionados a autofagia também 

foram mensurados. Observamos que os genes ATG4A e ATG12 estão inibidos 

enquanto que o ATG8 está aumentado no tempo de 12h após a alimentação 

sanguínea (fig. 19). Após 24h dessa mesma alimentação, todos os genes estão 

suprimidos, sendo que os genes ATG4A e ATG12 reduziram ainda mais o seu 

nível de expressão (fig. 19). Entre todas as alterações na expressão relativa, 
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houve uma redução significativa dos genes ATG4A (P = 0,0247) e ATG8 (P = 

0,0022) entre o intervalo de 12 e 24h (fig. 19). 
 

 

Figura 19: Nível de expressão relativa (delta-delta ct) dos genes relacionados a morte celular por 
autofagia (ATG4AA, ATG8 e ATG12) em ovários de fêmeas sadias (CONTROLE) e infectadas por 
ZIKVBR ou DENV-2, 12 e 24 horas após a alimentação sanguínea no 3º CG do mosquito Ae. aegypti. As 
barras representam os dados obtidos em uma triplicata biológica e cada amostra foi analisada em 3 
replicatas técnicas e os valores de expressão normalizados com o RPS7 (teste Mann Whitney, 95% IC, 
média com SEM). *, P = 0,00247 (ATG4A, DENV-2 12h vs DENV-2 24h); **, P = 0,0043 (ATG8, ZIKVBR 
12h vs ZIKVBR 24h); ***, P = 0,0022 ( ATG8, DENV-2 12h vs DENV-2 24h). Fonte: IOSHINO (2018b). 

 

4.5 Transmissão venérea do ZIKV entre fêmeas infectadas e machos de 
Ae. aegypti  
4.5.1 Taxa de transmissão venérea do ZIKV em machos 
 

Ao analisar 10 mosquitos machos (corpo inteiro) que copularam com 

fêmeas com 7 (grupo A) ou 14 (grupo B) dias de infecção (dpi), observamos 

que 80% (8/10) dos machos copulados com fêmas 7 dpi (tab. 5) e 80% (8/10) 

dos machos que copularam com fêmeas 14 dpi (tab. 6) são positivos para RNA 

do ZIKVBR, com os Cts variando entre 31 e 35. 
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Tabela 05: Cts (cycle threshold) dos RNAs de Ae. aegypti machos que copularam com as 
fêmeas 7 dpi (grupo A). A verificação da taxa de transmissão venérea foi realizada em uma 
duplicata biológica (EXP 1 e EXP 2) e cada amostra foi analisada através do qRT-PCR em 
duas réplicas experimentais. Os Cts e média dos Cts marcados pela cor vermelha, 
correspondem aos mosquitos negativos pelo pico da curva de dissociação (Melting). Fonte: 
IOSHINO (2018b). 
 

  
EXP  1  

  
EXP  2  

  

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts     

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts  

1   34   34,26     
33,67   33,46  

34,51  
  

33,24  

2   33,5   34,36     
35,52   35,74  

35,22  
  

35,97  

3   33,85   33,81     
33,09   33,35  

33,77  
  

33,62  

4   34,75   34,35     
32,87   32,93  

33,95  
  

32,99  

5   34,29   34,33     
34,37   35,16  

34,37  
  

35,95  

C+  
10,96   10,95     

15,33   15,43  
10,95  

  
15,52  

 
Tabela 06: Cts (cycle threshold) dos RNAs de Ae. aegypti machos que copularam com as 
fêmeas 14 dpi (grupo B). A verificação da taxa de transmissão venérea foi realizada em uma 
duplicata biológica (EXP 1 e EXP 2) e cada amostra foi analisada através do qRT-PCR em 
duas réplicas experimentais. Os Cts e média dos Cts marcados pela cor vermelha, 
correspondem aos mosquitos negativos pelo pico da curva de dissociação (Melting). Fonte: 
IOSHINO (2018b). 
 

  
EXP  1  

  
EXP  2  

  

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts     

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts  

1   34,77   34,31     
32,19   32,22  

33,86  
  

32,25  

2   33,58   33,76     
33,2   33,96  

33,94  
  

34,73  

3   32,94   32,58     
35,44   35,07  

32,22  
  

34,71  

4   33,76   33,53     
35,67   35,74  

33,3  
  

35,8  

5   31,81   31,92     
38,72   ...  

32,04  
  

...  

C+  
10,96   10,95     

15,59   15,6  
10,95  

  
15,61  

 

A partir do resultado positivo para RNA viral de ZIKVBR em machos 

copulados com fêmeas previamente infectadas, uma análise do abdômen do 
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macho (região onde se encontram os órgãos reprodutores masculinos) foi feita 

para determinar a quantidade de partículas virais presentes nesta região. Dos 

abdomens analisados, 1/5 (20%) foi positivo para ZIKVBR após a cópula com 

fêmeas 7dpi (grupo A) (tab. 7), e este apresentou aproximadamente 12 cópias 

de RNA viral.  

Por outro lado, 40% (2/5) dos abdomens dos machos que copularam 

com fêmas 14 dpi (grupo B) foram positivos para ZIKV (tab. 7). Neste caso, o 

número de partículas foi de 25 e 63 cópias de RNA viral por abdômen.  

 
Tabela 07: Cts (cycle threshold) dos RNAs de abômen de Ae. aegypti machos que copularam 
com as fêmeas 7 (grupo A) ou 14 dpi (grupo B). A taxa de positividade do abdômen foi obtida 
em um único experimento biológico e cada amostra foi analisada através do qRT-PCR em duas 
réplicas experimentais. Os Cts e média dos Cts marcados pela cor vermelha, correspondem 
aos mosquitos negativos pelo pico da curva de dissociação (Melting). Fonte: IOSHINO (2018b). 

 

  
GRUPO  A  

  
GRUPO  B  

  

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts     

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts  

1   36,54   36,93     
35,94   ...  

37,31  
  

...  

2   ...   ...     
34,34   35,34  

...  
  

36,33  

3   35,15   35,42     
36,47   ...  

35,69  
  

...  

4   35,74   35,95     
33,6   33,73  

36,16  
  

33,86  

5   36,32   35,99     
35,71   35,81  

35,66  
  

35,92  

C+  
15,33   15,43     

15,59   15,6  
15,52  

  
15,61  

 

 
4.5.2 Viabilidade do ZIKVBR nos machos sexualmente infectados 
 

Noventa e seis horas após a inoculação das células Vero com o pool 

de abdomens de machos que copularam com fêmeas 7 (grupo A) ou 14 dpi 

(grupo B), foram observadas a formação de sincícios e destruição do tapete 

celular (efeitos citopáticos) nas duas garrafas que receberam os pools de 

abdomens dos machos do grupo A ou B (dados não mostrados).  
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Além disso, as análises moleculares (qRT-PCR) do tapete celular 

foram positivos para o ZIKVBR, pois apresentaram Ct de 21,41 para os 

abdomens de machos que copularam com fêmeas 7 dpi e Ct 18,14 para os 

abdomens de machos que copularam com fêmeas 14 dpi.  

 

4.6 Transmissão sexual do ZIKVBR entre machos sexualmente infectados 
para fêmeas sadias 
4.6.1 Taxa de fêmeas sadias que se infectaram após a cópula com 
machos infectados 
 

Para verificar a taxa de fêmeas infectadas através da cópula, 10 

fêmeas inicialmente sadias que copularam com machos infectados por fêmeas 

7 (grupo A) e 14 dpi (grupo B) foram analisadas e concluiu-se que 70% (7/10) 

das fêmeas de ambos os grupos foram positivas para ZIKVBR com Cts variando 

entre 32 a 36 (tab. 8 e 9).  

 
Tabela 08: Cts (cycle threshold) dos RNAs de Ae. aegypti fêmea que copularam com os 
machos infectados por fêmeas 7 dpi (grupo A). A verificação da taxa de transmissão venérea 
para fêmea sadia foi realizada em uma duplicata biológica (EXP 1 e EXP 2) e cada amostra foi 
analisada através do qRT-PCR em duas réplicas experimentais. Os Cts e média dos Cts 
marcados pela cor vermelha, correspondem aos mosquitos negativos pelo pico da curva de 
dissociação (Melting). Fonte: IOSHINO (2018b). 
 

  
EXP  1  

  
EXP  2  

  

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts     

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts  

 1   35,85   35,58     
35,21   35,5  

35,32  
  

35,8  

 2   32,96   32,57     
35,54   ...  

32,17  
  

...  

 3   37,19   37,59     
38,35   37,56  

37,98  
  

36,77  

 4   36,08   36,3     
35,88   35,57  

36,53  
  

35,26  

 5   37,86   36,79     
33,69   33,74  

35,73  
  

33,8  

C+ 15,24   15,12     
15,33   15,43  

15  
  

15,52  
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Tabela 09: Cts (cycle threshold) dos RNAs de Ae. aegypti fêmea que copularam com os 
machos infectados por fêmeas 14 dpi (grupo B). A verificação da taxa de transmissão venérea 
para fêmea sadia foi realizada em uma duplicata biológica (EXP 1 e EXP 2) e cada amostra foi 
analisada através do qRT-PCR em duas réplicas experimentais. Os Cts e média dos Cts 
marcados pela cor vermelha, correspondem aos mosquitos negativos pelo pico da curva de 
dissociação (Melting). Fonte: IOSHINO (2018b). 

  

  
  

EXP  1  
  

EXP  2  

  

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts     

Ct  
réplica  

Média  
dos  Cts  

 35   35,57     
36,62   35,92  

36,14  
  

35,22  

 35,9   36,09     
35,3   35,15  

36,27  
  

34,99  

 36,11   36,43     
36,75   36,15  

36,75  
  

35,54  

 36,99   36,7     
36,65   ...  

36,41  
  

...  

 33,22   33,55     
33,6   33,11  

33,88  
  

32,62  

C+ 15,24   15,12     
15,59   15,6  

15  
  

15,61  
  

 

 

Ao observar que o RNA de ZIKVBR foi detectado nas fêmeas que 

copularam com machos infectados, uma análise do abdômen da fêmea (região 

onde se encontram os ovários) também foi realizada para determinar a 

quantidade de partículas virais presentes nesta região. Observou-se que 60% 

(3/5) dos abdomens das fêmeas que copularam com machos infectados por 

fêmeas 7 dpi foram positivos para ZIKV (tab. 10) e a quantidade de partículas 

virais variou entre 12 e 747 por abdômen. Por outro lado, 40% (2/5) dos 

abdomens das fêmeas que copularam com machos infectados por fêmeas 14 

dpi apresentaram RNA de ZIKV no abdômen (tab. 10) Neste caso, os 

abdomens apresentaram entre 3 e 24 cópias de RNA de ZIKVBR. 
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Tabela 10: Cts (cycle threshold) dos RNAs de abômen de Ae. aegypti fêmeas que copularam 
com as machos 7 (grupo A) ou 14 dpi (grupo B). A taxa de positividade do abdômen foi obtida 
em um único experimento biológico e cada amostra foi analisada através do qRT-PCR em duas 
réplicas experimentais. Os Ct e média dos Cts marcados pela cor vermelha, correspondem aos 
mosquitos negativos pelo pico da curva de dissociação (Melting). Fonte: IOSHINO (2018b). 
 

  
GRUPO  A  

  
GRUPO  B  

  

Ct  
Média  
dos  Cts     

Ct  
Média  
dos  Cts  

 1   36,72   36,14     
37,31   38,19  

35,57  
  

39,08  

 2   35,8   ...     
...   ...  

...  
  

35,51  

 3   36,19   36,62     
35,64   ...  

37,06  
  

...  

 4   36,81   35,63     
35,39   35,13  

34,45  
  

34,86  

 5   30,37   30,28     
33,94   34,07  

30,19  
  

34,2  

C+ 15,33   15,43     
15,59   15,6  

15,52  
  

15,61  



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 Discussão 
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5.1 Taxa de susceptibilidade de Ae. aegypti 

 

Compreender a fisiologia básica e os impactos que uma infecção pode 

causar em nível reprodutivo nos mosquitos Ae. aegypti é de suma importância, 

uma vez que esses insetos são os responsáveis por transmitir arboviroses que, 

anualmente, comprometem parte dos gastos em saúde pública com 

internações e medicamentos. Por isso, investir em estudos científicos 

relacionados à interação patógeno hospedeiro é uma das formas de gerar 

conhecimentos que irão auxiliar no combate e controle dessas doenças. 

Muitos estudos sobre a interação patógeno - hospedeiro já são 

realizados, dentre eles podemos citar a análise da susceptibilidade e/ou 

capacidade vetorial que uma determinada população de mosquitos possui 

perante a um patógeno (GAYE et al., 2014; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA et al., 

2002; POMPON et al., 2017; SOUZA-NETO et al., 2018; TURELL et al., 1992). 

Esse tipo de análise pode, muitas vezes, alertar a população de uma 

determinada região quanto a circulação ou introdução de novos vírus, bem 

como auxiliar nos estudos sobre genética populacional e importância de 

praticar o controle integrado do vetor (retirada dos criadouros artificiais e uso 

de larvicidas, por exemplo).  

Sendo assim, desenvolver estudos sobre a interação de um patógeno 

com o hospedeiro invertebrado também pode gerar conhecimentos inéditos 

que auxiliem no desenvolvimento de novos meios para o controle do inseto 

vetor. Uma linha de pesquisa interessante, porém com pouca investigação 

científica, está relacionada aos impactos que as infecções (DENV ou ZIKV) 

podem promover a nível reprodutivo no mosquito Ae. aegypti. Esse tipo de 

estudo já foi desenvolvido em 1995 por Hurd e colaboradores, porém 

observando a redução de fecundidade dos mosquitos An. stephensi infectados 

por P. yoelii nigenriensis e a morte celular foi uma explicação para esse 

comprometimento reprodutivo.  

Para verificar se os Ae. aegypti também apresentam uma redução na 

produção do número de ovos, o primeiro passo deste estudo foi definir o quão 

susceptível são as linhagens de mosquitos de laboratório (RED, HIGGS e 

ROCK) aos DENV-2 e ZIKV.  
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Os dados obtidos mostram que estas diferentes linhagens apresentam 

taxas de susceptibilidades distintas para o DENV-2. Enquanto as linhagens 

RED e ROCK são altamente susceptíveis à esse vírus (80 e 90%, 

respectivamente), os mosquitos da linhagem HIGGS se mostraram menos 

suscetíveis (40%). Essa mesma característica foi observada para a infecção 

com ZIKVBR. Enquando o RED e ROCK apresentaram 95% de infecção no 14° 

dia após a alimentação, apenas 65% dos mosquitos HIGGS foram positivos ao 

ZIKV, um vírus que é estruturalmente semelhante ao DENV-2 (COSTA-DA-

SILVA et al., 2017a).  

Selecionar uma linhagem de mosquito que apresenta alta 

susceptibilidade aos DENV-2 e ZIKVBR, proporciona duas vantagens para o 

desenvolvimento deste estudo. A primeira corresponde ao aumento da chance 

do evento observado (redução da fecundidade e modulação de diferentes 

genes nos ovários) ser uma consequência da infecção no mosquito, 

reforçando, assim, a confiança nos resultados obtidos. Já a segunda vantagem 

está relacionada a alta susceptibilidade que os mosquitos de campo também 

apresentam para às infecções com os DENV-2 e ZIKV, reforçando as chances 

das alterações fisiológicas observadas nos mosquitos de laboratório também 

ocorrerem nos mosquitos selvagens / de campo (GARCIA-LUNA et al., 2018; 

GONÇALVES et al., 2014; MOURA et al., 2015; ROUNDY et al., 2017). 

Diante disso, a linhagem que foi utilizada para desenvolver os 

experimentos deste estudo foi a ROCK, pois apresentou uma taxa de 

aproximadamente 90% de infecção para ambos os vírus no 14º dia após a 

alimentação sanguínea contendo as partículas virais. 

 

5.2 Fecundidade das fêmeas infectadas nos 3 CG 
 
Além da diferença na susceptibilidade que cada linhagem pode 

apresentar perante a um vírus, estudos mostram que diferentes patógenos 

podem promover alterações fisiológicas positivas e negativas aos mosquitos. 

Dentre as alterações positivas, podemos citar a ativação de vias imunológicas 

que, através da síntese de algumas proteínas, tentam combater a infecção no 

mosquito (ANGLERÓ-RODRÍGUEZ et al., 2017; SOUZA-NETO et al., 2009; XI 

et al., 2008). Por outro lado, a alimentação sanguínea infectada pode promover 
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um comprometimento da capacidade reprodutiva, isto é, mosquitos infectados 

produzem menos ovos quando comparados aos mosquitos sadios. Diante 

dessa característica, observamos que, ao alimentar os mosquitos Ae. aegypti 
(ROCK) com um sangue contendo as partículas virais de ZIKVBR ou DENV-2 

(1º CG), não ocorre uma redução da média do número de ovos desses 

mosquitos quando comparado ao grupo controle (sadio) (tab. 4). Estes dados 

corroboram com os observados por Maciel-de-Freitas (2011) e Sylvestre (2013) 

e seus colaboradores que ao expor os Ae. aegypti ao DENV-2, também não 

observaram uma redução do número de ovos depositados pelas fêmeas 

expostas ao vírus. Por outro lado, um estudo recente mostra que ao realizar o 

repasto sanguíneo contendo as partículas do ZIKV, os mosquitos produzem 

mais ovos do que o grupo controle no 1º CG, divergindo dos dados obtidos no 

presente estudo (PETERSEN et al., 2018).  

Diferentemente do que foi observado no 1º CG dos Ae. aegypti 
expostos aos arbovírus citados, sabe-se que no modelo de laboratório Ae. 
aegypti infectado por Plasmodium gallinaceum e também em outras espécies 

de culicídeos, como os do gênero Anopheles infectado por P. yoelii nigeriensis, 

há uma redução de 19 e 41%, respectivamente, da fecundidade desses insetos 

(AHMED et al., 1999; IOSHINO, 2013).   

Por outro lado, quando os mosquitos com 7 e 14 dias após a 

alimentação sanguínea infectada (correspondendo neste estudo, 

respectivamente, ao 2° e 3º CG) realizam uma nova alimentação sanguínea em 

camundongos sadios, observamos que há uma redução do número de ovos 

produzidos por fêmeas infectadas (ZIKVBR ou DENV-2) quando comparado ao 

grupo controle (tab. 4). Enquanto os mosquitos infectados pelo ZIKVBR 

apresentam uma taxa de redução acima de 10%, tanto no 2° como no 3° CG 

(17,2% e 13%, respectivamente) (tab. 4), os mosquitos infectados por DENV-2 

apresentaram uma queda de apenas 6,1% no 2° CG quando comparado ao 

grupo controle (tab. 4). Por outro lado, no 3° CG houve uma redução 

significativa da fecundidade (18,2%) (tab. 4) (fig. 12). Essa mesma 

característica também foi observada por outros pesquisadores, nos quais 

mosquitos Ae. aegypti infectados por DENV-2 apresentaram uma redução de 

40 a 50% da taxa de fecundidade apenas a partir do 3° CG (MACIEL-DE-

FREITAS et al., 2011; SYLVESTRE et al., 2013).  
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Uma correlação interessante que podemos fazer diante dessa redução 

da fecundidade observada nos Ae. aegypti (ROCK) infectados pelo ZIKVBR no 

2ºCG e pelo DENV-2 no 3º CG, é o tempo de replicação e disseminação de 

cada vírus após serem ingeridos durante a alimentação sanguínea. Sabe-se 

que a replicação do DENV-2 em algumas linhagens de Ae. aegypti, como na 

Porto Rico - Rex-D (Rex-D) (colonizada há muito tempo em laboratório), ocorre 

de forma mais lenta quando comparado à replicação do ZIKVBR em ROCK. 

Enquanto apenas 15% das fêmeas de Rex-D apresentam antígeno de DENV-2 

na GS após 7 dias da alimentação sanguínea infectada, 95% das cabeças dos 

mosquitos ROCK foram positivos para o RNA de ZIKVBR nesse mesmo 

intervalo de tempo (COSTA-DA-SILVA et al., 2017a; SALAZAR et al., 2007). 

Dessa forma, podemos deduzir que no 2º CG (7 dias após a alimentação com 

vírus), o ZIKVBR já está presente na hemolinfa do mosquito e, provavelmente, 

em outros tecidos como GS e corpo gorduroso (um tecido importante para 

síntese das proteínas que formarão os ovos). Por outro lado, no 7º dia, a 

replicação do DENV-2 ainda está ocorrendo em maior proporção no IM do 

mosquito Ae. aegypti e poucos vírus foram liberados para a hemolinfa neste 

período (SALAZAR et al., 2007). 

Em paralelo ao nível de replicação do vírus, os mosquitos possuem 

algumas vias imunológicas que são ativadas após um repasto sanguíneo 

infectado, com o intuito de combater ou controlar a infecção viral. Dentre essas 

vias, podemos citar a Janus quinase - transdutor de sinal e ativador de 

transcrição (JAK-STAT) e Toll que são ativadas após uma alimentação 

sanguínea contendo tanto as partículas virais de DENV-2 como ZIKV 

(ANGLERÓ-RODRÍGUEZ et al., 2017; SOUZA-NETO et al., 2009; XI et al., 

2008).  

Sendo assim, a redução significativa do número de ovos depositados 

por fêmeas infectadas por ZIKVBR no 2º CG, pode ser explicada pela ativação 

das vias imunológicas uma vez a replicação e disseminação desse vírus 

demonstra-se mais rápida no mosquito Ae. aegypti quando comparada ao 

DENV-2. 

Seguindo essa mesma linha de raciocínio, sabe-se que entre o 7º e 14º 

dias após a alimentação sanguínea (entre o 2º e 3º CG), a infecção pelo 

ZIKVBR se estabelece nos mosquitos ROCK (COSTA-DA-SILVA et al., 2017a). 
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No entando, neste mesmo período, os mosquitos infectados pelo DENV-2 

iniciam a liberação e disseminação de novas partículas virais (consequência da 

replicação nas células do IM) para a hemolinfa das células infectadas 

(SALAZAR et al., 2007). Consequentemente, há ativação das vias 

imunológicas e um comprometimento significativo da produção dos ovos no 3º 

CG, ou seja, as fêmeas infectadas pelo DENV-2 produzem menos ovos quando 

comparado ao grupo controle. 

Dessa forma, podemos concluir que a replicação e disseminação viral 

no mosquito podem influenciar na taxa de fecundidade dos Ae. aegypti 
infectados pelos flavivírus ZIKVBR ou DENV-2. 

 

5.3 Estudo dos genes relacionados à morte celular nos ovários de fêmeas 
infectadas 
5.3.1 Primeiro Ciclo gonotrófico 
 

Os órgãos responsáveis pelo armazenamento de proteínas que darão 

origem aos ovos são os ovários. Apesar de estarem em contato direto com a 

hemolinfa dos mosquitos, até o momento, não há evidências de que esses 

tecidos participam da replicação dos vírus DENV e ZIKV. Por outro lado, sabe-

se que alguns ovaríolos dos ovários podem ser, esporadicamente, infectados 

promovendo a transmissão vertical, ou seja, as larvas já nascem portando os 

vírus (COSTA et al., 2018; LE GOFF et al., 2011; MARTINS et al., 2012).  

Compreender se a infecção pelos DENV-2 ou ZIKVBR pode promover a 

ativação da morte das células que compõem esse tecido, como observado no 

IM de Ae. aegypti infectado por DENV-2, pode explicar a redução das 

fecundidade das fêmeas durante o 2º e 3º CG durante a infecção pelo ZIKVBR 

ou DENV-2, respectivamente. Por isso, um conjunto de genes (IAP1, DRONC, 

CASP7, CASP16, ATG4A, ATG8 e ATG12) que estão envolvidos na morte 

celular por apoptose e autofagia foram analisados quanto aos seus níveis de 

expressão nos ovários nos diferentes CG (OCAMPO et al., 2013; ENG et al., 

2016).  

Durante o 1º CG, análises moleculares mostram que ao se alimentarem 

com sangue contendo partículas de ZIKVBR, há um aumento de todos os genes 

relacionados a morte celular por apoptose e autofagia entre 12 e 24 horas nos 
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ovários das fêmeas Ae. aegypti, exceto o gene ATG4A que, apesar de ter 

aumentado seu nível de expressão, continua diminuído quando comparado ao 

grupo controle (fig. 14 e 15). Para os mosquitos que se alimentaram com o 

DENV-2, esse perfil de expressão foi semelhante ao observado com ZIKV. 

Houve um aumento dos genes apoptóticos IAP1, DRONC e CASP7 e 

autofágico ATG8, mas os genes CASP16, ATG4A e ATG12 sofreram uma 

redução no intervalo de 12 horas (fig. 14 e 15). Apesar de todos os indícios da 

ativação da apoptose e autofagia nos ovários das fêmeas infectadas por 

ZIKVBR ou DENV-2, durante o 1º CG não houve redução do número de ovos 

nos grupos expostos aos vírus. 

Como foi citado anteriormente, os mosquitos foram infectados 

utilizando o alimentador artificial Glytube e todas as fêmeas ingurgitadas foram 

separadas para as análises experimentais. Além das partículas virais e um 

concentrado de hemáceas, 10% do volume total de soro também compõe a 

mistura oferecida aos mosquitos (COSTA-DA-SILVA et al., 2013).  

Sabe-se que o soro é um componente importante para a produção das 

proteínas precursoras de vitelo (PPV) e durante um repasto em hospedeiro 

vertebrado, os mosquitos irão se alimentar de sangue e soro, seguindo a 

proporção de 1:1 (GONZALES et al., 2015). Nessas condições, uma única 

fêmea é capaz de produzir em média de 100 a 120 ovos no 1º CG (ARAUJO et 

al., 2011; IOSHINO, 2013). Em contrapartida, neste estudo observou-se que o 

número de ovos depositados no 1º CG foi, em torno, de 67 ovos por fêmea 

sadia ou infectada (tab. 4), uma diferença de, aproximadamente, 39% em 

comparação com os mosquitos que se alimentam em um hospedeiro 

vertebrado. Dessa forma, o que poderia explicar o aumento da expressão dos 

genes relacionados a autofagia e apoptose nos ovários das fêmeas infectadas 

e a indiferença no número de ovos no 1º CG entre os grupos analisados, é a 

reabsorção dos folículos ovarianos que não receberam as PPV, importantes 

para o desenvolvimento dos ovos. Estudos mostram que fêmeas de Ae. aegypti 
que se alimentam com um volume menor de sangue durante o repasto 

sanguíneo, apresentam uma redução na produção do número de ovos, pois 

ocorre uma reabsorção dos oócitos em desenvolvimento nos ovários dessas 

fêmeas (CLEMENTS; BOOCOCK, 1984; LEA et al., 1978). Até o momento não 

existem trabalhos que mostram a morte celular (apoptose e/ou autofagia) 
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auxiliando no processo de reabsorção folicular nos ovários de Ae. aegypti, 
porém os resultados apresentados nesse estudo, ajudam a fortalecer essa 

hipótese. 

 

5.3.2 Segundo ciclo gonotrófico 
 

Analisando a expressão dos genes no 2ºCG dos mosquitos infectados 

pelo ZIKV, observamos que há um aumento da expressão relativa do inibidor 

de apoptose (IAP1), da caspase inicadora (DRONC) e das caspases 

executoras (CASP7 e 16) nas primeiras 12 horas após a alimentação (fig. 16). 

Essa característica pode indicar que as células dos ovários dessas fêmeas 

estão em morte celular por apoptose, mesmo que o IAP1 esteja com nível de 

expressão relativa aumentada, uma vez que essa proteína é importante para 

impedir que todas as células entrem em apoptose de forma desordenada (fig. 

16) (DEVERAUX et al., 1999; ENG et al., 2016; WANG; CLEM, 2011). Por outro 

lado, no ponto de 24h, a expressão de todos os genes diminui porém, 

observamos que os genes IAP1 e CASP16 ainda se encontram aumentados 

comparando ao grupo controle, indicando que a apoptose ainda pode estar 

acontecendo nesses tecidos (fig. 16). Mesmo com essa redução da expressão 

dos genes apoptóticos em um intervalo de 12h, vale lembrar que a morte 

celular por apoptose é irreversível, ou seja, uma vez que o processo de castata 

apoptótica se inicia, as células entram em morte e todas as proteínas 

resultantes da clivagem e degradação podem ser reabsorvidas e / ou 

reaproveitadas pelas células vizinhas.  

Estudos demonstraram que alguns genes, que até então eram 

correlacionados apenas com apoptose, podem ter uma ação na autofagia de 

alguns tecidos de Ae. aegypti (fig. 20) (ENG et al., 2016). Entre os genes que 

podem desempenhar essa correlação estão os genes DRONC e CASP7. Eng e 

colaboradores (2016) mostraram que há um aumento do número de transcritos 

de DRONC e CASP7 durante a morte celular por autofagia em tecidos como 

GS e IM. Baseado nesses dados, observamos que no 2º CG os mosquitos 

infectados por ZIKVBR apresentaram um aumento do nível de expressão 

desses dois genes apoptóticos nas primeiras 12h após o repasto sanguíneo, 

porém no tempo de 24h esses genes apresentam-se reduzidos (fig. 16). Em 
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contrapartida, os genes envolvidos na autofagia ATG4A e ATG12 que 

inicialmente (12h) estavam reduzidos, se mostraram super expressos no 

mesmo intervalo de redução dos genes apoptóticos (24h) indicando que, além 

da apoptose, a autofagia também pode estar ocorrendo nos ovários das 

fêmeas infectadas (fig. 17). 

 

 
Figura 20: Sequência demonstrativa do provável envolvimento das caspases na ativação da 
autofagia em mosquitos Ae. aegypti após uma alimentação sanguínea. Fonte: ENG, et al., 
2016. 

 

Dessa forma, tanto a ativação da morte celular por apoptose como por 

autofagia nos ovários podem explicar a redução significativa de 17,2% (tab. 4) 

da taxa de fecundidade das fêmeas infectadas pelo ZIKV no 2º CG (fig. 12). 

Já no 2º CG dos mosquitos infectados pelo DENV-2, a redução do 

número de ovos foi menor (6.1%) quando comparada à infecção por ZIKV (tab. 

4). Porém, foi observada que quase todos os genes envolvidos na apoptose 

(IAP1, DRONC e CASP7) estão ativados 24h após a alimentação sanguínea 

(fig. 16). De acordo com os resultados, o IAP1 sofreu uma redução no intervalo 

de 12 e 24h o que provavelmente permitiu a ativação de genes apoptóticos 

como é o caso da caspase inicadora (DRONC), que em 24h se mostrou 

aumentada (fig. 16). Além dessa caspase apoptótica, a CASP7 que apesar de 

ter reduzido no intervalo de 12h, continua aumentada no tempo de 24h (fig. 16). 

Por outro lado, a CASP16 em ambos os tempos analisados se encontra 
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reduzida quando comparado ao grupo controle, reforçando a idéia de que a 

apoptose não está ocorrendo nos ovários das fêmeas infectadas pelo DENV-2. 

Outro fato que acetua essa hipótese é a análise dos genes relacionados a 

autofagia que se apresentam expressos no tempo de 24h após a alimentação 

sangínea mostrando que, talvez, a pequena diferença da taxa de fecundidade 

das fêmeas esteja relacionada a autofagia de alguns ovaríolos nos ovários das 

fêmeas infectadas por DENV (fig. 17).  

 

5.3.3 Terceiro ciclo gonotrófico 
 

Ao avaliar a expressão dos genes relacionados a apoptose e autofagia 

nos ovários das fêmeas no 3º CG, observamos que os mosquitos infectados 

por ZIKVBR ou DENV-2 produziram menos ovos quando comparado ao grupo 

controle e que a redução da fecundidade das fêmeas infectadas pelo DENV-2 

foi significativa (fig. 12) (tab. 4). Em contrapartida, também houve uma inibição 

do nível de expressão relativa de quase todos os genes envolvidos nas mortes 

celular analisadas (fig. 18 e 19). Os únicos genes que se mostraram expressos 

nos dois tempos (12 e 24h) analisados foram DRONC e o ATG8 (fig. 18 e 19). 

Com esses resultados, podemos concluir que a redução da fecundidade nesse 

CG pode não estar relacionada com a morte celular dos ovaríolos das fêmeas. 

Uma explicação para essa redução é a ativação das vias imunológicas JAK-

STAT e Via Toll.  

Estudos demonstram que essas vias de defesa são ativadas nos 

mosquitos após uma alimentação sanguínea contendo partículas de DENV-2 

ou ZIKV e têm como objetivo principal combater / controlar as infecção virais 

nesse vetor (ANGLERÓ-RODRÍGUEZ et al., 2017; SOUZA-NETO et al., 2009; 

XI et al., 2008). Xi e colaboradores (2008) também mostraram que no 10º dia 

após a infecção por DENV, há um grande número de genes expressos na 

carcaça (todo corpo do mosquito, menos o IM) dos mosquitos Ae. aegypti, 
revelando que os tecidos presentes nessa região estão ativos para tentar 

combater o processo infeccioso. Dentre esses genes super expressos, 

podemos citar os inibidores de serino proteases  serpina, hexamerinas e 

peptídeos antimicrobianos que estão envolvidos nas vias imunológicas dos 

mosquitos e genes com funções diversas como os que caracterizam o receptor 
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de somatostatina, proteínas ricas em cisteínas e adenosina kinase  (XI et al., 

2008).  

Com base neste dado, é possível predizer que no 14º dia após a 

alimentação com as partículas virais (3º CG) DENV ou ZIKV, vias imunológicas 

continuam ativadas na tentativa de combater novas replicações e infecção viral, 

inclusive no corpo gorduroso importante na síntese das PPV que, ao ser 

acumulada no oócito maduro, dará origem aos ovos. Então, a ação das vias 

imunológicas nos tecidos importantes na vitelogênese durante a infecção viral, 

pode promover uma alteração da fecundidade de fêmeas infectadas no 3º CG. 

Durante as análises da expressão gênica relativa nos diferentes CG, 

observamos que o gene constitutivo RPS7 (housekeeping) não apresentou 

variações entre as replicatas experimentais (n=3) (tab. Sup. 1). Por outro lado, 

observamos que os níveis de expressão de alguns genes (tab. Sup. 2 a 8) de 

interesse analisados, são modulados entre um intervalo grande nas triplicatas 

biológicas (fig. 15 a 19). Esse fato sugere que as infecções e mecanismos de 

defesa (vias imunológicas) não ocorrem de forma homogênea entre Ae. aegypti 
e o seu patógeno. Para mostrar que as vias imunológicas de cada indivíduo é 

importante durante a infecção e que os genes da cascata apoptótica podem ser 

influenciados por essas vias, serão necessários novas investigações, como a 

análise da expressão gênica envolvida nas vias imunológicas como JAK-Stat e 

Toll. 

 

5.4 Transmissão venérea do ZIKV entre fêmeas e machos de Ae. aegypti 
 

O principal vetor urbano na transmissão de doenças tropicais é a 

fêmea do mosquito Ae. aegypti. Como já foi dito anteriormente, elas são as 

responsáveis por adquirir e transmitir as partículas virais durante a alimentação 

sanguínea. Por outro lado, os mosquitos machos se alimentam apenas de 

compostos açucarados e são muito importantes para a manutenção da espécie 

(CLEMENTS, 1992). 

Até o ano de 2015, o único meio conhecido de transmissão das 

arboviroses entre humanos ocorria, principalmente, através da picada do 

mosquito vetor infectado. Porém, estudos mostraram que o flavivírus ZIKV 

possui uma biologia diferente e apresenta um tropismo para as células do 
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sistema reprodutivo do hospedeiro vertebrado e, por isso, pode ser encontrado 

no líquido seminal do homem. Dessa forma, descobriu-se que esse vírus 

também pode ser transmitido através da relação sexual entre homens e 

mulheres 

2016). A partir da descoberta dessa nova via de transmissão de um arbovírus 

em humanos, iniciamos ensaios para observar se essa característica também 

se mantém nos mosquitos Ae. aegypti. 
Os resultados obtidos desta hipótese, nos mostrou que entre 80% dos 

machos sadios que copularam com fêmeas infectadas com idade de infecção 

de 7 e 14 dias apresentam o RNA de ZIKV em todo o corpo (tab. 5 e 6). Essa 

mesma característica também foi observada por Pereira-Silva e colaboradores 

(2017) utilizando a terceira geração de mosquitos provenientes de Manaus 

(AM) e uma cepa de ZIKV isolada de uma paciente. Ao copularem os machos 

sadios com fêmeas infectadas artificialmente, obtiveram uma porcentagem de 

35% de machos positivos para o ZIKV (PEREIRA-SILVA et al., 2017). 

Detectar o material genético (RNA) através de técnicas moleculares, 

nos dá apenas um indício de que a transmissão venérea do ZIKV pode estar 

ocorrendo entre as fêmeas infectadas e machos inicialmente sadios. Já que o 

RNA por si só não representa uma ameaça para a epidemiologia do vírus. 

Então, ao inocular em cultura de células C6/36 um pool de metade do abdômen 

de machos positivos para ZIKV, observamos que tanto os machos que 

copularam com fêmeas 7 dpi ou com 14 dpi possuem o vírus infectivo. Além 

das análises dos efeitos citopáticos causados pelo vírus em cultura de células, 

o sobrenadante de cada cultura celular positiva foi analisada por qRT-PCR 

para confirmação da presença de cDNA específico para ZIKV. Até o momento, 

este é o primeiro trabalho que mostra a presença de parículas infectivas de 

ZIKV em machos após uma cópula infectada. 

O macho por si só não possui a capacidade de transmitir o ZIKV ao 

homem. Porém ao copular com fêmeas sadias, notamos que o RNA de ZIKV 

também foi detectado nas fêmeas copuladas (tab 8 e 9). Se o RNA viral 

identificado nessas fêmeas corresponder ao ZIKV infectivo, como observado 

nos abdomens dos machos, estaremos diante de uma situação epidemiológica 

preocupante para essa arbovirose, pois além de se tratar de um vírus capaz de 
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ser transmitido entre machos e fêmeas de Ae. aegypti, há a possibilidade de 

ocorrer a transmissão vertical (fêmeas para a prole) (LI et al., 2017). 

De uma forma geral, os mosquitos machos sempre foram considerados 

importantes, apenas, para a manutenção da espécie (reprodução) uma vez 

que, durante seu curto período de vida na forma alada, se alimentam 

exclusivamente de açúcares (por exemplo, seiva ou néctar) provenientes das 

plantas. Porém, diferente do que acontece com algumas espécies de aves, um 

único macho de Ae. aegypti pode copular com até 10 fêmeas diferentes. Então 

cruzando essas características sexo específicas do macho com os dados 

obtidos nesse estudo, se o ZIKV pode ser transmitido entre fêmeas infectadas 

para os machos sadios, e machos sexualmente infectados podem transmitir o 

vírus para até 10 fêmeas e, para piorar, as fêmeas podem transmitir o vírus 

para sua prole, podemos concluir que o ZIKV poderá causar muitos problemas 

durante o verão nos países de clima tropical e subtropical. Ainda mais por se 

tratar de um vírus que, até o momento, não possui uma vacina eficaz, pode ser 

transmitido entre humanos através da relação sexual e pode causar a 

microcefalia em bebês t al., 2016; 

MCCARTHY, 2016; ROWLAND et al., 2016).  

Por isso, realizar o controle integrado do vetor se torna primordial, pois 

ao eliminar o mosquito, outras doenças como dengue, chikungunya e febre 

amarela urbana também poderão ser controladas. 

As análises dos mosquitos machos perante à infecção ZIKV, confirmou 

que, assim como as fêmeas, os machos também possuem um papel 

importante na disseminação e transmissão do ZIKV como ocorre em humanos. 
  

  



  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 Conclusão 
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Os vírus pertencentes à Família Flaviviridae ZIKV e DENV-2 podem 

promover a redução da fecundidade das fêmeas Ae. aegypti no 2º e 3º CG. 

Esse comprometimento reprodutivo, pode estar correlacionado à morte das 

células que compõem os ovários dependendo do estágio de infecção no vetor.  

Além disso, ficou evidente que o macho também possui uma 

importância na epidemiologia do ZIKV uma vez que, além de se infectar pelo 

vírus através da cópula, há a possibilidade de transmitir o ZIKV para fêmeas 

sadias. 
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Tabelas Suplementar 

S1: Tabela com os valores do Ct de cada amostra para o gene endógeno RPS7 nos ovários de fêmeas 
sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2.  

 



Material Suplementar          107  
  

S2: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene IAP1 nos 
ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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S3: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene DRONC 
nos ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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S4: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene CASP7 nos 
ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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S5: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene CASP16 
nos ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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S6: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene ATG4A nos 
ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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S7: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene ATG8 nos 
ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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S8: Tabela com os valores do Ct de cada amostra em 3 replicatas experimentais para o gene ATG12 nos 
ovários de fêmeas sadias e infectadas por ZIKVBR e DENV-2 
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9.1 Aedes aegypti Control Strategies in Brazil: Incorporation of New 
Technologies to Overcome the Persistence of Dengue Epidemics 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 



 Anexos     134 
  

9.2 Glytube: A Conical Tube and Parafilm M-Based Method as a Simplified 
Device to Artificially Blood-Feed the Dengue Vector Mosquito, Aedes 
aegypti 
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9.3 Laboratory strains of Aedes aegypti are competent to Brazilian Zika 
virus 
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9.4 Oviplate: A Convenient and Space-Saving Method to Perform 
Individual Oviposition Assays in Aedes aegypti  



  

  



  

  



  

  



  

  



  

  



  

  



  

  



  

  



  

  



  

 


