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RESUMO 

As arboviroses são doenças negligenciadas transmitidas por mosquitos vetores. Apesar de 

terem recebido um maior reconhecimento na última década, o número de casos e óbitos ainda 

é alarmante. Dengue e Zika são doenças virais que fazem parte desse grupo, e apresentam alta 

incidência em países tropicais. A mitigação de tais doenças consiste principalmente em 

estratégias de controle da população de mosquitos vetores. No Brasil, o principal vetor dos vírus 

dengue (DENV) e Zika (ZIKV) é o Aedes aegypti. Apesar dos esforços para reduzir os casos 

de ambas as doenças, a circulação de DENV e ZIKV gera frequentes episódios de surto. Por 

esse motivo, estudos envolvendo a interação vírus-vetor são necessários e possuem potencial 

de contribuir com as estratégias de controle das arboviroses. O presente estudo avalia a 

competência vetorial de populações de A. aegypti de uma cidade endêmica (Belo 

Horizonte/MG) para a transmissão de DENV e ZIKV em 7 dias após infecção (dpi) – infecção 

inicial, e 14 dpi – infecção tardia; e descreve a cinética da replicação viral a nível celular através 

da análise morfológica de células C6/36. Nossos resultados mostraram que o perfil de infecção 

das populações de A. aegypti é modulado de acordo com o flavivírus estudado, não havendo 

similaridade entre a competência vetorial e a carga viral. Em relação à infecção pelo DENV, a 

depender da população analisada, a competência vetorial pode diminuir, aumentar ou 

permanecer a mesma de 7 para 14 dpi. Para ZIKV, ela aumenta ou permanece a mesma. No 

decorrer da infecção, ZIKV tende a acumular-se nas glândulas salivares dos vetores, enquanto 

para DENV, o acúmulo de partículas virais não possui um padrão, variando de acordo com a 

população estudada. Apesar de DENV e ZIKV pertencerem à mesma família viral e serem 

estruturalmente similares, observamos diferenças em seus perfis de infecção em células da 

linhagem C6/36. No período mais adiantado da infecção por DENV, observamos a 

intensificação dos efeitos citopáticos, com redução dos filamentos de actina, formação de 

grupos celulares, e destruição da monocamada. Para a infecção por ZIKV, notamos a presença 

de inúmeras células multinucleadas. Com isso, constatamos que as diferenças nos efeitos 

citopáticos variam de acordo com o patógeno estudado e com o tempo pós-infecção. 

Palavras-chave: Aedes aegypti, DENV, ZIKV, infecção viral, arbovírus, competência vetorial, 

carga viral, células, C6/36.  



 

 

ABSTRACT 

Arboviruses are neglected diseases transmitted by mosquito vectors. Despite having received 

greater recognition in the last decade, the number of cases and deaths is still alarming. Dengue 

and Zika are viral diseases that are part of this group and have a high incidence in tropical 

countries. Mitigation of such diseases consists mainly of population control strategies of 

mosquito vectors. In Brazil, the main vector of dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses is 

Aedes aegypti. Despite efforts to reduce cases of both diseases, the circulation of DENV and 

ZIKV generates frequent outbreak episodes. For this reason, studies involving the virus-vector 

interaction are necessary and have the potential to contribute to arbovirus control strategies. 

The present study evaluates the vector competence of A. aegypti populations from an endemic 

city (Belo Horizonte/MG) for the transmission of DENV and ZIKV in 7 days after infection 

(dpi) – initial infection, and 14 dpi – late infection; and describes the kinetics of viral replication 

at the cellular level through the morphological analysis of C6/36 cells. Our results showed that 

the infection patterns of A. aegypti populations are modulated according to the flavivirus 

studied, with no similarity between vector competence and viral load. Regarding DENV 

infection, depending on the analyzed population, vector competence may decrease, increase or 

remain the same from 7 to 14 dpi. For ZIKV, it increases or remains the same. During the course 

of infection, ZIKV tends to accumulate in the salivary glands of vectors, while for DENV, the 

accumulation of viral particles does not have a pattern, varying according to the population 

studied. Although DENV and ZIKV belong to the same viral family and are structurally similar, 

we observed differences in their infection profiles in cells of the C6/36 lineage. In the later 

period of DENV infection, we observed an intensification of the cytopathic effects, with 

reduction of actin filaments, formation of cell groups, and destruction of the monolayer. For 

ZIKV infection, we noticed the presence of numerous multinucleated cells. Thus, we found that 

the differences in the cytopathic effects vary according to the pathogen studied and the post-

infection time. 

Key-words: Aedes aegypti, dengue, Zika, viral infection, arbovirus, vector competence, viral 

load, cells, C6/36. 
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1 INTRODUÇÃO  

As doenças negligenciadas afetam mais de um bilhão de pessoas por todo o mundo 

e geram um gasto econômico maior que um bilhão de dólares anualmente (WHO, 2021). 

Apesar de terem recebido um maior reconhecimento na última década, o número de óbitos 

ainda é alarmante (MOLYNEUX, 2013; WHO, 2021). Dengue e Zika são doenças virais 

que fazem parte desse grupo, são transmitidas por mosquitos vetores e possuem alta 

incidência em países tropicais como o Brasil (CARNEIRO, TRAVASSOS, 2016; WHO, 

2021).  

Apesar da importância médica e econômica das doenças dengue e Zika, muitos 

aspectos do ciclo de vida dos vírus (agentes etiológicos) nos mosquitos (hospedeiro 

invertebrado) continuam sem respostas. Nesse sentido, com o propósito de trazer 

informações com potencial de auxiliar nas estratégias de combate aos vírus e 

consequentemente reduzir os casos de ambas as doenças, propomos um estudo detalhado 

sobre a competência vetorial do Aedes aegypti, principal mosquito transmissor dos vírus 

dengue (DENV) e Zika (ZIKV) no Brasil, além da análise da cinética da infecção em 

nível celular utilizando-se células de cultura derivadas de vetor. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 DENV e ZIKV 

Flaviviridae é uma família viral de grande importância para a saúde pública que 

compreende os gêneros Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus (SHOPE, MEEGAN, 1997; 

KUNO et al., 1998). Flavivirus, à qual pertence o DENV e o ZIKV, inclui mais de 70 

tipos de vírus, a maioria sendo classificada como arbovírus devido à participação de um 

vetor artrópode no ciclo de transmissão (SHOPE, MEEGAN, 1997). DENV e ZIKV são 

os Flavivirus de maior importância médica, pois inúmeros casos de dengue e febre do 

Zika são registrados mundialmente a cada ano (LINDEBACH; RICE, 2007). 

O DENV é um vírus de RNA, com orientação positiva, e envelopada. Ele 

apresenta um complexo formado por quatro sorotipos distintos, que são DENV-1, DENV-

2, DENV-3 e DENV-4. Todos os sorotipos podem ser encontrados em uma mesma região, 

o que aumenta o risco de múltiplas infecções, uma vez em que não há resposta imune 

cruzada entre os sorotipos (TAUIL, 2001; BENNET et al., 2002; LINDEBACH e RICE 

2007; GONÇALVES et al., 2014). A dengue, resultante das infecções pelo DENV, possui 
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incidência mundial, com maior prevalência em regiões tropicais e subtropicais. Seus 

aspectos clínicos são caracterizados por sintomas que englobam estágio febril agudo, dor 

de cabeça, artralgia (dor nas articulações), mialgia (dor muscular), vermelhidão cutânea 

e dor retro-orbitária (dor nos olhos), podendo evoluir para a forma clínica severa, que por 

sua vez pode levar à morte (CDC 2021; WHO, 2021). Estima-se que mais de 390 milhões 

de casos sejam reportados anualmente. Em 2021 mais de um milhão de casos foram 

reportados apenas nas Américas. 

No Brasil, acredita-se que os primeiros relatos de dengue ocorreram em meados 

do século XIX e início do século XX. Entretanto, a circulação do DENV só foi 

laboratorialmente confirmada em 1982, com o isolamento dos sorotipos DENV-1 e 

DENV-4, em Roraima. Posteriormente, no Rio de Janeiro foi isolado sorotipo DENV-2 

e o primeiro registro de dengue hemorrágica. No ano de 2003, ainda no Rio de Janeiro, 

houve o isolamento do sorotipo DENV-3. Desde sua introdução no Brasil, a dispersão 

dos sorotipos do DENV ocorreu de forma rápida, causando epidemias em diversas regiões 

(IOC, 2020). 

Similarmente ao DENV, o ZIKV é um vírus de RNA de senso positivo, 

envelopado. Ele possui duas linhagens principais que se diversificaram em novas 

sublinhagens, sendo a primeira originária do continente Africano e a outra do continente 

Asiático. Essa última é a responsável pela atual expansão viral pelo mundo (FAYE et al., 

2014; BOYER et al., 2018). As manifestações clínicas da infecção por ZIKV incluem 

sintomas como febre, artralgia, vermelhidão cutânea, mialgia e dores de cabeça. Contudo, 

complicações mais severas como microcefalia e síndrome de Guillain-Barré podem ser 

desenvolvidas em decorrência da infecção (CDC 2019; WEAVER et al., 2016; WHO, 

2019).   

O primeiro isolamento do ZIKV foi realizado a partir do soro coletado de primatas 

não humanos, em 1947, na floresta Zika em Uganda. A identificação viral pioneira em 

vetores ocorreu em 1948, no qual ZIKV foi isolado a partir de indivíduos da espécie Aedes 

africanus. Por fim, o primeiro caso de infecção em humanos ocorreu em 1954, 

confirmado a partir da análise do soro de uma pessoa em estado febril (DUFFY et al., 

2009). O primeiro registro de casos fora das regiões africana e asiática ocorreu em 2007, 

na Micronésia (DUFFY et al., 2009). Entre 2007 e 2013, não houve novos registros de 

infecção pelo ZIKV. O vírus reemergiu em 2013 e se disseminou rapidamente pela região 

das Américas, causando um surto de grande magnitude no Brasil em 2015. Há casos de 
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Zika reportados em mais de 80 países, e no período entre 2015-2018 mais de 800 mil 

casos foram notificados nas Américas (PAHO, 2019; CDC, 2019; WHO, 2021).   

A principal forma de transmissão de DENV e ZIKV ocorre através da picada de 

fêmeas de A. aegypti infectadas. No Brasil, este é o principal vetor urbano e o Aedes 

albopictus é considerado vetor secundário (WONG et al., 2013; GUERBOIS et al., 2016; 

FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016; AZAR et al., 2017; SMARTT et al., 2017). O ciclo 

de transmissão de viral se inicia quando fêmeas de A. aegypti realizam o repasto 

sanguíneo em um indivíduo infectado. Uma vez dentro do vetor, o vírus multiplica-se no 

intestino médio (IM), dissemina-se para órgãos secundários, e alcança a glândula salivar 

(GS), podendo ser transmitido em um próximo repasto sanguíneo (figura 1) (Guzman et 

al., 2016). Uma vez infectada, a fêmea é capaz de transmitir o vírus por toda sua vida. 

Figura 1: Ciclo de transmissão DENV e ZIKV.  

 

Fonte: Adaptado de Guzman et al., (2016).  

Além da aquisição viral por meio do repasto sanguíneo, existem outras vias pelas 

quais os arbovírus circulam e se mantêm em populações vetoriais. Os mecanismos 

reconhecidos até o presente momento são: transmissão vertical (TV), que pode ocorrer 

por transmissão transovariana (TTO) e/ou transmissão Trans-Egg; e a transmissão 

venérea (LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014). A TV consiste na transmissão de um 
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arbovírus de uma fêmea infectada à sua prole, independente do mecanismo. TTO ocorre 

quando o vírus é capaz de infectar os tecidos do ovário da fêmea e a transmissão Trans-

Egg ocorre no momento da oviposição dos ovos já fertilizados (BOYER et al., 2018; 

LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014). Por fim, a transmissão venérea ocorre quando um 

macho proveniente de uma prole de uma fêmea infectada transmite o vírus 

horizontalmente a outra fêmea no momento da cópula (BOYER et al., 2018; LEQUIME; 

LAMBRECHTS, 2014). 

A mitigação de arboviroses consiste principalmente em estratégias direcionadas 

para o controle da população de mosquitos vetores, o que engloba o uso de inseticidas, 

controle e remoção de criadouros artificiais, e uso de telas protetoras em residências 

(ZARA et al., 2016; BEATY et al., 2010). Entretanto, a circulação de DENV e ZIKV 

continua ocorrendo e, nos frequentes episódios de surto, sobrecarregam as autoridades 

públicas. Com isto, atenta-se para a expansão do conhecimento sobre a interação 

arbovirus-vetor, visando o desenvolvimento de novos métodos de controle de arboviroses 

para complementar as estratégias já estabelecidas. A descoberta de intervenções que 

reduzam ou interrompam o ciclo viral no vetor seria um passo importante pois 

influenciaria diretamente a competência vetorial, assim contribuindo para a redução de 

casos de dengue e Zika (FRANZ et al., 2015).  

2.2 Vetor urbano 

No Brasil, estudos de isolamento viral realizados em indivíduos de laboratório e 

coletados em campo apontam o mosquito A. aegypti como principal vetor urbano de 

dengue e Zika. Assim como todas as outras espécies de mosquitos (Diptera, Culicidae), 

os A. aegypti são insetos holometábolos por apresentarem formas imaturas morfológica 

e biologicamente distintas da adulta. Seu ciclo de vida passa pelas fases de ovo, larva (4 

estádios ou instares), pupa e adulto em um período de 8 a 10 dias (Figura 2) 

(MARCONDES, 2001). Assim que os mosquitos adultos emergem, eles permanecem em 

repouso sobre a água para fortalecimento de seu exoesqueleto, e, após um período de 24 

horas (h), já se encontram aptos para se alimentarem e reproduzirem (MARCONDES, 

2001; TAVEIRA et al., 2001).  
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Figura 2: Estágios do ciclo de vida do Aedes aegypti. 

 

Fonte: Adaptado de Fiocruz (2019) e CDC (2020).  

Fêmeas e machos de A. aegypti são morfologicamente distintos. A diferenciação 

entre os sexos pode ser realizada analisando características morfológicas, como por 

exemplo, aparato bucal e antenas. As fêmeas possuem hábitos hematófagos 

primariamente antropofílicos, e a ingestão de sangue é fundamental para a maturação dos 

ovários. Por ingerir sangue, a fêmea possui aparelho bucal picador-sugador, necessário 

para a realização de repasto sanguíneo, enquanto os machos, que não se alimentam de 

sangue, possuem aparelho sugador, ideal para alimentação de néctar de plantas e frutas. 

Quanto às antenas, os machos possuem mais pelos em sua distribuição, conferindo um 

aspecto plumoso, enquanto as fêmeas apresentam antenas de aspecto piloso (Figura 3) 

(MARCONDES, 2001).  
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Figura 3: Morfologia da cabeça de Aedes aegypti – (A) fêmea; (B) macho. 

 

 

Fonte: Adaptado de Eiras (2005). 

O A. aegypti apresenta distribuição mundial (Figura 4), colonizando 

principalmente países de clima tropical, onde sua presença coincide diretamente com 

áreas de transmissão de dengue e Zika (MARCONDES, 2001; WHO, 2021). A espécie 

apresenta hábitos diurnos e tem preferência por ambientes domiciliares, sendo 

intimamente relacionado ao ser humano (MARCONDES, 2001). A manutenção de seu 

ciclo de vida depende diretamente de fatores ambientais. Condições como qualidade da 

água de criadouros impactam na sobrevida das larvas e proliferação de adultos 

(MARCONDES, 2001). 

Figura 4: Distribuição geográfica de Aedes aegypti e Aedes albopictus, principais vetores 

de dengue e Zika.  

 

Fonte: Houé et al. (2019). 
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A cópula pode ocorrer em locais isolados, quando há apenas um casal para realizar 

o acasalamento, ou em formação de enxames, onde há vários casais em áreas externas 

extensas. Após o acasalamento, as fêmeas armazenam os espermatozóides em 

espermatecas, onde o óvulo será fecundado somente em seu momento de passagem pelo 

oviduto (MARCONDES, 2001).  A oviposição ocorre dentro de duas horas a partir do 

pôr do sol ou após o seu nascer (MARCONDES, 2001). Cada fêmea é capaz de ovipor 

até 200 ovos de até 1mm de comprimento. A partir do momento em que são depositados 

isoladamente em criadouros, passam por embriogênese, e após um período sua casca sofre 

alteração de cor e se tornam resistentes à dessecação. Os ovos são de diapausa facultativa, 

eclodindo rapidamente em contato com a água, mas permanecem viáveis enquanto 

passam por períodos de dessecação (MARCONDES, 2001). 

Os locais de oviposição de A. aegypti são as paredes de qualquer material capaz 

de armazenar água e fonte de matéria orgânica. Os criadouros artificiais podem ser 

garrafas, pneus, latas, vasos de planta, caixas d’água. Porém, estes indivíduos apresentam 

adaptabilidade para se estabelecerem em outros locais como bromélias e esgoto a céu 

aberto de centros urbanos (BESERRA et al., 2009; MARCONDES, 2001). 

Após a embriogênese dos ovos e sua maturação, as larvas rompem sua casca e 

saem para o meio aquático. Elas possuem o corpo alongado e de coloração esbranquiçada. 

O tempo do crescimento larval e o desenvolvimento de seus quatro estádios são 

condicionados por condições de seus criadouros, que devem oferecer bom suprimento 

alimentar e condições climáticas favoráveis para que elas cheguem à forma adulta 

(MARCONDES, 2001). 

A longevidade dos adultos depende de fatores genéticos, das condições ambientais 

às quais estão expostos, da nutrição enquanto larvas e presença ou não de predadores 

naturais. Condições ambientais como umidade e temperatura elevadas tornam os adultos 

mais ativos, sendo essa última também um fator que estimula o repasto sanguíneo das 

fêmeas (TAVEIRA et al., 2001).  

Normalmente, machos possuem uma sobrevida de poucos dias, enquanto fêmeas 

apresentam uma maior longevidade para que possam se reproduzir, havendo registros de 

fêmeas que sobreviveram por até 100 dias (MARCONDES, 2001). Ao longo do seu 

período de vida, as fêmeas são capazes de realizar diversas alimentações sanguíneas ao 

decorrer do dia, até estarem completamente ingurgitadas, o que aumenta 
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consideravelmente as chances de aquisição e transmissão de patógenos (TAVEIRA et al., 

2001).   

2.3 Estrutura viral 

Os Flavivirus, como o DENV e o ZIKV, são pequenas partículas virais (≈50 nm) 

cobertas por um envelope proteico de arranjo icosaédrico (Figura 5A - B). Seu material 

genético consiste em uma fita simples de RNA de orientação positiva, de 11kb, com 

regiões não codificantes nas extremidades 5ˈe 3ˈ, protegida por um capsídeo 

(LINDEBACH; THIEL; RICE., 2007; PIERSON, DIAMOND, 2012; PIERSON, 

KIELIAN, 2013). O material genético codifica uma proteína que posteriormente é clivada 

em três novas proteínas estruturais: as glicoproteínas do capsídeo (C), de membrana (M) 

e do envelope (E); e sete proteínas não estruturais (PNS) (Figura 6) [NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5] (LINDEBACH; THIEL; RICE, 2007; PIERSON, 

DIAMOND, 2012; PIERSON, KIELIAN, 2013). 

Figura 5: Estrutura viral – (A) Representação esquemática do envelope proteico viral; 

(B) Ilustração esquemática da disposição das proteínas estruturais. 
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Fonte: Adaptado de Viral Zone (2018) e de UNC Health and UNC School of Medicine (2018).  

Figura 6: Estrutura do genoma dos Flavivirus. 

 

 

Fonte: A autora (2021).  

A glicoproteína C é primariamente responsável pela estruturação do capsídeo, e a 

glicoproteína M atua na formação da membrana glicoprotéica viral. As partículas virais 

imaturas apresentam uma proteína precursora de membrana (prM), a qual na medida em 

que ocorre a maturação de novas partículas virais dentro da via secretora, o ambiente 
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ácido provoca mudanças conformacionais na prM, originando a glicoproteína M madura 

(LINDEBACH; THIEL; RICE., 2007).  

A proteína do envelope (E) medeia a ligação do vírus às células e a fusão de 

membranas. Ela é composta por três domínios: domínio I ou central, responsável por 

conectar os demais domínios; domínio II, responsável pela dimerização e por apresentar 

o peptídeo de fusão; e o domínio III, região que interage com os receptores celulares 

(LINDEBACH; THIEL; RICE, 2007).  

As PNS estão envolvidas em processos de replicação (NS1, NS2, NS4), síntese 

do RNA viral (NS5), evasão da resposta imune (NS2, NS4, NS5), atividade proteolítica 

(NS3) e montagem de partículas virais maduras (NS1). A NS1 é uma proteína altamente 

conservada entre os Flavivirus que participa da formação do complexo replicativo. Ela 

também está envolvida na evasão da resposta imune. Quando encontrada associada a 

regiões do retículo endoplasmático (RE), pode ser transportada para outros domínios 

celulares, ou para a via secretora. NS2A e NS2B são proteínas transmembrana 

relacionadas à montagem e replicação viral no RE. Acredita-se que também estejam 

relacionadas à permeabilização de membranas, disseminação viral no hospedeiro 

invertebrado e à inibição do sistema imune. Já a NS3, uma das maiores proteínas 

codificadas pelo genoma viral, possui dois domínios. O primeiro interage com a NS2B, 

formando um complexo proteolítico que cliva as proteínas virais; e o segundo possui 

atividade de helicase, estando envolvido no processo de replicação viral. A NS4A e a 

NS4B atuam no processo de replicação viral, estabilizando RNAs de fita dupla e 

realizando mudanças conformacionais na membrana do RE. Elas modulam a resposta 

imune, inibindo a via de sinalização JAK/STAT. Por fim, a NS5 possui um domínio C-

terminal com atividade de polimerase, sendo responsável pela replicação do RNA viral; 

e um domínio N-terminal com atividade de metiltransferase, a qual sintetiza o Cap 

localizado na porção 5ˈ do genoma viral. A presença do Cap mimetiza o RNA do 

hospedeiro, auxiliando as partículas virais a escaparem da resposta imunológica. 

(LINDEBACH; THIEL; RICE., 2006; SILVA, 2019). 

2.4 Ciclo viral  

O ciclo viral é dependente de mecanismos celulares intrínsecos do hospedeiro. As 

partículas virais provenientes de um repasto sanguíneo infectante devem invadir as 

células, replicarem-se e disseminarem-se no interior do vetor. A entrada dos vírus nas 
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células ocorre em três etapas. Na primeira, a partícula viral se encontra aderida à 

membrana plasmática da célula hospedeira. Na segunda etapa, as partículas virais são 

internalizadas por meio de endocitose e, na terceira, a partícula viral penetra no 

citoplasma da célula hospedeira (HASE, SUMMERS, ECKELS, 1988). 

O ciclo de DENV e ZIKV no A. aegypti (Figura 7) inicia-se com a interação entre 

o domínio III da proteína E com os receptores da célula hospedeira. Em seguida, as 

partículas virais penetram nas células do intestino médio por endocitose mediada por 

clatrina. O baixo pH das vesículas endocíticas induz a fusão entre o envelope viral e a 

membrana da vesícula, liberando o nucleocapsídeo no citoplasma (LINDEBACH; 

THIEL; RICE., 2006). O vírus é transportado pela via endocítica passando por 

endossomos iniciais, endossomos tardios e lisossomos. Esse processo envolve a 

participação de microtúbulos e microfilamentos, ocasionando interferências na dinâmica 

do citoesqueleto das células infectadas (LINDEBACH; THIEL; RICE., 2006; MOSSO et 

al., 2008). 

Assim que o nucleocapsídeo chega ao citoplasma da célula hospedeira, ele 

dissocia-se e libera o RNA genômico. Essa liberação ocorre com mais frequência 

próximo ao RE, onde o RNA é traduzido em uma poliproteína viral. A poliproteína é 

clivada por proteases virais e celulares, originando múltiplas proteínas funcionais. As 

proteínas não estruturais estão envolvidas no processo de transcrição do genoma, 

replicação e processamento de proteínas, e os novos RNAs sintetizados interagem com 

as proteínas estruturais, originando novas partículas virais imaturas (LINDEBACH; 

THIEL; RICE., 2006). 

Tais partículas são transportadas para o complexo de Golgi, onde ocorre a 

clivagem da prM, originando a proteína M. Após esse processo, as partículas virais 

tornam-se maduras e finalmente são liberadas pelo sistema de transporte do complexo de 

Golgi, onde se encontram livres para infectar novas células (LINDEBACH; THIEL; RICE., 

2006).  

Figura 7: Ciclo de replicação de Flavivirus em células do mosquito vetor. 
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Fonte: Adaptado de Mukhopadhyay e Kuhn (2005).  

Apesar da importância do entendimento dos mecanismos de entrada dos flavivírus 

nas células dos vetores e início do processo de replicação e disseminação viral, a 

identificação e o papel desempenhado pelos fatores celulares envolvidos nesses processos 

são pouco compreendidos.  

2.5 Competência vetorial 

A Competência vetorial (CV) é definida como a proporção de mosquitos nos quais 

o vírus pode completar seu ciclo de vida, ou seja, é a permissividade intrínseca de um 

vetor para infecção, replicação e transmissão de um patógeno (GONÇALVES et al., 

2014; HARDY et al., 1983). 

A eficácia de uma infecção no mosquito vetor depende do sucesso das seguintes 

etapas consecutivas (Figura 8): a) infecção inicial no intestino médio (IM); b) 

disseminação da infecção no IM; c) disseminação a partir do IM para tecidos secundários; 

c) amplificação viral em outros tecidos fora do IM; d) infecção das glândulas salivares 

(GS) e finalmente; e) transporte viral para os ductos das GS, de onde as partículas virais 

podem ser transmitidas ao hospedeiro vertebrado em um próximo repasto sanguíneo 

(HARDY et al., 1983; FRANZ et al., 2015; BLACK et al., 2002). 
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Figura 8: Etapas de uma infecção por Flavivirus em mosquito vetor. 

 

 

Fonte: Adaptado de Weaver et al. (2021). 

As barreiras naturais do vetor, como a matriz peritrófica, barreira de infecção e 

escape do IM e da GS juntamente com fatores intrínsecos e extrínsecos (abióticos) podem 

influenciar o estabelecimento da infecção arboviral (FRANZ et al., 2015; KRAMER; 

CIOTA, 2015). Os fatores intrínsecos compreendem as respostas imunes do vetor, a 

microbiota e processos celulares, como a autofagia e o estresse oxidativo (HARDY et al., 

1983; FRANZ et al., 2015; GLORIA-SORIA et al., 2017; VILLEGAS et al., 2018). Já os 

fatores extrínsecos englobam as condições ambientais, a longevidade do vetor, sua 

densidade populacional e seu contato com hospedeiros vertebrados. Juntamente com as 

barreiras naturais, ambos fatores modulam a habilidade do vetor de se infectar e 

determinam seu perfil de infecção (HARDY et al., 1983; KRAMER; CIOTA, 2015). 

2.6 Intestino médio: sítio inicial da infecção 

O tubo digestivo do vetor pode ser dividido em três regiões (Figura 9): a) parte 

inicial do trato digestivo ou intestino anterior (foregut), que se estende a partir da boca e 

inclui o esôfago e a faringe; b) parte mediana do trato digestivo ou intestino médio (IM) 

(midgut); e c) parte final do trato digestivo ou intestino posterior (hindgut), que se estende 

a partir do IM até o ânus (DONG et al., 2017; FRANZ et al., 2015). 

Figura 9: Trato digestivo do mosquito Aedes aegypti. 
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Fonte: Adaptado por Paulo Pimenta de Jobling (1987). 

O IM é responsável por quase a totalidade da digestão dos mosquitos e, por sua 

vez, se divide em duas porções, anterior e posterior. A digestão do sangue ocorre na 

porção posterior do IM das fêmeas, onde, devido à presença sanguínea, os núcleos das 

células epiteliais sofrem condensação e as mitocôndrias aumentam de tamanho (HARDY 

et al., 1983; FRANZ et al., 2015). 

Após o repasto sanguíneo infectante, as maiorias das partículas virais penetram e 

infectam as células epiteliais do IM das fêmeas antes da formação uma membrana 

acelular em torno do bolo alimentar, denominada matriz peritrófica (MP) (FRANZ et al., 

2015; BLACK et al., 2002). A MP é formada por quitina e proteínas e tem papel de isolar 

o alimento do epitélio do intestino médio, protegendo-o contra microrganismos. Em A. 

aegypti, a formação da MP ocorre cerca de 4-8 h após o repasto sanguíneo (FRANZ et 

al., 2015; BOLOGNESI, 2005).  

O processo de infecção individual das células epiteliais ocorre através de ligações 

que os arbovírus estabelecem com receptores localizados na membrana celular, com 

subsequente remoção do revestimento viral e penetração na célula (HARDY et al., 1983). 

Após o estabelecimento da infecção, acontece a replicação intracelular do vírus seguida 

pela transcrição e tradução do genoma viral, culminando na maturação dos novos vírus.  

O organismo do mosquito apresenta duas principais barreiras para impedir a 

infecção (FRANZ et al., 2015; BLACK et al., 2002). A primeira, chamada de barreira de 

infecção do IM (MIB), está associada à incapacidade dos vírus de infectar e se disseminar 

nas células epiteliais do IM (Figura 10). Tal fato pode ocorrer por falta de receptores para 

o vírus na superfície celular, ou ausência de permissividade das células à infecção 

(BENNETT et al., 2002). A formação da MP, a resposta imune do vetor, e a interação 
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com a microbiota intestinal contribuem para a MIB (FRANZ et al., 2015; KRAMER; 

CIOTA, 2015).  A segunda barreira é a de escape do intestino médio (MEB), a qual, por 

sua vez, está associada à ineficiência do arbovírus de escapar das células epiteliais do IM 

e infectar outros órgãos (Figura 10) (BLACK et al., 2002).   

Figura 10: Representação esquemática de uma infecção do IM permissiva, da MIB e 

MEB.  

 

 

Fonte: Adaptado de Franz et al. (2015). 

A partir do momento em que o vírus atravessa as barreiras iniciais, ocorre sua 

disseminação para tecidos secundários como corpo gorduroso, tecido nervoso, órgãos 

reprodutivos e GS. Uma vez que a GS é infectada, os vírus podem ser transmitidos a um 

hospedeiro vertebrado em um próximo repasto sanguíneo (HARDY et al., 1983; DONG 

et al., 2017). 

2.7 Glândula salivar  

A glândula salivar (GS) dos mosquitos está diretamente relacionada à transmissão 

de doenças, uma vez que se configura como uma via pela qual o patógeno é capaz de 

deixar o corpo do vetor e se estabelecer em um hospedeiro durante o repasto sanguíneo 

(SNODGRASS, 1959). Ela é um órgão par, localizado no tórax, próximo à região anterior 

do ventrículo dorsal. Cada GS é formada por dois lobos constituído por três lóbulos que 

são divididos em dois laterais e um mediano (Figura 11). Os lobos e os lóbulos são 

conectados ductos que se conectam a um ducto salivar principal (SNODGRASS, 1959). 

Os lóbulos laterais são divididos em regiões distais e proximais. A região proximal 

está envolvida com a secreção de enzimas típicas da alimentação à base de açúcar, 

enquanto a região distal produz enzimas relacionadas ao repasto sanguíneo. Os lóbulos 

medianos não possuem região distal sendo formado somente pelas regiões proximais. A 
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infecção arboviral nas GS normalmente se inicia na região distal dos lóbulos (HARDY et 

al., 1983). 

Figura 11: A glândula (GS) de fêmeas de A. aegypti. 

 

Fonte: Adaptado de Vega-Rua et al., (2015). 

Inicialmente, os arbovírus atravessam a lâmina basal que reveste a GS para 

infectar as células, onde posteriormente atingirão o lúmen, e serão finalmente aptos à 

transmissão durante o próximo repasto sanguíneo (HARDY et al., 1983). A infecção das 

GS, assim como do IM, passa por barreiras contra a infecção e disseminação viral. A 

barreira de infecção da glândula salivar (SIB) previne a ocorrência de replicação viral e 

infecção dos lobos, enquanto a barreira de escape da glândula salivar (SEB) impede o 

posterior deslocamento viral para o lúmen dos ductos (HARDY et al., 1983).  

Algumas substâncias são injetadas junto com a saliva durante o repasto no 

hospedeiro vertebrado. Estas possuem componentes anti-hemostáticos e capazes de 

aumentar a capacidade de replicação viral. Já as proteínas próprias da saliva exercem 

atividades vasodilatadoras e anticoagulantes, como forma de maximizar a qualidade e 

eficiência do repasto sanguíneo (KRAMER; CIOTA, 2015).  

Como visto anteriormente, as interações patógeno-vetor refletem diretamente na 

competência vetorial para a transmissão de DENV e ZIKV. Tem sido demonstrado que a 

susceptibilidade do A. aegypti à infecção e transmissão de ambos os arbovírus exibe uma 

variação em indivíduos de populações distintas (GONÇALVES et al., 2014). Unindo isso 

ao fato de que este vetor é altamente adaptado à convivência em áreas urbanas, expondo 

os seres humanos a constantes riscos, é importante determinar o nível de influência da 
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variabilidade entre subpopulações de indivíduos na competência vetorial de A. aegypti 

provenientes de áreas com alta incidência de casos de dengue e Zika.  

Em relação a infecção viral no vetor, após um repasto sanguíneo infectante, o 

intestino médio é o primeiro órgão invadido pelo patógeno. Para prosseguir com a 

invasão, o vírus precisa escapar da MIB e MEB do IM, a fim de se disseminar até a 

hemocele e alcançar os órgãos secundários, como a GS. Esta desempenha um papel 

fundamental na competência vetorial, uma vez que está diretamente envolvida na 

transmissão do vírus ao hospedeiro vertebrado.  

Por fim, conhecer a estrutura e morfologia celular e possíveis alterações 

decorrentes da infecção torna-se crucial para uma melhor compreensão das interações 

vetor-patógeno. Dados obtidos a partir deste estudo tem potencial de contribuir 

futuramente para o estabelecimento de novas estratégias de redução da circulação de 

Flavivirus como o DENV e o ZIKV em seus hospedeiros invertebrados.  

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar os efeitos da infecção de distintas populações A. aegypti por DENV e ZIKV, 

analisando sua competência vetorial e carga viral nas infecções iniciais e tardias; e 

descrever comparativamente as modificações morfofuncionais resultantes da entrada e 

disseminação de ambos os vírus em infecções in vitro de linhagem celular C6/36. 

2.2 Objetivos específicos 

Quanto à avaliação da competência vetorial em diferentes populações de A. aegypti: 

a) Reconhecer o perfil de infecção por DENV e ZIKV em diferentes populações de 

A. aegypti de Belo Horizonte, uma cidade endêmica; 

b) Determinar as taxas de infecção disseminada e a competência vetorial dessas 

populações de A. aegypti para a transmissão de DENV e ZIKV; 

c) Determinar a carga viral no corpo e na cabeça de A. aegypti durante as infecções 

iniciais (7 dpi) e tardias (14 dpi). 

Quanto à infecção e replicação viral em linhagem celular C6/36: 

a) Analisar comparativamente a cinética da infeção in vitro de células em cultivo 

pelo DENV e ZIKV através da microscopia confocal. 
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b) Identificar e comparar a distribuição intracelular dos dois arbovírus durante o 

processo de infecção. 

c)  Averiguar possíveis alterações no citoesqueleto das células infectadas pelo dois 

arbovírus.  

3 MATERIAIS E METODOLOGIA 

3.1 Avaliação da competência vetorial de diferentes subpopulações de A. aegypti  

3.1.1 Áreas de estudo 

O estudo de competência vetorial foi conduzido na cidade de Belo Horizonte, 

capital de Minas Gerais, região endêmica para as doenças dengue e Zika. A cidade é 

dividida em nove regiões administrativas (Figura 12), que são: Norte, Noroeste, Nordeste, 

Leste, Oeste, Centro-Sul, Venda- Nova, Barreiro e Pampulha (PBH, 2019). Para a 

realização deste estudo comparativo, ovos dos mosquitos foram coletados de cada uma 

das nove regionais supracitadas. 

Figura 12: Regiões administrativas da cidade de Belo Horizonte. 
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Fonte: Adaptado de PBH., (2021). 

3.1.2 Manutenção da colônia de A. aegypti 

Amostras de ovos que são regularmente coletadas em campo pelo Serviço de 

Vigilância do estado com a finalidade de controle dos vetores foram transferidas para o 

insetário do Laboratório de Entomologia Médica do Instituto René Rachou e mantidos 

até atingirem a fase adulta. Após a eclosão dos ovos, as larvas foram alimentadas com 

ração para peixes e as pupas foram transferidas para gaiolas até o nascimento das formas 

adultas. Estas foram mantidas em ambiente controlado, com temperatura de 28ºC, 

umidade relativa do ar de 80%, fotoperíodo de 12 h e alimentadas com solução de glicose 

a 10% (BEPA, 2016).  

3.1.3 Cepa viral e multiplicação viral em células C6/36 

Para os experimentos de infecção experimental com DENV e ZIKV foram 

utilizadas as cepas DENV-2/SPH e ZikaSPH, respectivamente. Ambos os vírus foram 

replicados em células C6/36 (A. albopictus). Estas foram cultivadas em meio Leibowitz 
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(L15) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB), 100 UI/ml de penicilina e 20µg/ml de 

gentamicina em incubadora B.O.D à 28°C.  

3.1.4 Infecção experimental  

Para os experimentos de infecção com DENV e ZIKV, 250 fêmeas de cada 

regional administrativa foram submetidas ao repasto sanguíneo infectante. Foi utilizado 

um sistema artificial de alimentação que simula a temperatura de um hospedeiro 

vertebrado, no qual pequenos recipientes de vidro (alimentadores) são aquecidos por 

banho maria (Figura 13). Cada alimentador foi revestido com parafilme e preenchido com 

uma mistura de 2/3 de sangue de camundongo (Mus musculus) com o plasma previamente 

inativado e 1/3 do sobrenadante de células C6/36 infectadas com DENV e ZIKV de título 

viral 1 x 105 TCID50/mL (vírus recém cultivados).   

Figura 13: Infecção experimental. 

 

Fonte: A autora (2022). 

O tempo de repasto foi de 30min. Ao término do processo de alimentação, as 

fêmeas não alimentadas foram retiradas das gaiolas por aspiração manual. As fêmeas 

ingurgitadas foram mantidas no infectório a 28°C e alimentadas diariamente com solução 

açucarada a 10% por um período de 14 dias após a infecção (dpi) As etapas de infecção 

e manutenção dos mosquitos infectados foram realizadas seguindo normas internacionais 

de segurança e executadas dentro do infectório.  

3.1.5 Dissecção 

Para a análise das taxas de infeção, infecção disseminada e competência vetorial, 

10 fêmeas de cada regional administrativa foram dissecadas nos períodos de 7 e 14dpi. 
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Para isso, as fêmeas foram anestesiadas no freezer (-20°C) por 5 minutos e transferidas 

para uma placa de Petri contendo tampão fosfato-salino (Phosphate-buffered saline – 

PBS) alocada sobre o gelo. As fêmeas foram colocadas em lâminas, e dissecadas com o 

auxílio de um microscópio estereoscópio (Zeiss - Stemi DV4) e estiletes. A dissecção foi 

realizada a partir da separação do corpo e da cabeça contendo as glândulas salivares. As 

amostras obtidas foram estocadas individualmente em tubos de 1,5 mL DNAse/RNAse 

free devidamente identificados e acondicionadas no freezer -70°C. 

3.1.6 Extração de RNA viral 

As amostras foram maceradas em 200µL (microlitros) de PBS com auxílio de 

pistilo plástico e macerador Pellet Pestle® Motor (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, 

Missouri), seguido de centrifugação por 15s (pode colocar 15s e em todos segundos) a 

8.000 rpm. 140µL do sobrenadante foi processado para extração do RNA viral com a 

utilização do QIAamp® Viral RNA mini Kit (Qiagen®, Venlo, Limburgo). Em novos 

tubos, foi adicionado o sobrenadante e 560µL da mistura de tampão AVL+RNA 

carreador. As amostras foram vortexadas por 15seg e incubadas por 10min à temperatura 

ambiente. Adicionou-se 560µL de etanol (96-100%) e as amostras foram vortexadas 

novamente.  

A solução anterior foi transferida para um tubo com coluna de mini spin e 

centrifugadas à 8000 rpm por 1min, descartando o líquido filtrado. Após filtragem de 

todo o conteúdo, as colunas contendo os RNAs foram transferidas para novos tubos 

coletores, adicionando em seguida, 500µL do tampão AW1 e centrifugando novamente 

por 1 min à 8000 rpm.  

O líquido filtrado foi descartado e as colunas foram transferidas a novos tubos 

coletores. Adicionou-se 500µL de tampão AW2, e as colunas foram centrifugadas por 3 

min à 14000 rpm. Os tubos coletores foram descartados e as colunas transferidas para 

tubos do tipo Eppendorf de 1,5mL, devidamente identificados. Em seguida, 60µL de 

tampão AVE foram adicionados a cada tubo, e o material foi centrifugado a 8000 rpm 

durante 1 min para eluição do RNA. 

3.1.7 RT-PCR 

A presença de cópias virais foi detectada por meio de RT-PCR, utilizando o 

equipamento 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems) e kit the TaqMan™ Fast 
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Virus 1-Step (Thermo Fisher Scientific®). Todas as análises foram performadas em 

duplicatas, com curva padrão, controle positivo e negativo. 

3.1.8  Análise estatística 

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 7.0. Testes 

Mann-Whitney foram utilizados para avaliar diferenças significativas em relação à 

mediana de cópias virais obtidas para as diferentes populações. Testes ANOVA Two-

Way e Teste de Tukey foram utilizados para comparar as taxas de IR, DIR e CV em 7dpi 

e 14dpi. A carga viral no corpo e cabeça dos mosquitos foi avaliada utilizando os testes 

Kruskall-Wallis e ANOVA One-Way. Valores onde P<0.05 foram considerados 

significativos.  

3.2 Análise morfofuncional de células C6/36 infectadas  

3.2.1 Cultivo celular e infecção com DENV-2 e ZIKV 

Células C6/36 foram cultivadas em meio L15 contendo 5% de SFB, 100 UI/ml de 

penicilina e 20µg/ml de gentamicina em incubadora B.O.D (do inglês “Biochemical 

Oxygen Demand”) à 28°C até atingirem confluência de 70 - 80%. A monocamada foi 

lavada 2x com PBS, seguida pela adição de meio L15 + antibióticos. Em seguida, os vírus 

(DENV ou ZIKV) foram inoculados à monocamada e incubados por 2h em estufa B.O.D. 

Após, adicionou-se 2% de SFB. A titulação viral foi calculada pelo método TCID50. Em 

5 dpi, alíquotas do sobrenadante celular foram coletadas e a presença viral foi detectada 

por meio de qPCR, conforme descrito anteriormente. 

3.2.2 Cultivo celular em placas de 24 poços 

Células C6/36 naive foram suspensas utilizando tripsina 0,25% e contadas em 

câmara de Neubauer. Posteriormente, 1x105 células foram transferidas para lamínulas 

aderidas ao fundo de placas de 24 poços. As monocamadas foram cultivadas em meio 

L15 com SFB a 5% e 100 UI/ml de penicilina e 20µg/ml de gentamicina em incubadora 

B.O.D à 28°C por 24h. As amostras foram lavadas 2x com PBS 1x, seguido pela adição 

de meio L15 + antibióticos. Para a infecção, foi adicionado 1/3 parte do sobrenadante de 

células infectadas (DENV ou ZIKV) de título viral 1x105 TCID50/mL e 2/3 de meio L15 

+ antibióticos. As células foram mantidas em estufa B.O.D por 2h e após esse período, 
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acrescentou-se 2% de SFB. As células foram mantidas em cultura e coletadas até o sexto 

dia após infecção. 

3.2.3 Imunofluorescência  

As lamínulas contendo as culturas das células C6/36 foram coletadas e fixadas em 

paraformaldeído 4% + tampão Zamboni por 35 minutos. Em seguida, o material foi 

lavado 5 vezes em PBS e tratado 3 vezes em PBST (1% Triton X-100 em PBS) por 20 

minutos. O material foi lavado novamente e incubado overnight com o anticorpo primário 

anti-flavívirus (1:80) (mouse monoclonal D1-4G2-4-15, Merck Millipore). No dia 

seguinte, o material foi lavado em PBST e incubado por 3h com anticorpo secundário 

conjugado com FITC (anti-mouse Alexa fluor 488, 1:200, Thermo-Fisher), seguido de 

nova lavagem e incubação com o marcador de componentes do citoesqueleto por 20 

minutos (Phaloidin - Alexa Fluor 546, 1:100, Thermo Fisher Scientific). Por fim, o 

material foi incubado com marcador nuclear TOPRO-3 (1:1000, Thermo-Fisher) por 30 

minutos e montado em lâminas de microscopia com meio de montagem Mowiol. As 

amostras foram visualizadas, analisadas e fotografadas em microscópio Zeiss LSM 510 

META.  
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4 RESULTADOS 



36 

 

 

 

  



37 

 

 

 

  



38 

 

 

 

 

  



39 

 

 

 

 

  



40 

 

 

 

 

  



41 

 

 

 

 

  



42 

 

 

 

 

  



43 

 

 

 

 

  



44 

 

 

 

 

  



45 

 

 

 

 

  



46 

 

 

 

 

  



47 

 

 

 

 

  



48 

 

 

 

 

  



49 

 

 

 

 

  



50 

 

 

 

 

  



51 

 

 

 

 

  



52 

 

 

 

 

  



53 

 

 

 

 

  



54 

 

 

 

 

  



55 

 

 

 

 

  



56 

 

 

 

 

  



57 

 

 

 

 

  



58 

 

 

 

 

  



59 

 

 

 

4.1 Imunomarcação de células infectadas por DENV e ZIKV  

O processo de infecção por DENV e ZIKV das culturas de células C6/36 foi 

observado e caracterizado através da análise em microscopia confocal. A linhagem das 

células C6/36 é oriunda de larvas do mosquito Aedes albopictus. Elas formam uma 

monocamada que se adere às superfícies aonde são cultivadas, emitem diversos 

prolongamentos (filopódios) assumindo um aspecto estrelado, e apresentam um núcleo 

proeminente arredondado ou ovalado e com nucléolo evidente (Fotomicrografia 1).  

Fotomicrografia 1: Células C6/36 não infectadas – (A) visão da monocamada celular 

por microscopia de luz de campo claro. (B) detalhes dos filopódios (setas) e dos núcleos 

celulares (azul) em microscopia confocal; vermelho: filamentos de actina. 

 

Fonte: A autora (2022).  

Conforme esperado, as características morfológicas das células C6/36 não-

infectadas seguiu o mesmo padrão em todas as replicatas. Após infectarmos essas células, 

tanto DENV quanto ZIKV foram detectados no citoplasma desde o período inicial de 24h 

pós-infecção estando nos tempos tardios presentes no citoplasma celular.  

As características morfológicas das células infectadas pelos dois vírus serão 

descritas separadamente para cada um dos tempos pós-infecção e sempre comparadas 

com os controles, células não infectadas: 

 

1° dia pós-infecção – A monocamada apresentou distribuição homogênea para as 

infecções com ambos os vírus. Para DENV, quase todas as células infectaram-se, e os 

vírus foram observados aderidos à membrana plasmática, e em regiões pontuais do 

5 µm 50 µm 
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citoplasma celular próximas à superfície celular. Em contraste, para ZIKV, os vírus 

ficaram restritos a poucas células, onde distribuíram-se em forma de rede pelo citoplasma 

e acumularam-se principalmente ao redor do núcleo. Não foram observadas alterações 

drásticas e estruturais nas células infectadas em relação às do experimento controle 

(Fotomicrografia 2).  

Fotomicrografia 2: Imunomarcação de células C6/36 no 1° dia pós-infecção – (A) 

células não infectadas. (B) células infectadas por DENV. (C) células infectadas por 

ZIKV. Setas finas: células infectadas; setas cheias: filopódios; verde: vírus; azul: núcleos; 

vermelho: filamentos de actina. 



61 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2022). 

2° dia pós-infecção – Houve um aumento da quantidade de células infectadas para ambas 

as infecções em relação ao período anterior. Nas células infectadas com DENV, as 

partículas virais passaram a distribuir-se na região perinuclear e nos filopódios. 

Visualmente, todas as células se apresentaram infectadas. Algumas células 

multinucleadas e de tamanho destacado em relação à maioria das células da monocamada 

foram detectadas. Para as células infectadas por ZIKV, a marcação viral foi mais intensa 
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em relação ao 1° dia pós infecção, porém a distribuição dos vírus no citoplasma foi similar 

(Fotomicrografia 3).  

Fotomicrografia 3: Imunomarcação de células C6/36 no 2° dia pós-infecção – (A) 

células não infectadas; (B) células infectadas por DENV; (C) células infectadas por 

ZIKV. Setas finas: vírus no citoplasma celular; setas cheias pretas: vírus nos filopódios; 

asteriscos: células multinucleadas; setas cheias brancas: filopódios; verde: vírus; azul: 

núcleos; vermelho: filamentos de actina. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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3° dia pós-infecção – Para DENV, foram detectados agrupamentos celulares ao longo da 

monocamada. As células reduziram as projeções citoplasmáticas, podendo ser atribuído 

um aspecto mais arredondado a elas. As partículas de DENV concentraram-se 

principalmente na região perinuclear. Na infecção pelo ZIKV, foram detectadas inúmeras 

células infectadas de tamanho destacado e multinucleadas exibindo projeções celulares 

(Fotomicrografia 4).  

Fotomicrografia 4: Imunomarcação de células C6/36 no 3° dia pós-infecção – (A) 

células não infectadas; (B) células infectadas por DENV; (C) células infectadas por 

ZIKV. Setas finas: vírus no citoplasma celular; asteriscos: células multinucleadas; setas 

cheias brancas: filopódios; verde: vírus; azul: núcleos; vermelho: filamentos de actina. 
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Fonte: A autora (2022). 

4° dia pós-infecção – Houve um pico de alterações morfológicas causadas pela infecção 

por DENV. A monocamada sofreu perda significativa da confluência, com presença de 

agrupamentos celulares bem definidos, redução de projeções celulares e células soltas no 

sobrenadante celular. As partículas virais concentraram-se próximas à membrana celular. 

Na infecção por ZIKV, células multinucleadas de tamanho destacado foram vistas 

espalhadas pela monocamada. A monocamada apresentou aspecto predominantemente 

homogêneo, com células distribuídas uniformemente. As partículas de ZIKV 
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concentraram-se na região citoplasmática, no interior de estruturas similares a sacos 

(Fotomicrografia 5). 

Fotomicrografia 5: Imunomarcação de células C6/36 no 4° dia pós-infecção – (A) 

células não infectadas; (B) células infectadas por DENV; (C) células infectadas por 

ZIKV. Setas finas: vírus no citoplasma celular; cabeças de seta: agrupamentos celulares; 

asteriscos: células multinucleadas; setas cheias brancas: filopódios; verde: vírus; azul: 

núcleos; vermelho: filamentos de actina. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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5° dia pós-infecção – Para a infecção com DENV, foi observado o aumento do número 

de células desaderidas. As células remanescentes apresentaram-se intensamente 

agrupadas, com aspecto arredondado, e escassas projeções citoplasmáticas. Os vírus 

foram observados espalhados por quase toda a extensão da área citoplasmática. Para 

ZIKV, iniciou-se a formação de agrupamentos celulares. As partículas de ZIKV 

apresentaram distribuição similar em relação aos demais períodos pós-infecção 

(Fotomicrografia 6). 

Fotomicrografia 6: Imunomarcação de células C6/36 no 5° pós-infecção – (A) células 

não infectadas; (B) células infectadas por DENV; (C) células infectadas por ZIKV. Setas 

finas: vírus no citoplasma celular; cabeças de seta: agrupamentos celulares; setas cheias 
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brancas: filopódios; verde: vírus; azul: núcleos; vermelho: filamentos de actina.

 

Fonte: A autora (2022). 

6° dia pós-infecção – Na infecção por DENV, houve uma intensa perturbação da 

monocamada celular, onde poucas células foram encontradas aderidas. Estas são 

arredondadas, multinucleadas e agrupadas. Partículas virais concentraram-se no 

citoplasma celular. Para ZIKV, os vírus distribuíram-se ao longo de todo citoplasma 

celular. Agrupamentos celulares pouco delimitados, e células grandes com projeções 

citoplasmáticas também foram observados (Fotomicrografia 7).  
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* 

Fotomicrografia 7: Imunomarcação de células C6/36 no 6° dia pós-infecção – (A) 

células não infectadas; (B) células infectadas por DENV; (C) células infectadas por 

ZIKV. Setas finas: vírus no citoplasma celular; cabeças de seta: agrupamentos celulares; 

asteriscos: células multinucleadas; setas cheias brancas: filopódios; verde: vírus; azul: 

núcleos; vermelho: filamentos de actina.  

 

Fonte: A autora (2022). 
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DISCUSSÃO 

 A linhagem C6/36 (ATCC CRL-1660) oriundas de larvas de A. albopictus, 

utilizada no presente estudo, é a mais usada em pesquisas sobre a biologia e virologia de 

insetos. Devido a sua alta permissividade à infecção por arbovírus e fácil manutenção, ela 

é muitas vezes escolhida para experimentos que necessitam da replicação viral para 

posterior infecção de mosquitos (WALKER et al., 2014). Nós utilizamos as células C6/36 

neste estudo com um propósito diferente, buscando por um modelo in vitro que pudesse 

evidenciar particularidades das infecções causadas por DENV e ZIKV. A uniformidade 

comportamental das células C6/36 vista durante o cultivo celular foi importante para 

garantir maior confiabilidade aos nossos resultados. 

As diferenças observadas entre DENV e ZIKV quanto ao padrão de distribuição 

viral pelo citoplasma celular e as alterações morfológicas geradas nas células da linhagem 

C6/36  de 24h a 144h - de 1 a 6 dias pós-infecção sugerem que, mesmo sendo 

estruturalmente similares, esses vírus podem apresentar diferenças relacionadas ao 

recrutamento de moléculas da células hospedeira para seguir com a replicação, ou 

desencadear distintas respostas celulares, como estresse oxidativo, resposta a proteína 

mal enovelada e apoptose. Indicativos destes achados, estudos prévios mostraram que 

DENV e ZIKV produzem efeitos diferentes nas células que infectam (BRAULT et al., 

2016; MINER e DIAMOND, 2017). O padrão de infecção e disseminação no corpo do 

vetor também difere entre DENV e ZIKV (CHAVES et al., 2018; RODRIGUES et al., 

2021), sugerindo que o tropismo, os efeitos metabólicos da infecção, e as respostas 

antivirais desencadeadas pelo DENV tenham uma variação considerável em relação aos 

do ZIKV. Adicionalmente, como o DENV foi detectado na maioria das células desde o 

primeiro dia pós infecção, enquanto ZIKV infectou apenas poucas células nesse mesmo 

período, é possível inferir que o tempo necessário para a invasão celular difere entre os 

vírus. Isso indica que as células C6/36 são mais resistentes à infecção pelo ZIKV do que 

pelo DENV nos períodos iniciais de contato com o vírus.  

Não podemos afirmar que a distribuição viral e/ou as modificações estruturais 

oriundas das infecções para DENV e ZIKV seguirão o mesmo padrão em linhagens 

celulares diferentes da C6/36. Diversas linhagens celulares de insetos, tais como a Aag2 

(originária de larvas de A. aegypti) além da C6/36 (originária de larvas de A. albopictus), 

são utilizadas para o isolamento, detecção e propagação de diversos arbovírus (WALKER 

et al., 2014). Porém, a origem das células hospedeiras influenciam a eficiência de 
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replicação dos arbovírus em culturas de células (GUERRERO; BELLO, 2019), pois os 

vírus possuem tropismos por diferentes tecidos e encontram diferentes resistências à 

invasão e replicação viral (DIAMOND, 2017). Além disso, diversos fatores como a cepa 

e o sorotipo do vírus, e a afinidade viral aos receptores de membrana também tem 

potencial de interferir nos efeitos das infecções.  

As células C6/36 apresentaram partículas virais de DENV e ZIKV no citoplasma 

desde o primeiro dia pós-infecção, assim como demonstrado por Offerdahl et al., (2017), 

Barreto-Vieira et al., (2017) e Junjohn et al., (2014). Isso indica que, em menos de 24h, 

os vírus ligam-se aos receptores de membrana, as partículas virais penetram nas células 

por endocitose mediada por clatrina (MOSSO et al., 2008), e o ambiente ácido das 

vesículas endocíticas leva à fusão entre as membranas, liberando o material genético no 

citoplasma, próximo ao RE, onde ocorrerá a replicação e montagem de novas partículas 

virais (MOSSO et al., 2008). 

A presença de partículas virais em estruturas em forma de sacos no citoplasma em 

alguns períodos pós-infecção; nos filopódios das células e conectadas à membrana celular 

em outros, indica que etapas específicas do ciclo viral podem predominar em 

determinados períodos. Durante a infecção, proteínas virais modificam a membrana do 

RE, formando vesículas conectadas ao citosol (MOSSO et al., 2008; WELSCH et al., 

2009). As partículas virais acumulam-se nas cisternas do RE e são transportadas em 

vesículas secretoras para o complexo de Golgi (MOSSO et al., 2008; WELSCH et al., 

2009). Neste estudo, observamos um aumento do número de células positivas para a 

infecção, com intensa marcação de partículas virais em ambiente citoplasmático, 

possivelmente em regiões do complexo de replicação viral (RE + aparelho de Golgi); e 

partículas virais na superfície das células e filopódios, momento que provavelmente 

antecede a saída dos vírus das células hospedeiras em direção ao meio externo. Estes 

resultados corroboram os dados a respeito do ciclo de vida dos arbovírus, e indicam um 

aumento na replicação e disseminação viral.  

De acordo com Zhang e colaboradores (2016), os filopódios são essenciais para 

infecção inicial e disseminação da infecção para células adjacentes, além de serem 

extremamente importantes para a migração e comunicação celular. A presença de 

partículas de DENV nos filopódios celulares pode ser associada à utilização dessas 

estruturas como pontes de conexão e disseminação de partículas virais para células 
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vizinhas, maximizando, assim, o processo de infecção, conforme descrito na literatura 

(CORREA; GÓMEZ, 2010).  

Os flavivírus interagem diretamente com o citoesqueleto para realizar processos 

como entrada, transporte entre vesículas, montagem de novas partículas virais e egresso 

celular.  Como a estruturação do citoesqueleto é o principal fator que define a morfologia 

das células, isso justifica a redução dos filopódios e o arredondamento das células 

infectadas por DENV em alguns períodos pós-infecção. Arredondamento celular também 

foi observado como efeito citopático após a infecção viral em outros estudos 

(FIGUEIREDO, 1989; WELSCH et al., 2009; BARRETO-VEIRA et al., 2017; 

GUERRERO e BELLO, 2019; CHENG et al., 2021). Os filamentos de actina são de 

extrema importância para a infecção, pois influenciam a distribuição de receptores de 

membrana responsáveis pela adesão viral inicial (WALSH e NAGHAVI, 2019). Estudos 

prévios mostraram que a perturbação do citoesqueleto de actina reduz a entrada de 

partículas de DENV-2 nas células e inibe a montagem e maturação da progênie viral 

(ZHANG et al., 2019; OROZCO-GARCÍA, TRUJILLO-CORREA, GALLEGO-

GÓMEZ, 2016), reforçando a importância da interação dos flavivírus com os 

componentes do citoesqueleto durante o processo de replicação.  

Os agrupamentos celulares vistos com frequência nas infecções por DENV 

provavelmente são reflexo de eventos de morte celular e aderência de membranas 

causadas pela invasão viral. Geralmente, o efeito citopático em C6/36 inicia-se com a 

citólise de algumas células e evolui gradualmente, levando ao aparecimento de grupos 

celulares e de grandes massas sinciciais (FIGUEIREDO, 1990). Similarmente, Summers 

e colaboradores (1989) e Randolph e Stollar (1990), observaram formação inicial de 

agrupamentos celulares após a infecção por DENV, ambos em resposta à replicação viral 

ativa. Entretanto, em contraste às células infectadas pelo DENV, tal efeito não foi 

observado para a infecção por ZIKV.  

As células gigantes binucleadas observadas nas monocamadas de C6/36 

infectadas por DENV e ZIKV podem corresponder a sincícios. Um dos efeitos citopáticos 

causados pela infecção viral é a formação de sincícios, também chamados de células 

gigantes multinucleadas ou policariocitos (FIGUEIREDO, 1990). O sincício é formado 

pela fusão celular. A fusão entre células infectadas possui diversos níveis de intensidade 

e pode ocorrer por 2 maneiras: a primeira, requer a replicação viral, seguida pela síntese 

e expressão extracelular de proteínas de atividade fusogênica (SUMMERS et al., 1989). 
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O segundo tipo de fusão ocorre logo após a adsorção viral às células hospedeiras, e está 

relacionada a presença da proteína viral fusogênica na superfície celular (BRATT; 

GALLAHER, 1969; SUMMERS et al., 1989). Quando estas proteínas se ligam à 

receptores de membrana de células vizinhas, ocorre a fusão celular, resultando na 

formação do sincício. De acordo com Figueiredo (1989) e Teramoto e colaboradores 

(2019), os sincícios são comumente observados em linhagens celulares infectadas pelo 

DENV. Portanto, as células grandes e multinucleadas vistas nas infecções por DENV e 

ZIKV provavelmente são resultado de fusões entre células infectadas, muito comuns em 

infecções por flavivírus (ABRAO; DA FONSECA, 2016).  

Para DENV, no quarto dia após infecção os efeitos citopáticos são mais 

perceptíveis. Observamos destruição celular com permanência de apenas alguns grupos 

celulares bem definidos. Esse efeito é esperado para a infecção por DENV, visto que a 

formação de agrupamentos celulares pode ser detectada em 48h após a infecção e tendem 

a intensificarem-se nas fases mais adiantadas da infecção (SUMMERS et al., 1989; 

FIGUEIREDO, 1990; ABRAO; DA FONSECA, 2016). No entanto, em relação a 

infecção por ZIKV, o único efeito citopático evidente é a presença de células grandes e 

multinucleadas, indício de que, mesmo em intensidade menor do que a observada durante 

a infecção por DENV, ocorre a fusão entre células infectadas. Não observamos a 

destruição da monocamada, nem a presença de massas celulares definidas. Estudos ainda 

são necessários para investigar o papel e a modulação dos diversos processos celulares 

em resposta à diferentes agentes infecciosos, e seu impacto no perfil da infecção. 

Em relação a infecção por DENV, no quinto dia pós infecção observamos extensa 

destruição da monocamada, com a presença de uma grande massa celular. Assim como 

observado no quarto dia de infecção, as células possuem pouco ou nenhuma projeção de 

membrana, e, apesar da grande quantidade de células mortas, as restantes suportam a 

replicação viral. Esses resultados são consistentes com outros trabalhos que indicam que 

em cinco dias após a infecção, a mortalidade celular e os efeitos citopáticos em células 

C6/36 infectadas por DENV aumentam consideravelmente (QUINTERO-GIL et al., 

2018). Para a infecção por ZIKV, observamos a formação inicial de grupos celulares. 

Apesar disso, não notamos perturbação da confluência da monocamada celular, muito 

menos a presença de células soltas. Com isso supomos que, apesar de aparecer em período 

de infecção tardio e em diferente nível de intensidade, a infecção por ZIKV pode levar ao 

aparecimento de efeitos citopáticos em células C6/36.  
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5. CONCLUSÕES 

 Nossos resultados demonstraram que todas as populações de mosquitos 

apresentaram indivíduos competentes para a transmissão de DENV e ZIKV, o que 

evidencia um alto potencial de surtos epidêmicos na cidade de Belo Horizonte. Houve 

considerável variabilidade nas respostas à infecção entre os A. aegypti para ambos os 

flavivírus, o que provavelmente é um reflexo das diferenças genéticas entre eles. A CV 

aumenta ou não muda em mosquitos infectados com ZIKV ao longo do tempo após a 

infecção, mas aumentou, diminuiu ou permaneceu inalterada em DENV mosquitos 

infectados. A carga viral tendeu a persistir no corpo para ambos os flavivírus, mesmo 

após um longo período pós-infecção. O ZIKV mostrou uma forte tendência de acumular-

se na GS ao longo do tempo pós-infecção em todas as populações, o que não ocorreu para 

DENV. Por fim, os padrões de infecção das populações não foram semelhantes entre as 

infecções por DENV e ZIKV, indicando que, embora ambos sejam flavivírus, os 

mosquitos orquestram diferentes mecanismos de defesa para combatê-los.   

Com relação aos experimentos utilizando a linhagem de células de mosquitos 

C6/36, nossos resultados mostram diferenças nos padrões de infecção de células para a 

infecção por DENV e ZIKV. Isso reforça que esses vírus possuem diferenças importantes 

durante o estabelecimento da infecção e processo de replicação, o que pode ter relação 

com as diferenças encontradas nos padrões de infecção vistos nas análises de CV e carga 

viral de diferentes populações de A. aegypti. No período mais adiantado da infecção por 

DENV, observamos a intensificação dos efeitos citopáticos, com redução dos filamentos 

de actina, formação de grupos celulares, e destruição da monocamada. Para a infecção 

por ZIKV, notamos a presença de inúmeras células multinucleadas, entretanto, não houve 

destruição da monocamada. Com isso, constatamos que os efeitos citopáticos diferem 

entre DENV e ZIKV, e variam com o tempo pós-infecção. Contudo, estudos 

complementares ainda são necessários a fim de investigar o que está por trás dessas 

diferenças e como elas podem influenciar na carga viral e eficiência da infecção.  

A atual falta de vacinas e tratamentos eficazes para a dengue e a febre Zika, e a 

resistência do mosquito às estratégias de controle populacional, como os inseticidas, 

demonstram a necessidade de abordagens adicionais de controle de doenças. A 

variabilidade observada pelos nossos dados aponta para a necessidade de desenvolver 

estratégias de bloqueio de transmissão utilizando mecanismos que funcionem para uma 
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ampla variedade de vetores. Uma vez que a compreensão da interação vírus-vetor é 

fundamental para a controle epidemiológico e redução da circulação do vírus, esses 

achados servem de base para direcionar o desenvolvimento de estratégias de controle para 

combater os surtos de dengue e Zika em regiões endêmicas. Estudos futuros poderiam 

elucidar mais detalhes sobre as interações vírus-vetor e os elementos dessas interações 

que variam entre populações de mosquitos geneticamente heterogêneas. Uma melhor 

compreensão das inter-relações do DENV e ZIKV com seus vetores fornecem uma 

perspectiva valiosa para o desenvolvimento de abordagens eficazes visando o controle de 

ambos os vírus no futuro. 
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