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RESUMO

O Mayaro virus (MAYV) € um arbovirus do género Alphavirus, familia Togaviridae,
e o agente etioldgico da febre do Mayaro, uma doenga febril aguda, clinicamente
semelhante a Dengue e Chikungunya. Apesar de ser uma arbovirose silvestre, muitos
casos e surtos em areas periurbanas ja foram relatados para esta doenca, aumentando
a preocupacdo e vigilancia epidemioldgica, uma vez que o Aedes aegypti, o principal
vetor urbano de DENV, ZIKV e CHIKV, possui capacidade para transmissdo deste
virus. A urbanizacdo do MAYV poderia trazer um sério problema de saude publica.
Uma das possiveis estratégias para o controle da transmissdo do MAYV seria o uso
de mosquitos Ae. aegypti transfectados com a bactéria Wolbachia (linhagem wMel),
como vem sendo utilizado para dengue, Zika e  chikungunya
(www.worldmosquito.org). O objetivo principal deste estudo foi avaliar a
participacdo de diferentes vias de resposta imune do Ae. aegypti em resposta a
infeccdo pelo MAYYV, e pela Wolbachia. Foram utilizadas 2 linhagens de Ae. aegypti
- Br (mosquitos de campo coletados no Rio de Janeiro) e wMel Br (linhagem de
mosquitos transfectados com a cepa wMel da bactéria Wolbachia). Ambas as
linhagens receberam trés tratamentos diferentes: sacarose 10%, sangue sem MAYV e
sangue com MAYV. Amostras dos mosquitos foram coletadas a 2, 4 e 7 dias apds a
infecgcdo, seguindo-se pela extragdo do RNA total e sintese do cDNA. Primeiramente
a carga viral de MAYV e a densidade de wMel foram quantificadas. Nossos
resultados demonstram a capacidade de wMel em interferir na replicacdio do MAYV
assim como demonstramos que mosquitos wMel Br infectados com MAYV
apresentaram um aumento na densidade de Wolbachia. Posteriormente, foram
analisados, via quantificagdo relativa, o perfil de expressdo de genes da via Toll
(CACTUS e RELI), Imd (CASPAR e REL2), JAK/STAT (DOME e SOCS) e da via do
siRNA (AGO2). Nossos resultados sugerem que a alimentacdo sanguinea foi um dos
principais fatores responsaveis pelo aumento na expressdo dos genes da via Toll e
Imd e que o gene DOME tem sua expressdo aumentada na presenga de MAYV
sugerindo a participagdo da via JAK/STAT. Apesar de ter-se um aumento na
expressdo de genes do sistema imune na linhagem wMel Br, essa ativag@o do sistema
imune ndo representa o principal mecanismo pelo qual o fenétipo de interferéncia a
patogenos acontega. O gene AGO2 ndo teve sua expressdo alterada em mosquitos Br,
porém teve uma expressdo menor em mosquitos wMel Br. Sabendo-se que a via do
siRNA é uma das principais vias de controle de infec¢des virais em Ae. aegypti, nos
investigamos funcionalmente a participacdo do gene AGO2 em ambas a linhagens.
Para isto silenciamos o gene AGOZ2 de forma transiente utilizando a técnica do RNA..
Nao houve alteracdo da carga viral ou densidade de wMel frente ao silenciamento
transiente de AGOZ2. Apesar dos mecanismos envolvendo a resposta imune na
infec¢c@o pelo MAYV em linhagens com e sem Wolbachia ndo estarem claros, nosso
trabalho estabelece novas perspectivas e alvos potenciais para novas estratégias de
interven¢do no mosquito vetor. Entender as interagdes virus-hospedeiro-Wolbachia
sd0 essenciais para o combate a transmissdo do MAY'V e outras arboviroses. Nosso
trabalho também sugere novos marcadores moleculares que podem ser utilizados para
determinagdo de resisténcia e suscetibilidades a infec¢do em populag¢des naturais de
mosquitos.

Palavras-chaves: Aedes aegypti, interagcdes patdogeno-vetor, sistema imune, Mayaro
virus.



ABSTRACT

The Mayaro virus (MAYV) is an arbovirus of the genus Alphavirus, family
Togaviridae, and the etiologic agent of Mayaro fever, an acute febrile illness,
clinically similar to Dengue and Chikungunya. MAY'V is an emerging virus and has a
mainly enzootic cycle involving non-human primates and mosquitoes of the species
Haemagogus janthinomys. Despite being a silvatic arbovirus, many cases and
outbreaks in periurban areas have been reported for this disease, increasing concern
and epidemiological surveillance, since Aedes aegypti, the main urban vector of
DENV, ZIKV and CHIKV has the capacity for transmission of this virus. The
urbanization of the MAYV could pose a serious public health problem. One of the
possible strategies for the control of MAYV transmission would be the use of Ae.
aegypti mosquitoes transfected with the bacterium Wolbachia (wMel strain), as it has
been used for dengue, Zika and chikungunya (www.worldmosquito.org). The main
objective of this study was to evaluate the participation of different pathways of the
Ae. aegypti's immune system in response MAYV infection, and also to Wolbachia
infection. Two strains of Ae. aegypti - Br (wild mosquitoes collected in Rio de
Janeiro) and wMel Br (lineage of mosquitoes transfected with the wMel strain of the
Wolbachia bacterium). Both strains received three different treatments: 10% sucrose,
blood without MAYV and blood with MAYV. Mosquito samples were collected at 2,
4 and 7 days post-infection, followed by extraction of total RNA and cDNA synthesis.
First, the viral load of MAYV and the density of wMel were quantified. Our results
demonstrated the ability of wMel to interfere in MAYV replication as well as we
demonstrated that wMel Br mosquitoes infected with MAYV showed an increase in
Wolbachia density. Afterwards, the expression profile of genes from the Toll pathway
genes (CACTUS and RELI), Imd pathway (CASPAR and REL?2), JAK/STAT pathway
(DOME and SOCS) and the siRNA pathway (4GO2) were analyzed by relative
quantification. Our results suggested that the blood supply was one of the main
factors responsible for the increase in the expression of the genes from the Toll and
Imd pathways and that the DOME gene has its expression increased in the presence of
MAYYV suggesting the participation of the JAK/STAT pathway in MAYV infection.
Although there is an increase in the expression of immune system genes in the
wMel Br line, this activation does not represent the main mechanism by which the
pathogen interference phenotype occurs. The AGO2 gene did not have its expression
altered in Br mosquitoes, but had a smaller expression in wMel Br mosquitoes. It is
known that the siRNA pathway is one of the main routes of control of viral infections
in Ae. aegypti. Thus, we functionally investigated the involvement of the AGO2 gene
in both strains. For this, we mutate the AGO2 gene transiently using the RNAi
technique. There was no change in viral load or wMel density in mosquitoes with
transient silencing of AGQO2. Although the mechanisms involving the immune
response against MAYV infection in strains with and without Wolbachia are not
clear, our work establishes new perspectives and potential targets for new intervention
strategies in this vector mosquito. Understanding virus-host-Wolbachia interactions
are essential for combating the transmission of MAYV and other arboviruses. Our
work also suggests new molecular markers that can be used to determine resistance
and susceptibility to infection in natural mosquito populations.

Keywords: Aedes aegypti, pathogen-vector interactions, immune system, Mayaro
virus.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses tém sido o grande problema de saide publica do mundo atual
ganhando cada dia mais aten¢do devido aos inumeros casos relatados. Arbovirus,
nome derivado do inglés Arthropod-borne virus, sio virus mantidos na natureza
através de um ciclo bioldgico de transmissdo entre hospedeiros vertebrados e
artropodes vetores hematofagos como mosquitos, carrapatos, flebotomineos, entre
outros. Em termos de impacto na saude publica, acredita-se que entre os anos de
1990-2013, as doengas causadas por arbovirus representaram um aumento global de
58% na taxa DALY (do inglés Disability Adjusted Life Years), indicador criado pela
Organizag¢do Mundial de Saide (OMS) e que representa os anos de vida perdidos, seja
por morte prematura ou incapacidade, em relacdo a esperanca de vida (STANAWAY
etal.,2016).

De modo geral, os arbovirus se encontram na natureza circulando entre
animais silvestres, o que é conhecido como ciclo silvestre, sendo que a transmissao
dos virus para humanos e animais domésticos ocorre de forma acidental (KREUDER
et al., 2015). Este processo de urbanizagdo de um arbovirus tem sido algo bastante
discutido na comunidade cientifica, principalmente apds os surtos de Zika (ZIKV) e
Chikungunya (CHIKYV) ocorridos no Brasil nos ultimos anos. A adaptagdo de um
arbovirus ao ambiente urbano depende de vdrios fatores, entre eles mudancgas
climaticas, desmatamento e o aumento na frequéncia do trafego de pessoas,
principalmente relacionado ao ecoturismo, que leva humanos a frequentarem areas
silvestres onde ha arbovirus circulando (WEAVER, 2005; GOULD; HIGGS, 2009;
KILPATRICK; RANDOLPH, 2012)

Além dos virus mais comumente circulantes que afetam humanos como o
Dengue virus (DENV), a cada dia surgem epidemias e surtos repentinos de outras
arboviroses emergentes. Dentre estas arboviroses emergentes tem-se a febre do
Mayaro, uma infec¢do causada pelo Mayaro virus (MAYV), que € clinicamente muito
semelhante a Dengue e outras arboviroses. O MAYV ¢ transmitido principalmente
pela picada de mosquitos Haemagogus janthinomys que juntamente com roedores e
primatas ndo humanos s3o responsaveis pela manutengdo do virus em um ciclo

enzootico.
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Apesar de ser uma arbovirose silvestre, muitos casos em areas periurbanas e
casos aldctones ja foram relatados para a febre do Mayaro (ACOSTA-AMPUDIA et
al., 2018), e uma vez que o Aedes aegypti, um vetor extremamente antropofilico e
com o habitat principalmente urbano, possui capacidade para transmissio deste virus
(LONG et al., 2011; PEREIRA et al., 2018; MACKAY & ARDEN, 2016; MOTA et
al, 2015), aumenta a preocupagdo sobre a urbanizacdo do MAYV. Este poderia se
tornar um sério problema de saude publica devido a intensa poliartralgia debilitante e,
muitas vezes cronica, que pode resultar em grande impacto socioecondmico de areas

afetadas.

1.1 FEBRE DO MAYARO
1.1.1 Histdrico e epidemiologia

O Mayaro virus (MAYYV) foi pela primeira vez descrito em 1957 depois de
seu isolamento de cinco trabalhadores rurais em Trinidad em 1954 (ANDERSON et
al., 1957) e desde entdo surtos da doenca ja foram relatados em diferentes areas da
regido Amazonica, em varios paises nas Américas Central e Sul. Casos da febre do
Mayaro e/ou isolamento viral em humanos, primatas ndo humanos, aves, roedores e
mosquitos ja foram relatados no Peru (FORSHEY ef al., 2010; HALSEY et al.,
2013), Suriname (METSELAAR, 1966; HASSING et al., 2010), Guiana Francesa
(TALARMIN et al., 1988), Guiana e Venezuela (TORRES et al., 2004), Colombia
(GROOT, 1964), Equador (IZURIETA et al., 2009), Panama (SEYMOUR et al.,
1983), Bolivia (FORSHEY et al., 2010) e no Brasil (Figura 1)
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Figura 1: Distribui¢do epidemiologica de casos de MAYV ao redor do mundo.
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Fonte: Adaptado de ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018.

Dos 3 grandes surtos causados pelo MAYV registrados na América Latina, 2
foram na regido Norte do Brasil, nos estados do Para e do Amazonas (PINHEIRO et
al., 1981; ABAD-FRANCH et al., 2012; MOURAO et al., 2012; HOCH et al., 1981;
LEDUC et al., 1981; AZEVEDO et al., 2009). Vérios casos da febre do Mayaro
também ja foram relatados em viajantes que visitaram a regido da Bacia Amazonica
suscitando uma preocupag¢do em relacdo a dissemina¢do do MAYV para outros
continentes (SLEGERS et al., 2014).

No Brasil, a febre do Mayaro ¢ uma doenga de notificagdo compulsoria
imediata de acordo com a portaria n° 104, de 25 de janeiro de 2011 do Ministério da
Saude e até 2016 foram notificados 343 casos da doenga (Tabela 1; Figura 2). Apesar
disso, vale ressaltar que na pratica clinica no Brasil ¢ comum os casos serem
notificados baseando-se apenas nos sintomas em vez de se usar métodos moleculares
como RT-qPCR, devido ao alto custo, auséncia de estrutura para tais analises em
clinicas da saude, bem como no tempo para liberagdo dos resultados, dificultando
assim uma analise epidemiologica mais precisa da doenga levando-se a acreditar que

o numero de casos possa estar subestimado.
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Tabela 1: Estados com registro de casos suspeitos de doenca pelo virus Mayaro,
Brasil, janeiro de 2016.

Estados
Casos notificados
Confirmados Em investigacdo Descartados Total
n % n % n % n %
Goids 60 85,7 133 54,5 10 34,4 183 53,3
Para 1 1,4 56 22,9 1 37,9 68 19,8
Tocantins 9 12,8 16 6,5 0 0,0 25 T2
Roraima 0 0,0 23 9,4 5 17,2 28 8,1
Mato Grosso 0 0,0 20 8,1 0 0,0 20 5.8
Amazonas 0 0,0 6 24 2 6,8 8 23
Amapa 0 0,0 ] 04 1 34 7 2,0
Bahia 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
Minas Gerais 0 0,0 1 04 0 0,0 1 0,3
Mato Grosso do Sul 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
Distrito Federal 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
Total 70 100,0 244 100,0 29 100,0 343 100,0

Fonte: portalsaude.gov.br. (acessado: 29 de outubro, 2017).

Figura 2: Ocorréncia de casos de Mayaro virus no Brasil.
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O mapa representa os casos antes de 2014 (cinza claro) e entre 2014-2016 (cinza
escuro), no Brasil. Mapa feito por Fernanda de Menezes Carvalho. Feito através de
publicacdes cientificas e MS.

1.1.2 Agente etiologico

MAY'V, agente etioldgico da febre do Mayaro, ¢ um arbovirus, pertencente a
familia Togaviridae e género Alphavirus, e assim como os demais virus do género
Alphavirus, ¢ um virus envelopado com proteinas estruturais acopladas ao envelope,
possui um capsideo icosaédrico que envolve o seguimento gendmico que consiste de

uma fita simples linear de RNA senso positivo. O RNA deste possui uma regido
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gendmica que sera traduzida em uma poliproteina que quando clivada gerara quatro
proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), e também uma regido
subgenomica responsavel pela codificagdo das proteinas estruturais Capsideo (C) e

Envelope (E1, E2, E3 e 6k) (MACKAY & ARDEN, 2016; MOTA et al., 2015).

1.1.3 Sintomas e patogenia

A febre do Mayaro ¢ uma doenca febril aguda acompanhada de manchas
vermelhas na pele (rash) e artralgia. Estes sintomas sdo muito comuns a outras
arboviroses como Dengue e Chikungunya o que dificulta o diagnostico baseado
apenas na analise clinica, fazendo-se necessario o uso de métodos soroldgicos e
moleculares. Em um estudo realizado por Vieira e colaboradores (2015), no qual
descreveram um surto de dengue no Mato Grosso, dos 200 casos notificados, 20%
foram confirmados para dengue e 3% confirmados para febre do Mayaro,
exemplificando a semelhanga clinica e a dificuldade de diagndstico diferencial destas
arboviroses baseando-se apenas na clinica.

A febre do Mayaro ndo ¢ uma doenga letal, porém apresenta uma alta taxa de
morbidade uma vez que em casos mais graves o paciente pode desenvolver, como no
caso de febre chikungunya, uma poliartralgia dolorosa que pode perdurar por varios
meses (THEILACKER et al., 2013). Até o presente momento, apenas um caso de
mortalidade foi descrito na literatura, em que um paciente no México, com
diagnédstico confirmado para MAYV, apresentou hemorragia com trombocitopenia,
ictericia, encefalopatia e faleceu 30 dias apos a internagdo hospitalar (NAVARRETE-
ESPINOSA & GOMEZ-DANTES, 2006).

1.1.4 Diagnostico

O primeiro passo para o diagnostico da febre do Mayaro ¢ através de exames
clinicos, porém somente a anamnese ndo ¢ suficiente para um diagnostico final.
Portanto, anélises laboratoriais, juntamente com a situagdo epidemioldgica da regido,
devem ser analisados. Os exames especificos para diagndstico sdo a partir do
isolamento direto do virus de pacientes infectados, utilizando técnicas de cultivo viral,

assim como métodos moleculares (NAVECA et al., 2017; ROSA et al., 2017).
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1.1.5 Tratamento

Para o paciente com febre do Mayaro ndo existe um tratamento especifico. A
forma de tratamento € apenas sintomatica, com administra¢do de analgésicos e anti-
inflamatdrios ndo-esteroides para alivio das dores, podendo ser prescrito por meses
em casos mais graves. Alguns autores sugerem o uso de Cloroquina para tratamento
da febre do Mayaro, uma vez que este medicamento se mostrou eficaz no tratamento
de artralgia incapacitante causada por CHIKV, também um Alphavirus MACKAY &
ARDEN, 2016).

1.1.6 Ecologia do MAY'V - hospedeiros e reservatorios naturais

O MAYV circula na natureza entre animais silvestres como preguicas,
primatas ndo-humanos, aves e roedores, no que ¢ conhecido como ciclo de
transmissdo silvestre (ou silvativo/enzodtico), causando doencas em humanos e
animais domésticos de forma acidental e esporadica (eventos de spillover). Neste
ultimo caso, os humanos constituem a ponte entre o ciclo silvestre e o rural quando
estes adentram areas florestais onde se tem o virus circulando e se infectam
retornando para areas periurbanas durante o periodo de viremia.

No ciclo silvestre o mosquito da espécie Haemagogus janthinomys tem sido
considerado como o principal vetor do MAYV, apos estudos realizados durante os
surtos que ocorreram no Estado do Para, Brasil, em que mosquitos da espécie em
questdo foram encontrados naturalmente infectados com MAYV (HOCH et al., 1981;
AZEVEDO et al., 2009).

Apesar do Hg. janthinomys ser considerado o principal vetor, MAYV j4 foi
encontrado infectando naturalmente outras espécies de mosquitos, alguns dos quais
também habitam areas periurbanas, como Mansonia venezuelensis (AITKEN et al.,
1960), Psorophora feroz e Culex vomerifer (GALINDO et al., 1966). Além disso,
estudos laboratoriais j& demonstraram a competéncia de mosquitos Aedes scapularis
em transmitir MAYV (FORATTINI & GOMES, 1988).

A distribuig¢do geografica dos vetores e reservatorios de MAY'V restringe-se a
areas rurais proximas as florestas tropicais onde foram relatados a maioria dos surtos.
No entanto, vérios fatores sugerem a possibilidade de urbanizagdo do MAYV: (1) sua
homologia com o CHIKV com uma histéria da urbaniza¢do bem descrita (TESH et

al., 1999); (2) a ocorréncia regular de casos de MAYV perto das principais cidades
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tropicais onde 4. aegypti ¢ endémico (TESH ef al., 1999); (3) o fato de que MAYV ¢
propagado por viajantes doentes ou aves migratorias (THEILACKER et al., 2013)
além de possuir diferentes hospedeiros vertebrados como reservatorio (DE THOISY
et al., 2003); ademais, (4) estudos experimentais ja demonstraram que os vetores Ae.
aegypti e Ae. albopictus, com um comportamento basicamente urbano, sdo
competentes vetores para transmissdo de MAY'V.

Smith e Francy (1991) testaram a competéncia vetorial de mosquitos Ae.
albopictus para MAYV. Quando alimentados em hamsters infectados por MAYV,
com viremia em torno de 5.3 log;o PFU/mL, ou em alimentadores artificiais, com uma
concentragdo viral maxima de 7.7 log;o PFU/mL, uma porcentagem relevante de
mosquitos foi capaz de se infectar e transmitir o virus principalmente no segundo tipo
de alimentag3o.

No que concerne ao Ae. aegypti, Long e colaboradores (2011) demonstraram
experimentalmente a capacidade de mosquitos coletados no Peru em se infectarem e
transmitirem MAYV tanto quando receberam alimentacdo infectiva via alimentadores
artificiais ou através da alimentacdo em camundongos adultos virémicos (LONG et
al., 2011). Semelhantemente, Pereira e colaboradores (2017) demonstraram a
competéncia de mosquitos Ae. aegypti selvagens coletados na regido da Urca no
Estado do Rio de Janeiro, Brasil, em transmitir MAYV, tanto quando receberam
cultivos virais congelados ou frescos, obtendo taxas maiores de infec¢do no ultimo
caso.

Os estudos citados demonstram a capacidade de espécies de vetores altamente
antropofilicas e adaptadas ao ambiente urbano em transmitir MAY'V, sendo assim de

suma importancia compreender a relacdo deste virus com estas espécies.

1.2 Mosquito Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (ordem Diptera,
subordem Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae) € o principal vetor de
varias arboviroses no mundo sendo considerado um vetor altamente competente. Este
¢ um mosquito que quando adulto apresenta o corpo levemente enegrecido, com
escamas ornamentais formando um padrdo de manchas/faixas prateadas ao longo do
corpo, com presenga de duas listras no formato de lira em seu torax (TAKKEN;

VERHULST, 2011).
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O Ae. aegypti possui distribuicdo principalmente doméstica e ¢ altamente
antropofilico, com habitos diurnos, durante o qual a fémea realiza o repasto
sanguineo, especialmente durante as primeiras horas da manha e, ao entardecer, mas
ndo de forma exclusiva, tendo humanos como sua fonte preferencial de alimento
(TAKKEN; VERHULST, 2011).

O Ade. aegypti estd amplamente distribuido pelo mundo principalmente nas
regides tropicais e subtropicais (Figura 3). Esta ubiquidade dificulta o seu controle
populacional e viabiliza a disseminagdo e ocorréncia de surtos/epidemias de varias

arboviroses em diferentes partes do mundo (KRAEMER et al., 2015).

Figura 3: Distribui¢do de Aedes aegypti no mundo.
' A T

O mapa mostra a probabilidade de ocorréncia (de 0 azul para 1 vermelho) em uma
resolucdo espacial de 5 km x 5 km. Fonte: KRAEMER et al., 2015.

Os ovos de Ae. aegypti podem ser encontrados tanto em criadouros naturais
como em vaos de rochas, cascas de frutas e internodios de bambus, quanto em
criadouros artificiais, que incluem caixas d’agua, pneus, latas, recipientes plasticos,
piscinas, entre outros (Fundag¢do Oswaldo Cruz — criadouros naturais e artificiais de
Ae. aegypti: http://tinyurl.com/hcgcsd3 [acessado: 08 de janeiro, 2019]).

O ciclo de desenvolvimento de Ae. aegypti possui quatro diferentes estagios,
sendo: ovo, larva (4 estadios: L1-L4), pupa e inseto adulto, dividido em duas fases:
aqudtica e alada (Fundagdo Oswaldo Cruz — ciclo de vida de Ae. aegypti:
http://tinyurl.com/hcgesd3 [acessado: 08 de janeiro, 2019]).

O ciclo tem inicio quando as fémeas depositam os ovos na parede interna de
depositos com agua parada, levando a eclosdo dos ovos assim que estes entram em

contato com a dgua (apds o periodo necessario para completar o desenvolvimento do
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embrido no ambiente seco). Essas larvas alimentam-se de microrganismos e matéria
organica particulada, trocando sua cuticula corpdrea por trés vezes, indo do estadio
L1 ao L4 até realizarem metamorfose e se transformarem em pupas. Em seguida
ocorrem diversas mudancas fisioloégicas e anatdmicas, levando ao surgimento dos

mosquitos adultos, os quais atingem o meio terrestre (MOORE; WHITACRE, 1972).

1.2.1 Infecgdo e competéncia vetorial

A capacidade intrinseca de um vetor em ser infectado e transmitir a doenca ¢
denominada Competéncia Vetorial (HARDY et al., 1983; BLACK & SEVERSON,
2005), e diversos fatores podem influenciar neste processo, como temperatura média
do ambiente (WATTS et al., 1987), gendtipo do mosquito e do virus
(LAMBRECHTS et al., 2009), concentracdo do virus no sangue (NGUYEN et al.,
2013), microbiota intestinal (RAMIREZ ef al., 2012), dentre outros (KRAMER &
EBEL, 2003). O periodo de tempo entre o mosquito ingerir o virus e tornar-se apto a
transmiti-lo ¢ chamado de Periodo de Incubagdo Extrinseco (PIE) ¢ é também um
fator critico para a competéncia vetorial (CHRISTOFFERSON & MORES 2011;
SMITH et al., 2012; NGUYEN et al., 2013). A duracdo do PIE é geralmente descrita
sendo de 8 a 12 dias (WHO 2009), porém este valor pode variar dependendo do

arbovirus em questdo.

1.2.2 Sistema Imune do Aedes aegypti

O sistema imune do mosquito consiste de uma resposta imune inata composta
por barreiras fisicas (anatomicas) e vias de sinalizacdo celular, esta ultima caracteriza-
se pela ativacdo de um receptor transmembrana que ird desencadear uma cascata de
eventos moleculares que culminardo no aumento da expressdo de moléculas efetoras.
Ambas influenciam diretamente na competéncia vetorial do mosquito uma vez que
sdo determinantes para a capacidade do virus em infectar, multiplicar e ser
transmitido na saliva pelo mosquito 4e. aegypti (BEERNTSEN ez al., 2000; BLACK
IV et al., 2002). Alguns estudos sugerem também a existéncia de uma resposta imune
adaptativa (SERRATO-SALAS et al., 2018).

Com relagdo as barreiras anatdmicas pode-se citar a barreira de infec¢do do
intestino, a barreira de escape do intestino, a barreira de infec¢do da glandula salivar e
a barreira de escape da glandula salivar. Quando o mosquito se alimenta de sangue

num individuo que apresenta viremia, os virus ingeridos precisam primeiramente
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infectar produtivamente as células do epitélio do intestino médio. Os mecanismos que
afetam a capacidade dos virus de infectar estas células compdem a chamada barreira
de infeccdo do intestino. Apds a infec¢do do intestino, os virus devem entdo ser
capazes de se disseminar sistemicamente, via hemocele, passando a chamada barreira
de escape/disseminag¢do do intestino para os tecidos secundarios como tecido nervoso,
muscular, corpo gorduroso, etc. E por ultimo, para que o virus possa ser transmitido
com sucesso este deve ser capaz de vencer as duas ultimas barreiras de transmisséo,
barreira de infec¢do de escape da glandula salivar, atingindo os dutos salivares de
forma a ser transmitido horizontalmente para um hospedeiro vertebrado (BLACK IV
etal.,2002; SALAZAR et al.,2007).

Ja as vias de sinalizacdo celular caracterizam-se por sua rapida ativagéo
mediante o reconhecimento de moléculas provenientes do patégeno denominados
PAMPs (Pathogen associated molecular patterns) através de receptores de
reconhecimento de padrdes denominados PRRs (Pathogen Recognition Receptors) As
PAMPS sdo moléculas conservadas entre as classes de microorganismos, e que nio
estdo presentes no hospedeiro, como componentes da parede celular ou RNAs de
dupla fita (dsRNA — double stranded RNAs) (JUPATANAKUL et al., 2014). As
respostas desenvolvidas durante uma infecgdo s3o altamente efetivas e incluem a
produgdo de peptideos antimicrobianos, fagocitose, encapsulacdo, melaniza¢do do
patoégeno invasor ou, no caso de infecgdes por arbovirus, clivagem do RNA viral
(LEHANE et al. 2004). Em Ae. aegypti estas respostas sdo controladas por quatro
grandes vias de sinalizagdo: Toll, Imd (Immune deficiency), Jak-STAT (Janus kinase
— signal transducers and activators of transcription) € RNAi (RNA Interference)

(Figura 4) (DE GREGORIO et al., 2002).
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Figura 4: Principais vias de sinalizacdo da resposta imune do Aedes aegyti.
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1.2.2.1 Via de sinalizagdo Toll

A via Toll foi primeiramente caracterizada em Drosophila melanogaster
desempenhando papel no desenvolvimento embriondrio dessas moscas e
posteriormente como importante mecanismo de defesa contra fungos, bactérias Gram-
positivas e virus (LEMAITRE ef al., 1996; ZAMBON et al., 2005).

A transdugdo do sinal da via de Toll ¢ muito semelhante a sinalizagdo de NF-
kB em mamiferos: O reconhecimento de PAMPs por PRRs ativa uma cascata
proteolitica que leva a clivagem da citocina Spéetzle, que liga-se e ativa o receptor
transmembrana Toll ativando a sinalizagdo através das proteinas adaptadoras MyD8S8,
TUBE e PELLE associadas ao receptor. Essa ativacdo resulta na fosforilagdo e
subsequente degradacdo proteasomal do regulador negativo CACTUS, que se liga e
sequestra o fator de transcrigdo NF-kB (REL1 em mosquitos) no citoplasma. A
degradagdo de CACTUS permite a translocagdo do REL1 para o nucleo e a
subsequente transcricdo de genes efetores, como os peptideos antimicrobianos

(AMPs) (LEMAITRE et al., 1996; HOFFMANN, 2003).
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Em mosquitos Ae. aegypti, a via Toll ja foi demonstrada como tendo um papel
importante na imunidade antiviral. Xi e colaboradores demonstraram que ha um
aumento da expressdo de componentes da via Toll como SPAETZLE, TOLL, REL1A
e diferentes AMPS no intestino médio e glandulas salivares de mosquitos Ae. aegypti
infectados com DENV. Utilizando a técnica do RNAI, os mesmos também
forneceram maiores evidéncias do papel da via Toll no controle de DENV. O
silenciamento transiente do gene MyD88 leva ao aumento da carga viral do DENV,
enquanto o silenciamento do inibidor da via de Toll, CACTUS, leva a diminuic¢do da

carga viral nestes mosquitos (XI et al., 2008).

1.2.2.2 Via de sinaliza¢do Imd

A via Imd, por sua vez, é bastante conhecida por desempenhar papel contra
bactérias Gram-negativas (GEORGE et al., 2001; LU et al., 2001). A ativagdo desta
via acontece de forma semelhante a via Toll, através do reconhecimento de PAMPs
por receptores PRRs. Essa interag@o desencadeia a sinalizagdo intracelular que recruta
proteinas adaptadora IMD e FADD resultando na ativagdo do fator de transcrigdo NF-
kB (REL2 em mosquitos). Uma vez ativado, REL?2 se transloca para o nuicleo e induz
a transcricdo de genes como os AMPs. Nesta via, a proteina CASPAR ¢ responsavel
por regular negativamente a ativacdo de REL2 possivelmente através da interferéncia
nas enzimas responsaveis por sua clivagem (SIM et al., 2014).

O papel da vida IMD em respostas antivirais ja foi demonstrado em D.
melanogaster infectada por CrPV (Cricket Paraysis Virus) e DMelSV (Drosophila
melanogaster sigma virus) (TSAI et al., 2008; COSTA et al., 2009; AVADHANULA
et al., 2009). Em Anopheles gambie, a infec¢do pelo virus O'nyong'nyong (ONNV) é
potencializada através bloqueio de componentes da via Imd no intestino médio
(CARISSIMO et al., 2015). Ja em Ae. aegypti, estudos ja demonstraram que a
infec¢do por DENV (LUPLERTLOP et al., 2011) e SINV (SANDERS et al., 2005)

induz a expressao de varios componentes da via IMD.

1.2.2.3 Via de sinalizacdo JAK-STAT

A via JAK-STAT foi identificada pela primeira vez em vertebrados como uma
via de sinalizag¢@o induzida por Interferon (IFN) e desempenha um papel fundamental

na imunidade antiviral em mamiferos. Esta é bastante conservada em invertebrados e
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foi caracterizada em D. melanogaster no contexto de seu papel em varios aspectos do
desenvolvimento. (ARBOUZOVA et al., 2006).

A ativacdo da via JAK-STAT ¢ iniciada através do reconhecimento do ligante
Upd (Unpaired) pelo receptor transmembrana DOME (Domeless). Esta interacdo,
ligante-receptor, sofre uma mudanca conformacional que leva a autofosforilacdo de
Hop, um homolégo da quinase de mamifero JAK. Seguidamente, Hop ativado
fosforila Dome, induzindo assim a fosforilizacdo e dimerizagdo do fator de
transcrigdo STAT. Uma vez ativado, o dimero STAT se transloca para o nucleo e
ativa a transcrigdo de genes especificos. Esta via possui dois reguladores negativos
indentificados até o momento, PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) e SOCS
(Suppressor of Cytokine Signaling), (SOUSA-NETO et al., 2009; SIM et al., 2014;
CHENG et al., 2015).

A primeira evidéncia da participa¢do de JAK-STAT na imunidade de insetos
veio com estudos realizados em An. gambiae, que quando desafiado com bactérias
resultou na transloca¢do do fator de transcrigdo STAT (BARILLAS-MURY et al.,
1999). Em mosquitos Ae. aegypti, Souza-Neto e colaboradores (2009) demonstraram
que a JAK-STAT possui atividade antiviral contra DENV uma vez que a replicagéo
de DENV no intestino do mosquito aumentou significativamente quando a expressio
do receptor DOME foi suprimida de forma transitéria pelo método RNAi, e o
contrario foi observado, diminui¢do da replicagdo viral quando o regulador negativo

da via, PIAS, foi silenciado (SOUSA-NETO et al., 2009).

1.2.2.4 Via do RNAi

No organismo modelo Drosophila melanogaster ¢ em outros insetos de forma
geral, existem pelo menos 3 vias de RNAi: a via de siRNA (small interfering RNAs),
via de miRNA (microRNAs), e a via de piRNA (piwiRNAs), sendo seu funcionamento
dependente de componentes e mecanismos moleculares distintos (GHILDIYAL e
ZAMORE, 2009).

A via do siRNA ¢ a via mais estudada das vias de RNAi em insetos. Esta é
ativada pela formacgdo de longas fitas duplas de RNA (dsRNA — double stranded
RNA). A via do siRNA pode ser dividida em duas dependendo da origem dos
dsRNAs. Estes podem se originar tanto a partir de RNAs virais formados durante a
replicagdo (exogeno - exo-siRNA) quanto do proprio hospedeiro a partir mRNAs

(enddgeno - endo-siRNA). Os dsRNAs sdo reconhecidos e clivados pela nuclease
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RNAse III denominada DICER-2 (DCR2) gerando pequenos fragmentos de RNA
denominados siRNAs que medem aproximadamente 21 pares de base de tamanho.
Com a ajuda de DCR2 e da proteina R2D2, os siRNAs sdo incorporados no
Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC - do inglés RNA-induced
silencing complex) dentro do qual terdo uma das fitas degradadas. Apos este processo,
a fita mantida serve de guia para que o complexo RISC encontre fitas complementares
de RNA, as quais serdo clivadas. Quando o pareamento entre a fita guia e o RNA alvo
envolve diversas bases, gerando um pareamento efetivo, o RNA alvo é degradado
pela agdo catalitica da enzima ARGONAUTA-2 (AGO2). No caso de infecg¢des
virais, a degradacdo do RNA viral leva a inibi¢do da replicac¢do viral (KEENE ef al.,
2004; CAMPBELL et al., 2008; SANCHEZ-VARGAS ef al. 2009).

No mosquito Ae. aegypti os genes centrais da via de siRNA identificados sdo
DCR2, R2D2 ¢ AGO2 (SANCHEZ-VARGAS et al. 2009). Estes mesmos autores
detectaram pequenos RNAs com sequéncia e tamanho semelhantes aos siRNAs em
mosquitos infectados com DENV-2, e também mostraram que o silenciamento
transiente de componentes da via de RNAi aumentaram a carga viral do DENV no
mosquito e diminuiram o periodo de incubagdo extrinseco. Também ja foi
demonstrada que a expressdo de AGO2 é essencial em mosquitos para a modula¢éo
de infecc¢des por Alphavirus (Togaviridae) em An. gambiae e Ae. aegypti (KEENE et
al., 2004; CAMPBELL et al., 2008). Utilizando uma linhagem de mosquito
transgénica expressando um dsRNA complementar ao DENV-2 no intestino, Franz e
colaboradores (2006) e (2014) mostraram que quando a via de exo-siRNA é pré-
ativada ha diminui¢do da carga viral nos intestinos dos mosquitos infectados e
também ha diminuicdo da prevaléncia da infec¢do com 7 e 14 dias apds a alimentagéo
(FRANZ et al., 2006; FRANZ et al., 2014). Em contrapartida, Khoo e colaboradores
(2013), utilizando mosquitos transgénicos que expressam a proteina B2 do Flock
House virus no intestino de mosquitos Ae. aegypti, que € um potente inibidor da via
de siRNAs, mostraram que h4 aumento da carga de SINV e do DENV nos mosquitos
infectados, porém ndo ha alteragdo da prevaléncia da infeccdo (KHOO ef al. 2013).
Este mesmo grupo mostrou utilizando outra linhagem transgénica (KHOO et al.
2010) que eficientemente silencia DCR2 no intestino, o aumento significativo da
carga viral e prevaléncia do SINV no intestino com 7 dpi, porém com 14 dpi este
fenotipo é revertido, ficando a carga viral e a prevaléncia neste tempo semelhantes ao

controle. Estes resultados sugerem que a via de siRNA estd presente e ativa no
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mosquito de. aegypti, e que a ativagdo desta via apos o inicio da replicagdo viral pode

ndo ser suficiente para eliminar a infecgdo, porém auxilia no controle da carga viral.

1.2.2.5 Via da Autofagia

A autofagia € um processo biologico homeostatico celular altamente
conservado responsavel pela degradagdo lisossomal de proteinas, organelas
danificadas e partes do citosol, e é coordenado por um conjunto de proteinas
relacionadas a autofagia (ATG). Durante a autofagia, as células envolvem os
componentes citoplasmaticos a serem degradados estruturas de membrana dupla
chamadas autofagossomos; essas estruturas entdo se fundem com os lisossomos para
provocar a degradagdo de seus contetidos. A autofagia ¢ um processo celular basico
que mantém a homeostase celular durante o estresse ou a privagdo de nutrientes,
permitindo a reciclagem de recursos celulares. Durante infec¢des virais ou
bacterianas, a autofagia pode ativar e regular respostas imunoldgicas, bem como
eliminar diretamente os microorganismos intracelulares (DERETIC & LEVINE,
2009).

Um papel protetor para a autofagia tem sido relatado na defesa de Drosophila
contra o VSV (Vesicular Stomatitis Virus), familia Rhabdoviridae (SHELLY et al.,
2009), e, mais recentemente, o virus RVFV (Rift Valley Fever Virus) familia
Bunyaviridae (MOY et al., 2014). Em ambos os casos, pensa-se que o ortologo Toll-7
do receptor do tipo Toll na superficie da célula seja responsavel pelo reconhecimento
do virus e pelo desencadeamento da autofagia através da sinalizagdo do
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) -AKt (MOY et al., 2014; NAKAMOTO et al.,
2012). Voronin e colaboradores (2012) demonstraram o papel da via na autofagia no
controle das populagdes de Wolbachia em diferentes artropodes e nematodeos filariais

(VORONIN ez al., 2012)

1.2.3 Medidas de controle vetorial

O MAYYV, por ser um patdégeno que necessita de um vetor para se disseminar,
o controle vetorial se torna algo de suma importancia sua discussdo. Entretanto, com
relag@o a este arbovirus, ainda ndo se tem nada definido sobre qual seria o principal
vetor em areas urbanas, uma vez que o virus ja foi isolado de diferentes espécies de
mosquitos tanto silvestres quanto periurbanos, o que inviabiliza a adog¢do de

estratégias especificas de controle vetorial. Além disso, até o momento, todos os casos
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e surtos foram registrados em areas silvestres ou periurbanas, locais onde abordagens
de controle vetorial seriam inviaveis devido ao grande impacto imposto no
ecossistema e a outras populagdes de insetos.

Contudo, ¢ necessario compreender melhor a eficicia de atuais abordagens
utilizadas para o controle da transmissdo de arboviroses contra MAYV visando a
preparagdo do sistema de saude para uma possivel urbanizac¢do deste virus. Uma das
possiveis estratégias para o controle da transmissdo do MAYV seria o uso de
mosquitos Ae. aegypti transfectados com a bactéria Wolbachia (linhagem wMel),
como vem sendo utilizado para dengue, Zika e Chikungunya no programa World

Mosquito Programa (www.worldmosquito.org).

1.2.3.1 O uso de Wolbachia no controle de arboviroses

Wolbachia pipientis sdo organismos procariotos, gram negativos,
intracelulares obrigatorios, pertencentes a ordem Rickettsiales (HERTIG &
WOLBACH, 1924) presente em cerca de 40% de todas as espécies conhecidas de
artropodes terrestres (ZUG & HAMMERSTEIN, 2012). Entretanto, destaca-se a sua
completa auséncia em Ae. aegypti, o principal vetor de arboviroses no mundo.

A auséncia de Wolbachia em Ae. aegypti foi contornada inicialmente em 2005
(XI et al., 2005), via introdug¢do estdvel da cepa wAIlbB, origindria de Aedes
albopictus. Posteriormente, McMeniman e colaboradores transinfectaram a cepa
wMelPop, originaria de Drosophila melanogaster no mosquito (MCMENIMAN et
al., 2009). Posteriormente foi demonstrado que esta cepa possuia grande capacidade
em interferir no desenvolvimento de DENV, CHIKV, YFV (do inglés Yellow Fever
Virus) e inclusive Plasmodium (MOREIRA et al., 2009; VAN DEN HURK et al.,
2012). Entretanto, wMelPop compromete severamente o fitness do mosquito vetor,
reduzindo assim a sua vantagem competitiva na natureza (YEAP et al., 2011). Logo,
outra linhagem de Ae. aegypti foi entdo gerada, desta vez contendo a cepa wMel,
também originaria de D. melanogaster. Esta por sua vez ainda exerce o efeito de
interferéncia a patégeno no hospedeiro sem alterar severamente o seu fitness
(WALKER et al., 2011), caracteristica comprovada pela sua eficiente disseminacdo
no campo (HOFFMANN et al., 2011).

A utilizacdo de mosquitos transfectados com a cepa wMel da bactéria

Wolbachia tem sido vista como uma abordagem bastante promissora, devido as duas
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possibilidades de controle que esta contém, sendo uma auto-limitante e outra
autossustentavel.

A abordagem auto-limitante consiste na liberagdo no campo de mosquitos
machos contendo Wolbachia visando a supressdo populacional, uma vez que devido a
incompatibilidade citoplasmatica causada pela presenca da bactéria, machos contendo
Wolbachia quando cruzam com fémeas sem Wolbachia produzem uma prole infértil,
diminuindo assim a populacdo de campo (WERREN er al., 2008). Assim como
qualquer outra estratégia, possui pontos positivos e negativos.

Como beneficio, a abordagem auto-limitante tem o potencial de ser mais
eficaz do que a técnica de insetos estéreis (S/7 em inglés), devido ao fato de que esta
abordagem ndo se baseia na utilizacdo de radiagdo para esterilizar os machos, um
processo que resulta em elevado custo ao fitness do hospedeiro (MCGRAW &
O’NEILL, 2013). Ja em se tratando dos pontos negativos, pode-se citar a necessidade
constante de liberacdo de mosquitos no campo como um processo oneroso e limitante
desta estratégia. Ademais, imigracdo ¢ algo que deve ser sempre levado em
considerac¢do nesta abordagem (CURTIS er al., 1982), devido & possibilidade de
cruzamentos compativeis entre machos contendo a bactéria e fémeas selvagens de
outras areas as quais possuem a mesma cepa de Wolbachia.

A outra abordagem € a estratégia chamada de autossustentavel, que consiste
na substituicido da populagdo de mosquitos de campo por mosquitos contendo
Wolbachia. Esta estratégia é possivel pela liberagdo de ambos machos e fémeas na
natureza, conferindo a transmissdo vertical da Wolbachia, através dos ovos das
fémeas e consequente estabelecimento na natureza. Além disso, h4 ainda a vantagem
de que certas cepas de Wolbachia diminuem a capacidade das fémeas de transmitirem
certos patogenos, trazendo um beneficio extra.

Nos ultimos anos, diversos estudos buscaram analisar o efeito de interferéncia
a patdégenos causado por diferentes cepas de Wolbachia introduzidas artificialmente
no vetor Ae. aegypti, via transinfec¢des estaveis. Moreira e colaboradores (2009)
mostraram a reducdo na infecgdo, carga viral e transmissdo de DENV e CHIKV em
Ae. aegypti transfectados com a cepa wMelPop, estudos semelhantes obtiveram os
mesmos resultados para a mesma cepa, em infec¢des com o Virus do Oeste do Nilo
(do inglés West Nile Virus - WNV) (HUSSAIN et al., 2013) e Virus da Febre
Amarela (do inglés Yellow Fever Virus - YFV) (VAN DEN HURK et al., 2012).
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A cepa wMelPop se mostrou uma cepa muito virulenta para o mosquito,
afetando grandemente o fitness desse e diminuindo a capacidade competitiva do
mosquito com mosquitos de campo (YEAP et al., 2011). Devido a esse fato, tem-se
utilizado uma cepa alternativa, a wMel, que apresenta um reduzido custo para o
fitness do Ae. aegypti. Hoje, varios estudos realizados com a cepa wMel demonstram
a capacidade desta em reduzir a taxa de infec¢do, disseminagdo da carga viral e
transmissdo para DENV (WALKER et al., 2011), CHIKV (ALIOTA et al., 2016),
WNV (HUSSAIN et al., 2013), YFV (VAN DEN HURK et al., 2012) e ZIKV
(ALIOTA et al., 2016; DUTRA et al., 2016).

Um estudo recente realizado por nosso grupo mostrou a capacidade da cepa
wMel em diminuir a taxa de infec¢do e transmissdo do MAYV (PEREIRA et al.,
2017) demonstrando a eficacia desta abordagem também para este arbovirus.

Desde sua descoberta, varias hipoteses surgiram para explicar a base
mecanicista do bloqueio de patéogenos devido a presenca da Wolbachia em Ae.
aegypti. A primeira hipotese postula que a presenca do simbionte aumenta a
expressdo basal de genes do sistema imune inato de mosquitos Ae. aegypti pré-
ativando este e assim contribuindo para criar um ambiente refratario a replicagdo viral
(RANCES et al., 2012). Uma segunda hipdtese sugere que a Wolbachia impede o
desenvolvimento de patégenos devido a competi¢do por recursos nutricionais criticos,
especialmente porque esta possui um genoma muito reduzido e € altamente
dependente do hospedeiro para o suporte metabolico (CARAGATA et al., 2014; WU
et al., 2004). Dada a ampla gama de patogenos afetados pela Wolbachia, é bem
possivel que uma mistura desses mecanismos esteja atuando, ambos contribuindo para
criar um ambiente refratario a infecgdes virais.

Por ndo haver nada concluido sobre os possiveis mecanismos de bloqueio de
patégenos pela Wolbachia, se faz necessario compreender melhor a resposta a
infec¢do por MAYV em mosquitos Ae. aegypti e como a Wolbachia estaria atuando

nesse sistema.
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2. JUSTIFICATIVA

Com o aumento do numero de casos autoctones e aloctones da Febre do
Mayaro, principalmente em areas periurbanas, ao longo das ultimas décadas, tem-se
aumentado a preocupagdo para uma possivel urbanizagdo desta doenga, uma vez que
ja foi demonstrada a competéncia do principal vetor urbano para diversas arboviroses,
0 Ae. aegypti, em transmitir este virus. Portanto, hd uma real necessidade de se
caracterizar de forma mais detalhada a interagdo entre MAYV e linhagens selvagens
do inseto vetor Ae. aegypti visando desvendar e compreender quais 0s processos
bioldgicos desencadeados pela presenga deste virus no vetor.

Além disso, outro ponto importante ¢ a grande possibilidade de adaptacdo do
MAYYV ao ambiente urbano vindo este a se tornar um problema de saude publica, e
uma vez que ndo h4 no mercado vacinas ou tratamentos que sejam eficazes contra
MAYYV, torna-se essencial compreender a eficacia de atuais abordagens utilizadas
para o controle da transmissdo de arboviroses contra MAYV. Um método que tem
sido utilizado em campo e que ja foi demonstrado eficaz no controle da transmissdo
do MAYYV seria o uso de mosquitos Ae. aegypti transfectados com a cepa wMel da
bactéria Wolbachia. A grande maioria dos estudos visando descrever de que forma a
Wolbachia interferiria na replicagdo viral focaram na interacdo entre wMelPop com
DENV e com ZIKV. Aqui, identificamos um déficit na literatura sobre os
mecanismos de interferéncia pela cepa wMel, que tem sido utilizada em campo no
programa World Mosquito Program, e a relagdo desta com outras arboviroses, como
por exemplo o MAYV. Portanto, se faz necessario desenvolver estudos visando
compreender os mecanismos pelos quais esta bactéria interfere na replicagdo viral do

MAYYV tanto em modelos in vitro quanto in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o sistema imune de diferentes linhagens de Aedes aegypti em resposta

a infecgdo pelo Mayaro virus, bem como na presenga da bactéria Wolbachia.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil de expressdo de genes da via Toll, Imd, JAK/STAT e RNAi
em linhagens de Aedes aegypti com e sem Wolbachia infectados pelo MAYV;

e Avaliar funcionalmente genes da via JAK/STAT e RNAi em linhagens de
Aedes aegypti com ou sem Wolbachia infectados pelo MAY'V.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Criacao dos mosquitos

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se duas linhagens de Ae.
aegypti. A primeira linhagem denominada Br, designagdo criada para indicar
mosquitos brasileiros selvagens, ou seja, com o background genético brasileiro, ndo
transfectados por Wolbachia. Essa linhagem selvagem foi derivada de material
coletado de ovitrampas no bairro da Urca, RJ, Brasil.

A segunda linhagem denominada wMel Br foi gerada através da introdugéo
da cepa wMel de Wolbachia no background genético dos mosquitos brasileiros
através de retrocruzamento (DUTRA ef al., 2015). Os experimentos foram realizados
35 geragdes apds o retrocruzamento inicial.

A cada 5 geracdes, 200 machos brasileiros Fi-F, para cada 600 fémeas
wMel Br foram introduzidas nas gaiolas da colonia de wMel Br para prevenir efeitos
de endogamia e manter o background genético similar entre as duas linhagens.

Todos os mosquitos foram mantidos em insetdrio com condi¢des climaticas
controladas, previamente descritas (DUTRA ef al., 2015).

Com o objetivo de analisar os niveis de expressdo génica frente a infeccéo
com MAYYV, na presen¢a ou ndo da bactéria Wolbachia, cada linhagem de Ae.
aegypti, Br e wMel Br, recebeu trés diferentes tratamentos como descrito no Quadro
1. Foram realizadas duas réplicas experimentais distintas em que na primeira réplica
foram coletadas 20 fémeas e na segunda réplica 10 fémeas de cada grupo. Os topicos

a seguir representam os resultados e discussdo dos resultados das duas réplicas juntas.
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Quadro 1: Descri¢do das linhagens de Aedes aegypti e dos respectivos tratamentos
para estudo da expressdo génica frente ao MAY'V.

Linhagem

Tratamento

Br: mosquitos
selvagens ndo
transfectados com a
cepa wMel de
Wolbachia.

wMel_Br:
Mosquitos
transfectados com a

cepa wMel de

SACAROSE 10%:
Mosquitos tiveram
somente acesso, ad
libitum, a solugéo
de sacarose 10%
durante todo o

experimento.

MOCK: Mosquitos
receberam uma
alimentagio
contendo
sobrenadante de
células C6/36 sem
virus e sangue total,
em uma propor¢ao
de 2/1
respectivamente, e

posteriormente foram

MAYYV: Mosquitos
receberam uma
alimentagdo infectiva
contendo sobrenadante
de células C6/36
infectadas com MAYV
e sangue total , em uma
propor¢ao de 2/1
respectivamente, e

posteriormente foram

] mantidos com solugéo
Wolbachia. mantidos com
de sacarose 10% ad

solucéo de sacarose

10% ad libitum.

libitum.

4.2 Cultivo e titulacio viral em ensaio de placa

O Mayaro virus utilizado neste trabalho foi isolado a partir de amostras de
soro humano coletado de pacientes da cidade do Rio de Janeiro, RJ, Sudeste do
Brasil. Este isolado foi cedido gentilmente pela Dr. Ana Bispo do Instituto Oswaldo
Cruz/ Fiocruz RI.

Estoques virais foram cultivados em linhagens celulares de Ae. albopictus
(C6/36) crescidas em meio Leibowitz [.-15 suplementado com soro fetal bovino 10%
(SFB), 1% penicilina/estreptomicina (Gibco), e mantidos a 28°C, como anteriormente
descrito (HAMEL et al., 2015). Os virus foram multiplicados em monocamadas de
C6/36 que foram infectadas com uma multiplicidade de infec¢do (M.O.1.) de 0,01.
Cinco dias apos a infecg¢@o, o sobrenadante das culturas foi coletado e os titulos
infecciosos foram calculados por titulagdo por placa de lise sob camada de
carboximetilcelulose 1% em células VERO (XU et al., 2016 - modificado).

Células VERO foram utilizadas para a titulagdo viral como anteriormente
descrito (DULBECCO & VOGT, 1953) e os valores foram expressos em Unidades
Formadoras de Placa por mililitro (PFU/mL). Células VERO foram cultivadas em
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meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com alta concentracéo de glicose
contendo 5% de SFB e 1% penicilina/estreptomicina (GIBCO).
Toda a parte de cultivo viral foi realizada pelo nosso laboratério, sob a

responsabilidade da Dra. Marcele Neves Rocha e Bianca Daoud.

4.3 Infeccio dos mosquitos com MAYV

MAYYV foi coletado do sobrenadante de cultura de células de mosquito
C6/36, e resuspendidos em sangue humano fresco de forma a se obter 2 partes de
meio de cultura com virus e 1 parte de sangue humano total (Termo de cooperacdo
técnica com a Fundagdo Hemominas para obten¢do do sangue fresco: OF.GPO/CCO -
N°224/16). Uma cultura de células contendo apenas meio de cultura, sem nenhuma
particula viral, foi utilizada como controle (intitulados Mock). Além disso, dois
grupos foram mantidos ad libitum em solugdo de sacarose a 10%, sem nenhuma
alimentag@o com sangue e/ou virus.

Fémeas adultas com aproximadamente quatro/cinco dias de vida foram
deixadas sem qualquer fonte alimentar por 24 horas antes do repasto infectante, e em
seguida, foram desafiadas com uma mistura de sangue-virus por lh usando
alimentadores de vidro envoltos em intestino de porco, como membrana, ¢ mantidos
aquecidos a 37°C usando um banho-maria (Figura 5). Apos o repasto infectante, os
mosquitos que ndo se alimentaram foram removidos. Os mosquitos infectados foram
mantidos em conten¢do dupla (gaiolas dentro de gaiolas maiores) no infectério NB-2
(DOU - processo n°: 01200.6193/2001-16) do insetario do grupo de Mosquitos
Vetores do Instituto René Rachou e tiveram acesso, ad libitum, a solugdo de sacarose
a 10%. Fémeas foram coletadas a 2, 4 e 7 dias ap6s infec¢do (dpi) de acordo com os

grupos descritos abaixo e armazenadas a -70°C até serem processadas.
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Figura 5: Repasto sanguineo artificial de Aedes aegypti em alimentador de vidro.

Fonte: Do autor.
4.4 Extracido do RNA total

Mosquitos adultos inteiros foram homogeneizados e processados
individualmente, como anteriormente descrito (MOREIRA ef al., 2009). O RNA total
foi extraido dos tecidos dos mosquitos utilizando o método do TRIzol realizado de
acordo com protocolo previamente descrito (CARAGATA et al, 2016).
Resumidamente, mosquitos foram homogeneizados em 200 pL de TRIzol
(ThermoFisher Scientific) usando um mini beadbeater (Biospect products) e ao final
da extragdo as amostras foram quantificadas para os seus niveis de acidos nucléicos,

via NanoDrop 2000 UV — Vis spectrophotometer (ThermoFisher Scientific).

4.5 Analise de MAYYV, rps17 e Wolbachia via RT-qPCR

Para andlise da intensidade da carga viral (quantificagéo total do RNA viral) as
amostras de RNA foram diluidas para 50 ng/ul. em 4agua livre de nuclease, e
armazenadas a -80°C. Os niveis de MAYV nessas amostras foram quantificados via
RT-qPCR utilizando o LightCycler® 96 (Roche) e primers/sondas de acordo com a
Tabela 1. Para MAYV foram utilizados primers e sonda para amplificar e detectar
uma regido do gene E2 entre os nucleotideos 8690 e 8817 (LONG et al., 2011). A
densidade de Wolbachia foi quantificada para todas as amostras Br e wMel Br
usando primers e sonda especificos para o gene WSP-TM?2 responsavel por codificar

uma proteina de superficie especifica de Wolbachia (FRENTIU et al., 2014). Para
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controle da reacdo (housekeeping gene) foram utilizadas primers e sonda especificos
para o gene ribossomal S17 (RPS17) de Ae. aegypti (MOREIRA et al., 2009).

As condig¢bes de ciclagem foram as seguintes: etapa inicial de transcrig¢do
reversa a 50°C por 5 min.; inativacdo da transcriptase reversa/desnaturagdo inicial a
95°C por 20 seg, 35 ciclos a 95°C por 3 seg e 60°C por 30 seg. O volume total de
reagdo foi de 10 uL (4x TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Roche), contendo 1
UM de cada par dos iniciadores e sondas, além de 125 ng de RNA molde).

Tabela 2: Identificacdio dos genes utilizados na andlise de MAYV, RPSI7 e

Wolbachia.
Gene Sequéncia dos iniciadores (5'- 3") Sondas (5'- 3")
F - GTGGTCGCACAGTGAATCTTTC /FAM/ATG GTG GTA GGC TAT
MAYV-E2 R - CAAATGTCCACCAGGCGAAG CCG ACA GGT C/31ABKFQ/
(LONG et al., 2011). (LONG et al., 2011)
F - CATTGGTGTTGGTGTTGGTG /5-CY5/TCC TTT GGA /TAO/ ACC
WSP-TM?2 R - ACACCAGCTTTTACTTGACCAG CGC TGT GAA TGA /31AbRQSp/
(FRENTIU et al., 2014) (FRENTIU et al., 2014)
F - TCCGTGGTATCTCCATCAAGCT /HEX/CAG GAG GAG GAA CGT
RPS17 R - CACTTCCGGCACGTAGTTGTC GAG CGC AG/3BHQ2/
(MOREIRA et al., 2009) (MOREIRA et al., 2009)

Obs: Todos os fluoroforos foram modificados daqueles apresentados nas publicagGes
originais para uso no ensaio multiplex.

Cada amostra foi testada em duplicata para MAYV, Wolbachia (gene WSP-
TM?2), e o RPSI7. As amostras foram analisadas por quantificacdo absoluta, através
da comparacdo dos valores de MAYV com dilui¢des seriadas deste mesmo produto
génico, clonado e amplificado no plasmideo pPGEMT-Easy (Promega), de acordo com
instrugdes do fabricante. Os niveis de MAYV foram calculados como nimero total de

copias por mosquito.

4.6 Analise da Expressio Génica

Para os ensaios de expressdo génica, apos extragdo total do RNA e
quantificagdo via NanoDrop, 1 pg de RNA total foi tratado com enzima DNAse
(Promega) seguindo recomendagdes do fabricante e em seguida, o produto final de
11ul, foi utilizado para a sintese de cDNA seguindo recomendagdes do fabricante, via
uso da enzima M-MLYV transcriptase reversa (Promega). Ao término do processo, os
cDNAs foram entdo diluidos (1:10) em agua livre de nucleases e armazenados a -

20°C.
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Para o estudo da expressdo génica nos diferentes grupos de mosquitos, foram
escolhidos sete genes. Suas identificagdes, respectivas fungdes conhecidas e
sequéncia dos iniciadores utilizados (alguns desenhados através do site Primer3Plus
(disponivel em https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi - outros obtidos a

partir da literatura) estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Identificagdo dos genes utilizados no ensaio de expressdo génica, e suas
respectivas fun¢des conhecidas.

Gene Funcio conhecida Sequéncia dos iniciadores (5' - 3")
F-TTGTTTGCTTCGTTGCTCTTT
Argonauta (AGO2)  Enzima endonuclease R - ATCTCCTACACCGAACCCACT
(XTI et al., 2008)
CACTUS Regulador negativo da F - AGACAGCCGCACCTTCGATTCC
via de Toll R -CGCTTCGGTAGCCTCGTGGATC
CASPAR Regulador negativo da F - GAATCCGAGCGAGCCGATGC
via IMD R - CGTAGTCCAGCGTTGTGAGGTC
Receptor
. F - AAGATGTTCGTAACGACTCGGTCATT
Domeless (DOME)  transmembrana da via ¢ G 1GAGATTGTACGTAACATGATCGGTAT
JAK-STAT
. Fator de transcrigéo da F - TGGTGGTGGTGTCCTGCGTAAC
Relish 1 (RELI) via de Toll R - CTGCCTGGCGTGACCGTATCC
. Fator de transcrigéo da F - TGAATGTGCTGTTGGGTCAT
Relish 2 (REL2) Via IMD R - TTTTTACACATCACCGCCAA
SOCS Regulador negativo da F - CCGAAATCACTCAAATCCTACC
via JAK-STAT R - ATCGTCCAGTGGCCTGTATC

Todos os genes foram analisados em duplicata, ¢ a sua expressdo relativa
média normalizada obtida através da planilha Q-Gene (SIMON, 2003), utilizando o
gene RPS17 do mosquito como referéncia. As condigdes de ciclagem foram as
seguintes: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguida por
amplificacdo de 35 ciclos a 95°C por 15 seg e 60°C por 30 seg. O volume total de
reagdo foi de 10 pL, composta por 5 pl. de SYBR Green PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific), 0,5 uLL de cada par dos iniciadores (10 uM), 2 uL. de dgua
livre de nuclease e 125 ng de RNA molde).

4.7 Silenciamento génico

A sintese do dsRNA foi feita tendo como base o protocolo descrito no DRSC
(Drosophila RNAi Screening Center), disponivel em http://www.flyrnai.org (acessado

em 01/08/2018). Resumidamente, foram desenhados oligos especificos, descritos na
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Tabela 4, utilizando o site Primer3Plus (disponivel em https://primer3plus.com/cgi-
bin/dev/primer3plus.cgi - acessado em 01/08/2018) para uma regido que amplifica
aproximadamente 450 pb da sequéncia dos genes alvos do mosquito Ae. aegypti, ou
de uma regido da sequéncia de Firefly Luciferase (FLUC) de tamanho semelhante.
FLUC foi utilizado como controle. Em cada par dos iniciadores foi adicionada a
sequéncia nas extremidades do promotor de T7 nos primers forward e o promotor SP6
nos primers reverse, respectivamente. A obtencdo das sequéncias com os promotores
para sintese do RNA foi feita pela amplificagdo por RT-PCR no caso dos genes alvos
(SOCS, DOME e AGQO2), ou feito o PCR a partir do plasmideo pAC5.1-Luc
(Invitrogen®) para a FLUC. A sintese do RNA nas duas polaridades do produto de
PCR foi feita separadamente utilizando o kit MEGAscript® T7 Transcription Kit ou
MEGAscript® SP6 Transcription Kit, segundo o protocolo do fabricante, com a
modificag¢do no tempo de sintese para 16 horas. Apos a sintese, o RNA foi precipitado
com fenol-cloroférmio, ressuspendido em agua e quantificado. O anelamento das fitas
do RNA foi feito a partir de quantidades equimolares do RNA que foi desnaturado a
94°C e deixado esfriar naturalmente a temperatura ambiente na bancada. Apos a
quantificagdo, o dsRNA foi diluido para a concentra¢do final de 7.25 pg/ul, e o

sucesso do anelamento foi verificado por eletroforese em gel de agarose.

Tabela 4: Iniciadores para a amplificacdo dos moldes para sintese dos dSRNA.

Iniciadores Sequéncias (5'- 3")

dsAGO2_Forward T7 taatacgactcactatagggagaCAGTTCAAGCAGACGAACCA
dsAGO2_Reverse SP6 atttaggtgacactatagaag T GATGTAGACGCGTCCTCTG
dsDOME_Forward T7 taatacgactcactatagggagaAAATCCGACTCGTGGTCATG
dsDOME Reverse SP6 atttaggtgacactatagaagTGTCCGGTCTTCGAGGTAATGT
dsSOCS_Forward T7 taatacgactcactatagggagaTTATCGCAAAGTGGAGGACC
dsSOCS_Reverse SP6 atttaggtgacactatagaagTGTGAGACCACAATGAGGGAGT
dsFLUC_Forward T7 taatacgactcactatagggagaAACAATCCGGAAGCGACCAA

dsFLUC_Reverse SP6 atttaggtgacactatagaag T GTGACTGGCGACGTAATCCAC
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Para o procedimento de microinjecdo, fémeas do mosquito Ae. aegypti de
ambas as linhagens Br ¢ wMel Br com 3 a 4 dias de vida foram nocauteadas
utilizando ar frio e acondicionadas em gelo e microinjetadas intratoracicamente com
500 ng de dsRNA utilizando o microinjetor Nanoject I[I[I™ (Drummond©). Dois dias
apds a microinje¢do as fémeas foram alimentadas com sangue contendo MAYV,
como descrito anteriormente. Para controle, no momento da alimentagdo fémeas

foram coletadas e testadas para o silenciamento dos genes alvos.

4.8 Ensaio de correlacao RT-qPCR e PFU

Visando reforcar a eficacia da alimentagdo infectiva e verificar se ha
correlagdo entre os valores totais de RNA viral encontrado na andlise por RT-qPCR
com a deteccdo de particulas virais infectivas através da titulagdo por placa,
mosquitos da linhagem Br foram desafiados com MAYV (descrito no item 4.3) e
coletados 7dpi. Posteriormente, estes foram macerados individualmente em 200ul. de
solucdo PBS 1x. Desse valor, 100ul. foram utilizados para anélises em RT-qPCR, no
qual o RNA foi extraido dos tecidos dos mosquitos usando o kit High Pure Viral
Nucleic Acid (Roche) seguindo recomendac¢des do fabricante. As amostras de RNA
foram diluidas para 50 ng/uL. em 4gua livre de nuclease, ¢ armazenadas a -80°C. Os
niveis de MAYV nessas amostras foram quantificados via RT-qPCR como descrito
no item 4.5. Em contrapartida, os 100uL restantes foram utilizados para realizacdo da

titulagdo em ensaio de placa como descrito no item 4.2.

4.9 Analises estatisticas

Para verificar se os dados possuem uma distribui¢do normal os mesmos foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (alfa = 0,05).

Os dados de quantificagdo absoluta para MAYV (item 5.1) e wMel (item 5.2)
foram analisados utilizando teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis seguido do teste
de comparagdes multiplas de Dunn, ambos com 5% de significancia.

Os dados de quantificagdo relativa, expressdo dos genes estudados (item 5.3),
foram analisados usando um modelo linear generalizado (do inglés Generalized
Linear Model - GLM) de regressdo para cada gene e, em seguida, foram comparados
aos pares usando testes Kruskal Wallis seguido do teste de comparacdes multiplas de

Dunn, ambos com 5% de significancia.
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Para a analise dos experimentos de teste do silenciamento génico (Figura 30)
foram utilizados os testes de t de Student e andlise de variancia (One-way ANOVA)
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Para a andlise dos dados de carga viral e densidade de Wolbachia das
linhagens de Br ¢ wMel Br com o gene AGO?2 silenciadas (Figura 31 e 32) foi
utilizado o teste de Mann Whitney two-tailed com 5% de significancia.

As andlises de Regress@o Linear Simples com Coeficiente de Correlacdo de
Pearson foram realizadas no programa Microsoft Excel (Microsof Excel for Mac
2011, versdo 14.7.7 - 170905).

O programa GraphPad Prism versdo 7.04 (GraphPad Software, San Diego
California, EUA) foi utilizado para realizar as andlises do teste de Kruskal Wallis e
para a producdo de graficos e também para as anélises de prevaléncia.

As analises em GLM foram feitas utilizando o programa SPSS V17 (IBM).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio da infec¢cio de mosquitos Aedes aegypti pelo MAYV

Em um primeiro momento, realizamos a caracterizagdo da infeccdo dos
mosquitos de ambas as linhagens que receberam alimentag¢do para checar o €xito da
infeccdo.

Para alimentacdo infectiva foram utilizados isolados virais de MAYV fresco
cultivados em células C6/36, nas duas réplicas experimentais. Ambos os isolados
utilizados foram titulados em ensaio de placa com células Vero e os valores expressos

em PFU/mL, descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Titulos dos isolados virais de MAY'V utilizados nas alimentag6es infectivas

Réplica Titulos virais (PFU/mL)
1° 9 loglo
2° 7 10g10

Ensaios de placa sdo de suma importancia, pois fornecem informagdes sobre
particulas virais infectivas, ou seja, mostram, aproximadamente, quantas particulas
virais potencialmente capazes de infectar o hospedeiro vetor foram ingeridas por este.
Long e colaboradores (2011) foram os primeiros a analisarem experimentalmente a
capacidade de infec¢do e transmissdo de MAYV por mosquitos Ae. aegypti. Neste
estudo foram utilizados titulos virais variando de 3,4 a 7,3 log;y PFU/mL
demonstrando que a infecg@o via alimentag@o sanguinea artificial é dose-dependente,
ou seja, quanto maior o titulo viral, maiores as taxas de infec¢do (prevaléncia) do
vetor (LONG et al., 2011).

A escolha por utilizar cultivos virais frescos foi baseada nos trabalhos de
Pereira et al. (2018) e Ciota ef al. (2017) em que foi demonstrado que as taxas de
infeccdo de mosquitos para isolados frescos tanto para MAYV (PEREIRA et al.,
2018) quanto para ZIKV (CIOTA et al., 2017), sdo maiores do que aqueles que se
alimentaram de virus congelados. Os pontos negativos de se utilizar cultivos virais
frescos sdo o fato de o cultivo viral ser uma metodologia onerosa e também

desconhecer a carga viral que estd sendo utilizada, sabendo esta somente apos a
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analise em ensaio de placa. Apesar disso a garantia de uma maior taxa de infecgéo é
maior.

Para quantificacdo da carga viral dos mosquitos que receberam alimentagdo
infectiva foram utilizados o RT-qPCR com iniciadores padronizados (LONG et al.,
2011). O MAYV é um virus de RNA polaridade positiva, e seu genoma ¢ utilizado
tanto para transcri¢do quanto para replicagdo viral. Diversos autores mostraram que a
técnica de transcri¢do reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
(RT-gPCR) ¢ um método rapido e sensivel para quantificar o RNA viral, que ¢ um
otimo indicador da replicag@o de diferentes arbovirus correlacionando com a detec¢do
de particulas infectivas (HOUNG, et al. 2000; HOUNG et al. 2001; BENNETT et al.
2002). Esta correlagdo pode ser observada em nossos proprios experimentos. Para
comparagdo, amostras de mosquitos individuais foram testadas por RT-qPCR para
quantificagdo do RNA viral, e também tiveram o titulo viral calculado em numero de
unidades formadoras de placa (PFU) como descrito no item 4.8. Utilizando uma
analise por Regressdo Linear Simples que demonstra a relacdo entre duas variaveis e
o quanto uma varavel influencia outra, nossas andlises mostraram que nossos ensaios
de RT-gqPCR correlacionam linearmente com a carga viral observada nos mosquitos

como demonstrado na Figura 6.

Figura 6: Regressdo linear simples da quantificacdo viral por pfu e RT-qPCR durante
a infeccdo pelo MAY'V.
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O grafico mostra a relag@o entre a carga viral medida por RT-qPCR e o titulo viral por
mosquito. Cada ponto azul representa um mosquito fémea individual. A linha
representa a tendéncia entre os pontos.
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Para esta andlise, o R? ¢ 0,9035, o que significa que 90,35% da variavel
resposta (copias de RNA de MAYV/mosquito) consegue ser explicada pela variavel
explicativa (pfu/mosquito).

Outro ponto a ser observado € o valor do coeficiente de correlagdo (r). Neste
caso, o valor de r ¢ igual a 0,9505, indicando que ha uma dependéncia positiva de y
em relagdo a X, ou seja, quanto maior o numero de PFU, maior serd o numero de
copias de RNA viral detectado pelo método RT-qPCR.

Também foi analisado a prevaléncia de mosquitos infectados de ambas as
linhagens, Br e wMel Br. Em todos os grupos que receberam alimentacio infectiva
(MAYYV), em todos os tempos analisados, 2, 4 ¢ 7 dias ap6s infecgdo (dpi), foram
obtidos 100% de mosquitos infectados.

Este resultado vai de encontro aos valores encontrados por Long ef al. (2011),
reforcando a premissa de que a prevaléncia dos mosquitos estd mais relacionada ao
fato de o isolado viral ser fresco ou ndo do que a carga viral do mesmo.

Nossos dados também vdo de encontro aos obtidos por Pereira e
colaboradores, onde viu-se taxas de infec¢do menores tanto para Br, a 4dpi, quanto
para wMel Br, em todos os tempos analisados (PEREIRA er al., 2018). Esta
divergéncia de resultados pode ser devido ao fato de Pereira ef al. terem analisado
apenas cabega e toérax enquanto neste estudo foram analisados mosquitos inteiros.

Apds o repasto sanguineo do mosquito, o arbovirus deve primeiramente
infectar as células do epitélio intestinal do vetor. Em seguida inicia-se o processo de
maturacdo dos virions fazendo com que estes necessitem se disseminar das células
intestinais para a hemocele, via lamina basal, e assim possam infectar o6rgdos
secundarios, como as glandulas salivares, estando entfo aptos a serem transmitidos a
novos hospedeiros.

O periodo de tempo entre o mosquito ingerir o virus e tornar-se apto a
transmiti-lo é denominado periodo de incubagdo extrinseco (PIE) e este varia para
cada arbovirus, pois sdo varias as barreiras imunes tanto fisicas quanto humorais que
o virus precisa vencer para chegar até a saliva (BLACK IV er al., 2002; SALAZAR et
al., 2007).

Pereira e colaboradores mostraram que para MAY'V, a 4 dias apds a infecgdo €
possivel detectar o virus na saliva do Ae. aegypti linhagem Br (mosquitos selvagens).

Sabendo que o virus precisa atravessar diferentes barreiras imunologicas tanto fisicas
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quanto humorais para se disseminar até o torax e cabeca (BLACK IV et al., 2002;
SALAZAR et al., 2007), muitos mosquitos que foram detectados como positivos
neste estudo, podem ter tido uma infec¢do limitada apenas ao intestino médio, ou seja,
o virus ndo foi capaz de atravessar a barreira do intestino e se disseminar via
hemocele, o que explicaria a alta prevaléncia encontrada neste estudo, principalmente
em mosquitos wMel Br, uma vez que foi analisado mosquitos inteiros.

Em um estudo realizado por Dutra et al. (2016), em que analisaram os efeitos
da cepa wMel de Wolbachia sobre isolados virais de ZIKV no abdomen
separadamente da cabegattorax, os autores observaram que as taxas de infec¢do no
abdomen sempre foram maiores tanto para linhagens Br quanto para linhagens
wMel Br. Mais uma vez, este resultado corrobora a alta prevaléncia encontrada na
linhagem contendo wMel.

Além da andlise da prevaléncia, o nimero de cdpias para MAYV foi
quantificado, via RT-qPCR, para cada mosquito que recebeu alimentagdo infectiva

(Figura 7).
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Figura 7: Carga viral de MAYV em mosquitos Ae. aegypti no periodo analisado de 2,
4 ¢ 7 dpi.
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Wolbachia foram infectados via oral com MAYV. A quantificacdo absoluta do
numero de copias virais (expresso como logaritimo do numero de copias virais por
mosquito) foi realizada via qRT-PCR. Cada grupo representado ¢ composto de < 30
fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Linhas vermelhas horizontais
representam a mediana de cdpias virais. Somente mosquitos com carga viral
detectavel foram considerados na analise. Valor de P obtido via Teste Kruskal-Wallis,
*<0,05; *** <0,001

Aos 2 dpi, ambas as linhagens tiveram a mesma carga viral. Uma vez que aos
2 dpi ainda observa-se a presenga de sangue no intestino do vetor, ou seja, a digestio
ndo foi completa, o valor da carga viral neste tempo representa o conteudo ingerido
pelos mosquitos, que é o mesmo para todos os grupos, mostrando que ambas as
linhagens receberam o sangue com o virus e ndo houve favorecimento de uma
linhagem.

Ao longo dos demais dias, at¢ o dia 7 dpi, mosquitos Ae. aegypti Br
apresentaram um aumento na mediana de copias virais de MAYV de forma que este
valor permaneceu o mesmo para os mosquitos wMel Br. Este efeito demonstra a
capacidade da cepa wMel em restringir a infec¢do de MAYV em mosquitos Ae.
aegypti corroborando os resultados encontrados por Pereira ef al., 2018.

Estes resultados também corroboram com outros estudos que observaram o

efeito de interferéncia a patogenos desta bactéria a virus cujo material genético é

baseado em RNA em Ae. aegypti tanto em transinfecgdes estaveis, processo pelo qual



50

uma associagdo artificial entre Wolbachia ¢ hospedeiro ¢ criada via inje¢do da
bactéria no embrido em desenvolvimento, (MOREIRA et al., 2009; VAN DEN
HURK et al., 2012; CARAGATA et al., 2016), quanto em transinfec¢des transientes,
onde a bactéria € inserida artificialmente em mosquitos ja adultos, sem que ocorra a
passagem desta para a prole (JOUBERT O'NEILL, 2017). Nossos resultados
corroboram a ideia de uso desta metodologia no controle da transmissdo de

arboviroses.

5.2 Densidade de Wolbachia

Alguns estudos ja demonstraram que o efeito de interferéncia na replicacdo de
patogenos causado pela Wolbachia esta diretamente relacionado a densidade desta no
hospedeiro. Estudos realizados por Hussain ef al. (2013) e Van Den Hurk et al.
(2012), em que ambos compararam efeitos de bloqueio entre a cepa wMelPop
(virulenta) e a cepa wMel (benigna), mostraram que quanto maior a viruléncia da cepa
de Wolbachia transfectada no vetor Ae. aegypti, maior serd o efeito de bloqueio na
replicagdo e transmissdo de determinado patdégeno.

Sabendo que a densidade de Wolbachia influencia diretamente no efeito de
bloqueio, neste estudo, a densidade de Wolbachia, ou seja, o nimero de copias para
wMel, foi quantificado, via RT-qPCR, para cada mosquito da linhagem wMel Br que

receberam qualquer um dos trés tratamentos (Figura 8).
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Figura 8: Quantificacdo absoluta de Wolbachia em mosquitos Ae. aegypti sob
diferentes condigdes de tratamento e periodos.
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Grafico dot plot mostra a densidade de Wolbachia em mosquitos Ade. aegypti
linhagem wMel Br que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue
sem MAYV/Mock (laranja) e sangue com MAYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 ¢
7 dpi. A quantificag@o absoluta do numero mediano de cépias de Wolbachia, expresso
em logaritmo, baseado em curva padrdo, foi realizada via qRT-PCR. Cada grupo
representado ¢ composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas
réplicas. Linhas pretas horizontais representam a mediana de copias de Wolbachia.
Valor de P obtido via Teste Kruskal-Wallis, *** <0,001.

Observando a Figura 8, percebe-se um aumento na densidade de Wolbachia
nos mosquitos infectados com MAY'V principalmente no 7dpi. Esta € a primeira vez
em que um estudo analisou a densidade de wMel em mosquitos Ae. aegypti em
diferentes condigdes envolvendo a infecgdo com MAY'V.

Alguns autores acreditam que ha uma forte competicdo entre Wolbachia e o
hospedeiro por nutrientes criticos como colesterol e aminoacidos, especialmente
porque esta possui um genoma muito reduzido e ¢ altamente dependente do
hospedeiro para o suporte metabdlico (WU et al., 2004; CARAGATA et al., 2013;
CARAGATA et al., 2014; GEOGHEGAN et al., 2017). Isto contribuiria para criar
um ambiente ndo propicio para a replicagdo viral ja que o virus ndo teria disponivel os
recursos necessarios para completar o seu ciclo. Aqui, hipotetizamos que na presenga

do MAYV, a competi¢do se torne mais acirrada contribuindo para um aumento da
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densidade de Wolbachia o que influenciaria diretamente de forma proporcional na
interferéncia da replicagdo do patdgeno.

Quando se fala sobre densidade de Wolbachia, precisa-se também falar sobre
a via da autofagia. Voronin et al. (2012) demonstrou que a via da autofagia
desempenha um papel fundamental no controle das populagdes de Wolbachia em
diferentes artropodes e nematodeos filariais. Hoje sabe-se também que os arbovirus
possuem mecanismos de escape da resposta imunoldgica seja escapando ao
reconhecimento ou inibindo a producdo de um estado antiviral pelo hospedeiro vetor
(FRAGKOUDIS et al., 2009). Uma outra hipdtese que explicaria tal aumento na
densidade de Wolbachia poderia ser o fato de MAY'V, semelhante a outros arbovirus,
inibir ou diminuir a ativa¢do da via da autofagia o que contribuiria para aumentar a
densidade de wMel. Aqui tem-se um efeito inverso. Na tentativa de escape, o virus
estaria favorecendo o desenvolvimento e multiplicagdo da bactéria aumentando mais
ainda o efeito de interferéncia na replicagdo do MAYV. Aqui incentivamos maiores
estudos visando esclarecer melhor a relagdo entre a densidade de Wolbachia com a

via da autofagia durante infec¢des por diferentes arbovirus em Ae. aegypti.

5.3 Anailise dos niveis de expressio génica

Apbs a caracterizagdo da infec¢do, o proximo passo foi avaliar a expressdo de
sete genes do sistema imune inato do vetor Ae. aegypti de ambas as linhagens, Br e
wMel Br. Neste estudo, foram avaliados como a expressdo desses genes seria em
diferentes condi¢des: 1) na presenca e auséncia de sangue na alimentagdo; 2) na
presenca e auséncia da bactéria Wolbachia; 3) na presenga e auséncia do MAYV, e
também em condigdes onde se teria 4) a presenca concomitante da bactéria e do
MAYYV. Foram coletados 20 mosquitos fémeas na primeira réplica e 10 na segunda
réplica em trés tempos diferentes 2, 4 ¢ 7 dias pos infecgdo (dpi).

O critério de escolha dos sete genes estudados aqui, descritos na Tabela 3,
baseou-se no papel que cada um desempenha na via a qual participam. Para as vias
Toll, Imd e JAK/STAT, foram escolhidos um antagonista e um agonista como
marcador da atividade destas vias. Por sua vez, com relagdo a via do siRNA, o gene
AGO? foi escolhido baseando-se no estudo de Terradas et al. (2017) o qual foi o
primeiro estudo envolvendo este gene com o bloqueio da replicagdo de patégenos
causado pela Wolbachia. Naquele estudo avaliou-se a participacdo de AGO?2 in vitro

em uma linhagem de células proveniente de Ae. aegypti denominada Aag2 tanto com



53

e sem Wolbachia. Aqui, verifica-se um gap em estudos in vivo, o que nos motivou na

escolha deste gene.

5.3.1 Niveis de expressdo do gene RELI

Em mosquitos Br, os niveis de expressdo do fator de transcricdo Relish I
(RELI) foram significativamente elevados nos grupos Mock ¢ MAYV, a 2 e 4 dpi.
Nao houve diferenca entre estes grupos. Porém, estes se diferiram significantemente
do grupo Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: Mock x Sacarose 10% P<0,0001;
MAYYV x Sacarose 10% P=0,04). A 7 dpi, houve diferenga apenas entre o grupo que
recebeu sacarose 10% e o que recebeu infeccdo-MAYV (Teste Kruskal Wallis:
P=0,0264). Nao houve diferenca significativa entre os grupos que receberam o

mesmo tratamento ao longo do tempo (Figura 9).

Figura 9: Niveis de expressdo do gene RELI em mosquitos Br.
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Os niveis de expressdo de rell foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos Br
que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem MAYV/Mock
(laranja) e sangue com MAYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apos
infeccdo. Os dados representam a razdo (normalizacdo) entre o nivel de expressdo de
RELI e o gene constitutivo do hospedeiro, rpsl7. O grafico dot plot representa os
valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo que ¢
composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P
obtido via Teste Kruskal-Wallis, * <0,05; ** <0,001.
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A ndo diferenca entre os grupos Mock e MAYV demonstra que a alteracdo na
expressdo de RELI pode ser devido a presenga de sangue na dieta. Varios autores ja
demonstraram que a microbiota intestinal pode ser afetada por diversos fatores dentre
eles a dieta. Muturi ef al. (2018) demonstrou que apos a alimentagdo com sangue
humano hd um aumento na abundancia de bactérias que colonizam o intestino de
mosquitos fémeas de Ae. aegypti. Semelhantemente, Villegas et al. (2018) relataram
que a microbiota de corpo inteiro de Ae. aegypti foi significativamente mais
diversificado entre os mosquitos alimentados com sangue (sangue de camundongo)
em compara¢do com os mosquitos alimentados com agucar.

Dada a natureza de sobreposi¢do e amplo espectro das cascatas de sinalizagdo
imunoldgica, a microbiota pode ativar as respostas imunes de insetos vetores e
indiretamente afetar a competéncia destes em transmitir arboviroses (XI et al., 2008;
DONG et al., 2012; RAMIREZ et al., 2012; BARLETTA et al., 2017).

Aqui hipotetizamos que o aumento da expressdo de RELI pode ser devido ao
aumento da microbiota do vetor Ae. aegypti apos a alimentacdo sanguinea. Entretanto,
nossos dados da expressdo de RELI vdo de encontro aos obtidos por Barletta e
colaboradores, onde ndo se viu aumento algum da expressdo de RELI 24 horas apos a
alimentagdo sanguinea (BARLETTA ef al., 2017). O que explicaria esta diferenga
poderia ser o tempo em que foram analisados e o tempo de digestdo do sangue no
intestino. Observa-se na Figura 10, que a maior diferenga entre os grupos que
receberam alimentacdo sanguinea e os grupos mantidos a sacarose 10% foi no 2 dpi.
Com isso, pode-se inferir que o tempo de contato entre microbiota e sangue seria
diretamente proporcional a expressdo de RELI.

Comparando-se mosquitos sem (Br) e com (wMel Br) Wolbachia, na anélise
via modelos lineares generalizados (GLM), os niveis de expressdo de RELI foram
significativamente alterados pela presenca de Wolbachia (GLM; W = 11,684, df =1,
P <0,0001).

Em cenarios de transinfec¢do de Wolbachia, ja foi observado um aumento
sistémico na expressdo de genes relacionados a imunidade do hospedeiro, de forma
que este entdo estaria “preparado” para uma futura infec¢do, sendo esta teoria
conhecida como “immune priming” (KAMBRIS et al., 2009; MOREIRA et al., 2009;
PAN et al., 2012; RANCES et al., 2012).

Baseado em tal afirmagdo, diversos estudos buscaram analisar o papel do

sistema imune em cendrios de infecgdo viral e presenga de Wolbachia. Dentre eles,
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destaca-se dados onde Drosophila (infec¢do natural) e mosquitos (transinfecc¢do)
contendo cepas distintas de Wolbachia (benigna — wMel; virulenta — wMelPop)
demonstraram que o efeito de interferéncia a patdégeno foi presente em ambos os
organismos, de forma que no cendrio de infe¢@o natural ndo foi detectado a ativacdo
do sistema imune do hospedeiro, apenas na transinfec¢io de Ae. aegypti (RANCES et
al., 2012, 2013; WONG ef al., 2011). Além do mais, foi em Ae. aegypti onde se
correlacionou a presenga de Wolbachia com o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigé€nio (ROS), a qual estd ligada a ativag¢do da via Toll de imunidade,
responsavel por combater agentes infecciosos (PAN et al., 2012).

Acredita-se que na transfec¢do de Wolbachia, a ativagdo do sistema imune
possa ndo representar o principal mecanismo pelo qual o fendtipo de interferéncia a
patoégenos acontega, mas que a ativacdo deste sistema sirva para exarcebar o efeito de
bloqueio por parte da bactéria (RANCES et al., 2012).

Nossos dados corroboram o observado por Bian e colaboradores, onde viu-se
um aumento na expressdo de RELI em mosquitos Ae. aegypti transfectados com a
cepa wAlbB, proveniente de Ae. albopictus (BIAN et al., 2010).

Em um estudo publicado em 2012, Rancés ef al. analisaram o transcriptoma de
de duas linhagens de mosquitos Ae. aegypti, uma transfectada com wMelPop-CLA e
outra com wMel. Em ambas as linhagens, foram encontrados um aumento na
expressdo de genes da via Toll, sendo que Defensina, um peptideo antimicrobiano
(AMP) sintetizado a partir da ativagdo da via Toll, foi o gene mais altamente regulado
na linhagem transfectada com a cepa wMel. Estes resultados indicam que a
Wolbachia pode ativar a via Toll e aumentar a imunidade basal em Ae. aegypti.

Por sua vez, em outro estudo publicado em 2013, Rancés e colaboradores,
analisaram a participag@o da via Toll no bloqueio de DENV em duas linhagens de D.
melanogaster, uma contendo wMelPop e a outra wMel, ambas as linhagens mutantes
para o gene SPAETZLE da via Toll. Em ambas as linhagens, a ndo ativa¢do da via
Toll ndo interferiu no efeito de bloqueio causado pela presenca de Wolbachia
(RANCES et al., 2013).

Por fim, aqui inferimos que o aumento na expressdo de RELI pode ser em
resposta ao aumento da diversidade e quantidade de bactérias da microbiota intestinal
do Ae. aegypti tanto em linhagens com e sem wMel. Este aumento, por mais que seja

indicativo de um aumento na atividade da via Toll, em linhagens transfectadas com a
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cepa wMel, a ativagdo de Toll ndo seria necessaria no bloqueio da transmissdo de
MAYV.

5.3.2 Niveis de expressdo do gene CACTUS

Em mosquitos Br, os niveis de expressdo do regulador negativo da via Toll,
CACTUS, a 2 dpi, foi maior nos grupos Mock e MAYV. Nio houve diferenca entre
estes grupos (Mock e MAYV). Porém, estes se diferiram significativamente do grupo
Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: Mock x Sacarose 10% P=0,0005; MAYV x
Sacarose 10% P=0,0123). A 4 dpi, somente houve diferenca significativa entre os
grupos MAYYV e Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: P=0,0031). A 7 dpi, ndo

houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 10).

Figura 10: Niveis expressdo do gene CACTUS em mosquitos Br.
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Os niveis de expressio de CACTUS foram quantificados via RT-qPCR para
mosquitos Br que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem
MAYV/Mock (laranja) e sangue com MAYYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7
dias apos infec¢do. Os dados representam a razdo (normalizacdo) entre o nivel de
expressdo de CACTUS e o gene constitutivo do hospedeiro, RPS17. O grafico dot plot
representa os valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo
que é composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor
de P obtido via Teste Kruskal-Wallis, * < 0,05; ** <0,01, *** <0,001.
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Observando a Figura 10, a 2 e 4 dpi, observa-se um perfil de expressdo do
gene CACTUS semelhante ao do gene RELI. O que poderia estar causando este efeito,
assim como discutido no item 5.3.1, poderia ser a presenca de sangue na alimentagdo
e o aumento na diversidade e quantidade da microbiota intestinal.

Analisando as linhagens Br e wMel Br, a expressdo do gene CACTUS
apresentou diferenga significativa entre as linhagens Br e wMel Br a 7 dpi (Teste
Kruskal-Wallis Sacarose 10% P=0,427; Mock P<0,0001; MAYV P=0,0026) como

demonstrado na Figura 11.

Figura 11: Niveis de expressdo do gene CACTUS em mosquitos Br e wMel Br.
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niveis de expressdo de CACTUS foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
das linhagens Br (preto) e wMel Br (verde) que receberam diferentes tratamentos
sacarose 10%, sangue sem MAYV (Mock) e sangue com MAYV (MAYV) em
diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apds infeccdo. Os dados representam a razdo
(normalizacdo) entre o nivel de expressdo de CACTUS e o gene constitutivo do
hospedeiro, RPS17. O grafico dot plot representa os valores medianos (linhas
horizontais vermelhas) observados para cada grupo que é composto de < 30 fémeas

individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P obtido via Teste Kruskal-
Wallis, * <0,05; ** <0,01, *** <0,001.
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Na andlise via GLM, os niveis de expressio de CACTUS foram
significativamente alterados pela presenga de Wolbachia (GLM; W=5,51,df=1, P <
0.0001) e também ao longo do tempo comparando Br e wMel Br (GLM; W = 27 46,
df=2,P<0.0001).

Bian e colaboradores também observaram que ha um aumento na expressio de
CACTUS em mosquitos 4e. aegypti transfectados com a cepa wAIbB (BIAN ef al.,
2010).

O resultados obtidos com CACTUS reforcam a ideia de que a presenca de
wMel em Ae. aegypti pode aumentar a expressdo basal de genes da via Toll, porém
esta via ndo teria um papel fundamental no controle da replicagdo e transmissdo do

MAYYV em linhagens wMel Br.

5.3.3 Niveis de expressdo do gene REL?2

O gene REL?2 responsavel por codificar o fator de transcricdo Relish 2 da via
Imd teve os niveis de expressdo quantificados em mosquitos da linhagem Br e
wMel Br.

Em mosquitos Br, para a expressdo do gene REL2, s6é houve diferenca
significativa entre os grupos Sacarose 10% ¢ MAYV a 2 dpi (Teste Kruskal-Wallis:
P=0,0035) e os grupos Mock e MAYV a 7dpi (Teste Kruskal-Wallis: P=0,0021)
(Figura 12).
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Figura 12: Niveis de expressdo do gene REL2 em mosquitos Br.
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Os niveis de expressdo de REL2 foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos Br
que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem MAYV/Mock
(laranja) e sangue com MAYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apos
infeccdo. Os dados representam a razdo (normalizacdo) entre o nivel de expressdo de
REL? e o gene constitutivo do hospedeiro, RPS17. O grafico dot plot representa os
valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo que ¢

composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P
obtido via Teste Kruskal-Wallis, ** <0,01.

Barletta et al. (2017) mostraram que ha um aumento na expressdo de REL?2
apds alimentagdo sanguinea devido ao crescimento na microbiota levando a ativa¢do
da via Imd e impactando as cargas de SINV no mosquito 4e. aegypti. De forma
semelhante, podemos inferir o que o aumento na expressdo de REL2 em mosquitos da
linhagem Br foi devido a presenga de sangue na alimenta¢do o mesmo observado para
o gene REL2 e CACTUS.

Comparando mosquitos Br e wMel Br, REL2 teve sua expressdo alterada pela
presenca de wMel (GLM; W =741, df =1, P <0,0001), com os niveis de expressdo
mais altos observados a 2 dpi no grupo Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis:
P=0,0035) e a 7 dpi nos grupos Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: P=0,0109) e
Mock (Teste Kruskal-Wallis: P=0,0035) (Figura 13).
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Figura 13: Niveis de expressdo do gene REL2 em mosquitos Br e wMel Br.
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Os niveis de expressdo de REL2 foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
das linhagens Br (preto) e wMel Br (verde) que receberam diferentes tratamentos
sacarose 10%, sangue sem MAYV (Mock) e sangue com MAYV (MAYV) em
diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apds infeccdo. Os dados representam a razdo
(normalizacdo) entre o nivel de expressdo de REL2 e o gene constitutivo do
hospedeiro, RPS17. O grafico dot plot representa os valores medianos (linhas
horizontais vermelhas) observados para cada grupo que é composto de < 30 fémeas
individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P obtido via Teste Kruskal-
Wallis, * <0,05; ** <0,01.

Observa-se que a infec¢do pelo MAYV ndo afetou a expressdo de REL2 em
nenhuma das linhagens de Ae. aegypti. Em mosquitos wMel Br ndo infectados com
MAYYV, a expressdo foi pouco maior, resultado este que também foi observado por
Bian et al. (2010) em mosquitos Ae. aegypti transfectados com a cepa wAIbB. Aqui
demonstramos que ha um aumento da expressdo de REL2 na presenca de wMel

independente da alimentacdo sanguinea. Isso demonstra a capacidade de wMel em
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aumentar a expressdo basal do gene REL?2 indicando que pode haver uma pré-ativacio
da via Imd contribuindo assim no controle da replicagdo e transmissdo do virus

MAYYV posteriormente.

5.3.4 Niveis de expressdo do gene CASPAR

De uma forma geral, a analise da expressdo de CASPAR via GLM mostrou que
este sofre influencia dependendo da dieta que o mosquito recebe (GLM; W = 126,033,
df =2, P <0,0001), e também ao longo do tempo (GLM; W = 37,819, df =2, P <
0,0001).

Comparando par a par via teste Kruskal-Wallis, em mosquitos Br, a expresséo
deste gene, a 2 dpi, foi maior nos grupos Mock e MAYV. Nao houve diferenca entre
estes grupos. Porém, estes se diferiram significantemente dos grupos que receberam
Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: Mock x Sacarose 10% P=0,0006; MAYV x
Sacarose 10% P<0,0001). A 4 dpi, houve diferenga significativa somente entre os
grupos Sacarose 10% e MAYV (Teste Kruskal-Wallis: P=0,0008). A 7 dpi, houve
diferenca significativa do grupo MAYV dos demais (Teste Kruskal-Wallis: MAYV x
Sacarose 10% P<0,0001; MAYV x Mock P=0,0017) (Figura 14).
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Figura 14: Niveis de expressdo do gene CASPAR em mosquitos Br.
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Os niveis de expressdo de caspar foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
Br que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem
MAYV/Mock (laranja) e sangue com MAYYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7
dias apos infec¢do. Os dados representam a razdo (normalizacdo) entre o nivel de
expressdo de CASPAR e o gene constitutivo do hospedeiro, RPSI7. O grafico dot plot
representa os valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo
que é composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor

de P obtido via Teste Kruskal-Wallis, ** <0,01, *** <0,001.

A 2 e 4 dpi, a expressdo do gene CASPAR seguiu um mesmo padrdo dos genes
principalmente influenciados pela dieta contendo sangue humano sugerindo que o
fator sangue na alimentagdo sanguinea pode ter sido o responsavel por esse aumento
assim como discutidos em tdpicos anteriores. Porém, a 7 dpi, observa-se uma maior
expressdo deste gene no grupo infectado com MAY'V sugerindo que este gene poderia
estar participando do controle da infec¢do por MAYV em mosquitos Ae. aegypti
selvagens e consequentemente na ativagdo da via Imd. A 7 dpi é o tempo em que se
observou maior carga viral de MAYV em mosquitos Br (Figura 7). Uma vez que a 7
dpi, ja houve completa digestdo do sangue, a microbiota do mosquito ja teria voltado
ao seu estado normal, o que nos leva a inferir que a infec¢do pelo MAYV pode ter

sido o motivo pelo aumento na expressdao de CASPAR neste tempo.
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Analise via GLM mostrou que CASPAR nao sofre influencia na presenga de
Wolbachia (GLM; W=2,779, df = 1, P < 0,096). Comparando par a par mosquitos da
linhagens Br e wMel Br, a expressdo do gene CASPAR apresentou diferenga
significativa entre as linhagens a 7 dpi apenas nos grupos Mock (Teste Kruskal-

Wallis: P=0,0016) (Figura 15).

Figura 15: Niveis de expressdo do gene CASPAR em mosquitos Br e wMel Br.

2dpi
g 0.3+ .
0.3 4dpi
N ‘.: 0.2
0.2 & .24
g g
o A
g . g
%) ) .
] 3 .
Q bk . .
* . (=] . .
o o . - © 5 .
g 014 . - g 014 e R "
-..-. _-‘:_ :... .0' . K ‘..
-_'.. Coenp® ..'.-.-. - '_'."" a S: ,. .o
soes o ] . Py o e fee Mgy
o Fooww .oE i R
“ee® :::' . Coe® . .o T . Cee og0®
00— ; . . ; - ; - 0.0 s .
Sacarose 10% Mock MAYV Sacarose 10% Mock —MAYV
7dpi
0.35 .
+ sem Wolbachia
« com Wolbachia
* %k
A
L
> 0.2+
S
L
3
& .
° g
] : -:
§ 014 . K
N o0 oe® o o0°
."... - & s and
oSt °e .
- - a
oy R I
.ot (XA o . .,
i . g s
o-o’gw—l—v—f—l—l—v—li
Sacarose 10% Mock MAYV

Os niveis de expressdo de caspar foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
das linhagens Br (preto) e wMel Br (verde) que receberam diferentes tratamentos
sacarose 10%, sangue sem MAYV (Mock) e sangue com MAYV (MAYV) em
diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apds infeccdo. Os dados representam a razdo
(normalizacdo) entre o nivel de expressdo de CASPAR e o gene constitutivo do
hospedeiro, RPSI7. O grafico dot plot representa os valores medianos (linhas
horizontais vermelhas) observados para cada grupo que € composto de < 30 fémeas

individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P obtido via Teste Kruskal-
Wallis, ** <0,01.
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5.3.5 Niveis de expressdo do gene DOME

Em mosquitos Br, a expressdao de DOME, a 2 dpi, foi maior nos grupos Mock
e MAYV. Nao houve diferenca entre estes grupos. Porém, estes se diferiram
significantemente dos grupos que receberam Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis:
Mock x Sacarose 10% P=0,0048; MAYV x Sacarose 10% P<0,0002). A 4 dpi, houve
diferenga significativa somente entre os grupos Sacarose 10% e MAYV (Teste
Kruskal-Wallis: P=0,0350). A 7 dpi, houve diferenca significativa do grupo MAYV
dos demais (Teste Kruskal-Wallis: MAYV x Sacarose 10% P<0,0001; MAYV x
Mock P=0,0223) (Figura 16).

Analise via GLM, mostrou que a expressdo de DOME ¢ afetada pela dieta que

o mosquito recebe (GLM; W= 87,847, df =2, P <0,0001).

Figura 16: Niveis de expressdo do gene DOME em mosquitos Br.
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Os niveis de expressdo de DOME foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
Br que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem
MAYV/Mock (laranja) e sangue com MAYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7
dias apos infec¢do. Os dados representam a razdo (normaliza¢do) entre o nivel de
expressdo de DOME e o gene constitutivo do hospedeiro, RPS17. O grafico dot plot
representa os valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo
que é composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor
de P obtido via Teste Kruskal-Wallis, * < 0,05; ** <0,01, *** <0,001.
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A via de sinalizacdo JAK/STAT ¢ uma via imune de sinaliza¢do conservada
que regula varios processo de desenvolvimento assim como imunidade antiviral tanto
em mamiferos quanto em insetos. Trabalhos anteriores ja demonstraram a atividade
antiviral de JAK/STAT em mosquitos Ae. aegypti. Jupatanakul e colaboradores
demonstraram a correlagdo entre o receptor de membrana DOME e a infec¢do por
DENV2, onde a superexpressdo de DOME levou a diminui¢do da carga viral. Souza-
Neto e colaboradores demonstraram através da ativagdo transiente da via JAK/STAT
via silenciamento génico de PIAS o que conferiu resisténcia maior a infec¢do por
DENV no intestino médio (SOUZA-NETO et al., 2009). Aqui observamos, em
mosquitos da linhagem Br, a 7dpi, um aumento na expressdo de DOME nos grupos
que receberam alimentagdo infectiva (Figura 16). Possivelmente, o aumento
observado na expressdo deste gene se deveu ao aumento da carga viral no vetor
indicando que a via JAK/STAT poderia estar participando no controle da infec¢do por
MAYV.

Comparando mosquitos Br e wMel Br, a expressdo do gene dome apresentou
diferenga significativa entre as linhagens a 7 dpi nos grupos Sacarose 10% (Teste

Kruskal-Wallis: P=0,0349) e Mock (Teste Kruskal-Wallis: P=<0,0001) (Figura 17).
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Figura 17: Niveis de expressdo do gene DOME em mosquitos Br e wMel Br.
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Os niveis de expressdo de DOME foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
das linhagens Br (preto) e wMel Br (verde) que receberam diferentes tratamentos
sacarose 10%, sangue sem MAYV (Mock) e sangue com MAYV (MAYV) em
diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apds infeccdo. Os dados representam a razdo
(normalizacdo) entre o nivel de expressdo de DOME e o gene constitutivo do
hospedeiro, RPSI7. O grafico dot plot representa os valores medianos (linhas
horizontais vermelhas) observados para cada grupo que € composto de < 30 fémeas
individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P obtido via Teste Kruskal-
Wallis, * <0,05; *** <0,001.

Comparando as linhagens Br e wMel Br, mosquitos contendo a cepa wMel de
Wolbachia apresentaram um aumento significativo na expressdo do gene DOME a 7
dpi em comparag¢do aos mosquitos sem a bactéria nos grupos que receberam sacarose
10% e nos grupos que receberam infec¢do Mock. Aqui demonstramos de forma
inédita que a presenga da cepa wMel de Wolbachia em Ae. aegypti pode levar a um

aumento tardio da expressdo de DOME, principalmente apos a alimentacdo
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sanguinea, conferindo assim uma pré-ativagdo do sistema imune do vetor o que

poderia contribuir para criar um ambiente refratario a infec¢do por MAY'V.

5.3.6 Niveis de expressdo do gene SOCS

Em mosquitos Br, a expressdo de SOCS, a 2 dpi, foi maior nos grupos Mock e
MAYV. Nido houve diferenca entre estes grupos. Porém, estes se diferiram
significantemente dos grupos que receberam Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis:
Mock x Sacarose 10% P=0,0004; MAYV x Sacarose 10% P<0,0001). A 4 dpi, ndo
houve diferenga significativa entre os grupos. A 7 dpi, houve diferenca significativa
entre os grupos MAYV e Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: P=0,0053) (Figura
18).

Figura 18: Niveis de expressdo do gene SOCS em mosquitos Br.
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Os niveis de expressdo de SOCS foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos Br
que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem MAYV/Mock
(laranja) e sangue com MAYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apos
infeccdo. Os dados representam a razdo (normalizacdo) entre o nivel de expressdo de
SOCS e o gene constitutivo do hospedeiro, RPSI7. O grafico dot plot representa os
valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo que ¢
composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P
obtido via Teste Kruskal-Wallis, ** <0,01, *** <0,001.
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A expressdo de SOCS a 2 dpi em mosquitos Br foi semelhante ao gene DOME
e também aqueles com expressdo afetada pela presenga de sangue na dieta, mostrando
que tanto para SOCS quanto para DOME a 2 dpi, a dieta sanguinea possa ser um fator
que contribua para o aumento na expressao desses genes logo ap6s a alimentagao.

Comparando as linhagens Br e wMel Br, a expressdo do gene SOCS
apresentou diferenga significativa a 2 dpi nos grupos Sacarose 10% (Teste Kruskal-
Wallis: P=0,0014), esta diferenca se manteve a 7 dpi (Teste Kruskal-Wallis:
P=0,0092). E também a 7 dpi, houve diferenca significativa nos grupos Mock (Teste
Kruskal-Wallis: P=<0,0001) (Figura 19).



Figura 19: Niveis de expressdo do gene SOCS em mosquitos Br e wMel Br.
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Os niveis de expressdo de SOCS foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
das linhagens Br (preto) e wMel Br (verde) que receberam diferentes tratamentos
sacarose 10%, sangue sem MAYV (Mock) e sangue com MAYV (MAYV) em
diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apds infeccdo. Os dados representam a razdo
(normalizacdo) entre o nivel de expressio de SOCS e o gene constitutivo do
hospedeiro, RPSI7. O grafico dot plot representa os valores medianos (linhas
horizontais vermelhas) observados para cada grupo que € composto de < 30 fémeas

individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P obtido via Teste Kruskal-
Wallis, ** <0,01, *** <0,001.
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Para SOCS, observa-se um perfil de expressdo semelhante a DOME aos 7 dpi
em mosquitos da linhagem wMel Br. SOCS, por ser um regulador negativo da via
JAK/STAT, uma expressao alta deste seria indicativo que a via JAK/STAT est4 ativa.
O raciocinio aqui seria o mesmo aplicado a DOME, também um gene da via
JAK/STAT, onde a presenga da cepa wMel de Wolbachia em Ae. aegypti pode levar a
um aumento tardio da expressdo de SOCS, principalmente apds a alimentacdo

sanguinea, de forma que o 4e. aegypti estaria preparado para uma futura infecgao.

5.3.7 Niveis de expressdo do gene AGO?2

Em mosquitos Br, ndo houve expressio significativa de AGO2 em nenhum dos

grupos (Figura 20).

Figura 20: Niveis de expressdo do gene AGO2 em mosquitos Br.
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Os niveis de expressdo de AGO2 foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
Br que receberam diferentes tratamentos sacarose 10% (azul), sangue sem
MAYV/Mock (laranja) e sangue com MAYYV (verde) em diferentes tempos 2, 4 e 7
dias apos infec¢do. Os dados representam a razdo (normalizacdo) entre o nivel de
expressdo de AGO2 e o gene constitutivo do hospedeiro, RPS17. O grafico dot plot
representa os valores medianos (linhas horizontais pretas) observados para cada grupo
que € composto de < 30 fémeas individuais inteiras coletadas em duas réplicas.
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Diferentes estudos ja demonstraram a participagdo da via do siRNA no
controle de infecgdes virais em mosquitos (KEENE et al., 2004; CAMPBELL et al.,
2008; FRANZ et al., 2006; FRANZ et al., 2014; KHOO et al. 2010; KHOO et al.
2013). Dentre estes estudos, tem-se um realizado por McFarlane e colaboradores
(2014) onde demonstraram a participagdo da via do siRNA contra infecgdes pelo
CHIKV, também um Alphavirus, em mosquitos Ae. aegypti via silenciamento
transiente do gene AGO2 (McFARLANE et al., 2014).

A partir dos nossos resultados podemos inferir que em mosquitos Ae. aegypti
selvagens (sem Wolbachia) a via do siRNA nio estaria ativa na infec¢do pelo MAYV
indo de encontro ao encontrado por outros autores. A ndo participagdo da via do
siRNA poderia ser um dos fatores que explicaria o fato de observarmos uma rapida
replicagdo de MAYV em mosquitos Br como demonstrado na Figura 8, uma vez que
uma das principais via de controle de infec¢des virais em Ae. aegypti ndo estaria
ativa.

A analise via GLM mostrou que a expressdo de AGO?2 ¢ diferente dependendo
da linhagem de Ade. aegypti (GLM; W = 49,051, df =1, P < 0,0001). Comparando as
linhagens Br e wMel Br par a par via teste Kruskal-Wallis, percebe-se que essa
diferenga é mais acentuada aos 2 dpi no grupo Mock (Teste Kruskal-Wallis:
P=<0,001) e aos 7 dpi no grupo Sacarose 10% (Teste Kruskal-Wallis: P=<0,001)

onde observa-se um dowregularion da expressdo de AGO2 (Figura 21).
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Figura 21: Niveis de expressdo do gene AGO2 em mosquitos Br e wMel Br.

. 4dpi
2dpi
0.5
0.5
ok
—
0.4
0.4
~ &
; 4 03,
g 034 g 0
by ~N
3 <]
R . ® .
S 0.2 " - IE 0.2+ o .
B s B S
: o H o ‘,: ont
014 o o e o 3 e e bd
e . . . i - o o
T e . e i . .
. a8 oo oo ~ .
0.0l 4= r ; ; . L 0.0l — - " : . ¢
Sacarose 10% Mock MAYV Sacarose 10% Mock MAYV
7dpi
0.5- .
. « sem Wolbachia
com Wolbachia
0.4+
—
~ .
=
téf_ 031 . .
9
S -
& 02{ -
N . .
© .
- .
. . . .
: oo
Saccs J . K .
0.1 7% 5 4% y
v =TT R
. o g™ . oo
¢ & i
0.0 — . : . T
Sacarose 10% Mock MAYV

Os niveis de expressdo de AGO2 foram quantificados via RT-qPCR para mosquitos
das linhagens Br (preto) e wMel Br (verde) que receberam diferentes tratamentos
sacarose 10%, sangue sem MAYV (Mock) e sangue com MAYV (MAYV) em
diferentes tempos 2, 4 e 7 dias apds infeccdo. Os dados representam a razdo
(normalizacdo) entre o nivel de expressdo de AGO2 e o gene constitutivo do
hospedeiro, RPSI7. O grafico dot plot representa os valores medianos (linhas
horizontais vermelhas) observados para cada grupo que € composto de < 30 fémeas
individuais inteiras coletadas em duas réplicas. Valor de P obtido via Teste Kruskal-

Wallis, *** <0,001.

Comparando a expressdo de AGO?2 entre as linhagens Br e wMel Br, observa-
se que hd uma supressdo da via do siRNA. Esse fendmeno de supressdo da via do
siRNA poderia ser um mecanismo para contornar a intensa competi¢do que ha entre
Wolbachia e o hospedeiro por nutrientes criticos como aminoécidos e colesterol. Uma
vez que na presenca de Wolbachia a replicacdo do MAYV néo € efetiva, o organismo

do Ade. aegypti como forma de compensar a falta de nutrientes e poupar energia
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desativaria a via do siRNA e por isso observamos uma menor expressdo do gene
AGO?2 em mosquitos da linhagem wMel Br.

Outro ponto a ser questionado e investigado com relacdo a via do siRNA ¢ se
o proprio MAYV nio estaria, de alguma maneira, inibindo a atividade desta como

forma de escape em ambas as linhagens.

5.4 Relaciio entre carga viral e expressio génica

A fim de analisar se ha alguma relagdo, dependéncia, entre carga viral e a
expressdo dos genes analisados, utilizamos a analise por Regressdo Linear Simples
para correlacionar linearmente as variaveis carga viral, determinada de acordo com o
item 4.5, e expressdo génica, realizada de acordo com o item 4.6. Ou seja, era de
nosso interesse saber se a expressdo gé€nica de algum dos genes estudados foi de
alguma forma influenciada pela carga viral (quantidade de particulas virais de
MAYV).

Tendo por base os pardmetros coeficiente de determinacgdo (R?) e coeficiente
de correlacdo (r) (Figuras 23 a 29), percebe-se que ndo houve correlagdo de nenhum
dos genes estudados com a carga viral. Aqui, demonstramos pela primeira vez que a
expressdo dos genes RELI, CACTUS, REL2, CASPAR, DOME, SOCS ¢ AGO2 nido
possui dependéncia linear com a carga viral.

Isso demonstra que a expressdo desses genes ndo € influenciada pela
intensidade da carga viral em si. A presenga do virus em si no Ade. aegypti,
independente da carga viral ingerida, ¢ o suficiente para aumentar a expressdo de
genes do sistema imune. Estes resultados corroboram o que observamos neste estudo.
Os resultados das duas réplicas tanto para carga viral, quanto prevaléncia ou
expressdo génica foram apresentados juntos pois ndo houve diferenca estatistica entre
0S mesmo grupos que receberam o mesmo tratamento em ambas as réplicas mesmo
sabendo que o isolado viral utilizado possuia cargas virais diferentes (Tabela 5) com
uma diferenga de dois logs entre a primeira e a segunda réplica.

Analises de competéncia vetorial realizados em laboratorios muitas vezes sdo
criticados devido as altas cargas virais utilizadas nas alimentagdes infectivas, uma vez
que sdo utilizados isolados virais frescos, e muitos defendem que por este ndo ser o
cendrio observado na natureza, ndo poderia-se tomar analises de competéncia vetorial
em laboratorio como fato. Aqui, demonstramos que em se tratando do MAYV e no

ambito da resposta imune inata, a intensidade da carga viral em si ndo seria um fator
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preocupante na analise da expressdo génica. Ou seja, a quantidade de particulas virais
ndo seria o fator determinante na ativacdo de um gene, mas sim a presenga do virus ja

seria o suficiente para ativar determinada via.

5.5 Silenciamento génico

No mosquito Ae. aegypti, as infec¢des por arbovirus sdo confrontadas por
diversas vias de resposta imune inata, dentre as quais destaca-se a via de imunidade
antiviral baseada em RNA de interferéncia — RNAi. A fim de avaliar a contribuic¢éo
desta via contra 0 MAY'V, fizemos o silenciamento transiente do gene que codifica a
proteina AGO2 (Figura 22), componente principal do complexo de silenciamento
RISC, fundamental para o funcionamento da maquinaria de siRNA (OKAMURA et
al.2004).

Neste estudo, também tentou-se silenciar os genes que codificam as proteinas
DOME e SOCS a fim de avaliar a participacdo da via JAK/STAT contra infec¢des por

MAYV, porém o mesmo néo foi alcangado com sucesso.



Figura 22: Silenciamento transiente do gene 4GO2 em mosquitos 4e. aegypti.
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Os graficos mostram a relagdo entre a expressdo do gene AGO2 em relacdo ao gene
constitutivo RPS17 medidas por RT-qPCR em duas réplicas distintas. A) Primeira
réplica. B) Segunda réplica. Os mosquitos foram injetados com 500 ng de RNA
(dsAGO2 ou dsFLUC), e testados individualmente dois dias ap6s a nanoinje¢do. Os

valores de p foram calculados comparando os grupos dsFLUC e dsAGO2 utilizando
ANOVA one-way com pos-teste de Tukey.
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Apds a confirmacdo do silenciamento, os mosquitos com o gene AGO2
silenciados receberam alimentagdo infectiva. A tabela 6 descreve os valores da carga

viral expressos em PFU/mL dos isolados virais utilizados em cada réplica.

Tabela 06: titulos dos isolados virais de MAYV utilizados nas alimentagdes
infectitivas.

Réplica Titulos virais (PFU/mL)
1° 11 lOglO
2° 10 1Og10

Mosquitos da linhagem Br, sem Wolbachia, foram processados e entdo
tiveram a carga viral de MAYV quantificados via quantificagdo absoluta. Analisando
os resultados demonstrados na Figura 23 ndo houve diferenca na carga viral entre os
grupos analisados em ambos os tempos 4 e 7 dias apods a infec¢do, o que nos leva a

inferir que a via do siRNA ndo seria uma das vias de controle do MAYV em Ae.

aegypti.
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Figura 23: Cinética de crescimento do MAYV em mosquitos deficientes para a via
de siRNA.
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Mosquitos sem Wolbachia (linhagem Br) foram infectados via oral com MAYV. A
quantificagdo absoluta do nimero de copias virais (expresso como logaritimo do
numero de copias virais por mosquito) foi realizada via qRT-PCR nos tempos 4 e 7
depois da infec¢do. Cada ponto preto representa um mosquito fémea individual. A)
Valores para a réplica 1. B) Valores para a réplica 2. Linhas vermelhas horizontais
representam a mediana de copias virais. Somente mosquitos com carga viral
detectavel foram considerados na andlise. Os valores de p foram -calculados
comparando os subgrupos dsFLUC e dsAGO2 utilizando teste de Mann Whitney two-
tailed com 5% de significancia

Varios autores ja demonstraram a participagdo da via do siRNA no controle de
infeccdes virais em mosquitos (KEENE ef al., 2004; CAMPBELL et al., 2008;
FRANZ et al., 2006; FRANZ et al., 2014; KHOO et al. 2010; KHOO et al. 2013).
Um destes estudos, realizado por Sanchez-Vargas e colaboradores (2009), mostrou
um aumento de aproximadamente 4 vezes na carga viral do DENV-2 quando feito o
silenciamento de AGO2 em mosquitos. Os nossos resultados de expressdo e
silenciamento transiente de AGO2 vdo de encontro a estes resultados, mostrando que,

apesar de a via do siRNA ser uma das principais vias de controle de infec¢des virais
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em Ae. aegytpi, em se tratando de MAYV, esta ndo tem uma grande participagao.
Poderiamos também inferir que a ndo ativagéo da via do siRNA poderia ser uma das
razdes por se observar um curto periodo de incubagdo extrinseco para 0 MAYV em
mosquitos Ae. aegypti como demonstrado por Pereira ef al. (2018) assim como nossas
analises de expressdo do gene AGO2.

O que nos motivou a estudar a via do siRNA em mosquitos wMel Br foi um
estudo in vitro com células Aag2 contendo wMel realizado por Terradas e
colaboradores (2017) onde mostrou-se a participagdo da via do RNAi no controle de
DENV em células contendo Wolbachia. Entretando, neste estudo, em ambas as
réplicas, mosquitos transfectados com a cepa wMel de Wolbachia ndo se infectaram
com MAYV. Portanto, os niveis de wMel, densidade de Wolbachia, foram
quantificados objetivando analisar se ha algum efeito do silenciamento do gene AGO?2

no controle da densidade de wMel (Figura 24).
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Figura 24: Quantificagdo absoluta de Wolbachia em mosquitos Ae. aegypti
deficientes para a via de siRNA.

wMel 4dpi wiMel 7dpi
A) ¢ 2
Z 10 2 10
(7] (7]
o ]
£ £ .
b= .’ - Cege? .
o & o
g 5 3 51
] T
= =
2 2
3 3
8 8
3 o g 0
o )
dsFLUC dsAGO2 dsFLUC dsAGO2
wiMel 7dpi
L
wiMel 4dpi 3 104
[¢] (7]
B = o]
g s T e iabe—
e
D) cwefire e 8
Q : 2 57 .
9 sl °
= =
2 2
2 [}
©
s 8
8 2 o
£ o] g
3 o
T T T T
dsFLUC dsAGO2 dsFLUC dsAGO2

Grafico dot plot mostra a densidade de Wolbachia em mosquitos Ae. aegypti
linhagem wMel Br que tiveram o gene AGO?2 silenciado. A quantifica¢do absoluta do
numero mediano de copias de Wolbachia, expresso em logaritmo, baseado em curva
padréo, foi realizada via qRT-PCR nos tempos 4 e 7 apds a alimentagdo infectiva com
MAYYV. Cada ponto verde representa um mosquito fémea individual. A) Valores para
a réplica 1. B) Valores para a réplica 2. Linhas vermelhas horizontais representam a
mediana de Wolbachia. Os valores de p foram calculados comparando os subgrupos
dsFLUC e dsAGO2 utilizando teste de Mann Whitney two-tailed com 5% de
significancia.

Este é o primeiro estudo em que se correlacionou a densidade de Wolbachia
com a via do siRNA do sistema imune do vetor de. aegypti. Aqui percebe-se que a
via do siRNA nio possui nenhuma participacdo no controle da densidade de wMel em
Ae. aegypti, resultado este ja esperado uma vez que, de acordo com a literatura, as
vias do RNAi possuem como principal alvo virus e ndo bactérias. Ademais, um
estudo realizado por Voroni ef al. (2012) mostrou que a principal via que controla a

infec¢do por Wolbachia em diferentes artropodes seria a via da autofagia.
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Todavia, faz-se necessario o estudos de outras vias do sistema imune, ndo
somente aquelas responsaveis pelo controle de infec¢des bacterianas, em linhagens de
Ae. aegypti transfectados com diferentes cepas de Wolbachia objetivando analisar o
impacto dessas vias na densidade de Wolbachia assim como no controle da replicacdo

de diferentes arbovirus.
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CONCLUSAO

e Houve aumento da densidade de wMel em mosquitos infectados com MAY'V;

e A alimentag¢do sanguinea desempenha um papel importante no aumento da
expressdo de genes da resposta imune;

e Apesar de ter-se um aumento na expressdo de genes do sistema imune na
linhagem wMel Br, essa ativagdo do sistema imune ndo representa o principal
mecanismo pelo qual o fenotipo de interferéncia a patdgenos acontega, outros
mecanismos devem ser estudados;

e A intensidade da carga viral nfo interfere na expressdo de genes do sistema
imune;

e Se faz necessario validar funcionalmente a participagdo das vias Toll, Imd e
JAK/STAT e novamente a via do RNAi frente a infeccdo pelo MAYV

utilizando a técnica de silenciamento génico.
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