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Pedras no caminho? Guardo todas, um dia construirei um castelo.
(Fernando Pessoa)
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CARVALHO-LEANDRO, Danilo. Analise da imunidade de Aedes aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE) ao virus dengue em populacGes de campo com competéncia vetorial
diferenciada. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal). Departamento de Zoologia,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2011.

RESUMO

Um dos determinantes envolvidos no complexo ciclo de transmissdo da dengue é o
nivel de susceptibilidade do Aedes aegypti ao virus dengue (DENV), ou seja, a competéncia
vetorial, que varia entre populacbes de mosquitos. Identificar moléculas envolvidas na
interacdo mosquito-virus pode auxiliar no conhecimento dos mecanismos envolvidos na
competéncia vetorial, até entdo pouco elucidados. Estudos recentes mostraram a participacao
de certos mecanismos na interacdo mosquito-DENYV, porém, pouco se sabe do real papel
destes na modulacdo da competéncia vetorial em mosquitos de campo ou até da relacdo entre
eles. Mediante isso, objetivamos analisar a expressao de trés moléculas representantes de
diferentes mecanismos de defesa antiviral no Ae. aegypti, em resposta a infeccdo com virus
dengue sorotipo 2 (DENV-2), sendo elas REL1, HOP e Dicer-2, em popula¢des de campo e
de laboratério do mosquito. Para isso, as diferentes linhagens foram artificialmente infectadas
com DENV-2, e tecidos variados foram coletados em diversos momentos apds infeccéo.
Tanto a quantificacdo viral quanto a expressdo das moléculas selecionadas nas amostras
foram realizadas por PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR). Os resultados mostraram
que tanto o padrdo de infeccdo viral quanto a expressdo das moléculas variaram entre as
populacdes de A. aegypti nos diferentes momentos ap6s infeccdo com DENV-2. Os resultados
aqui obtidos poderdo ser bastante relevantes na pesquisa da interacdo vetor-virus e poderdo
auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias de controle da dengue, como na pesquisa

com mosquitos transgénicos.

Palavras-chave: Interacdo mosquito-DENV, Toll, JAK-STAT, RNAI.
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CARVALHO-LEANDRO, Danilo. Analysis of Aedes aegypti’s (DIPTERA: CULICIDAE)
immunity to dengue virus in field populations with differentiated vector competence.
2011. Dissertation (Master of Animal Biology). Zoology Department, Biological Science

Center, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2011.

ABSTRACT

One of the determinants involved in the complex dengue transmission cycle is the
susceptibility level of Aedes aegypti to dengue virus (DENV), i.e., vector competence, which
varies among mosquito populations. The identifications of molecules involved in mosquito-
virus interaction may help in understanding mechanisms involved in vector competence, so
far poorly understood. Recent studies show the involvement of certain mechanisms in DENV-
mosquito interaction. However, little is known about the actual role of such molecules in
modulating vector competence in mosquito field populations or of any relationship among
them. Based on that, we aimed to analyze the expression of three molecules representing
different mechanisms of antiviral defense in Ae. aegypti in response to dengue virus serotype
2 (DENV-2) infection: REL1, HOP and Dicer-2, in field and laboratory mosquito
populations. For this purpose, different strains were artificially infected with DENV-2, and
various tissues were collected at specific moments after infection. The virus quantification
and the expression of selected molecules in the samples were performed by quantitative real
time PCR (qRT-PCR). Results showed that both the kinetics of viral infection as well as the
expression of molecules varied among populations of Ae. aegypti at different time points after
DENV-2 infection. Results obtained here may be quite relevant to the research of virus-vector
interaction, and thus assist in the development of new strategies to control dengue, as well as

in research with transgenic mosquitoes.

Key-words: Mosquito-DENYV interaction, Toll, JAK-STAT, RNA..
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1. INTRODUCAO

1.1 - A doenga

Dengue é uma doenca infecciosa causada por um arbovirus (arthropod-borne virus -
virus que se mantém na natureza devido a propagacéo bioldgica entre vertebrado hospedeiro e
artrépode hemat6fago) que ocorre, principalmente, em &reas tropicais e subtropicais do
mundo (BEATY; MARQUARDT, 1996a; GUZMAN; KOURI, 2003). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) a considera a mais importante arbovirose que afeta 0 homem, pois
apresenta alta taxa de morbidade e uma pequena parcela dos casos clinicos severos pode ser
fatal (HALSTEAD, 2007). A doenca tem como agente etioldgico o Dengue virus (DENV), o
qual apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1; DENV-2; DENV-3 e
DENV-4) que podem causar a doenca

A classificacdo da OMS para os casos de dengue segue trés diferentes categorias a
depender da forma das manifestacdes clinicas, sendo elas a febre ndo diferenciada, febre da
dengue cléssica (DC) e febre hemorragica da dengue (FHD). As manifestacdes clinicas vao
desde um quadro de febre aguda, a sintomas mais severos que podem envolver importantes
quadros de hemorragia a partir do extravasamento plasmatico. Como diversas manifestacGes
clinicas podem aparecer nos quadros de dengue, é importante mencionar que ha hoje um
grande debate sobre essa classificacdo, pois muitos casos clinicos ndo se encaixam nos
critérios estabelecidos pela OMS. Diante disso, 0 diagnostico clinico da dengue esta
constantemente em pauta entre os profissionais da area e € um assunto complexo, devido a
importancia do diagnostico correto no tratamento da doenca. As mortes por dengue estdo
normalmente relacionadas aos casos de FHD e estima-se que de 3-5% das pessoas infectadas
com o DENV desenvolvem a forma clinica severa da doenga com risco de fatalidade
(GUZMAN et al., 2010).

Historicamente, a dengue € uma doencga antiga que foi disseminada mundialmente nos
tropicos durante os séculos XVIII e XIX, quando houve uma grande expansdo da navegagao
industrial e comercial (GUBLER, 2002). Essa expanséo favoreceu a disseminagdo do Aedes
aegypti, o principal mosquito vetor do DENV, para diversas regides do mundo (CONSOLLI,
OLIVEIRA, 1994; GRATZ, 2004; GUBLER, 2002). Os primeiros relatos de epidemias com
quadros clinicos compativeis com dengue classica foram registrados na Filadélfia em 1780
(GUZMAN; KOURI, 2003). Tempos depois, em 1953-1954, em Manila (Filipinas),
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registram-se os primeiros casos de febre hemorragica da dengue, seguido por casos em
Bangkok (Tailandia) e Malasia em 1958, e Vietnd em 1960 (GUBLER, 2002). Diversos
fatores podem ser identificados como razdes para a emergéncia global da dengue como
problema de Saude Publica. Dentre eles podemos citar a reinfestacdo dos trépicos das
Américas pelo mosquito Ae. aegypti (GUZMAN; KOURI, 2003), a circulagdo intensa de
pessoas entre os diversos continentes, o aumento demografico com o crescimento
descontrolado da populacdo mundial (GUBLER, 1997), a falta de medidas eficazes para
controle do mosquito (NEWTON; REITER, 1992; REGIS et al., 2008), o uso inadequado de
reservatorios com agua para consumo humano, o acumulo de materiais descartaveis servindo
como criadouros artificiais para larvas de mosquitos, e a auséncia de uma vacina tetravalente
que confira imunidade aos quatro sorotipos virais (GUBLER, 1997; SILVA et al., 2006).

Em relacdo ao desenvolvimento de uma vacina para a dengue, diversos estudos estao
em andamento usando diferentes estratégias e tecnologias, tais como vacinas baseadas em
virus atenuados, inativados ou quiméricos e vacinas de DNA. Apesar de algumas vacinas
estarem em testes clinicos, diversos estudos e testes ainda precisam ser realizados. Um
exemplo de vacina para a dengue em teste clinico é a quimérica ChimeriVax (estrutura viral
das cepas 17D do virus da febre amarela com genes que expressam proteinas do envelope do
virus dengue), a candidata principal para a fase 3 de teste clinico (eficacia vacinal)
(WEBSTER et al., 2009).

No Brasil, os primeiros relatos de casos de dengue datam de 1846, porém, foi na
segunda metade do século XX que a dengue realmente adquiriu uma grande importancia
epidemioldgica (BRAGA; VALLE, 2007a). Os primeiros casos de dengue confirmados
laboratorialmente ocorreram em Boa Vista (Roraima) em 1981-1982, com o isolamento do
DENV-1 e DENV-4. No periodo, ndo houveram registros significativos envolvendo o DENV-
4 na transmissdo viral pelo pais (OSANAI et al., 1983). Desde 2003, no Brasil circulam os
sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, e mais recentemente foi detectado o0 DENV-4, cujo
registro foi confirmado pelo Ministério da Salde nos Estados de Roraima e Amazonas,
causando imensa preocupacao nas secretarias de satde do pais (BRASIL, 2010).

As acdes de controle da dengue no Brasil séo parte do Programa Nacional de Controle
da Dengue (PNCD), que preconiza atividades de vigilancia entomoldgica e epidemioldgica
(BRASIL, 2002). A vigilancia entomologica pelo programa é realizada pela pesquisa larvaria
para o levantamento de indices de infestacdo predial (IIP) e indice de Breteau (IB) em
residéncias, apesar de alguns estudos mostrarem que outras metodologias de vigilancia

entomoldgica podem ser significativamente mais sensiveis em relacdo a presenca do vetor,
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como a coleta de ovos do mosquito por armadilha de oviposic¢do (ovitrampa) (MEDEIROS et
al., 2011; REGIS et al., 2008). As metodologias de controle sdo calcadas primariamente no
uso de inseticidas quimicos (temefds, cipermetrina, deltametrina e malation) e
alternativamente, inseticidas bioldgicos (Bacillus thuringiensis israelensis — Bti). Através de
um sistema de monitoramento da resisténcia de mosquitos de campo aos inseticidas quimicos,
tem sido demonstrado que a maioria das populacdes de Ae. aegypti monitoradas esta
resistente, sobretudo ao temefos (BRAGA; VALLE, 2007b; MELO-SANTOS et al., 2010), o
que representa um grave problema para o controle do vetor baseado em compostos quimicos.
Como alternativa, 0 uso de inseticidas quimicos foi substituido pelo uso de inseticidas
biolégicos a base de Bti em alguns locais onde a resisténcia aos quimicos foi detectada
(BRAGA; VALLE, 2007b; MELO-SANTOS et al., 2010). No entanto, mais recentemente, o
diflubenzuron (inibidor de sintese de quitina) foi adotado pelo Ministério da Salde para

controle de larvas de Ae. aegypti no pais (BRASIL, 2009).

1.2 - O vetor

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 (Figura 1-A), é um diptero
pertencente & familia Culicidae e sub-familia Culicinae (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). E a
espécie mais importante nos registros epidemioldgicos da febre amarela urbana e dos quatro
sorotipos do virus da dengue (FORATTINI, 2002; LOZOVEL, 2001). A espécie é encontrada
nas regides tropicais e sub-tropicais do globo (CLEMENTS, 1992; FORATTINI, 1962), e
possui um ciclo de desenvolvimento com duracdo média de 14 dias, com quatro estagios bem
definidos: ovo, larva com 4 estadios (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Figura 1-C ). Seus ovos
(Figura 1-B), podem sobreviver por varios meses em locais secos, sob condi¢fes ambientais
adversas, devido ao fenémeno de quiescéncia (caracterizado pela interrup¢do do processo de
maturacdo embrionaria devido a reducgdo drastica da umidade relativa). A caracteristica da
quiescéncia apresenta importantes implicaces na dispersdo de mosquitos (BICOUT et al.,
2002; WOODRING et al., 1998), podendo possibilitar sua ressurgéncia em areas previamente
tratadas (CARDOSO JR, 1997).

Estudos demonstram que a capacidade de dispersdo de Ae. aegypti pelo véo pode
atingir até 800 m, principalmente quando a fémea esta em busca de sitios de oviposicao
(HONORIO et al., 2003; MUIR; KAY, 1998; TRPIS et al., 1995; TSUDA et al., 2001), sendo
iISSO  um importante parametro em epidemiologia e programas de controle do vetor, podendo
definir areas de risco para a transmissdo do virus (ORDONEZ-GONZALEZ et al., 2001) e
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direcionamento para intensificacdo das acGes de controle e bloqueio da transmisséo viral.
Entretanto, ha evidéncias de que quando ha fonte de alimentacdo e sitio de oviposicdo
suficientes, fémeas de Ae. aegypti se deslocam por pequenas distancias (50-100m),
mantendo-se restritas as casas onde emergiram ou deslocando-se apenas para casas Vizinhas
(HARRINGTON,; et al., 2005; RUSSELL et al., 2005).

Fase Alada

Adulto

Fase Aquatica

Figura 1. Aedes aegypti: A) Adulto; B) Fémea ovipositando na
lamina d’agua. C) Ciclo de desenvolvimento do mosquito. Fase alada

(adulto) e fase aquatica (ovo, larva e pupa).
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Fatores genéticos sdo 0s responsaveis por conferir caracteristicas adaptativas ao
mosquito, proporcionando-lhe grande plasticidade fenotipica aos diversos ambientes urbanos.
Além disso, variacbes no background genético das populacbes estdo potencialmente
relacionadas com diferentes padrbes de susceptibilidade a patdgenos (competéncia vetorial)
(BENNETT et al., 2002; BLACK et al., 2002; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004;
URDANETA-MARQUEZ; et al., 2008), capacidade vetorial, resisténcia a inseticidas
(MELO-SANTOS et al., 2010), dentre outros. No Brasil, estudos demonstraram grande
variacdo genética nas populacdes analisadas indicando variacbes em nivel local e regional
(AYRES et al., 2004; AYRES et al., 2003). No que se refere as variacdes genéticas com
importancia na competéncia vetorial, alguns estudos revelam que as diferencas genéticas
existentes entre as populacdes fazem com que as taxas de infeccdo por arbovirus variem entre
elas. Esse tipo de variacdo foi observado em infec¢bes por virus dengue e/ou virus da febre
amarela em mosquitos de populacdes brasileiras (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004),
venezuelanas (URDANETA-MARQUEZ; et al., 2008) e mexicanas (BENNETT et al., 2002).

Por ultimo, é importante mencionar outra espécie importante epidemiologicamente na
transmissdo do dengue, o mosquito Aedes albopictus. Diversos estudos comprovam a
susceptibilidade de Ae. albopictus a diferentes arbovirus, entre eles 0 DENV e virus da febre
amarela (LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2003). Surtos de transmissdo de DENV
atribuidos a essa espécie foram registrados apenas em regides do continente asiatico (GRATZ,
2004). No entanto, até o momento essa espécie ndo representa grande importancia
epidemioldgica no Brasil em relacdo a dengue, uma vez gue seu envolvimento na transmissdo
do virus no pais ainda ndo foi relatada (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

1.3- O patogeno

Virus dengue, patdégeno causador de todas as formas em que a dengue pode se
apresentar, pertence ao género Flavivirus, e a familia Flaviviridae (GUBLER; KUNO, 1997;
KINEPE, 2007). Ao considerarmos as diversas variacbes dentro do género Flavivirus
(morfologia viral, organizacdo gendmica, variacdes nas seqiiéncias de nucleotideos e ecologia
viral), esse género é composto por 53 tipos virais, sendo 27 transmitidos por mosquitos, 12
por carrapatos e 0s outros 14, por vetores animais ainda ndo conhecidos (GUBLER, 2007).

Estudos evolutivos dentro desse grupo sdo extremamente complicados devido as
grandes divergéncias nas sequéncias de aminoacidos, requerendo estudos a partir de analises

multigénicas. Alguns estudos teorizam que a evolucdo em Flavivirus estd ligada as suas
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adaptac0es aos hospedeiros invertebrados, diferentemente de outros géneros, como
Alphavirus, onde a evolucdo parece estar mais relacionada as adaptacGes ao hospedeiro
vertebrado (CHEVILLON et al., 2008; COOK; HOLMES, 2006).

Os membros desse género sao altamente diversos geneticamente, e por serem virus de
RNA, exibem uma grande taxa de mutacdo (GUBLER; MARKOFF, 2007). Devido as
diversas mutacfes que ocorrem nos virus de RNA, estes, na maioria das vezes, ndo
constituem um gendtipo Unico e sim um grupo de gendétipos com relagdo muito proxima,
denominado por alguns autores como quasispecies (HOLLAND et al., 1982; KINEPE, 2007).
Essas mutaces ocorrem devido a auséncia de atividade de proofreading da RNA polimerase
viral, atividade esta que tem por funcdo corrigir os erros cometidos pela RNA polimerase
(HOLMES et al., 1999; TWIDDY; HOLMES, 2003). Em virus dengue, além da variabilidade
genética ser decorrente das diversas mutacdes, ela pode ser amplificada/aumentada por
recombinacdo génica, tornando-se outro fator importante e fundamental na diversidade e
variabilidade genética desse virus (HOLMES, 1999; TWIDDY; HOLMES, 2003).

Os quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1; DENV-2; DENV-3; DENV-
4) do virus dengue sdo particulas circulares esféricas, com 50 a 55 nm de diametro,
constituidas por um core de ribonucleoproteinas e por um envelope de lipoproteinas. O
genoma consiste em uma fita simples de RNA positiva, com aproximadamente 11 kilobases
(kb). O RNA viral possui uma Unica fase de leitura (ORF - Open reading frame), a qual
codifica uma poliproteina, que é posteriormente clivada por proteases celulares e serina
proteases, codificada pelo virus em 3 proteinas estruturais (C — capsideo; prM/M —
membrana; E - envelope) e 7 ndo estruturais (NS1; NS2A; NS2B; NS3; NS4A; NS4B; NS5)
(KUHN et al., 2002). As proteinas ndo estruturais tém funcGes diversas, desde processos de
replicacdo a montagem viral (GUBLER, 2007). As extremidades 5’ ¢ 3’ da fita de RNA sdo
compostas por regides ndo codificadoras (RNC5’e RNC3’), com aproximadamente 100 a 400
nucleotideos, respectivamente. Seqiiéncias conservadas e estruturas secundarias de RNA estéo
contidas nessas regides, visando o direcionamento de processos de amplificacdo gendmica,

traducdo e empacotamento viral (GUBLER, 2007).

1.4- Interacdo vetor-patogeno

1.4.1- Tipos de transmissao
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Um grande numero de patdgenos € mantido na natureza por ciclos de desenvolvimento
que envolvem um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado atuando como vetor
(BEATY; MARQUARDT, 1996b). A transmissdo de patdgenos por artropodes vetores se da
por duas formas principais, a mecanica e a biolégica (HIGGS; BEATY, 2004). Na
transmissdo mecanica, 0s artropodes podem carregar 0S microorganismos em suas patas, €
posteriormente transmiti-los a um hospedeiro vertebrado. Na transmissdo bioldgica, o
patogeno infecta o hospedeiro invertebrado e pode reproduzir-se e/ou desenvolver-se em
diferentes estagios, para subsequentemente ser transmitido para o hospedeiro vertebrado
(HIGGS; BEATY, 2004). No caso de culicideos vetores, o0 processo de transmissao bioldgica
de patdgenos ocorre via alimentacdo sanguinea realizada exclusivamente pelas fémeas
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

O periodo compreendido entre a ingestdo do sangue contaminado com o patégeno e
sua transmissdo para outro hospedeiro a partir de uma nova alimentacdo sanguinea é
conhecido por periodo de incubacdo extrinseca (PIE). No caso dos arbovirus, durante esse
periodo o virus infecta as células intestinais do vetor, replica-se e migra para outros 6rgaos
alvos para que a transmissdo ocorra (HALSTEAD, 2008; HIGGS; BEATY, 2004). Dois
principais tipos de transmissdo sdo descritos para os ciclos de infecgdo em culicideos vetores,
a transmissdo vertical e a horizontal (HIGGS; BEATY, 2004). A primeira se da quando o
patégeno é passado da fémea infectada para a prole, podendo ser do tipo transovariana (virus
dentro do ovo) ou transovo (virus na superficie do ovo) (FLORES et al., 2010; HIGGS;
BEATY, 2004; LAMBRECHTS; SCOTT, 2009) (Figura 2-A). A transmissao vertical do tipo
transovariana pode ocorrer quando o virus invade o foliculo embrionario infectando o
embrido, ou podendo ocorrer também durante a oviposi¢do, onde o virus é transmitido para
dentro dos ovos a partir da micrépila (abertura do ovo) no momento em que 0S 0VOS passam
pelo oviduto. A transmissao do tipo transovo, ocorre a partir da infec¢do dos ovos com o virus
no momento da oviposicdo, ficando depositado na superficie do ovo (HIGGS; BEATY,
2004). Ja na transmisséo horizontal, uma fémea néo infectada se infecta em um hospedeiro
previamente infectado por outra fémea infectada pelo virus (Figura 2-B). Outra forma de
transmissdo horizontal é a venérea, quando machos infectados transmitem o virus para a
fémea através de fluidos seminais contaminados (HIGGS; BEATY, 2004) (Figura 2-C).
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Transmissao vertical (Fémea para a prole —machos e fémeas)

K

Trangsovariana Transovo
(virug dentro do ovo) (virus na superficie do ovo)

Transmissio horizontal (Fémeas para fémeas)

Feémea A (infectada) Fémea B (nioinfectada)

Periodo de incubagio . A
exttinseco
—_ A
> =

| o5, 5 27 ]

Transmissao horizontal (Venérea —machos para fémeas)

Macho 2
(verticalmente infectado) 2 Fémea

Figura 2. Esquema da transmissdo vertical e horizontal de arbovirus. A -

Transmissdo vertical (transovariana), B- Transmissdo horizontal (fémea A,
infectada, contamina um hospedeiro vertebrado e fémea B, ndo infectada,
alimenta-se no hospedeiro infectado, infectando-se), C- Transmissdo horizontal
(venérea, via fluido seminal de macho infectando verticalmente a fémea durante
a copula). Fonte: Adaptado de Higgs & Beaty, 2004.

1.4.2- Competéncia Vetorial e Capacidade Vetorial

A competéncia vetorial é definida como a capacidade bioldgica inata do inseto vetor
em transmitir determinado patégeno, sendo, portanto, controlada geneticamente
(BEERNTSEN et al., 2000). Um vetor, quando competente, apds ingerir o patdgeno durante a
alimentacdo sanguinea em um hospedeiro infectado, permite o completo desenvolvimento do
patogeno e, apds alguns dias, € capaz de transmiti-lo para outro hospedeiro (BEATY;
MARQUARDT, 1996b). No caso de vetores incapazes de transmitir o patdgeno apds ingestao
de sangue infectado, hd uma incompatibilidade entre os dois organismos e o desenvolvimento
do patogeno € bloqueado em alguma fase da infeccdo (MARQUARDT, 2004).
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Diversos estudos em mosquitos Ae. aegypti mostram que diferentes linhagens ou
populacOes desse vetor respondem diferentemente as infecgdes virais, apresentando, portanto,
competéncia vetorial diferenciada devido as variagdes no background genético (BENNETT et
al., 2005; BENNETT et al., 2002; BLACK et al., 2002; SALAZAR et al., 2007). O ciclo do
DENV dentro de um mosquito competente envolve uma série de eventos entre 0 virus e o
vetor, e diversas barreiras anatémicas, fisiologicas e moleculares precisam ser vencidas pelo
virus para que este infecte os 6rgdos do vetor parasitado, sendo o aparelho digestivo a
primeira barreira fisica a ser enfrentada quando o patdgeno é ingerido na alimentacéo
sanguinea (ROSOMER, 1996).

Durante o ciclo do arbovirus nos mosquitos, trés importantes barreiras para o
estabelecimento da infeccdo sdo descritas: a barreira de infec¢do do intestino médio (Midgut
Infection Barrier - MIB), a barreira de escape do intestino médio (Midgut Escape Barrier -

MEB) e a barreira de transmissdo (Transmission Barrier - TB) (Figura 3).

Barreira de infeccao do intestino
(Midgut infection barrier — MIB)

Intestino médio posterior

Diverticulo 7" Tibulos de Malpighi
\/ N Tyt / /

Intestino posterior

Intestino médio anterior

Glandulas

: Barreira de escape do intestino
salivares

(Midgut escape barrier — MEB)

Barreira de Transmissao
(Transmission barriers =TB)

Figura 3. Esquema das barreiras de infeccdo em mosquitos. Fonte: Adaptado de
Marquardt (2004).

A barreira de infeccéo do intestino médio (MIB) é caracterizada como todo e qualquer
evento que possa impedir o virus de invadir, colonizar e replicar-se dentro das células do
epitélio intestinal. Esses eventos sdo imprescindiveis para o sucesso na infeccdo (BLACK 1V;
SEVERSON, 2005). Caso o virus consiga realizar os processos de invasdo, colonizacdo e
replicacdo, porém fica retido nas células intestinais, caracteriza-se uma outra barreira,
chamada de barreira de escape do intestino medio (MEB). Para que a transmissdo viral ocorra

do mosquito para o hospedeiro vertebrado, o virus tem que infectar as células das glandulas
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salivares e sair juntamente com a saliva no momento da alimentacdo sanguinea. Se houver
bloqueio nessa fase de infeccdo, caracteriza-se entdo uma barreira de transmisséo (TB),
barreira esta bem mais raramente observada que as barreiras do intestino (BEATY;
MARQUARDT, 1996b; BLACK 1V; SEVERSON, 2005). Em mosquitos competentes
vetorialmente, as barreiras de infeccdo sdo vencidas e a transmissdo viral ocorre com
eficiéncia. Em mosquitos ndo competentes, a infeccdo viral é bloqueada em algum momento
do ciclo de infeccdo/disseminacdo dentro do mosquito, ndo havendo a transmisséo viral.
Ressalva-se que a competéncia vetorial € um componente essencial na capacidade
vetorial de um vetor, que é definida pela taxa de eficiéncia da transmissdo do patdgeno pela
populagédo local de vetores. A capacidade vetorial engloba aspectos, que envolvem
caracteristicas comportamentais do inseto (preferéncia alimentar), morfo-fisioldgicas
(tamanho, longevidade, duracdo do ciclo gonadotrofico, etc.) e fatores ecoldgicos
(temperatura e umidade) (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; MARQUARDT, 2004).

1.5- Sistema imune de insetos

Os insetos estdo expostos a uma imensa variedade de microrganismos, que podem ser
encontrados tanto em seu habitat natural, como podem surgir a partir de infec¢fes oriundas do
processo de alimentacdo em plantas, ou mesmo em hospedeiros vertebrados (DIMOPOULOS,
2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; MARQUARDT, 2004). Com o objetivo de
neutralizar as infec¢Bes causadas pelos microrganismos como bactérias, fungos, protozoarios
e virus, os insetos desenvolveram diversos mecanismos de defesa contra esses invasores.
Esses mecanismos vao desde barreiras morfoldgicas (cuticula, morfologia do aparelho
digestivo, matriz peritréfica) a respostas por componentes celulares (fagocitose,
encapsulagdo) e humorais (melanizagdo e producdo de moléculas efetoras, como peptideos
antimicrobianos) (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; MARQUARDT, 2004).

Diferentemente dos vertebrados, os invertebrados ndo possuem uma resposta imune
adaptativa, uma vez que ndo ha células com funcdo de memoria imunoldgica (linfécitos T e
B). Nesses organismos, a resposta imune é inata, sendo esta definida por uma resposta rapida
aos patogenos, porém de curta duracdo, ndo conferindo memaria imunologica (LEMAITRE;
HOFFMANN, 2007). Recentemente, um estudo realizado com Anopheles gambiae
demonstrou a diferenciacdo de hemdcitos, em mosquitos previamente infectados com
Plasmodium falciparum, em resposta a infec¢des secundarias com bactérias, sugerindo uma

forma de memdria imune inata nesses insetos (RODRIGUES et al., 2010).



29

A resposta imune do hospedeiro a microrganismos invasores em insetos ocorre em trés
etapas distintas: o reconhecimento do corpo estranho invasor, a rede regulatoria de sinalizagdo
celular e, por fim, os mecanismos efetores. A deteccdo dos microrganismos pelo sistema
imune inato depende diretamente de um sistema conservado de receptores de reconhecimento
de patégenos, chamados de Pattern Recognition Receptors (PRRs). Essas moléculas, quando
ativadas, desencadeiam uma série de eventos celulares que poderdo culminar com a producéo
de moléculas antimicrobianas efetoras e resposta celular, que atuardo sobre os
microrganismos apos sua deteccdo, na tentativa de neutraliza-los. A ligacdo desses receptores
aos patogenos se da a partir do reconhecimento de moléculas conservadas préprias de agentes
microbianos, chamadas de Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPS) (BULET et al.,
1999; CIRIMOTICH et al., 2010; SIM; DIMOPOULOS, 2010).

1.5.1- Respostas celulares e humorais

Dentre as respostas imunes mediadas por células, a fagocitose foi o primeiro evento
descoberto em invertebrados, sendo um mecanismo de defesa celular fortemente conservado
em muitos organismos (LAVINE; STRAND, 2002). Esse mecanismo de defesa é
caracterizado por um processo de resposta celular, no qual os hemdcitos englobam os
microorganismos, sendo uma resposta inicial a bactérias, protozoarios e outros agentes
invasores (BARILLAS-MURY et al., 2004).

Os insetos produzem muitos tipos de hemdcitos (pro-hemdcitos, granuldcitos,
plasmaocitos e esferulécitos), com caracteristicas morfoldgicas, histoquimicas e funcionais
distintas (LAVINE; STRAND, 2002). Os plasmocitos e granuldcitos sdo os tipos celulares
que primariamente realizam esse processo a partir da ligagdo da superficie do hemdcito as
proteinas de membrana do microrganismo invasor (BLANDIN; LEVASHINA, 2007). Os
granulécitos podem ainda associar-se de forma fraca formando um aglomerado de células
sobre o patogeno invasor, caracterizando assim outro processo de resposta imune mediada por
células, conhecido por nodulagdo (CHAPMAN, 1999). Estudos em espécies de culicideos
como Ae. aegypti e Anopheles spp tem demostrado a importancia dessa resposta imune a
infeccbes por protozoarios do género Plasmodium, fungos e bactérias (BLANDIN;
LEVASHINA, 2007; CASTILLO et al., 2006; MOITA et al., 2005).

Outro processo de resposta imune mediada por hemdcitos € conhecido por
encapsulagdo, que consiste em uma resposta celular/humoral a partir do acumulo de

plasmdcitos sobre o patdgeno, formando uma céapsula composta por camadas de celulas. O
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processo de encapsulacdo pode ocorrer contra alguns organismos invasores, tais como
bactérias, Brugia, Plasmodium, Wuchereria e Trypanosoma, quando o processo de fagocitose
ndo consegue neutraliza-los (BARILLAS-MURY et al., 2004; BEERNTSEN et al., 2007,
HILLYER et al., 2003). Nesse processo, 0 sistema de pro-fenoloxidases € ativado, ocorrendo
a formacgdo de melanina sobre as células. O depdsito de melanina sobre o patdgeno, ou
melanizag&o, pode ocorrer sem a formacdo da camada celular, envolvendo somente hemacitos
circulantes. Isso ndo € comum entre os insetos, ocorrendo apenas em dipteros nematdceros
como Drosophila e mosquitos. Esse processo é conhecido por encapsulacdo humoral ou
melanizagdo humoral (BARILLAS-MURY et al., 2004; HILLYER; CHRISTENSEN, 2005;
HILLYER et al., 2003).

Em relacdo as respostas humorais, podemos destacar os importantes eventos de
producdo de peptideos antimicrobianos. Os peptideos antimicrobianos desempenham um
papel fundamental na resposta humoral, com o objetivo de eliminar organismos invasores.
Essas moléculas efetoras sdo intensamente produzidas pelo corpo gorduroso (6rgao analogo
ao figado dos mamiferos), hemocitos e 6rgdos como intestino, glandulas salivares,
espermateca e traquéia (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

Drosophila melanogaster, atualmente, é o inseto que possui 0 sistema imune mais bem
caracterizado, com diversos estudos mostrando que a producdo de moléculas efetoras é
regulada, principalmente, por trés vias: a via Imd (Immune Deficiency), a via Toll e a via
JAK-STAT (Janus kinase signal transducer and activation of transcription) (HOFFMANN;
REICHHART, 2002; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; TZOU et al., 2002). Essas vias de
sinalizacdo intracelular estdo envolvidas na producdo de peptideos antimicrobianos em
repostas a diferentes patdgenos, tais como fungos, virus e bactérias gram-positivas e gram-
negativas (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Em mosquitos, estudos sobre as vias Toll, Imd
e JAK-STAT mostram que essas vias estdo envolvidas na producdo de peptideos
antimicrobianos conferindo protecdo contra fungos (SHIN et al., 2005), bactérias
(ANTONOVA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2010; MEISTER et al., 2005), virus (SIM;
DIMOPQULOS, 2010; SOUZA-NETO et al., 2009) e protozoarios (GARVER et al., 2009).

1.5.1.1- Vias de sinalizagdo

1.5.1.1.1- Via Toll
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A via Toll é caracterizada como uma cascata de sinalizacdo evolutivamente
conservada, envolvida na resposta imune inata a infec¢Ges causadas por fungos e bactérias
gram-positivas, ja identificada em mamiferos e em insetos como Drosophila, Ae. aegypti e
An. gambiae (LEMAITRE et al., 1996; LEMAITRE et al., 1997; MEISTER et al., 2005;
SHIN et al., 2005). Inicialmente, os receptores Toll de insetos foram descritos em Drosophila,
apresentando um papel fundamental no desenvolvimento dorso-ventral do embri&o durante o
periodo embrionario, bem como em outros processos de desenvolvimento. Em mamiferos, os
receptores da via Toll sdo conhecidos como Toll-like receptors (TLRs) e IL-1 receptors
(ANTONOVA et al., 2009; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Essa via possui como
componentes a citocina extracelular chamada de Spatzle, o receptor de membrana Toll, os
adaptadores Tube e MyD88, a quinase Pelle, o inibidor Cactus (homélogo ao inibibidor de
NK-kB — IkB) e os fatores de transcricdo Dorsal e Dif (Dorsal-related immunity factor)
(HOFFMANN, 2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Toda a cascata de sinalizagdo tem
como ponto de partida a ligagdo dos PAMPs aos receptores de membrana dos
microrganismos, como exemplo, peptideoglicanos (PGRPs — Peptoglycan Recognition
Proteins) presentes em bactérias (HOFFMANN, 2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007)
(Figura 4A).

Dorsal e Dif sdo homologos ao fator de transcricdo NF-kB/Rel, e sua ativacdo tem
efeito sobre a expressdo de diversos genes de resposta imune, especialmente os envolvidos na
producdo de importantes peptideos antimicrobianos, como drosomicina, defensina e cecropina
(HOFFMANN, 2003). Em Drosoplila, Relish tem sido apresentado como o maior regulador
de peptideos antimicrobianos (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

Com o sequenciamento e anotagdo dos genomas de An. gambiae (HOLT et al., 2002) e
Ae. aegypti (NENE et al., 2007), andlises comparativas com Drosophila melanogaster
revelaram que mosquitos ndo possuem o fator de transcricdo NF-kB Dif. Nesses mosquitos,
dois fatores de transcricdo REL1 e RELZ2, foram identificadas como homologos a Dorsal e
Relish de Drosophila, respectivamente. Diversos estudos vém mostrando que o fator de
transcricdo REL em mosquitos tem importantes implicagGes no sistema imune, sinalizando
seja por REL1 ou REL2, a produgdo de peptideos antimicrobianos, com por exemplo
cecropinas e defensinas. (ANTONOVA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2010; MEISTER
et al., 2005; SHIN et al., 2005; Xl et al., 2008). Xi e colaboradores (2008) demostraram que a
via Toll esta bastante envolvida na resposta de Ae. aegypti ao DENV, a partir de analises
baseadas em mosquitos com o gene cactus (inibidor da via) silenciado. Nesses mosquitos

com a via superativada devido a auséncia do inibidor, o titulo viral nos intestinos foi quatro
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vezes menor ao se comparar com o controle. Ramirez e Dimopoulos (2010) em estudo
similar, silenciaram dois grupos distintos de mosquitos, um grupo com cactus silenciado
(superativando a via) e MyD88 (suprimindo a via) silenciado. Os autores registraram uma
diminuicdo viral em cactus silenciado e um aumento viral em MyD88 silenciado.
Adicionalmente, esse estudo apresentou dados que referem-se a infecgOes de mosquitos
MyD88-silenciado e alimentados com diferentes sorotipos virais (DENV2 e DENV4). Foi
evidenciado que essa via responde diferentemente aos diferentes sorotipos virais, uma vez que
houve um aumento significativo do titulo viral do DENV4 nos mosquitos aos 3 dias apos

infeccdo, quando comparado com os mosquitos infectados com DENV2.
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Figura 4. Representacdo esquematica das vias Toll (A) e
Imd (B) em Drosophila, no controle da expressdo de
peptideos antimicrobianos. Em Aedes aegypti, REL1 e
REL2, foram identificadas como homdlogos a Dif/Dorsal e
Relish de Drosophila, respectivamente. Fonte: Adaptado de
Hoffmann (2003).
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1.5.1.1.2- Via Imd

A via Imd, conhecida por Immune Deficiency Pathway, foi inicialmente descrita com a
identificacdo de uma mutacdo recessiva em Drosophila que comprometia a expressdo de
diversos genes envolvidos na producdo de peptideos antimicrobianos (LEMAITRE et al.,
1995). Os componentes dessa via sdo as proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos
(PGRP-LC receptor — Peptidoglycan Recognition Proteins), a proteina adaptadora IMD
(proteina com aproximadamente 25 kD), uma molécula adaptadora para o dominio death de
IMD chamada de dFADD (Fas-Associated protein with Death Domain), uma caspase Dredd e
o fator de transcricdo Relish (HOFFMANN, 2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007) (Figura
4B). Em Drosophila, estudos tem mostrado que Relish € o fator de transcricdo que regula a
maior parte da expressdo dos peptideos antimicrobianos, resultando em uma grande
importancia na resposta imune a bactérias, especialmente em bactérias gram-negativas (KIM;
KIM, 2005; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Em Ae. aegypti, o fator de transcricdo REL2
¢ um analogo a Relish de Drosophila, e tem sido empregado como grande responsavel pela
producdo de diversos e importantes pepitideos antimicrobianos em mosquitos,
desempenhando um papel fundamental na resposta imune de mosquitos a bactérias gram-
negativas, assim como ocorre em Drosophila (ANTONOVA et al., 2009; MAGALHAES et
al., 2010).

1.5.1.1.3- Via JAK-STAT

A via JAK-STAT - Janus kinase signal transducer and activation of transcription — é
uma cascata de sinalizacdo que foi originalmente identificada em mamiferos, estando
envolvida principalmente na resposta imune contra virus. Em artropodes, a primeira
identificacdo da via foi em D. melanogaster, onde foi descrito seu papel na segmentacéo
embrionaria (AGAISSE; PERRIMON, 2004). A JAK-STAT é evolutivamente conservada em
nivel estrutural e funcional, desde insetos como Drosophila (ARBOUZOVA; ZEIDLER,
2006) e Ae. aegypti (SOUZA-NETO et al., 2009) a vertebrados, como mamiferos (AGAISSE;
PERRIMON, 2004).

Em D. melanogaster, quatro componentes principais foram identificados envolvidos
nessa cascata de sinalizacdo, sendo eles a proteina ligante Upd (Unpaired), o receptor
domeless (Dome — homélogo distante dos receptores do tipo citocina | em vertebrados), a

janus quinase (JAK), Hopschotch (Hop), e o ativador de transcrigdo STAT. A regulagéo
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negativa dessa via ocorre a partir de uma proteina inibidora da ativagdo de STAT (PIAS —
protein inhibitor of activated STAT) e um supressor de sinalizacdo de citocinas (SOCS —
Supressor of cytocine signaling) (Figura 5) (ARBOUZOVA; ZEIDLER, 2006; SOUZA-
NETO et al., 2009).

Dostert et al (2005), em estudo com moscas mutantes para a via JAK-STAT,
registraram uma maior sensibilidade dos insetos mutantes em resposta ao virus C de
Drosophila, quando comparados aos insetos selvagens. Os autores observaram ainda que a
producéo de peptideos antimicrobianos nos dois grupos (selvagem e JAK-STAT mutante) ndo
foi alterada, assim como a resisténcia contra fungos e bactérias se manteve igual nos dois
grupos, mostrando um papel talvez exclusivo da via JAK-STAT na resposta imune de
Drosophila contra virus. Souza-Neto et al. (2009), mostraram que a via JAK-STAT exerce
uma importante atividade de defesa antiviral contra o virus da dengue em Ae. aegypti, apos

silenciarem genes envolvidos nessa via de sinalizacéo.
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Figura 5. Representacdo esquematica da
via JAK-STAT. Fonte: Adaptado de
Souza-Neto et al. (2009).
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1.5.2 - RNA de interferéncia

RNA de interferéncia, ou RNAIi (RNA interference) € um mecanismo molecular
enddgeno de silenciamento génico, altamente conservado e encontrado em diversos
organismos (MELLO; CONTE, 2004). Esse mecanismo foi descrito inicialmente em flores
(pettnias), chamado na ocasido, de co-supressdo génica (NAPOLI et al., 1990). De modo
geral, 0 mecanismo consiste na identificacdo de RNAs fita dupla (dsRNA, double stranded
RNA) pela enzima Dicer-2, que cliva os dsSRNAs em fragmentos de RNA fita dupla pequenos
(siRNA, small interfering RNAs) de aproximadamente 21-25 nucleotideos. Além de clivar os
dsRNAs, Dicer-2 atua também como helicase, desenrolando os siRNA que estdo em fita dupla
tornando-os em fita simples, para que se liguem ao complexo de enzimas endonucleases
(membros da familia Argonaute) chamado de complexo RISC (RNA-induced silencing
complex). ApoOs essa ligagdo ao RISC, este conjunto de moléculas se ligara a regido
complementar do siRNA no RNA mensageiro (MRNA). Apds a ligagdo dos siRNA ao mRNA
complementar, ha clivagem do mRNA por enzimas do RISC (Figura 6) (MELLO; CONTE,
2004; SANCHEZ-VARGAS et al., 2004).

A maquinaria de RNAI desempenha um papel importante na regulacdo da expressao
de genes enddgenos, para corrigir sequéncias truncadas do préprio organismo que se formam
nos processos de replicacdo e/ou transcri¢do, como por exemplo, quando formam-se pequenos
grampos ou bolhas no RNA, mais conhecidas por hairpins (SANCHEZ-VARGAS et al.,
2004). Além de ser um mecanismo enddgeno de silenciamento génico, a maquinaria de RNA
de interferéncia tornou-se uma técnica, e tem sido amplamente usada em diversos estudos
baseando-se nos principios da genética reversa (identificagdo de funcdo génica através da
observacgdo de um fenotipo gerado pelo silenciamento do gene em estudo). dsRNA sintéticos
podem ser transfectados por diversas técnicas ja descritas e otimizadas para diversos
organismos tais como microinjecdes, eletroporacédo, alimentacdo, mergulho e injecdo em veia
caudal, dentre outras, visando o silenciamento do gene estudado (BRUMMELKAMP et al.,
2002; CALEGARI et al., 2002; FIRE et al., 1998; MAGALHAES et al., 2010; NUNES;
SIMOES, 2009; SOUZA-NETO et al., 2009; TIMMONS; FIRE, 1998).
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Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de RNA de interferéncia em
Drosophila. dsRNA sdo reconhecidos por Dicer e clivados em peguenos
fragmentos de 21-25nt de tamanho (1), formando o complexo siRNA-proteina (2).
Dicer-2 (helicase) desenrola os siRNA fita dupla e as enzimas do complexo RISC
se ligam aos siRNAs (3). Os siRNAs ligados com RISC paream-se com a sequéncia
homologa ao RNA mensageiro (4), e RISC cliva o RNA mensageiro para que este
seja degradado por RNAses (5).

Fonte: Adaptado de Sanchez-Vargas et al (2004).

Em insetos, 0 mecanismo de RNAI é uma das vias de maior importancia na resposta as
infeccbes por arbovirus. Em Drosophila, estudos tém demonstrado que em insetos adultos
mutantes para os genes envolvidos na via de RNAIi sdo mais susceptiveis as infecgdes virais
(GALIANA-ARNOUX et al., 2006; ZAMBON et al., 2006). Em mosquitos, Keene et al.
(2004) a partir da metodologia de injecdo intratoraxica de dsRNA, silenciaram Argonaute-2
em An. gambiae e demonstraram que com a reducgdo do nivel de expressdo dessa molécula, o
titulo do virus O’nyong-nyong aumentou nos mosquitos, mostrando assim, o importante papel
desse mecanismo em resposta a infeccdo viral. Campbell et al. (2008) apresentaram resultados
similares quando analisaram a resposta de Ae. aegypti contra infeccGes causadas pelo virus
Sindbis (SINV). Nesse estudo, foi demonstrado que o silenciamento de Dicer-2 e Argonaute-2
causou aumento nos titulos de SINV. Em outro estudo, desenvovido por Khoo et al. (2010),

0S autores investigaram as barreiras de infeccdo e escape do intestino em mosquitos
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infectados com SINV, demonstrando que, nos grupos de mosquitos que tiveram Dicer-2
silenciada, as barreiras tornaram-se menos eficientes. Com isso, houve uma diminui¢do do
periodo de incubacdo extrinseca, e a sua consequente disseminacdo em menor tempo para 0s
Orgdos secundarios. Sanchez-Vargas et al. (2009), estudando a modulacdo do DENV2 em Ae.
aegypti, mostraram que uma via de RNAI defeituosa (devido ao silenciamento de Dicer2 e
Argonaute2), causou um aumento dos titulos virais nas infec¢cbes por DENV no mosquito,
levando consequentemente a uma diminuicdo no periodo de incubacdo extrinseca, o que

poderia aumentar a eficiéncia na transmisséo viral.

1.6- Interacdo Aedes aegypti-DENV

Um conhecimento mais profundo dos determinantes do ciclo de transmissdo da
dengue, cada dia mais, torna-se crucial para o melhoramento das estratégias de controle dessa
doenca. Um desses determinantes € o nivel de susceptibilidade do mosquito ao DENV, que
varia entre populacdes do vetor. Varios estudos mostram que diferentes populacdes de Ae.
aegypti respondem de forma diferenciada as infeccdes por virus, apresentando, portanto,
variacdes no nivel de competéncia vetorial (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; GUBLER et
al., 1979; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004; TABACHNICK et al., 1985;
VAZEILLE-FALCOZ et al., 1999).

Dentre os diversos estudos para conhecer e determinar o nivel de competéncia vetorial
nas populacbes de mosquitos a arbovirus, ha o desenvolvido por Gubler et al. (1979), onde os
autores verificaram variacdo na susceptibilidade de 13 populagdes do mosquito analisadas em
relagdo as infecgbes pelos quatro sorotipos do DENV. Além disso, o titulo viral requerido
para infectar os mosquitos variou inversamente com a susceptibilidade das populagdes
estudadas. Em outro estudo, Vazeille-Falcoz et al. (1999), buscaram investigar a diferenca na
susceptibilidade das populacdes de Ae. aegypti de duas diferentes ilhas da Polinésia Francesa
(Tahiti e Moorea) em resposta ao DENV-2. Os autores analisaram 23 populacfes dessas
localidades e verificaram que no Taiti, duas distintas regides geograficas da ilha (leste e oeste)
podem ser definidas de acordo com a homogeneidade/heterogeneidade das taxas de infeccéo,
diferentemente de Moorea, onde ndo houve diferencas significativas em relacdo as regides
geograficas e ao perfil de infeccdo. Populacdes de mosquito dos Estados Unidos e México
foram analisadas quanto a competéncia vetorial em outro estudo, desenvolvido por Bennet et
al. (2002), onde 24 populagdes de Ae. aegypti foram infectadas com DENV-2 e as taxas de

competéncia vetorial variaram de 24 a 83% nas diferentes populacdes.
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A cinética da infeccdo do DENV em Ae. aegypti, bem como o tropismo do virus por
determinados tecidos e 6rgdos do mosquito e o periodo que o virus leva para infectar as
glandulas salivares sdo outros importantes fatores a serem analisados quando se refere a
interacd0 mosquito-virus. Salazar et al. (2007) avaliaram esses aspectos da interacdo
mosquito-virus em insetos alimentados artificialmente com DENV-2 e registraram a presenca
viral em diferentes dias ap6s a infeccdo em 6rgdos/tecidos como traquéia, intestino, abdémen,
glandulas salivares, cabeca e tubulos de Malpighi. No segundo dia apds a infeccdo, 6rgaos
como traquéia, intestino e abddmen ja estavam infectados com DENV-2, seguindo para
glandulas salivares, que apresentaram positividade, mesmo que em pequena proporcao, ja no
terceiro dia apds a infeccdo. Isso mostra a rapida disseminacdo do virus para Orgaos
secundarios, como glandulas salivares. Um grande numero de mosquitos (76-95% dos
analisados) com glandulas salivares infectadas foi registrado a partir do 10° dia, seguindo
positivos até o 21° dia apds a infeccao.

Outro importante aspecto na interagdo mosquito-virus esté relacionado ao processo de
evolucdo entre as populaces de mosquito e o virus dengue. Como a competéncia vetorial das
diversas populacdes de Ae. aegypti para DENV é determinada geneticamente, hipotetiza-se
que a estrutura do DENV pode estar adaptando-se aos diferentes genotipos das diferentes
populagdes de mosquito (BLACK et al., 2002). Diante disso, a transmissdo viral pode ocorrer
de forma mais eficiente em vetores (com genoétipos especificos) que sejam simpatricos aos
virus, do que em moquitos que apresentam outros genoétipos, alopétricos ao virus, ou seja, de
outras localidades (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; LAMBRECHTS et al., 2009). Em
Flavivirus, estudos filogenéticos mostram que sua evolucdo esta mais relacionada a processos
adaptativos do virus com o vetor, do que com o hospedeiro vertebrado, diferentemente dos
Alphavirus (Chikungunya), onde as adaptagdes evolutivas parecem estar mais relacionadas ao
hospedeiro vertebrado (CHEVILLON et al., 2008; COLOGNA et al., 2005; WEAVER;
VASILAKIS, 2009). Esse tipo de co-evolugéo entre patdgeno e vetor, pode ser observada em
outros organismos, como por exemplo na evolugéo de parasitas da malaria com as espécies de
Anopheles (JOY et al., 2008).

Até o momento, o conhecimento dos componentes moleculares envolvidos na
interacdo Ae. aegypti-DENV é elusivo. Por exemplo, apesar de se conhecer as barreiras
envolvidas na competéncia vetorial desse mosquito ao DENV, pouco se sabe dos mecanismos
moleculares que as modulam. Ndo obstante, o sequencimento dos genomas de Drosophila
(ADAMS et al., 2000), An. gambiae (HOLT et al., 2002) e Ae. aegypti (NENE et al., 2007)

fez com que esses estudos avancassem bastante nos Gltimos anos e varias moléculas e vias
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envolvidas na defesa anti-DENV no Ae. aegypti ja foram identificadas, dentre elas as das vias
Toll e JAK-STAT e do mecanismo de RNAI. Esses estudos trazem mais perguntas sobre a

complexa interacdo Ae. aegypti-DENV e abrem portas para diversos tipos de analises.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar a expressdo de trés moléculas envolvidas na resposta imune do Aedes aegypti ao

virus dengue, que representam trés mecanismos antivirais distintos, em diferentes populacdes

do mosquito em resposta ao DENV-2,

Objetivos Especificos

1. Quantificar a infeccdo por DENV-2 em populagGes de Aedes aegypti provenientes de duas
regides do estado de Pernambuco e uma linhagem de laboratdrio;

2. Avaliar se ha expressao diferencial do gene REL1, envolvido na via de sinalizacdo Toll,

nas populacdes de Ae. aegypti ap6s infeccdo com DENV-2;

3. Avaliar se ha expressdo diferencial do gene HOP, envolvido na via de sinalizacdo JAK-

STAT, nas populacdes de Ae. aegypti apds infeccdo com DENV-2;

3. Avaliar se ha expressdo diferencial do gene Dicer-2, envolvido no mecanismo de RNAI,

nas populacdes de Ae. aegypti apds infeccdo com DENV-2;

4. Verificar qualquer relagéo entre a expressdo de REL1, HOP e Dicer-2 com a presenga do
DENV-2 em diferentes tecidos de Ae. aegypti.
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3. JUSTIFICATIVA

Dentre as diversas razdes pelas quais os programas de controle de vetores séo
ineficientes, uma delas é o lento progresso no conhecimento dos determinantes do ciclo de
transmissdo da dengue. Um desses determinantes é o nivel de susceptibilidade dos mosquitos
ao DENV, que varia entre populacdes. Apesar de alguns componentes envolvidos na
competéncia vetorial de Ae. aegypti ao DENV serem conhecidos, 0os mecanismos moleculares
que a controlam ainda nao foram elucidados.

Estudos sobre moléculas envolvidas na modulacdo da infeccdo por DENV em
mosquitos, principalmente em populacdes de campo, tornam-se de grande valor cientifico e
certamente poderdo auxiliar no desenvolvimento de novos métodos de controle que previnam

a infeccéo e/ou disseminacéo viral no vetor.
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4. PERGUNTA CONDUTORA

Ha diferenca no padrdo de expressdo de REL1, HOP e DCR-2, representantes das vias
de sinalizacdo Toll, JAK-STAT e RNAI, respectivamente, entre populacdes de Aedes aegypti
com niveis distintos de susceptibilidade ao virus dengue sorotipo 2?
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5. MATERIAL E METODOS

5.1- Coleta e manutengdo dos mosquitos

Ovos de Aedes aegypti foram coletados através de armadilhas do tipo ovitrampa, em
duas cidades do estado de Pernambuco localizadas em regides biogeograficas distintas (Figura
7). As cidades foram Recife, situada em regido litoranea e Petrolina no sertdo pernambucano.
Uma vez que as regifes possuem caracteristicas diferentes, a possibilidade de variacdo na
competéncia vetorial entre as populacdes coletadas torna-se maior (LOURENCO-DE-
OLIVEIRA et al., 2004). A populacdo de laboratério RecLab foi usada nos experimentos
como a populacdo controle. Ressalva-se que RecLab é uma populacdo oriunda de coleta de
ovos por ovitrampas na cidade de Recife (bairro das Gracas), que vem sendo mantida no
laboratério do Departamento de Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes ha
mais de 10 anos. Para a coleta dos ovos, o nimero de armadilhas instalados em cada
municipio obedeceu ao critério do nimero de imdveis existentes no municipio, estabelecido
pela Rede MoReNAa — Rede de Nacional de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti
a Inseticidas (2009).

Os ovos coletados em campo foram trazidos para o insetario do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes, o qual possui condi¢Ges padrbes ideais de criagdo, com 70-80% de
umidade relativa, ciclo de 12h:12h claro:escuro, 26 + 2°C. Os procedimentos de criagdo foram
conduzidos para a obtencdo de insetos adultos. Para o estabelecimento da populacéo parental,
0s ovos foram imersos em solugdo de graminea 30% e ap0s a eclosdo das larvas, estas foram
colocadas em bandejas contendo agua mineral. As larvas foram alimentadas com tabletes de
racdo para gatos esterilizados (Friskies®) e mantidas sob procedimento de criacéo até a fase
de pupas. Estas foram coletadas e transferidas para gaiolas de contencdo para a emergéncia de
adultos. Os adultos foram mantidos com agua e solucdo de sucrose 10%. As fémeas foram
alimentadas em galinhas vivas (Gallus gallus), permitindo a producdo de ovos para 0
estabelecimento da primeira geracdo (F1). Os ovos da F1 foram coletados e todo o
procedimento de criacdo até a emergéncia de adultos foi repetido.

Os experimentos desse trabalho foram conduzidos com insetos adultos da F2. Para os
experimentos de infeccdo, os ovos (F2) de cada populacdo foram imersos, em solucdo de

graminea 30%. Apos eclosdo das larvas L1, estas foram contadas e 3000 larvas L1 de cada
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populacdo foram colocadas em 10 bandejas plasticas contendo 1,5L de é&gua (300
L1/bandeja). A mesma quantidade de racdo foi adicionada em todas as bandejas, e um rodizio
da posicdo das bandejas na sala de criacdo foi feito, para que houvesse minima variacao de
luminosidade e temperatura entre as bandejas. Esse procedimento de criacdo padronizado foi
feito com o intuito de minimizar as varia¢fes de tamanho dos individuos entre as populacdes,

relativas a pressdo por alimento, espaco e luminosidade.

ROLINA

Figura 7. Mapas: A) Brasil; B) Estado de Pernambuco, mostrando as localizaces geogréficas das

cidades onde foram coletados ovos de Aedes aegypti, Recife (litoral) Petrolina (sertéo).

5.2- Andlises de morfometria geométrica alar

Para identificar possiveis variacdes de tamanho entre os individuos das populacdes,
uma andalise morfométrica alar foi realizada. As asas direitas e esquerdas de fémeas de Ae.
aegypti das trés populacOes estudadas foram montadas entre lamina e laminula com uma
resina sintética (Entellan). Cerca de 40 individuos de cada populacdo foram analisados, e as
imagens dessas asas foram capturadas através de camera fotografica digital Leica 320
acoplada a um microscopio esteroscopio Leica S6, no aumento de 40x.
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Sobre as imagens, e com o auxilio do software, foram tomadas as coordenadas
posicionais de cada um dos 18 pontos anatdmicos sobre um plano cartesiano (Figura 8). Sobre
esses dados foram computados os tamanhos de centroides, com o auxilio dos programas de
computador TpsRelw. Esta etapa do estudo foi realizada no Laboratorio de Parasitologia do

Instituto Butantan, Sdo Paulo-SP.

Figura 8. Pontos anatdmicos utilizados para as analises de morfometria

geométrica para identificar as variacbes de tamanho entre as populacGes

analisadas.
5-3. Infecgéo viral

As alimentacBes artificiais dos mosquitos foram realizadas no insetario do
Departamento de Entomologia do CPgAM, o qual possui todas as condi¢des de biosseguranca
requeridas para infeccdo com virus (ADEGAS et al., 2005). Fémeas adultas das populacdes
de Recife (F2), Petrolina (F2), e RecLab (laboratério) de Ae. aegypti foram usadas para 0s
experimentos de infeccdo. Para as alimentagdes, DENV-2 3808 (virus dengue isolado de
paciente diagnosticado com dengue na cidade de Recife em 1995 (nimero de acesso no
GeneBank:EU259569), foi propagado em celulas de mosquito Aedes albopictus C6/36.
Aliquotas de 0,25 ml do estoque de virus foram usadas para infectar células C6/36 a 80% de
confluéncia em frascos de 25mm?®. Ap6s incubacéo de 5-7 dias, as células infectadas foram
coletadas dos frascos e lisadas para a liberacdo das particulas virais. A lise foi feita através de
trés séries consecutivas de congelamento/descongelamento. A suspensdo viral foi misturada
numa razdo 1:1 com sangue de carneiro desfibrinado. Para o controle negativo, células C6/36
ndo infectadas foram misturadas da mesma forma com o sangue. A amostra de sangue
utilizada no experimento de infeccdo viral apés a mistura com DENV-2 foi submetida a
técnica de Fluorescent Focus Assay (FFA), adaptada de Payne et al. (2006). Cerca de 500
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fémeas com 5-7 dias de emergéncia, cuja alimentacdo com sucrose foi retirada 24 horas antes
da alimentacdo artificial, foram alimentadas através de um alimentador artificial conectados a
um banho-maria circulante a 37°C (Figura 9). O sangue foi colocado em recipientes de vidro
cobertos com membrana de intestino de boi desidratada e re-hidratada em solucéo salina por
24hs antes do experimento. Apds 45 minutos de alimentacdo, 0s mosquitos foram
anestesiados a 4°C e colocados em placa de petri sobre gelo para a remocdo de insetos que

nédo se alimentaram. As fémeas alimentadas foram transferidas de volta para as gaiolas.

Figura 9. Esquema de alimentacdo sanguinea de fémeas de Aedes aegypti em

alimentador artificial. A) Banho-maria circulante aquecido a 37°C, com
recipientes de vidro contendo sangue cobertos com membrana de intestino de boi.
B) Visdo da parte superior da gaiola de contencdo com o recipiente de vidro
apoiado sobre a tela. C) Visdo interna da gaiola de contencdo, com as fémeas
reconhecendo o sitio de alimentacdo contendo sangue. Fonte: O autor.
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5.4- Coleta de material

Mosquitos alimentados com sangue infectado (sangue e C6/36 contendo DENV-2 a
2,0 x 10° FFA/mL) e ndo infectado (sangue e C6/36) foram coletados aos 3, 7, 11, 15 e 21
dias apo6s a infeccdo (dpi) e dissecados para retirada dos diferentes érgdos. Foram coletados
intestinos, corpo gorduroso e glandulas salivares (coletada apenas no 21° dpi). Um total de
oito a dez individuos por populacdo em cada dpi foram dissecados e os oOrgaos foram
armazenados individualmente (exceto glandula salivar que foram feitos pools com glandulas
resultante de trés individuos). Todo o procedimento de dissec¢do foi realizado com critérios
para impedir contaminagdes entre as amostras e degradacdo de RNA. Os mosquitos foram
dissecados em placa de pétri resfriada com gelo, com auxilio de microscopio esteroscopio e
de pincas para dissec¢do. Logo apds a disseccdo, cada 6rgdo foi colocado, separadamente, em
microtubos de 1,7mL livres de RNases, contendo 300 pL de diluente para mosquito
(LAMBRECHTS et al., 2009). Os 6rgdos foram armazenados a -80°C para posterior extracdo
de RNA.

5.5- Extracdo de RNA

Apbs homogeneizacéo dos tecidos com pistilo e aparelho automético (Pellet Pestle®
Motor), 100uL (1/3) da amostra foram utilizados para extracdo de RNA total com o uso do
reagente Trizol® (Invitrogen), a partir de adaptagdes do protocolo do fabricante. Os 200pL
restantes das amostras foram armazenados novamente a -80°C, para experimentos posteriores.
Apos protocolo de extracdo, o RNA foi ressuspendido em 30uL de agua ultra pura, e
posteriormente submetido a tratamento com TURBO DNase® (Ambion), a partir de protocolo
do fabricante. As amostras foram quantificadas por densidade dptica no espectrofotdmetro de

luz Ultrospec™ 2100 pro.
5.6- Quantificacdo de DENV-2 por RT-PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

As amostras resultantes das coletas ap0s a infeccdo viral foram analisadas
individualmente, e 0 nimero de coOpias virais em cada 6rgdo dos mosquitos coletados foi
determinado por RT-PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR), feito a partir das amostras
de RNA total extraido por Trizol®. Para isso, o gene NS5, referente a proteina nao estrutural

5, foi escolhido para as analises. A concentracdo de todas as amostras foi normalizada e 25ng
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de RNA por reagédo foram utilizado nos ensaios em placas de 96 pogos. O Kit QuantiTect®
SYBR Green RT-PCR® (QIAGEN) foi utilizado para as reacdes de qRT-PCR one-step. Os
primers NS5 forward e reverse usados foram os descritos por Kong et al. (2006), sendo: NS5
f 5°-GGAAGGAGAAGGACTGCACA-3’, e NS5 r 5>-ATTCTTGTGTCCCATCCTGCT-3’,
ambos a uma concentragdo de 0,2 uM. O programa usado na reacdo foi o seguinte: 50°C por
30 minutos, para a reagdo de transcricdo reversa, 95°C por 15 minutos, para ativacdo da Tag, e
40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. As
amostras foram amplificadas no termociclador 7500 Real-Time PCR System®, da Applied
Biosystems.

Para a curva padrdo, transcrito purificado do fragmento NS5 foi utilizado. Para isso,
uma amostra de cDNA de tecido de Ae. aegypti previamente diagnosticada como positiva
para DENV-2 foi utilizada como molde para PCR com primers NS5. O primer reverse
utilizado nessa reagdo foi 0 mesmo citado acima, ja o primer forward constituiu da mesma
sequéncia do primer usado para a gRT-PCR mas com adigdo da seqiiéncia T7 no terminal 5’
(TAATACGACTCACTATAGGG), para permitir reacdo de transcricdo (KONG et al., 2006).
Apds amplificacdo do fragmento NS5 contendo a sequiéncia T7, 1 pL de solucgéo diluida 1:10
do amplicon foi submetida & transcric&o in vitro com o kit MAXIscript® (Ambion), de acordo
com o protocolo do fabricante. A concentracdo do transcrito foi determinada por densidade
6ptica e diluicdes seriadas de 107 a 10™** foram preparadas. O nlimero de cépias de RNA

dessas soluc@es foi calculado pela seguinte formula descrita por (KONG et al., 2006):

Y de moléculas/ul = X g iyl RNA % 6,02 x 1023
Tamanho do transcrito (pb) x 340

A quantificacdo do DENV-2 nas amostras de mosquitos foi realizada da seguinte
maneira: em cada placa de gRT-PCR, a curva padrdo de NS5 foi incluida (5 diluicGes),
gerando valores de cycle threshold (Ct). Para cada ensaio, uma formula de regresséo linear foi
construida com os valores de Ct relativos ao nimero de moléculas das diluicdes da curva
padrdo. Os valores de Ct das amostras foram entdo colocados nessa formula para se obter o
nimero de moléculas. Todas as amostras das qRT-PCRs, incluindo a curva padrdo, foram

corridas em duplicatas.

5.7- Expressdo de REL1, HOP e Dicer-2 através de PCR quantitativo em tempo real
(gPCR).
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Amostras de RNA positivas e negativas para DENV-2 dos diferentes 6rgdos dos
mosquitos e de trés momentos apds infecgdo (7, 15 e 21 dias) de todas as populacBes foram
submetidas a gqPCR com primers para as moléculas REL1, HOP e Dicer-2 (DCR-2). Os
primers para REL1 amplificam um fragmento de 57 pb do transcrito e foram os seguintes: f
5’- CGGACGCCCCGATACC-3’; r 5’- GTTGAATGTTCACCATGACAGGAT-3’. Para
HOP, os primers amplificaram um fragmento de 60 pb do transcrito e foram: f 5°-
ACAGGCACAGGCCGAAA-3’; r 5- ACACGACGCCCACACCAT-3". Ja os primers para
Dicer-2 foram desenhados para amplificar 61 pb do transcrito e foram: f 5’-
CGGGCAAACCCTGTTACATC-3’; r 5- TGTTGGATCCTGCGCAAAC-3’. Como
controle enddgeno, os seguintes primers do gene ribossomal rpl8 (LAN; FALLON, 1992)
foram  utilizados para amplificar um  fragmento de 60 pb: f 5’-
CCACACCAAGAAGCGAAAGG-3’;r5°- GTGACGTTCGGCATAATCGA-3’.

O kit utilizado nessas gPCRs foi o Power SYBR Green Master Mix (Applied) e
portanto, a sintese de cDNA das amostras foi feita anteriormente com 200 ng de RNA. Para a
sintese de cDNA os reagentes utilizados foram: oligodT(20), dNTPs, RNase OUT e AMV
cloned reverse transcriptase, todos da Invitrogen. O protocolo utilizado foi adaptado do
fabricante, onde 1/3 dos reagentes foram usados por reagdo com volume final de 20 puL. Nas
reacOes de gPCR, 2 pL de cDNA foi usado. As concentragcdes dos primers nessas reagoes
foram 0,5 pM, exceto o primer forward REL1, o qual foi usado a 0,9 puM. Como controle
positivo, cDNA de pool de 20 fémeas de Ae. aegypti infectadas com DENV-2 (cDNA de
mosquitos inteiros) foi utilizado em todas as placas para os trés genes.

Como a quantidade de RNA nessas amostras era um fator limitante (devido a pouca
quantidade de tecido), a positividade de expressdo dos genes foi determinada tanto pelo Ct,
como pelo pico da curva de dissociacdo, ou seja, a expressao génica foi considerada positiva
se havia um valor de Ct e um pico Unico na curva de dissocia¢do, comparado ao controle.
Foram eliminadas das anélises as amostras que foram negativas para o gene rpl8.

Adicionalmente, amostras aleatérias positivas para rpl8, REL1 e Dicer-2 foram
clonadas e sequenciadas. Para isso, o material do poco positivo da placa de gPCR foi
purificado por kit de purificacdo de PCR (QIAGEN) e clonado em pGEM T-Easy, de acordo
com o protocolo do fabricante. O plasmideo contendo o inserto foi purificado e seqlenciado.
Por ultimo, amostras aleatorias positivas das placas foram corridas em gel de agarose 2,5%,

juntamente com os controles, para checagem do tamanho dos fragmentos.
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6. RESULTADOS

6.1-Taxas de infeccéo

A infeccdo artificial com DENV-2 em populac6es de laboratorio e de campo de Ae.
aegypti foi bem sucedida. Foram analisados intestino (amostras individuais), corpo gorduroso
(amostras individuais) e glandulas salivares (pools de trés individuos) e as taxas de infeccdo
foram calculadas. Nos intestinos, ao 3° dpi, RecLab e Petrolina registraram uma taxa de
infeccdo de DENV-2 em 10% dos individuos (Figural0). Nesse momento de coleta, Recife
ndo teve positividade registrada nesse 6rgao. Aos 7dpi, todas as populacdes estavam positivas
para 0 DENV-2, com taxas de 44,4, 55,5 e 62,6% para RecLab, Recife e Petrolina,
respectivamente. Aos 11dpi, Recife apresentou a maior positividade de infeccdo de intestino
ao se comparar 0s 5 pontos de analise dentro dessa populacdo, apresentando 80% de
positividade para o virus. Nesse mesmo dpi, Petrolina teve uma taxa infeccdo de 40%, seguida
de RecLab com 20% de intestinos infectados. No 15° dpi, Petrolina apresentou 70% de
infeccdo, seguida de Recife com 60% dos intestinos positivos, ja a RecLab apresentou 40%.
No 21° dpi, a populacdo de Petrolina apresentou o pico maximo de positividade (83,3%) para
intestinos entre todas as populacdes e todos os dpi analisados. Nesse mesmo dpi, RecLab e
Recife tiveram uma taxa de infecgdo de 55,5% e 33,3% de intestino, respectivamente (Figura
10).

Diante da importancia do corpo gorduroso na resposta imune do mosquito ao DENV e
por ser um 6rgdo amorfo distribuido por todo o corpo do mosquito (podendo, entdo, servir
como parametro para taxa de disseminacao viral), investigamos as taxas de infeccdo também
nesse tecido (Figura 11). Aos 3pi, apenas Petrolina teve positividade registrada para DENV-2
no corpo gorduroso, com 11,1% de infeccdo. Aos 7dpi, o corpo gorduroso das trés populacdes
continham o virus, com uma taxa de infeccdo de 30, 10 e 20% para RecLab, Recife e
Petrolina, respectivamente. Aos 11dpi, somente RecLab e Petrolina foram positivas para o
DENV, com um percentual de infeccdo de 50 e 77% dos mosquitos analisados,
respectivamente. No 15° dpi, as trés populaces encontraram-se positivas, com a presenca do
virus registrada em 37,5, 66,6 e 57,1% dos individuos analisados em ReclLab, Recife e

Petrolina, respectivamente. A positividade para 0 DENV no corpo gorduroso também foi
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registrada no 21° dpi, com Petrolina apresentando 100% de positividade, seguida de RecLab e
Recife, com 57,1 e 40%, respectivamente (Figura 11).

Outro o6rgdo incluido nas andlises de positividade, devido a sua importancia na
transmisséo do virus, foram as glandulas salivares (Figura 12). Nas populacdes analisadas em
nosso estudo, ndo houve positividade para DENV-2 nos pools analisados aos 3dpi, com
positividade registrada para DENV-2 apenas aos 7dpi, unicamente na populacdo de Recife,
cuja taxa de infeccao foi de 33,3% dos pools de mosquitos analisados. Em 11dpi registrou-se
uma positividade de 66,6 para RecLab e 33,3% para as populaces Recife e Petrolina. Recife
apresentou 100% de positividade no 15° dpi, seguido de Petrolina com 66,6% e RecLab com
33,3%. No 21° dpi, RecLab e Recife apresentaram uma positividade de 66,6%, e Petrolina

apresentou 100% (Figura 12).

6.2-Morfometria geométrica alar

As analises de morfometria geométrica alar (Figura 13) demostraram que o tamanho
isométrico entre as duas populacdes de campo, Recife e Petrolina, foi similar, ndo diferindo
significativamente ao se considerar as médias calculadas. A homogeneidade foi calculada
pelo teste paramétrico T. Ja o tamanho das asas da populacdo de laboratério RecLab foi
significativamente maior que as duas de campo (ANOVA, p<0.05), o que reflete o maior

tamanho das fémeas dessa populacgéo.

6.3-Quantificacdo viral

A quantificacdo viral nos tecidos analisados variou de 7,1 x 10° a 4,5 x 10*° cépias de
RNA por amostra. Nos intestinos, o padrdo geral da infecgéo viral apresentou um pico no 11°
dpi, e diminuiu nos momentos subsequentes (15 e 21dpi) (Figura 14). No corpo gorduroso, a
quantificacdo viral foi parecida nos 7, 11, 15 e 21dpi nas trés populacbes (Figura 15), com
excecdo do 11° dpi de Recife, onde nédo foi registrada positividade. Nas glandulas salivares, a
quantificacdo viral também foi similar nos 11, 15 e 21dpi, sendo que na populacdo de
Petrolina o titulo nas glandulas foi discretamente maior no 11° dpi. Recife foi a Unica
populacdo com glandula salivar positiva ao 7° dpi, sendo que a quantificacdo viral nesse
momento foi a mais baixa (Figura 16). A média de quantificacdo viral em cada dpi foi similar

entre as populagdes.
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INTESTINOS
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Figura 10. Percentual de intestinos de mosquitos Aedes aegypti infectados artificialmente por alimentacdo sanguinea contendo virus dengue tipo
2. As populagdes de mosquitos usadas foram: RecLab (laboratorio), Recife (campo) e Petrolina (campo). As analises foram feitas nos dias 3, 7,
11, 15 e 21 ap0s a alimentacdo. Foram analisados de 8-10 mosquitos em cada um dos dias ap6s a infeccao.
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CORPO GORDUROSO
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Figura 11. Percentual de corpo gorduroso de mosquitos Aedes aegypti infectados artificialmente por alimentacdo sanguinea contendo virus
dengue tipo 2. As populac¢bes de mosquitos usadas foram: RecLab (laboratdrio), Recife (campo) e Petrolina (campo), e as anélises foram feitas
nos dias 3, 7, 11, 15 e 21 apo6s a alimentagdo. Foram analisados de 7-10 mosquitos por populacdo em cada um dos dias apos a infecgéo.
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Petrolina

Figura 12. Percentual de glandulas salivares de mosquitos Aedes aegypti infectados artificialmente por alimentacdo sanguinea contendo virus
dengue tipo 2. As populagBes de mosquitos usadas foram: RecLab (laboratdrio), Recife (campo) e Petrolina (campo), e as andlises foram feitas
nos dias 3, 7, 11, 15 e 21 apds a alimentacdo. Foram analisados 3 pools de mosquitos (3 pares de glandulas/pool) de cada populagdo em cada um

dos dias apds a infeccéo.
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Figura 13. Tamanhos isométricos globais das asas de mosquitos Aedes aegypti das
populacBes: RecLab, Recife e Petrolina. As analises foram feitas aos pares (RecLab x
Recife; RecLab x Petrolina; Recife x Petrolina). D: asa direita. E: asa esquerda.
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Figura 14. Numero de copias de RNA do virus dengue sorotipo 2 em amostras individuais de intestino de mosquitos Aedes aegypti das
populacdo RecLab (laboratorio) Recife (campo) e Petrolina (campo). Os mosquitos foram alimentados artificialmente com sangue infectado e os
pontos de analise foram aos 3, 7, 11, 15 e 21 dias ap0s a infecgao.
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Figura 15. Namero de copias de RNA do virus dengue sorotipo 2 em amostras individuais de corpo gorduroso de mosquitos Aedes aegypti das
populacdo RecLab (laboratorio) Recife (campo) e Petrolina (campo). Os mosquitos foram alimentados artificialmente com sangue infectado e os
pontos de analise foram aos 3, 7, 11, 15 e 21 dias apos a infecgao.
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Figura 16. Namero de copias de RNA do virus dengue sorotipo 2 em pools com amostras de 3 glandulas salivares de mosquitos Aedes aegypti
das populacdo RecLab (laboratorio), Recife (campo) e Petrolina (campo). Os mosquitos foram alimentados artificialmente com sangue infectado
e 0s pontos de andlise foram aos 3, 7, 11, 15 e 21 dias ap0s a infeccéo.
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6.4-Expressdo de genes de resposta imune nos 6rgaos de diferentes populacdes de Aedes

aegypti.

No geral, a molécula expressa na maior quantidade de individuos foi, claramente,
REL1, chegando a 100% em alguns casos (intestino de individuos controles da RecLab no
21° dpi; corpo gorduroso de individuos infectados da RecLab no 7° dpi, conforme observado
na figura 17 e 18, respectivamente). Sua expressdo entre controles e infectados e entre
populacdes apresentou maior variacdo no intestino, ao se comparar com corpo gorduroso.
Nesse 6rgdo, a porcentagem de individuos com niveis detectaveis de expressdo de REL1
aumentou nos infectados no primeiro dpi analisado (7°) e diminuiu nos infectados no 15° dpi,
em todas as populacdes. No corpo gorduroso, com excecdo de um aumento no numero de
individuos infectados expressando REL1 em RecLab no 7° dpi, sua expressao ndo variou
muito entre controles e infectados nas trés populagdes. Nas glandulas salivares, REL1
também foi detectado no maior nimero de amostras nas trés populacées.

Seguindo REL1, HOP foi a segunda molécula mais detectada nas amostras. Em
RecLab e Recife, nos 7° e 15° dpi, a proporcdo de individuos infectados expressando HOP
diminuiu em relacdo ao grupo controle, nos casos onde sua expresséo foi detectada.

A molécula com expressdo detectada na menor parte de individuos de todas as
populacdes de Ae. aegypti foi DCR-2, representante do mecanismo de RNAIi. No grupo de
mosquitos infectados com DENV-2, a expressdo de DCR-2 no intestino no 7° dpi s6 foi
detectada na populacdo RecLab. No 15° dpi a expressdo dessa molécula foi observada em
mosquitos da RebLab e Recife, sendo que a proporcéo de infectados com expressao positiva
foi menor que nos controles. Ndo houve expressdo de DCR-2 no intestino dos mosquitos de
Petrolina nos 7° e 15° dpi.

Nas glandulas salivares, a expressdao de REL1 foi observada nas trés populacdes,
sendo que mosquitos de Petrolina expressaram exclusivamente esta molécula nesse tecido. J&
a expressdo de HOP foi mais observada nos insetos de Recife, seguida daqueles da colonia
RecLab. A expressdo de DCR-2 nas glandulas salivares sé foi observada nos grupos controles
de RecLab ao 21° dpi e Recife ao 7° dpi. N&o houve expressdo de HOP e DCR-2 nas
glandulas salivares de insetos da populacao de Petrolina.

Esses resultados podem ser visualizados nas figuras 17 para resultados referentes a

intestinos, Figura 18 para corpo gorduroso e Figura 19 para glandulas salivares.
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Figura 17. Percentual de expresséo de genes de resposta imune em amostras individuais de intestino de mosquitos Aedes aegypti das populac6es
RecLab (laboratdrio), Recife (campo) e Petrolina (campo) em diferentes momentos apds a alimentacdo com sangue infectado ou nédo infectado

(controles). Cont: grupo controle; Inf: grupo infectado.
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Figura 18. Percentual de expressdo de genes de resposta imune em amostras individuais de corpo gorduroso de mosquitos Aedes aegypti das
populacdes RecLab (laboratdrio), Recife (campo) e Petrolina (campo) em diferentes momentos ap6s a alimentacdo com sangue infectado ou nédo

infectado (controles). Cont: grupo controle; Inf: grupo infectado.
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GLANDULAS SALIVARES
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Figura 19. Percentual de expressdo de genes de resposta imune em pools com amostras de 3 glandulas salivares de mosquitos Aedes aegypti das
populagbes RecLab (laboratério), Recife (campo) e Petrolina (campo) em diferentes momentos apos a alimentacdo com sangue infectado ou néo

infectado (controles). Cont: grupo controle; Inf: grupo infectado.
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6.5-Expressao individual ou simultanea de REL1, HOP e DCR-2

Os resultados para intestinos individuais da col6nia RecLab mostram que houve
expressao Unica de REL1 tanto nos controles como nos infectados, com uma proporcao maior
no altimo grupo. J& uma pequena propor¢do de individuos no grupo controle em RecLab
expressou HOP unicamente. N&o houve expressdo Unica de DCR-2 no intestino de RecLab
(Figura 20). Na populacdo de Recife, foram observados individuos que expressaram
unicamente REL1, HOP e DCR-2 no intestino, sendo que nos infectados houve somente
expressdo exclusiva de REL1, em maior propor¢do que nos controles (Figura 20). Na
populacdo de Petrolina, houve expressdo Unica de REL1 e HOP no intestino de individuos
infectados e controles, em proporc¢des ligeiramente diferentes. Ndo foi observada a expressao
Unica de DCR-2 nessa populacédo (Figura 20).

Em relacdo a co-expressdo de moléculas no intestino das populacfes de Ae. aegypti
analisadas, os padrdes diferiram entre elas. Em RecLab, houve co-expresséo de REL1/HOP e
REL1/HOP/DCR-2 nos controles e infectados, sendo que a proporc¢éo de infectados com co-
expressdo de REL1/HOP foi maior que no grupo controle (Figura 21). Ja na populacéo de
Recife, houve co-expressdo de REL1/HOP, REL1/DCR-2 e REL1/HOP/DCR-2 (a primeira
combinacdo em maior propor¢do), ja nos infectados a co-expressao das trés moléculas néo foi
observada (Figura 21). Em relacdo a Petrolina, somente a co-expressdo REL1/DCR-2 foi
encontrada nos controles. Ja nos infectados ndo houve co-expressdao de moléculas (Figura
21). No corpo gorduroso a expressdo Unica de REL1 foi observada nos grupos controle e
infectado das trés populagBes. A expressdo Unica de DCR-2 foi observada somente em
RecLab no grupo controle e em Recife no grupo infectado. Ja a expresséo exclusiva de HOP,
foi detectada somente no grupo controle de Recife (Figura 20). No corpo gorduroso de
RecLab, os individuos do grupo controle co-expressaram REL1/HOP e REL1/HOP/DCR-2 (a
segunda em maior proporcao). Nos infectados dessa populagdo, houve co-expressao de
REL1/HOP, REL1/DCR-2 (em pequena propor¢do) e REL1/HOP/DCR-2, com uma maior
proporcdo de individuos co-expressando REL1/HOP nos infectados quando comparados aos
controles (Figura 21). Em Ae. aegypti de Recife, houve co-expressao no corpo gorduroso de
REL1/HOP, REL1/DCR-2 e REL1/HOP/DCR-2, sendo a segunda combinacdo de maior
proporcdo (Figura 21). Na populacdo de Petrolina, a co-expressdo de REL1/HOP,
REL1/DCR-2 e REL1/HOP/DCR-2 no corpo gorduroso foi observada tanto nos controles
quanto nos infectados, sendo que a combinacdo REL1/HOP/DCR-2 foi em maior proporc¢ao

nos infectados (Figura 21).
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Figura 20. Percentual de expresséo individual de genes de resposta imune em amostras de intestino e corpo gorduroso de Aedes
aegypti das populacbes RecLab, Recife e Petrolina nos grupos infectados e controle de cada populagéo. Cont: grupo controle; Inf:

grupo infectado.
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Figura 21. Percentual de co-expressdo de genes de resposta imune em amostras de intestino e corpo gorduroso de Aedes aegypti
das populagdes RecLab, Recife e Petrolina nos grupos infectados e controle de cada populagdo. Cont: grupo controle; Inf: grupo

infectado.
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7. DISCUSSAO

Este trabalho demostrou que ha variacdo na resposta a infeccéo viral nas diferentes
populacBes estudadas. Uma analise em pequena escala relelou o emprego de mecanismos
antivirais apés a infeccdo com DENV-2, através do registro da expressdo de moléculas-chave
representantes de cada um dos trés mecanismos antivirais conhecidos até 0 momento em
mosquitos.

No presente estudo, a quantificagdo viral no intestino aumentou gradualmente do 3°
ao 11° dpi, havendo um declinio nos momentos seguintes. Esse padrao se repetiu em todas as
populacdes. Sanchez-Vargas et al. (2009), em Ae. aegypti HWE infectado com DENV-2,
mostraram um padrdo similar, com um pico da titulacdo viral no 11° dpi e comeco de declinio
do mesmo no 12° dpi. Apesar do pico observado nas trés populagfes do nosso estudo ao 11°
dpi no intestino, a quantidade de particulas virais parece ter permanecido constante nos outros
casos (vide quantificacdo viral nas glandulas). E possivel que o pico observado aos 11dpi no
intestino reflita uma replicacdo viral mais intensa nesse érgéo.

Apesar do virus ter sido detectado no corpo gorduroso de um individuo da populagédo
de Petrolina aos 3dpi, nas trés populacdes o virus foi encontrado nesse tecido no 7° dpi. A
presenca do virus no corpo gorduroso reflete o periodo de disseminacdo viral, ou seja,
periodo em que o virus sai do intestino e se dissemina para outros 6rgdos. Em outros estudos,
6rgdos como perna e cabeca sdo usados para se obter a taxa de disseminacao viral (GUBLER
et al.,, 1979; LAMBRECHTS et al., 2009; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004).
Considerando este fato, a populacédo de Petrolina apresentou a taxa mais alta de disseminacao
viral, sugerindo que a barreira de escape do intestino nessa populacdo, um dos determinantes
da competéncia vetorial, seria menos eficiente.

Os nossos dados sobre as taxas de infeccdo das glandulas salivares, apesar de
oferecerem alguma informacéo sobre a infeccdo do DENV-2 nesse tecido nas populacdes
analisadas, possuem alguns problemas de analise. Além das coletas terem sido feitas em
pools, impossibilitando assim uma andlise dos reais percentuais de infeccdo, o numero de
amostras foi pequeno (3 pools/dpi/populagédo). Portanto, pode-se verificar somente que em
todas as populacdes houve infeccdo viral nas glandulas e que a populacdo de Recife foi a
Gnica onde houve uma amostra positiva aos 7dpi (nas outras o virus foi detectado pela
primeira vez aos 11dpi). Em termos de amostras positivas totais (todos os dpi) de glandulas

salivares, a populacdo RecLab foi a que apresentou a menor porcentagem. Em outro estudo,
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Salazar et al. (2007), detectaram DENV-2 nas glandulas de Ae. aegypti Chetumal em 10%
dos individuos no 3° dpi e em 76-95% a partir do 10° dpi. Em relacdo a quantificacéo viral, a
quantidade de virus observada foi constante e menor que nos outros 6rgaos.

As analises de percentual de infeccdo dos diferentes 6rgdos e da quantificacdo viral
indicam que a populacao de RecLab pode ser menos competente vetorialmente que as outras.
Adicionalmente, as analises de morfometria geométrica alar indicam que as fémeas da
RecLab sdo significativamente maiores que as fémeas das outras duas populagdes estudadas.
Fémeas maiores ingerem maior quantidade de sangue e consequentemente podem apresentar
uma maior taxa de infeccdo viral, o que nao foi o caso observado em nosso estudo. Uma vez
que RecLab é uma populacdo de laboratério ndo selecionada para susceptibilidade viral, é
possivel que as populagdes de campo, Recife e Petrolina, sejam mais competentes, pois
Pernambuco é um estado endémico para o DENV, e essas populacfes podem estar
constantemente em contato com o virus. Ha também o importante fato da cepa do DENV-2
3808, aqui utilizada, ter sido isolada durante epidemia viral em PE.

Estudos sobre a interacdo de Ae. aegypti de campo com DENV sdo escassos
(ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; BENNETT et al.,, 2005; BENNETT et al., 2002;
GUBLER et al., 1979; LAMBRECHTS et al., 2009; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al.,
2004; SALAZAR et al., 2007) mas mostram, claramente, que diferentes populacdes de
mosquitos respondem de maneira distinta aos sorotipos/gen6tipos do virus. Isso se deve tanto
a fatores ambientais/ecol6gicos, como também a fatores genéticos, tanto do vetor quanto do
virus. Urdaneta-Marques et al. (2008), ao investigarem polimorfismos de genes mitocondriais
em populacdes venezuelanas, fizeram uma relacdo entre as variagdes genéticas existentes nas
oito populacdes analisadas, e 0s niveis de competéncia vetorial desses mosquitos ao virus
dengue sorotipo 2, mostrando diferencas significativas nas taxas de infeccdo e disseminacao.
Para populacGes de mosquitos coletados em diversas regides do Brasil, Lourencgo-de-Oliveira
et al. (2004) correlacionaram a variabilidade genética dessas diferentes populagcdes com
padrdes de susceptibilidade dos mosquitos aos virus dengue sorotipo 2 e virus da febre
amarela. Esses autores mostraram naquele estudo que as taxas de infeccdo realizadas
experimentalmente em Ae. aegypti para ambos 0s virus sdo elevadas e heterogéneas ao se
comparar as diferentes populacdes.

A susceptibilidade ao virus é determinada, em parte, pela resposta imune do vetor. Ao
mesmo tempo, o virus, durante o processo de co-evolugdo com seu hospedeiro vetor, adquiriu
mecanismos de evasdo da resposta imune para continuar seu ciclo de propagacédo. Apesar dos

mecanismos antivirais em mosquitos serem ainda pouco conhecidos, ha estudos mostrando o
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envolvimento das vias de sinalizagdo Toll (RAMIREZ; DIMOPOULOQOS, 2010; XI et al.,
2008) e JAK-STAT (SOUZA-NETO et al., 2009) e do mecanismo de RNAi (SANCHEZ-
VARGAS et al., 2009). Entretanto o conhecimento desses mecanismos ainda é bastante
primario. N&o se sabe como o virus os ativa ou se linhagens/populacdes diferentes de Ae.
aegypti empregam um dos mecanismos mais eficientemente que outras ou até mais de um
mecanismo em combinacao.

Quando olhamos o gréfico de expressdo génica individual de todas as populacGes
(Figuras 20 e 21), o grupo de individuos infectados tem uma menor porcentagem de HOP e
DCR-2 (representantes de JAK-STAT e RNAI, respectivamente) sempre que estes estdo
presentes no grupo controle, o que pode significar que o virus esta manipulando estes
mecanismos, como sugerido previamente (SANCHEZ-VARGAS et al., 2009; SIM,;
DIMOPOULOS, 2010). Isso faz sentido, pois ha evidéncias de que esses mecanismos sdo
mais impactantes para o virus no comeco da infeccdo (SANCHEZ-VARGAS et al., 2009;
SIM; DIMOPOULOS, 2010). Nos primeiros momentos da infeccdo, pode-se observar que 0s
insetos de Petrolina, que por sua vez apresentaram uma taxa mais alta de infeccdo no
intestino, ndo expressaram DCR-2 ou HOP. Por outro lado, no 7° dpi, os insetos infectados da
RecLab expressaram todas as moléculas, sendo que a taxa de infeccdo no momento seguinte
(11 dpi) foi bem mais baixa, indicando que os mecanismos de defesa ativados no vetor pela
infeccdo podem ter sido eficientes.

No corpo gorduroso, essas diferencas ndo foram tdo evidentes. Isso é de se esperar,
devido ao fato desse 6rgao ser o principal local de producdo de moléculas de resposta imune
e estar ativo ndo s6 apos a infeccdo com o virus, mas também apds alimentacdo com sangue
em si (BARILLAS-MURY et al., 2004).

Nas glandulas salivares, os padrdes de expressdo foram bastante distintos entre as
populagGes. Em RecLab, registramos taxa de infecgdo de glandulas salivares mais baixas
dentre as trés populagdes, ndo sendo detectada a expressdo de nenhuma molécula na amostra
positiva ao 15° dpi. Mesmo ndo havendo expressdo no 15° dpi, a expressédo de REL1 e HOP
ocorreu no 21° dpi. Nesse dpi, 0 virus parece ter modulado a expressdao de DCR-2, que
aparece nos controles. Na populacdo de Recife, onde a detecgdo do virus ocorreu pela
primeira vez no 7° dpi, a expressao de HOP diminuiu tanto nesse mesmo dpi quanto no 15°,
ao se comparar com o grupo controle. DCR-2 ndo foi expresso no 7° dpi de Recife infectado,
diferentemente do que ocorre no grupo controle, sugerindo uma possivel modulacdo pelo
virus da via de RNAI. A expressdo de REL1 nas glandulas foi evidente tanto em insetos de
Recife quanto de Petrolina, sendo que os insetos infectados de Petrolina expressaram
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unicamente REL1. Esses dados levantam a possibilidade de JAK-STAT e RNAI serem
também importantes no controle da infeccdo das glandulas por DENV, ja que 0s mosquitos
infectados das duas populacBes que apresentaram taxas mais altas de infec¢do nesse 6rgéo,
ndo expressaram Ou expressaram em menor porcentagem essa moléculas (quando
comparados aos respectivos controles). Esses dados sdo relevantes por ndo haver registro do
papel dos mecanismos antivirais nas glandulas salivares, apesar desse 6rgdo ser alvo vital
para o ciclo viral no mosquito, ocorrendo também nessa regido replicagdo viral (BEATY;
MARQUARDT, 1996b).

As analises de expressdo individual ou em combinacdo das moléculas-chave de
mecanismos antivirais no intestino e corpo gorduroso também ofereceram informacgoes
relevantes. No intestino, houve supressao individual de HOP e DCR-2 sempre que transcritos
desse gene estavam presentes nos controles. J& a co-expressao de REL1 e HOP na populacéao
RecLab aumentou nos infectados, podendo significar o emprego simultaneo da via Toll e
JAK-STAT contra o virus. Nessa populacdo houve também co-expressdo das trés moléculas
nos individuos infectados, ndo diferindo dos controles. Os dados da RecLab sugerem que o
virus ndo consegue modular eficientemente a defesa antiviral nessa populacdo. Nos insetos da
populacdo de Recife, é evidente a supressdo da expressdo de genes individuais no grupo
infectado, a0 mesmo tempo em que a auséncia da co-expressao das trés moléculas nesse
mesmo grupo € interessante, podendo sugerir diferencas entre defesas antivirais entre as
populacBes. Nos individuos de Petrolina, o fato de DCR-2 sé aparecer em co-expressao com
REL1 é importante. Enquanto ha evidéncias de que as vias Toll e JAK-STAT séao
independentes (SOUZA-NETO et al., 2009), ndo ha registro ainda sobre o nivel de
dependéncia entre a via Toll e 0 mecanismo de RNAI. Nesse sentido, os presentes resultados
mostram que a expressdo individual de DCR-2 no intestino sé ocorreu na populacdo de
Recife, mas que na maior parte dos individuos sua expressao ocorreu com REL1 (tanto na
combinagcdo REL1/DCR-2 quanto REL1/HOP/DCR-2). Esse fato levanta a questéo sobre a
relacdo entre esses mecanismos. Por outro lado, a auséncia da co-expressdo entre DCR-2 e
HOP, sem REL1, pode indicar a falta de dependéncia desses mecanismos.

No corpo gorduroso, o aumento da co-expressdo das trés moléculas em todas as
populagBes no grupo infectado sugere que o emprego de mecanismos antivirais € mais crucial
no intestino, reforcando a hipotese da barreira no intestino, de infeccdo ou escape, na
modulagdo da competéncia vetorial (MARQUARDT, 2004). Entretanto, a barreira de
infeccdo das glandulas salivares também pode estar implicada na competéncia vetorial
(MARQUARDT, 2004).
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Os resultados aqui descritos indicam que diferentes populacbes de Ae. aegypti
possivelmente empregam respostas antivirais distintas, tanto na magnitude quanto nas
combinacbes. Além disso, os dados também indicam que o virus tem capacidade de
modulacdo diferente nas distintas populagdes. Uma das explicagdes para isso seria o
polimorfismo das moléculas envolvidas nos mecanismos antivirais. Por fim, o fato de REL1
ter sido a molécula mais expressa em todos os tecido e populagdes, esta de acordo com
estudos prévios que mostram o0 emprego dessa via na defesa antiviral em insetos
(HOFFMANN, 2003; RAMIREZ; DIMOPOQULOS, 2010; Xl et al., 2008). Além disso, essa
via esta também envolvida na resposta imune contra outros patégenos, o que pode também
explicar sua ativacdo generalizada nesses insetos. Sendo essa uma resposta de maior
magnitude, pode ser que o virus tenha adquirido meios para supressdo de mecanismos
também importantes, porém mais passiveis de modulacdo, como a JAK-STAT e RNAI. A
ativacdo da JAK-STAT e do RNAI nos individuos controles, em alguns casos, também pode
ser devida a resposta imune ativada apos alimentacdo com sangue. Adicionalmente, as vias
Toll e JAK-STAT podem estar relacionadas com outros sistemas fisiologicos em insetos, que
ndo a resposta imune (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007) e que o RNA. serve, além de defesa
antiviral, como mecanismo enddgeno de regulacdo génica (MELLO; CONTE, 2004). Essas
seriam outras possiveis explicacfes para a expressdo de REL1, HOP e DCR-2 nos controles.

Este trabalho, assim como estudos anteriores, abre novas perspectivas para o
desenvolvimento de ferramentas alternativas de controle vetorial, uma vez que revela o
importante papel de diferentes vias de resposta antiviral. Recentemente, a liberacdo de insetos
modificados geneticamente foi reportada no Caribe, 0 que mostra o inicio de uma nova era no
controle dos insetos vetores. Desta forma, o conhecimento sobre a interagdo virus-mosquito

serd fundamental na construgdo destas novas estratégias.
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