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Resposta antiviral em células LL5 de Lutzomyia longipalpis: comparativo entre infecgdo por
virus da Estomatite Vesicular (VSV) e dsRNA.

RESUMO

Eudislaine Fonseca de Carvalho

As doencas transmitidas por insetos vetores sdo de grande importancia para sadde publica. No
Brasil, as principais doencas compreendem a malaria, doenca de Chagas, leishmaniose,
dengue e febre amarela. O inseto vetor flebotomineo é o principal transmissor da
leishmaniose. Porém, também sdo vetores de outros agentes patogénicos e hospedeiros de
diversos outros microrganismos, tais como bactérias, fungos e arbovirus. Os arbovirus séo
biologicamente transmitidos entre hospedeiros vertebrados por insetos hemat6fagos. Sua
distribuicdo ocorre de forma global, porém a maioria é encontrada em areas tropicais, onde as
condicdes climaticas permitem a transmissdo durante todo o ano. Os arbovirus do género
Vesiculovirus, Orbivirus e Phlebovirus sdo os mais comuns encontrados em flebotomineos.
Além destes géneros isolados do préprio inseto, os virus Mayaro e do Oeste do Nilo também
sdo capazes de infectar uma linhagem celular (LL5) da espécie Lutzomyia longipalpis. A
resposta imune é essencial para os artropodes sobreviverem aos agentes patogénicos, as
principais vias envolvidas na resposta imune de artropodes incluem a via Imd, Toll e Jak/Stat.
Os artropodes possuem diversos mecanismos contra infeccdo viral, entre eles a apoptose, a
via de RNA de interferéncia (RNAI) e a autofagia. O mecanismo utilizado pela maioria dos
vetores € o silenciamento da expressdo génica dos virus através da via do RNAI. Esta via €
amplamente conservada em diferentes espécies e se baseia na complementariedade do RNA
dupla fita (dsSRNA) para degradacdo de mRNA, sendo assim uma resposta sequéncia
especifica. A via Jak/Stat também tem sido associada a resposta antiviral. O gene responsivo a
virus, Vago, atua como um interferon like e é responsavel pela ativacdo de Jak/Stat. A Unica
descricdo que existe sobre a resposta antiviral em flebotomineos é uma resposta inespecifica,
que é ativada por qualquer dsRNA. Como néo se tem conhecimento preciso dos mecanismos
de defesa antiviral neste inseto, nosso trabalho avalia o papel de diferentes componentes do
sistema imune no mecanismo de defesa antiviral em células LL5. Realizamos dois modelos
eficientes de infecgdo com virus VSV e mimetizacdo da infeccdo, através de transfeccdo de
poly I:C (dsRNA), em células LL5 e em células Aag2 de A. aegypti para o estudo da resposta
antiviral. Apos a infeccdo ou transfeccdo de dsSRNA avaliamos o perfil de expresséo de alguns
genes da resposta antiviral: Dicer 2, Vago, Stat, Defensina e Atgl8. LL5 apresentou uma
resposta a infeccdo com VSV diferente das células Aag2, sendo que nestas células a dSRNA é
capaz de ativar uma resposta antiviral contra VSV, diferentemente das células LL5.
Sugerimos também que a resposta antiviral de LL5 contra infec¢cdo com VSV ocorra atraves
do mecanismo de autofagia, pois, outros genes classicos da via de RNAI e Jak/Stat (Dicer,
Vago e Stat) ndo foram modulados positivamente neste modelo.
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Antiviral response in LL5 cells of Lutzomyia longipalpis: comparative between Vesicular
Stomatitis virus (VSV) infection and dsRNA.

ABSTRACT

Eudislaine Fonseca de Carvalho

Insect-borne diseases have a great importance in public health. In Brazil, the main diseases
transmitted by insects include malaria, Chagas disease, leishmaniasis, dengue and yellow
fever. Sandflies are the main vectors of leishmania parasites, but may also harbors and even
transmit other pathogens such as bacteria, fungi and arbovirus. The arboviruses are
biologically transmitted between vertebrate hosts by hematophagous insects. Its distribution
occurs globally, but mostly in tropical areas, where climatic conditions may allow
transmission throughout the year. The arbovirus of the genus Vesiculovirus, Orbivirus and
Phlebovirus are commonly found in sandflies. In addition, the Mayaro virus and West Nile
virus are also able of infecting Lutzomyia longipalpis cell line (LL5). The immune response is
essential for arthropods to survive the pathogens infection and the major pathways involved in
this immune response are Imd, Toll and Jak/Stat pathways. The arthropods have diverse
mechanisms against viral infection, including apoptosis, the RNA interference pathway
(RNAI) and autophagy. The mechanism used by most of the vectors is the silencing of gene
expression through the RNAI pathway. This pathway is conserved among different species
and is based on degradation of mMRNA complementary to double-strand RNA (dsRNA), thus
being a sequence-specific response. The Jak/Stat pathway has also been associated with
antiviral response. The virus responsive gene, Vago, acts as an interferon-like and is
responsible for activation of Jak/Stat. The only information regarding the antiviral response in
sandflies is a non-specific response, which is activated by any dsRNA. Since there is no
precise knowledge of the antiviral defense mechanism in this insect, our study evaluated the
role of different components of the immune system in antiviral defense mechanism in LL5
cells. We used two efficient models of infection with VSV virus and mimicking the infection
by transfection of poly I:C (dsRNA) in LL5 cells and Aag2 cells of Aedes aegypti to study the
antiviral response. After infection or transfection of dsSRNA we evaluated the expression
profile of some genes related to antiviral response: Dicer 2, Vago, Stat and Atgl18. LL5 and
Aag2 showed different responses to VSV infection, and in Aag2 cells the dsRNA is able to
activate and antiviral response against VSV, differently in LL5 cells. We also suggest that the
antiviral response of LL5 against VSV infection occurs through the mechanism of autophagy,
because other classical genes of the RNAIi and Jak/Stat pathways were not positively
modulated in this model.

XV



1 Introducéo

As doencas transmitidas por insetos vetores sdo de grande importancia para a saude
publica, pois constituem importante causa de morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo.
No Brasil, as principais doengas transmitidas por vetores sdo a malaria, doenca de chagas,

leishmaniose, dengue, febre amarela, dentre outras.

A dengue é transmitida por mosquitos do género Aedes infectados e estd presente e
aumenta em areas endémicas de regibes tropicais e subtropicais a cada ano. Somente no
Brasil, no periodo de Janeiro a Abril de 2012, esta doenca foi registrada em mais de 250 mil
individuos com 74 o6bitos (OMS, 2012). A febre amarela também é uma doenca transmitida
por mosquitos que ocorre em sua maioria na Africa e América do Sul com cerca de 200 mil
casos e 30 mil mortes por ano (OMS, 2013). Os maiores casos de morte por malaria ocorrem
nos paises de extrema pobreza. Em 2010, de acordo com a Organiza¢do Mundial da Satde
estima-se que houve cerca de 219 milhdes de casos de malaria, sendo aproximadamente 660
mil mortes (OMS, 2012). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, em 2011 foram
registrados 69 dbitos por malaria, sendo que 99,7% dos casos ocorrem na regido Amazonica,

considerada area endémica no pais.

O aparecimento de novas doencas transmitidas por vetores e o ressurgimento de outras
tem aumentado significativamente nas udltimas décadas, o que pode estar associado a
alteracOes climaticas que favorecem o aumento da densidade do vetor. Irrigacdo, construcdo
de barragens, desmatamento e a urbanizacdo sdo alguns exemplos de fatores que contribuem
para 0 aumento populacional de vetores. Além disso, também existe a disseminacdo de
agentes infecciosos através de viagens para areas onde determinados agentes eram ausentes
(Maroli et al., 2013).

Diante da problematica estabelecida e do elevado nimero de casos de doencgas e mortes
que sdo geradas por doencas transmitidas por insetos € de grande importancia a obtengéo de
informacdes sobre a biologia desses vetores, desde a sua epidemiologia até a resposta imune
que é desencadeada no inseto mediante a infecgdo de agentes patogénicos para que se possa
promover melhores técnicas para o controle de vetores e consequentemente combate as

doencas transmitidas por eles.



1.1 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos holometabolos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae e sdo caracterizados por uma grande quantidade de pilosidade em seu corpo e
pelo seu pequeno tamanho quando comparados a outros insetos hemat6fagos. O ciclo de vida
dos flebotomineos passa por uma metamorfose completa que consiste em uma fase de ovo,

quatro estagios de larva, pupa e fase adulta (Figura 1).

As fases imaturas necessitam de habitats Umidos e quentes. Os ovos sdo depositados pelas
fémeas adultas em local rico em matéria organica, eles apresentam uma coloracdo escura
(marrom escuro a preto) e forma elipsdide com aproximadamente 300-500 pm de
comprimento por 70-150 um de largura (Figura 1A). As larvas apresentam estagios de L1 a
L4, sdo de aspecto vermiforme, e apds a eclosdo se alimentam de matéria organica, desde
cascas dos ovos até dos corpos de adultos em decomposicdo (Figura 1B). As pupas ficam
aderidas em um substrato endurecido, séo claras e se tornam escuras ao se aproximarem da

eclosédo do adulto (Figura 1C).

Na fase adulta, os flebotomineos apresentam diversas caracteristicas que levam a
distingdes sexuais. Uma das principais destas caracteristicas € a diferenca nos habitos
alimentares, ja que nestes insetos o macho se alimenta de diversas fontes de agucar e a fémea,
além de alimentos acucarados, também é hematofagica, pois necessita de sangue para
maturacdo de seus ovos. Desta forma, ela possui estruturas mais adaptadas a este tipo de
alimentacdo, como uma probdscide mais longa. A diferenca entre 0s sexos destes insetos
também pode ser observada pela morfologia dos Gltimos segmentos abdominais, onde estdo
localizadas as genitélias. Nesta regido as fémeas possuem apéndices menores que confere um
aspecto arredondado enquanto que nos machos esses apéndices sdo mais desenvolvidos e
ornamentados (Figura 1D) (Beaty & Marquardt, 1996; Maroli et al., 2013).



Figura 1: Ciclo de vida dos flebotomineos. A) Ovo. B) os quatro estagios larvais e pupa. C) Forma adulta macho.
D) Forma adulta fémea. Espécie Lutzomyia longipalpis.
Fonte: Pitaluga, AN 2009.

O numero de espécies de flebotomineos no mundo chega a aproximadamente 900,
sendo que 500 sdo encontradas na regido Neotropical e 229 ja& foram descritas no Brasil.
Existem seis principais géneros de flebotomineos no mundo: Lutzomyia, Brumptomyia e
Warileyia que sdo encontrados no novo mundo e os géneros Phlebotomus, Sergentomyia e
Chinius, encontrados no velho mundo (Galati, 2003; Shimabukuro et al. 2011, Ready, 2013).
No Brasil ja foram descritos diversas espécies vetores de Lutzomyia em todo territorio
brasileiro, como Lutzomyia longipalpis, L. intermédia, L. whitmani, L. neivai, L. umbratilis,
L. flaviscutellata, L. migonei dentre outras (Rangel & Lainson, 2009). O estudo da
distribuicdo dos flebotomineos em todo mundo é de grande interesse médico, pois estes
insetos sdo importantes transmissores de doencas, principalmente da leishmaniose. Do
namero de espécies de flebotomineos existentes, apenas 98 espécies do género Lutzomyia e
Phlebotomus tém sido comprovadamente implicados na transmissdo desta doenca (Maroli et
al., 2012; Ready, 2013). A espécie L. longipalpis tem sido considerada o principal
transmissor da leishmaniose visceral no Brasil, sendo encontrada em quase todo territorio

nacional.

A leishmaniose é uma doenca presente em cerca de 88 paises do Novo e Velho Mundo
(Figura 2). A populacédo global estimada com risco de contrair esta doenga é de 350 milhdes
de individuos, distribuidos nas areas tropicais e subtropicais. Este parasita infecta cerca de 14
milhdes de pessoas, sendo 2 milhdes de novos casos por ano e aproximadamente 500 mil
mortes por ano (Depaquit et al., 2010; WHO, 2010).



Figura 2: Distribui¢fo geografica de leishmaniose visceral no Velho e Novo mundo.
Fonte: Organizagdo Mundial da Salde, 2010.

Este protozoario causa uma variedade de doencas clinicas, dependendo da espécie a
infectar 0 homem e do estado imunolégico do hospedeiro. Os quadros clinicos vdo de
leishmaniose cutanea, cutanea difusa, mucocutanea até a forma visceral, a mais grave. A
leishmaniose se desenvolve provavelmente devido a uma combinacdo de fatores, incluindo a
susceptibilidade intrinseca dos seres humanos e os habitos alimentares dos vetores (Wirth,
1996).

Os flebotomineos, além de serem transmissores da leishmaniose, também sdo vetores de
outros agentes patogénicos e hospedeiros de diversos outros microrganismos. Dentre estes se
destacam bactérias (Bartonella spp.), alguns arbovirus como Chandipura, Naples
(Phlebovirus) e o Virus da Estomatite Vesicular (VSV), fungos e até mesmo outros

tripanosomatideos (Depaquit et al., 2010).

1.2 Arbovirus

Os arbovirus sdo biologicamente transmitidos entre vertebrados por insetos hemat6fagos,

ou seja, devem se replicar no hospedeiro invertebrado antes da transmissdo (Weaver et al.,
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1997). Os principais géneros incluem os Alphavirus, Flavivirus, Bunyavirus, Nairovirus,
Phlebovirus, Orbivirus, Vesiculovirus, Thogotovirus e o0s Asfarvirus. Dentre estes
praticamente todos séo constituidos de RNA, com excegdo dos Asfarvirus que possuem DNA

como material genético (Karabatsos, 1985).

A transmissdo dos arbovirus entre os insetos pode ocorrer de forma vertical ou horizontal.
A vertical envolve a passagem dos virus a partir de uma fémea infectada para sua prole
feminina ou masculina, j& o0 modo de transmissdo horizontal ocorre a partir de um macho
infectado diretamente para um vetor do sexo feminino, ou entdo, por via oral de um vetor do
sexo feminino para um hospedeiro vertebrado através da saliva durante a alimentacdo de
sangue. Este dltimo é o modo de transmissdo mais comum entre os arbovirus (Weaver &
Reisen, 2009).

A distribuicdo dos arbovirus ocorre de forma global, porém a maioria € encontrada em
areas tropicais, onde as condi¢cdes climaticas podem permitir a proliferacdo dos vetores e,
assim, a transmissdo durante todo o ano. Os fatores limitantes para a distribuicdo dos
arbovirus incluem temperatura, regime de chuvas e umidade, padrdes de vegetacdo e outros
parametros ecoldgicos que também determinam a distribuicdo geogréafica dos artrépodes

vetores e hospedeiros vertebrados (Gubler, 2002).

Dentre os arbovirus ocorrentes nas Ameéricas estdo os virus da Febre Amarela, o virus
Dengue, Oropouche, Mayaro, virus do Oeste do Nilo e diversos agentes responsaveis por
encefalites. Cerca de 545 espécies de arbovirus sao suspeitas de causar doencas em humanos
em todo o mundo, embora até 0 momento somente 150 tem sido comprovadas (Cleton et al.,
2012). No Brasil, os arbovirus sdo amplamente distribuidos, predominando nas areas
tropicais, principalmente na Floresta Amazonica. Trinta e quatro dos 200 tipos diferentes de
arbovirus além de outros virus de vertebrados identificados na Amazénia brasileira séo
comprovadamente patogénicos ao homem (Travassos da Rosa et al.,1989). A maior parte dos
arbovirus causa zoonoses, porém, devido a alta taxa de mutacéo, estes virus podem se adaptar

a novos hospedeiros causando grandes epidemias (Weaver & Reisen, 2009).

A forma de manutencdo dos arbovirus ocorre através de um ciclo de transmissdo que
compreende vetores artropodes e reservatorios animais vertebrados como hospedeiros de
amplificacdo. Quando os humanos séo infectados por alguns arbovirus, eles podem, em sua

maioria, ndo apresentar alta viremia e entdo ndo serem capazes de infectar outros artrépodes,



sendo considerados hospedeiros “beco sem saida”. Somente alguns virus, como o virus da
febre amarela, chikungunya e o virus da dengue, sdo capazes de expandir sua gama de
hospedeiros e incluir os humanos como hospedeiros de amplificacéo, causando doencgas, sem
a necessidade de um reservatorio animal (Cleton et al., 2012). Baseado na ocorréncia dos
arbovirus, eles podem se comportar como endémicos (presenca estavel em um reservatério),
esporédicos (infecgdes isoladas), ou epidémicos (ocorréncia durante estacbes com aumento da
atividade da doenca ou surtos).

O ciclo de vida dos arbovirus pode ocorrer de duas formas: ciclo silvestre e ciclo urbano.
Como exemplo, o virus da Dengue em seu ciclo silvestre, que ocorre entre artropodes e
hospedeiros mamiferos, envolve primatas e mosquitos. Além disso, para alguns arbovirus os
humanos, neste ciclo silvestre, podem se tornar hospedeiros becos sem saida, onde a viremia é
baixa e por isso, ndo ocorre novas infecgdes. O ciclo humano envolve Aedes peridomicilicar
(Aedes aegypti e Aedes albopictus) que podem ser encontrados em uma variedade de
ambientes ao longo dos trépicos e subtropicos. Neste ciclo os humanos sdo hospedeiros
reservatorios ou de amplificacdo, que € um padrdo usado entre os virus transmitidos por
artropodes (Figura 3) (Whitehead et al., 2007; Vasilakis et al., 2011).

Aedes luteocephalus (West Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (tropics)

Aedes furcifer (West Africa) Aedes allx s {tropics)

Aedes niveus spp. (Southeast Asia) Aedes polynesiensis (Polynesia)

Aedes furcifer West Africa) =

Acdes albopictus (Southeast Asia) D N2 —
/
Uy “
< WV
Ly
Zone of
emergence 777 — 4".’& ——
Sylvatic cycle Rural areas Human cycle

Figura 3: Ciclo de vida do virus da Dengue.
Fonte: Vasilakis et al., 2011.



A amplificacdo progressiva dos arbovirus para niveis epidémicos ocorrem devido a
existéncia de vetores competentes e populacdes de hospedeiros vertebrados susceptiveis que
habitam um mesmo ambiente. Alteracdes na genética dos virus, dos vetores e dos hospedeiros
pode também interferir para a modulacdo da propagacdo viral. Essas mudancas genéticas
virais também podem levar a introducdo de novas cepas que aumentam seus niveis de
viruléncia, aumentando assim o numero de hospedeiros e seu potencial de amplificacdo e
transmisséo (Gubler, 2002; Weaver & Reisen, 2009; Maroli et al., 2012).

1.3 Flebotomineos e arbovirus

Os arbovirus do género Vesiculovirus (familia Rhabdoviridae), Orbivirus (familia
Reoviridae) e Phlebovirus (familia Bunyaviridae) sdo 0s mais comuns presentes em

flebotomineos (Travassos da Rosa et al., 1989).

Os Phlebovirus ja foram caracterizados em flebotomineos do género Phlebotomus no
velho mundo e do género Lutzomyia no novo mundo (Tesh,1983). Phlebovirus séo virus de
RNA encapsulados e possuem um genoma em trés partes, os segmentos S, M e L que
codificam uma RNA polimerase dependente de RNA, glicoproteina do envelope viral,
proteina do nucleocapsideo e uma proteina ndo estrutural (Alkan et al., 2013). Este género
compreende mais de 60 sorotipos de virus e se divide em dois principais grupos: o grupo da
febre do flebotomineo (SF - Sandfly fever) e o grupo Uukuniemi (Uuk). Entre os virus do
grupo SF, o sorocomplexo Néapoles e Sicilia sdo os mais associados a doencas em humanos
(Tufan & Tasyaran, 2013). Juntamente com 0s virus Toscana, estes virus sao endémicos na
regido do Mediterraneo e podem se espalhar para areas mais temperadas da Europa, onde 0s
seus vetores sdo abundantes. A distribuicdo destes virus de casos humanos e alguns isolados
de flebotomineos foram reportados em alguns paises como Argélia, Egito, Portugal, Israel e

Jordania (Figura 4).



Figura 4: Distribuicdo dos virus Toscana (A), Sicilia (B) e Napoles (C) na Unido Europeia e nos paises
vizinhos ao redor do Mar Mediterraneo. Paises com casos confirmados estdo em cinza e os limites de
distribuicdo estimados sdo representados com linha cinza escuro.

Fonte: Depaquit et al., 2010.

O sorogrupo SF Napoles (SFNV) compreende os virus Karimabad, Arabia, Punique,
Tehran, virus Toscana e os virus Napoles ndo classificados como SF. O virus Granada
também tem sido descrito como sendo um SFNV. J& os virus Chipre (SFCV) e Turquia
(SFTV) séo variantes do sorogrupo SF Sicilia (SFSV) (Tufan & Tasyaran, 2013). A

distribuicéo destes virus da febre do flebotomineo por sorotipo pode ser visualizada na figura

Figura 5: Distribuicdo dos virus da febre do flebotomineo por sorotipo.
Fonte: Tufran & Tasyaran, 2013.



Os pacientes infectados com virus da febre do flebotomineo apresentam sintomas da
gripe como febre, dor retro-orbital, mialgias e mal-estar e, na maioria das vezes, se recuperam

dentro de uma semana.

Ja com o virus Toscana muitas infecces sdo assintomaticas, porém, os casos clinicos
reportados apresentam sintomas de gripe, e em alguns casos podem iniciar forte
neurotropismo, encefalites, meningites e meningoencefalites. Este virus é endémico na Italia
com pico no nimero de pacientes infectados na estacao quente, entre Maio e Outubro. Muitos
casos de incidéncia do virus Toscana na Franca ocorreram pela introducéo dos virus oriundos
da Itdlia através de pacientes que estiveram de viagem pelo pais (Defuentes et al., 2005;
Epelboin et al., 2008).

Novos virus e complexos antigénicos infectantes para flebotomineos vem sendo
descobertos, como o novo Phlebovirus denominado Massilia descoberto no mediterrdneo em
Phlebotomus perniciosus e classificado como pertencente ao complexo do virus da febre do
flebotomineo Napolitano (Népoles) (Charrel et al., 2009). Recentemente, também em P.
perniciosus, duas novas linhagens putativas de Phlebovirus, Olbia e Provencia, foram
descritas (Peyrefitte et al., 2013). Estas descobertas enfatizam ainda mais a necessidade de

constantes estudos na identificacdo de arbovirus potencialmente prejudiciais a satde publica.

Dentro do género Vesiculovirus existem cerca de 28 agentes virais que séo capazes de
infectar vertebrados e invertebrados. Os que infectam animais domésticos e humanos e
possuem os flebotomineos como possivel vetor compreendem os virus Chalchaqui,

Chandipura, Cocal, Isfahan e o virus da Estomatite Vesicular (Maroli et al., 2013).

O virus Chandipura ja foi isolado de espécies de Phlebotomus e Sergentomyia
(Geevarghese et al. 2005). Este virus é endémico na india e foi descrito como sendo o
principal causador de surtos de encefalites em criangas, caracterizado por uma alta taxa de
letalidade com um rapido inicio de febre e problemas no sistema nervoso central, alguns casos
também apresentaram diarréia e vomito (Rao et al., 2004; Tandale et al., 2008; Gurav et al.,
2010). A presenca desse virus na Europa ainda nao foi evidenciada, porém, ndo pode excluir a

possibilidade de sua introdug&o por individuos infectados.

O virus da estomatite vesicular (VSV) também é um Vesiculovirus, porém endémico

do Novo Mundo. Infecgdes de VSV em humanos vém sendo descritas no México, América



Central, norte da América do Sul, leste do Brasil e em algumas areas limitadas dos Estados
Unidos. Em pacientes com manifestagdes clinicas o sintoma inicial é febre alta com sintomas
posteriores semelhantes a gripe que incluem mal-estar, dores de cabeca, mialgia, dor retro-
essternal, dores oculares e nausea. A formacao de vesiculas na mucosa oral, nariz e labios

também é possivel (Maroli et al., 2013).

Os Unicos vetores bioldgicos confirmados para 0 VSV sédo os flebotomineos, sendo os
outros insetos hematofagos somente vetores mecanicos. Isto porque ja foram encontrados
flebotomineos infectados na auséncia de casos clinicos em seres humanos ou animais
domeésticos e em outros insetos sé foram encontrados VSV durante epidemias. Trés espécies
de Lutzomyia tém sido associadas com a transmissao de VSV: L. trapidoi , L. ylephiletor e L.
shannoni (Maroli et al., 2013).

O virus VSV carrega uma fita simples de RNA com polaridade negativa e genoma que
codifica cinco genes: a nucleoproteina N, fosfoproteina P, proteina de matriz M, glicoproteina
G e uma proteina L polimerase. Cada uma dessas proteinas contribui para funcdes essenciais
na geracdo de novas particulas virais viaveis. A proteina N possui a funcdo de encapsular a
fita negativa de RNA e no processo de transcricdo faz o mesmo com a fita de RNA de
polaridade positiva que é produzida. A proteina P também desempenha funcdo de
encapsulamento, bem como participa no processo de transcricdo e replicacdo do virus. A
proteina G é uma proteina de ligacdo que interage com receptores na superficie das células
susceptiveis a infeccBes. Apos esta ligacdo, o virus é captado por endocitose, sua membrana
se fusiona com a membrana do endossomo e o nucleocapsideo é entdo liberado no citoplasma
da célula hospedeira. A proteina M faz parte da membrana viral, entre o envelope e o
nucleocapsideo do virus, e estd envolvida na montagem de nucleocapsideos, onde é
responsavel por manté-los firmemente ligados @ membrana interna do envelope lipoproteico,
também desempenha um papel fundamental na inibi¢do da sintese de RNA para que se inicie
0 processo de associacdo das proteinas do capsideo durante a replicacao viral. (Novella et al.,
2007; Hensel et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6: Estrutura do virus da Estomatite Vesicular (VSV). Microscopia eletrdnica (A) e esquema da estrutura
do virus da Estomatite Vesicular (B). Barra 0,1pm.
Fonte: A) Johnson et al., 2012. B) www.virology.ws.

No novo mundo os arbovirus transmitidos por flebotomineos também sdo abundantes.
O virus Aguacate, do género Phlebovirus, foi identificado em Lutzomyia spp. na América
Central e na America do Sul (Palacios et al., 2011). No Brasil ja foram identificados diversas
familias de virus em flebotomineos na Amazénia como Bunyaviridae e Reoviridae (Travassos
da Rosa et al., 1984). Diversos virus também ja foram caracterizados, através de relacdes
soroldgicas e filogenéticas, como pertencentes a um complexo antigénico denominado
Carandiru, os quais sdo distribuidos no Norte do Brasil, principalmente no estado do Para
(Palacios et al., 2011). A tabela 1 resume os Phlebovirus no Mundo e sua associagdo com 0s

artrépodes.

Tabela 1. Distribui¢do geogréfica de Phlebovirus e sua associagdo com artrépodes.

Nome Distribuicao geogréafica Associagdo com artrépodes
Aguacate Panamé Lutzomyia spp.
Alenquer Brasil -
Anhanga Brasil -
Arbia Italia Phlebotomus perniciosus, P. peifiliewi.
Arboledas Colémbia Lutzomyia spp.
Arumowot Africa Culex antenatus, C. rubinotus,
Mansonia uniformis.
Buenaventura Colémbia Lutzomyia spp.
Bujaru Brasil -
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Cacao
Caimito
Candiru
Chagres

Chilibre
Corfou
Frijoles
Gabek Forest
Gordil

Icoaraci

Itaituba

Itaporanga

Joa
Karimabad
Mariquita
Munguba
Nique
Oriximina
Pacui

Punta Toro

Rio Grande

Saint Floris

Salehabad
Naples

Sicilia

Tehran
Toscana
Turuna

Urucuri

Panama
Panama
Brasil

Panama e Colémbia

Panamé
Grécia
Panama
Africa
Republica Centro-Africano
Brasil

Brasil
Trinidad, Guiana Francesa e
Brasil
Brasil
Ird

Colémbia
Brasil

Panama
Brasil
Brasil

Panama

USA (Texas)
Republica Centro-Africano
Ird
Norte da Africa, Sul da Europa,
Asia Central
Norte da Africa, Sul da Europa,
Asia Central
Ird
Italia e Portugal
Brasil

Brasil

Lutzomyia trapidoi
Lutzomyia ylephiletor
Lutzomyia trapidoi e Lutzomyia
ylephiletor
Lutzomyia spp.
Phlebotomus major

Lutzomyia spp.

Anopheles cruz, Aedes spp., Sabethes
spp., Culex spp., Lutzomyia
flaviscutellata.

Culex spp. e Coquillettidia
venezuelensis
Lutzomyia spp.

Phlebotomus spp.
Lutzomyia spp.
Lutzomyia umbratilis
Lutzomyia panamensis
Lutzomyia spp.
Lutzomyia flaviscutellata
Lutzomyia trapidoi e Lutzomyia

ylephiletor

Phlebotomus spp.

Phlebotomus papatasi e P. peifiliewi.

Phlebotomus papatasi.

Phlebotomus papatasi.
Phlebotomus perniciosus

Lutzomyia spp.

Fonte: Tesh, 1988.
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Além destes géneros isolados de flebotomineos encontrados naturalmente infectados
na natureza, diferentes virus como o Mayaro (Alphavirus) e o virus do Oeste do Nilo
(Flavivirus) sdo capazes de infectar, in vitro, uma linhagem celular de L. longipalpis (LL5)
(Figura 7) (Tesh & Modi, 1983; Pitaluga et al., 2008), sugerindo que estes insetos sejam

vetores em potencial para estes virus.

.,,

Figura 7: Imunohistoquimica demonstrando linhagem celular embrionaria de Lutzomyia longipalpis (LL5)
infectadas com o virus do Oeste do Nilo.
Fonte: Pitaluga, 2008.

A prevencdo para infecgdes com arbovirus, em sua maioria, consiste no controle da
proliferacdo dos vetores, o uso de repelentes e inseticidas. Para o controle de vetores é
importante considerar que alguns virus sdo endémicos em certas areas, entretanto, diversos
outros podem ser introduzidos de outras areas, através de viagens de pacientes viremicos,
enfatizando, desta forma, a necessidade de um rigoroso sistema de vigilancia epidemioldgica
(Depaquit et al., 2010).

O combate aos insetos pela utilizacdo de inseticidas para o controle de doengas pode
ser eficaz, porém, é insustentavel e ambientalmente indesejavel, além de ao longo do tempo

ocasionar resisténcia nos insetos por esse tipo de produto.
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Uma abordagem de controle bioldgico para reducdo da transmisséo de arbovirus pode
ser fornecida pela infeccdo de insetos vetores com uma bactéria endossimbionte denominada
Wolbachia. Esta bactéria € encontrada nos ovarios de alguns insetos e é capaz de infectar
cerca de 76% das espécies estimadas. Esta elevada taxa de infectados ocorre, pois esta
bactéria induz uma série de distor¢des reprodutivas nos hospedeiros que levam ao aumento
reprodutivo das fémeas infectadas, aumentando assim a transmissdo vertical de Wolbachia
(Iturbe-Ormaetxe et al., 2011).

Essas distor¢es reprodutivas incluem transformacdo genotipica de machos em
fendtipo de fémeas, alterando o esperma masculino para que as fémeas ndo possam produzir
descendentes. No entanto, Wolbachia também pode fornecer beneficios diretos para seus
hospedeiros afetando a nutricdo e desenvolvimento, influenciando a fecundidade e oferecendo
resisténcia a patdgenos (lturbe-Ormaetxe et al., 2011). Wolbachia induz resisténcia a agentes
patogénicos que incluem virus, bactérias, nematoides e Plasmodium (Zelé et al., 2012; Ye et
al., 2013). Esta bactéria tem conferido resisténcia de mosquitos a infeccdo com o virus da
Dengue, e acredita-se que o mecanismo envolvido neste processo esteja ligado a espécies
reativas de oxigénio e producdo de peptideos antimicrobianos como Defensina e Cecropina
(Pan et al., 2012). A transfeccdo de uma cepa de Wolbachia em A. aegypti infectados com o
virus Chikungunya ou com o virus da Febre Amarela também foi capaz de diminuir as taxas

virais neste mosquito (van den Hurk et al., 2012).

Outro aspecto relacionado a coinfecgdes consiste na descoberta de alguns virus que
sdo especificos de insetos, denominados insect-virus (InVs), ou seja, ndo se replicam em
hospedeiros vertebrados e sdo mantidos na natureza através de transmissdo vertical. A
presenca desses virus especificos em insetos pode alterar a replicacdo de outros virus que
estejam coinfectando a mesma célula. Em Culex pipiens foi detectada a presenca natural de
um virus especifico, CxFV, que foi capaz de suprimir a replicacdo de WNV em uma
superinfeccdo (Bolling et al., 2012). Um novo InVs foi descrito, recentemente, em mosquitos
do género Coquillettidia spp. isolados da Australia, denominado virus Palm Creek (PCV).
Coinfeccgéo de celulas C6/36 PCV com WNV e virus Murray Valley encephalitis demonstrou
que estas células se apresentam menos permissiveis a infeccdo quando comparado ao controle
sem PCV (Hobson-Peters et al., 2013).

Seis virus especificos foram descritos no Brasil, Peru, Estados Unidos, Costa do
Marfim, Israel e Indonésia de mosquitos e flebotomineos, tais como Culex, Aedes, Anopheles
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e Lutzomyia. Os virus descobertos compreendem o virus Negev, Ngewotan, Piura, Loreto,
Dezidougou e Santana. Estes virus formam juntos, baseado na organiza¢do do seu genoma e
relacbes fiologenéticas, um novo taxon denominado Negevirus (Vasilakis et al., 2013).
Porém, ainda ndo se tem conhecimento da influéncia destes InVs sobre a replicacdo viral de

outros virus nestes insetos.

O impacto de arbovirus na saude humana, na economia, a propagacao e o surgimento
de novas doengas em todo o mundo, devido as mudancas climaticas e os habitos de viagem
deixam claro a importancia de encontrar novas estratégias para limitar a transmissédo dos
arbovirus. Para isso, é preciso se conhecer melhor sobre as interagdes patdgeno-hospedeiro,
tanto no vertebrado quando no inseto vetor, bem como compreender 0S mecanismos
moleculares da imunidade dos patégenos, podendo revelar potenciais candidatos para
intervencgdes e combate do patdgeno ainda no vetor (Waldock et al., 2012; Vodovar & Saleh,
2012).

1.4 Resposta imune em artropodes

A resposta imune € essencial para os artropodes sobreviverem aos agentes
patogénicos. Os insetos possuem varios tipos de barreiras de superficie, sejam elas fisicas ou
quimicas, que agem como primeira linha de defesa contra invasdo por organismos
patogénicos. Estas barreiras incluem a cuticula do exoesqueleto, revestimento da traqueia, a
membrana peritrofica e o epitélio intestinal do inseto. A segunda linha de defesa ocorre em
niveis celulares e moleculares ativados na hemolinfa e nos tecidos relacionados a imunidade.
Contudo, diversos patdgenos tem desenvolvido uma variedade de mecanismos para suprimir

ou modular os processos de resposta imune dos insetos vetores.

Existem trés diferentes vias de sinalizacédo celulares que tém sido implicadas na defesa
imunologica de artrépodes: Imd e Toll, as quais respondem a infecgdes por bactérias e fungos,
e a via Jak/Stat. Na via Imd, o peptideoglicano diaminopimélico de bactérias Gram-negativas
é detectado extra e intracelularmente por receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) e
proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos (PGRP-LC e LE). Esses receptores
recrutam a molécula adaptadora Imd e ativam a cascata de sinalizagéo intracelular que leva a

ativacdo de um fator de transcricdo como NF-kB, Relish, que apds a clivagem do seu dominio
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IkB ¢ translocado para o nucleo e induz a produgdo de efetores e compostos antimicrobianos
como Cecropina e Diptericina. Esta via envolve o regulador negativo Caspar. A via Toll é
ativada através de PRRs e PGRPs SA e SD que levam a uma cascata de eventos que resultam
na clivagem do ligante Spatzle, degradacdo do regulador negativo Cactus, translocacdo de
fatores de transcricdo Dif e um aumento de componentes antimicrobiais como Drosomicina e
Defensina (Figura 8) (Xi et al., 2008; Vodovar & Saleh, 2012; Merkling & van Rij, 2013;
Kingsolver et al., 2013). A via Imd e Toll induzem fatores que participam da morte de
micrébios por fagocitose, producdo de espécies reativas de oxigénio e cascatas de

melanizacao que séo essenciais na defesa dos insetos contra patdgenos.

A via Jak/Stat é constituida, em Drosophila, por citocinas, um transdutor de sinal e
ativador de transcricdo Stat, receptor transmembrana Domeless (dome), uma quinase Janus
codificada por hopscotch (hop) (Figura 8). A ligacdo de uma proteina ndo pareada (Upd)
induz a dimerizacdo do receptor dome, permitindo a transfosforilacdo de hop, seguido de
recrutamento e transfosforilacdo do residuo de tirosina conservado nos fatores de transcri¢do
Stat, estes entdo dimerizam e sdo transportados para 0 nucleo para regular a expressao das
moléculas efetoras. Esta via esta envolvida em numerosos processos de desenvolvimento,
injurias sépticas, resposta imune antimicrobiana e tem sido associada a resposta antiviral (Xi
et al., 2008; Merkling & van Rij, 2013; Kingsolver et al., 2013) .
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Figura 8: Vias de resposta imune em insetos. Via Imd (A), via Toll (B) e Via Jak/Stat (C).
Fonte: Adaptado de Kingsolver et al., 2013.



1.5 Resposta antiviral

Os artropodes possuem diversos mecanismos para combater a infeccdo viral, entre eles

a apoptose, a via de RNA de interferéncia e a autofagia.

Em células de lepidopteros infectadas com Baculovirus, a primeira linha de defesa
antiviral que ocorre é o desligamento da sintese proteica global e apoptose. A interacdo que
ocorre entre as células e a infeccdo com Baculovirus depende do tipo celular que ele ira
invadir. Quando a infeccdo ndo é produtiva, ocorre um processo denominado infecgdo
abortiva, onde a infeccdo é bloqueada em uma determinada etapa do ciclo. Isto pode ocorrer
antes da expressdo dos genes virais, da replicacdo do DNA viral ou para a sintese de proteinas
virais. Esta infeccdo abortiva pode resultar de incompatibilidade entre fatores virais e
celulares envolvidos na replicacdo do virus (lkeda et al., 2013). A inibicdo das vias
relacionadas a ativacdo da apoptose em insetos € fundamental para o sucesso da infec¢do de
varios virus e 0 mecanismo de modulacdo imune pelo virus envolve a inducdo e expressao de
varios micro RNAs. Outras proteinas envolvidas na modulacdo da atividade apoptdtica das
células do inseto vetor pelos Baculovirus incluem as I1APs (Proteinas inibidoras da apoptose),
P49 e P35. Na auséncia de P35, por exemplo, o baculovirus AcCMNPV (Autographa
californica nucleopolyhedrovirus) ndo consegue replicar e induz apoptose (Clem et al., 1991).
Interessantemente, o préprio virus utiliza proteinas centrais da indu¢do da apoptose (caspases)
para a clivagem e ativacdo de proteinas virais anti-apoptose (ex. P35) (Bump et al., 1995;
Zhou et al., 1998).

Alguns patdgenos possuem a capacidade de invadir as células hospedeiras e crescer
dentro da célula, por isso, além dos receptores extracelulares das vias Jak/Stat, Toll e Imd,
existem outros receptores que auxiliam no reconhecimento de patégenos dentro da célula
hospedeira. Em mamiferos, esses receptores sdo denominados receptores tipo NOD - dominio
de oligomerizacdo e ligacdo de nucleotideos (NLRs) - e sdo capazes de reconhecer
fragmentos de peptideoglicanos de bactérias. Em insetos, somente um receptor intracelular
tem sido descrito, a proteina reconhecedora de peptideoglicano LE (PGRP-LE), que
reconhece peptideoglicano do tipo DAP (acido diaminopimélico) de bactérias Gram-negativas
e algumas Gram-positivas. Todos estes receptores intracelulares ativam varias moléculas
sinalizadoras que ativam outros mecanismos de resposta imune e ndo necessitam de fatores da
via Toll ou Imd (Yano & Kurata, 2011).
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Um desses mecanismos ativados por receptores intracelulares é a autofagia, que € um
sistema ndo seletivo de degradagdo de organelas e proteinas. Este processo se inicia com
proteinas e organelas indesejaveis ou reciclaveis sequestradas em uma membrana de
isolamento, que se alonga para formar o autofagossomo, uma estrutura que é diferente do
fagossomo pela presenca de uma membrana dupla. Os autofagossomos ap6s a fusdo com
lisossomos se tornam maduros e séo conhecidos como autolisossomos, onde as substancias
sdo entdo capturadas e degradadas. Todo este processo é mediado por fatores bem

conservados conhecidos como proteinas relacionadas a autofagia (ATGS).

Foi demonstrado que autofagia tem um papel importante na imunidade de insetos,
atuando contra parasitas, bactérias ou virus presentes no citoplasma (Wu et al., 2007; Yano et
al., 2008; Kim et al., 2012). Em Drosophila a autofagia pode atuar no controle de populac6es
de Wolbachia como também na resposta antiviral (Vonorin et al.,, 2012). Porém, o
envolvimento dos receptores de reconhecimento padrdo para os virus na inducao da autofagia
ainda ndo é claro. A via fosfoinositida 3-quinase (P13)-Akt é responsavel pela sinalizagdo para
autofagia e sua ativacdo promove o aumento dos niveis de Tor, um regulador negativo de
autofagia, que entdo inibe este processo (Stephan & Herman, 2006). No caso de infeccédo pelo
virus da estomatite vesicular (VSV), em células de Drosophila, ocorre uma ativacdo do
processo de autofagia através da glicoproteina de superficie G do virus (VSV-G), agindo
como um padrdo molecular associado a patdgeno (PAMP), e ndo pelo reconhecimento de
RNA do genoma viral. A ativacdo da autofagia foi capaz de diminuir a replicacdo viral e sua

repressao aumenta a replicagdo viral (Shelly et al., 2009) (Figura 9).
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Figura 9: Patdgenos e sinalizacdo imune inata para a inducéo de autofagia em moscas.
Fonte: Yano & Kurata, 2011.

Um dos principais mecanismos antivirais nos insetos se baseia no silenciamento da
expressdo génica através da degradacdo sequéncia especifica de RNAsS mensageiros,
mecanismo este conhecido como RNA de interferéncia (RNAI) (Keene et al., 2004; Fritz et
al., 2006). Esta via regula varios processos dentro da célula como expressdao génica,
modificagOes epigenéticas e defesa contra patdgenos. E bem conservada e tem sido descrita

em fungos, plantas e animais, porém, com papeis diferentes.

O funcionamento da via de RNAI envolve a degradacdo de RNAs dupla-fitas (RNA
double strand - dsSRNA) por um complexo enziméatico chamado Dicer, este complexo possui
um dominio helicase DExH-box, dois dominios RNAse-I11 que sdo responsaveis por cortar as
dsRNA e um dominio de ligacdo a dsSRNA. RNAse-1ll1 gera pequenos fragmentos de dupla
fita conhecidos por siRNA (small interfering RNASs) com aproximadamente 21 pares de base
de comprimento. Posteriormente, Dicer fornece siRNAs, com a ajuda de R2D2 e Logs, a um
outro complexo proteico denominado RISC (RNA-Inducing Silencing Complex). Em
Drosophila, a proteina Logs é necessaria para processamento de dsRNA, enquanto R2D2 é
essencial para o encaminhamento subsequente de sSiRNA para o complexo RISC (Marques et
al., 2009). Este complexo possui membros da familia de proteinas Argonauta (Ago), as quais
possuem uma atividade RNase, que utilizam a fita anti-senso como guia para degradacgédo do

19



MRNA complementar, resultando no silenciamento do gene correspondente (Ghildiyal &
Zamore, 2009).

Em alguns organismos infectados com virus existe a producdo de dsRNA, de origem
do proprio genoma viral, estruturas secundarias ou do produto de sua replicacdo, que séo
reconhecidas pelo mecanismo de RNAI, levando ao silenciamento dessas dsRNA viral com
consequente diminuicdo da replicacdo viral, atraves da reducdo da quantidade de molde
disponivel para a producdo de novos genomas ou RNA que codificam proteinas virais
(Vodovar & Saleh, 2012) (Figura 10).
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Figura 10: Silenciamento de RNA contra infeccéo viral.
Fonte: www.salehlab.eu.

Nos insetos o silenciamento de RNA, ativado por essas moléculas de dsRNA, é
considerado um mecanismo de protecéo e vigilancia celular promovendo a defesa do genoma

contra virus (van Rij et al., 2006). Esse processo foi caracterizado por Adelman et al. (2002)
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na producdo de arbovirus em A. aegypti expressando um RNA dupla fita para o virus da
dengue e também em células de mosquito em cultura transfectadas ou com um dsRNA,
siRNA, ou ainda um plasmidio produzindo um RNA em grampo de arbovirus. O
envolvimento de RNAi como uma resposta antiviral foi visto em Anopheles gambiae
infectados com virus o O'nyong-nyong (ONNV) (Keene et al., 2004; Waldock et al., 2012).

A via de RNAI também foi descrita como um mecanismo de protecdo antiviral em
Drosophila (Wang et al., 2006). Moscas deficientes para genes chave da via de RNAI, como
Ago2, demonstraram hipersensibilidade a infec¢do viral com virus C de Drosophila (DCV),
virus da Paralisia do Grilo (CrPC) (van Rij et al., 2006) e virus Sindbis (Saleh et al., 2009).
Outros estudos mostraram que Dicer-2 é um importante gene na determinacdo de

suscetibilidade a infecc@es virais neste inseto (Galiana-Arnoux et al., 2006).

Os virus tém desenvolvido mecanismos para minimizar ou suprimir os efeitos da
resposta imune baseada na via do RNAI dos hospedeiros. Uma das estratégias desenvolvidas
pelos virus para escapar dessa resposta € a producdo de proteinas que sdo denominadas
supressores virais da via de RNAI (Viral suppressors of RNAI - VSRs). Apesar de todos os
VSRs compartilharem a mesma fungéo, eles interferem no mecanismo de RNAi em diferentes
passos atraves de diferentes mecanismos. Muitos virus produzem essas proteinas, tais como
DCV, virus da Parasilia do Grilo (CrPV) e virus Flock House (FHV). O VSR DCV1A liga-se
ao longo de dsRNA intermedidrias da replicacdo, protegendo-as de serem clivadas por Dicer-
2, j& a CrPV1A interage diretamente com Ago2 e compromete sua atividade. A maioria dos
VSRs sdo ligantes de dsRNA, ja que esta € a molécula mais importante para o
reconhecimento e ativacdo da via de RNAI (van Rij et al., 2006; Vodovar & Saleh, 2012)
(Figura 11).
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Os trabalhos sobre evolucdo dos genes da via de RNAI demonstraram que alguns
genes (Dicer-2, R2D2 e Ago2) possuem uma alta taxa evolutiva comparados aos genes nao
imunes, e uma rapida evolugcdo quando comparados a outros genes de imunidade inata. Esse
processo se caracteriza por uma coevolucao entre os hospedeiros e o patdgeno, este exercendo
estratégias supressivas sobre os genes do hospedeiro, forcando, desta forma, a adaptacdo da
via (Obbard et al., 2006, Vodovar & Saleh, 2012).

Existe uma série de genes que foram relacionados com a infec¢do por virus, mas ndo
estdo ligados diretamente a via de RNAi em Drosophila (Deddouche et al., 2008). Dois
destes, Vago e Vir-1, possuem uma expressdo aumentada quando este inseto esta infectado

com o virus DCV.

O RNA 1 induzido por virus (virus-induced RNAL - Vir-1) foi encontrado em células
S2 de Drosophila infectadas com o DCV, como um dos mais expressos em 24 e 48 horas
apos infeccdo. Foi demonstrado também que Vir-1 esta sobre regulacdo do elemento
promotor no sitio de ligagéo Stat, e que a indugéo de Vir-1 é diminuida em moscas deficientes
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para hopscotch, o qual codifica uma quinase Jak em Drosophila. Entretanto, super expressao
ou nocaute de Vir-1 ndo possui efeito na resisténcia para o DCV, estando sua fungéo ainda
desconhecida (Dosert et al., 2005).

O gene Vago apresenta interesse especial, pois esta relacionado com um dos principais
componentes da via de RNAI (Dicer-2) embora ndo participe da via propriamente dita. A
regulacdo de Vago é dependente do dominio helicase DExD/H-box de Dicer-2, sendo que o
aumento da sua expressao ndo ocorre somente pela presenca e processamento de dsRNA, mas
requer replicacdo viral, sugerindo um mecanismo mais complexo de regulacdo. Esses
resultados demonstram que Dicer-2 é capaz de processar dSSRNA como sinal de infeccéo viral
e de iniciar ambas respostas dependente e independente de RNAIi (Deddouche et al., 2008;
Vodovar & Saleh, 2012).

Moscas mutantes para 0 gene Vago apresentam um aumento de carga viral para o
virus DCV e Sindbis. Porém, a expressdo de Vago ndo foi induzida em infecgdes com Flock
House Virus (FHV), o que pode ser devido a presenca de supressores da via de RNAI, com
consequente disfuncdo de Dicer-2, codificadas por estes virus (Deddouche et al., 2008).
Vago também foi descrito recentemente em Culex como sendo altamente expresso quando
células ou insetos sdo infectados com virus do Oeste do Nilo (West Nile virus - WNV) e que a
sua producdo e secrecdo ativa a via Jak/Stat promovendo a diminuicdo da replicacdo viral
(Paradkar et al., 2012). Interessantemente, Paradkar et al. (2012) também relataram que Vago
ndo se liga ao receptor Domless, porém o mecanismo pelo qual Vago ativa a via Jak/Stat
ainda ndo é claro. Como Vago € dependente de Dicer, isso sugere que ocorra uma ligacdo
entre a via de RNA. e a via Jak/Stat (Figura 12) (Kingsolver et al., 2013).
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(Fonte: Kingsolver et al., 2013).

1.6 Participacdo das vias classicas na imunidade contra virus

A via de sinalizacdo Jak-Stat foi relacionada com a resposta antiviral de Drosophila
infectada com o virus DCV, onde este virus foi capaz de induzir um perfil de genes que, em
sua maioria, apresentam um sitio de ligacdo para o fator de transcricdo Stat. Por outro lado,
infeccdo com DCV ndo induziu a um aumento na expressao de genes da via de RNAI (Dostert
et al., 2005). A via Jak/Stat também foi descrita em A. aegypti como sendo ativada mediante
infeccdo com o virus Dengue, onde o silenciamento de genes que ativam a via, Domeless e
Janus Kinase, promove um aumento da susceptibilidade a infeccdo e quando o regulador
negativo da via, Pias, é silenciado ocorre uma diminui¢do da carga viral (Souza-Neto et al.,
2009). Neste mesmo trabalho também foi demonstrado que deplecdo de Pias causa uma
diminuicdo da expressdo de quatro Cecropinas e uma Defensina e um aumento do gene
ligante do receptor da via Toll, Spatzle, o que sugere uma ligacéo entre ativacao e inibi¢éo de

genes da via Toll pela ativacdo da via Jak-STAT (Kingsolver et al., 2013).

Foi demonstrado também que A. aegypti infectado com o sorotipo 2 do virus da
Dengue (DEN-2) apresenta um perfil de expresséo de genes relacionados a via Toll e Jak/Stat.
Quando a via Toll foi ativada pelo silenciamento de seu regulador negativo (Cactus), ocorreu

uma diminuigéo da carga viral, demonstrando a importancia dessa via na resposta antiviral. O
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mesmo néo foi observado na ativacdo da via Imd, pois o silenciamento de seu repressor ndo
apresentou efeito sobre a carga viral (Xi et al., 2008). Entretanto, em Anopheles gambiae
infectados com ONNV foi demonstrado que as vias Jak/Stat e Toll ndo apresentam papel
significante na regulacdo da infeccdo (Waldock et al., 2012). J& para infeccdo de Drosophila
com o virus Sindbis e o virus CrPV a via Imd foi descrita como sendo importante para o
controle da infeccdo, através de moscas mutantes para a via pode-se verificar um aumento da
carga viral (Avadhanula et al., 2009; Costa et al., 2009).

Esses estudos demonstram que as vias de imunidade Imd, Toll e Jak/Stat, implicadas
na resposta antimicrobiana, também contribuem para a resposta antiviral contra algumas
infeccdes em mosquitos e Drosophila. Contudo, devido a contradi¢bes em alguns casos, como
citado acima, ainda ndo esta claro se as diferencas observadas ocorrem devido a abordagens
experimentais diferentes ou as propriedades que cada virus e hospedeiro possui (Merkling &
van Rij, 2013).

1.7 Resposta antiviral inespecifica

Nosso grupo apresentou a primeira evidéncia da presenca de resposta antiviral
inespecifica em L. longipalpis utilizando linhagem de células (LL5). Utilizando diversos
dsRNA néo relacionados as particulas do tipo virus (VLPs) do virus do Oeste do Nilo (WNV-
VLP), foi possivel reduzir a replicacdo viral. Estas VLPs ndo possuem 0s genes estruturais e,
em funcdo disto, ndo sdo capazes de reinfectar novas células (Scholle et al., 2004). Quando
dsRNA para luciferase foi introduzida nestas células, produziram a reducdo esperada da
luciferase codificada pelas VLPs, sugerindo o silenciamento especifico do gene da luciferase.
Surpreendentemente, foi observado que outras dsRNA, que incluiam varios genes especificos
de L. longipalpis, e mesmo uma beta-galactosidase de Escherichia coli, diminuiram a
replicacdo do genoma codificado pelas VLPs. Esta evidencia sugere a presenca de uma
resposta antiviral inespecifica, ativada por qualquer dupla-fita de RNA (Pitaluga et al., 2008)
(Figura 13).
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Figura 13: Efeito da transfec¢do de RNA na atividade de luciferase (luc) em células C6/36 de Aedes albopictus
(A) e LL5 de Lutzomyia Longipalpis (B) infectadas com particulas virais do virus do Oeste do Nilo com gene
reporter para luciferase. Dupla-fita de RNA para Cactus (dsCac), dupla-fita de RNA para MAP-Kinase
(dsMAP), dupla-fita de RNA para Defensina (dsDef), dupla-fita de RNA para p-Galactosidase (dsbGal), dupla-
fita de RNA para Luciferase (dsLuc), dupla-fita de RNA curtos para luciferase (siLuc), dupla-fita de RNA
controle (SiCT).

Fonte: Pitaluga, 2008.

Em mamiferos, embora também presente, 0 mecanismo de RNAI nédo € utilizado na
defesa antiviral, onde a resposta imune inata a infec¢des virais é também induzida por dsSRNA
(Jacobs & Langland, 1996). Em vertebrados, a principal resposta antiviral é através da
producéo de interferon (Levy & Garcia-Sastre, 2001) que pode ser fortemente induzida por
dsRNA. Este tipo de resposta ocorre de maneira sistémica e também local e é ativada de
maneira inespecifica, ou seja, 0 mecanismo € ativado independente da sequéncia viral, e
gualquer dsRNA acima de 30 nucleotideos ja € suficiente para ativar a via (Gantier &
Williams, 2007). Por conta disso, em vertebrados, o silenciamento de genes pela via de RNAI
requer o uso de SiRNA para prevenir as respostas inespecificas obtidas com as dsRNA.
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Pelo fato de ndo se ter conhecimento preciso dos mecanismos de defesa antiviral em
flebotomineos pode se levantar duas questdes importantes: 1) L. longipalpis possui uma
resposta a dsRNA parecida com o que ocorre em mamiferos ou ha outro tipo de resposta
ainda desconhecida? 2) L. longipalpis utiliza ou ndo a via de RNAI como resposta antiviral

como ocorre em outros insetos estudados até o momento?

Em funcéo disto, uma melhor compreensao da resposta imune aos virus e dsRNA em
flebotomineos se faz necessaria. Para tal, infectamos uma linhagem celular de L. longipalpis
(LL5) com VSV e poly I:C, que € uma dsRNA sintética, e observamos a modulacdo na
expressdo de genes relacionados com varios aspectos da imunidade de insetos (Dicer-2, Vago,
Stat, Defensina 4 e Atgl8). Assim, esperamos compreender melhor sobre a resposta antiviral
neste inseto. As observacbes geradas neste trabalho poderdo ser utilizadas futuramente no

desenvolvimento de novas estratégias de controle da transmissdo de arbovirus.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral:

- Avaliar o papel de diferentes componentes do sistema imune no mecanismo de defesa

antiviral de L. longipalpis.

2.2 Objetivos especificos:

- Avaliar o perfil de expressdo dos genes Vago e Vir-1 nas células silenciadas para os genes
da via de RNAI (Argonauta-2 e Dicer-2);

- Infectar as células LL5 e Aag2 com o virus da Estomatite Vesicular (VSV), bem como
simular a infecdo viral através da transfecgdo de dupla fita de RNA longa sintética (poly I:C);

- Caracterizar o perfil de expressdo por PCR em tempo real dos genes ligados a resposta
antiviral, Dicer-2, Vago, Stat, Atg18 e Defensina 4 durante a infecgdo das células LL5 e Aag2
com VSV e durante a transfeccdo com poly I:C;

- Verificar o mecanismo de autofagia através de microscopia de fluorescéncia de células LL5
marcadas com monodansil cadaverina (MDC) apo6s a infeccdo com VSV e transfeccdo com

poly I:C.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Cultura de células

As ceélulas utilizadas neste estudo foram uma linhagem celular embrionaria
denominada LL5 proveniente de L. longipalpis (Tesh & Modi, 1983) e uma linhagem celular

embrionaria de A. aegypti denominada Aag2 (Peleg, 1968).

Estas células foram mantidas em garrafa de cultura com 75 e 150 cm®. As culturas de
celulas LL5 foram colocadas para crescimento em meio L-15 (SIGMA - Aldrich)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 10% de triptose e 1% de
penicilina/streptomicina (100U/mL/100mg/mL). Ja as células Aag2 foram mantidas em meio
Schnneider (Sigma) com as mesmas suplementacfes do L-15, ambas as células foram
acondicionadas a uma temperatura de 30°C. O repique foi realizado ap6s a confluéncia das
culturas (4 - 5 dias). Para realizacdo dos experimentos estas células foram plaqueadas em uma

placa de cultura de 6 pogos.

3.2 Transfeccdo em células LL5 e Aag2

Utilizamos a técnica de transfeccdo com o reagente lipidico Lipofectina (Invitrogen),
seguindo as recomendacOes do fabricante. Resumidamente, as dupla-fitas de RNA e o agente
transfectante foram incubados, separadamente por 15 min no mesmo meio de cultura das
células s6 que sem soro e antibidtico. Passado este periodo, as dupla-fitas e o agente
transfectante foram misturados e incubados por 45 min. Posteriormente estes foram

adicionados a cultura de células, que foram incubadas a 30°C.

3.3 Silenciamento dos genes de interesse em LL5

O silenciamento de genes centrais na via do RNAI (Argonauta-2 e Dicer-2) em células
LL5 foi realizado através da transfecgdo de duplas fitas de RNA de aproximadamente 21-23

nucleotideos, denominadas de siRNA (30 nM), que continham uma sequéncia especifica para
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cada gene de interesse (Tabela 2). Utilizamos siRNA randémico como controle, a fim de
garantir que o fenOtipo observado seja exclusivamente do silenciamento dos genes. Os
siRNAs foram desenhados baseados nos algoritmos desenvolvidos pela Ambion/Applied
Biosystems. A eficiéncia do silenciamento foi validada pela expresséo relativa dos genes por

PCR em tempo real.

3.4 Transfecgéo de dsRNA em LL5 e Aag2

As dupla-fita de RNA utilizada neste experimento foi uma fita sintética composta por
sequéncias de inosina e citidina, denominada poly I:C. Apos 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas da
transfeccdo com poly I:C, o RNA dessas células foi extraido para producdo de cDNA e
posterior analise da expressao de genes.

3.5 Infeccéo viral

A infeccdo viral foi realizada através da adi¢do do virus da Estomatite Vesicular (VSV
— Stomatitis Vesicular Virus) a cultura de células LL5 e Aag2. Estas células foram infectadas
com 10 MOI (multiplicidade de infeccdo) do virus. Apos aproximadamente 16 horas do
plagueamento das células, o virus foi adicionado a cultura passando por um processo de
adsorcdo de 1 ou 2 horas. Apds este periodo, as células foram lavadas com meio e incubadas a
30°C. A eficiéncia da infeccdo foi validada por PCR em tempo real com oligonucleotideos

especificos para VSV.

3.6 PCR em tempo real (RT-PCR)

A coleta das amostras foi feita atraves da adicdo de 1 mL do reagente TRIzol
(Ambion) a cada pogo de cultura de células LL5 apos 3, 6, 24, 48, 72, e 96 horas da
transfeccdo ou infeccdo. O RNA dessas amostras foi, entdo, extraido, de acordo com o
fabricante, quantificado e tratado com RQ1 RNase-Free DNase (Promega) para eliminacao de
DNA contaminante. Ap6s a confirmagdo de que as amostras ndo estavam contaminadas,

através de PCR com o RNA como template, foi realizada a sintese de cDNA através de acdo
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da transcriptase reversa “SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR”
(Invitrogen).

Foram utilizados pares de oligonucleotideos especificos com sequencias diferentes dos
siRNAs e preferencialmente localizado entre dois exons. A mesma estratégia foi utilizada no
desenho do par de oligonucleotideos do gene controle (constitutivo) RP49 (Gentile et al.,
2007). As reacOes de RT-PCR foram preparadas utilizando o kit iIQTM SYBR Green
Supermix (Applied Biosystems), como recomendado pelo fabricante, e a analise foi feita
através da Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR System. As medidas de
expressao em tempo real foram normalizadas contra a expressao do gene de referéncia RP49.
Os niveis relativos de RNA foram calculados utilizando o método AACT (quantificag¢ao
relativa) (Livak & Schmittgen, 2001). A tabela 2 contem todas as sequéncias de
oligonucleotideos utilizados para expressdao dos genes de interesse para L. longipalpis e a
tabela 3 contém as sequéncias dos genes para A. aegypti.

Tabela 2: Sequéncias de oligonucleotideos para Lutzomyia longipalpis.

Gene Sequéncia Reverse Sequéncia Forward
VSV TGCAAAATAACCGGAATGTCT TCTGCAACTTCTCGGTTCAA
RP49 GGGGAGCATGTGGCGTGTCTT GACCGATATGCCAAGCTAAAGCA
Vago ACATCCCGAAGCAGTGTAGG TATCCGGGTCATTGTTGGTT
Argonauta-2 GACGCACCCGAGTCCAGAT CCCGTATAGCGGAACCCA
Dicer-2 TCCACCTGCATGTCTCCCGT AGGATGGTGGGAAGCGCAGT
Stat AAATGTGGGTCGGGAAGTGA GGTGGGCGATGGAAATGAT
Defensina 4 GCCTTTGAGTCGCAGTATCC ATCCATCCTTTATGCAACCG
Atgl8 ATCTGTACCTCGCCAGCAGT CCAGGACATGAAGGTGGTGC

Tabela 3: Sequéncias de oligonucleotideos para Aedes aegypti.

Gene Sequéncia Reverse Sequéncia Forward

RP49 GGGGAGCATGTGGCGTGTCTT GACCGATATGCCAAGCTAAAGCA

Vago TGTGACAACACTCCGGGTAA AAATCCATTCCTGGTGCTTG
Stat CACACAAAAAGGACGAAGCA TCCAGTTCCCCTAAAGCTCA
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3.7 Analise de microscopia de fluorescéncia

Para verificar a ocorréncia de autofagia nas células LL5 e Aag2 infectadas ou
transfectadas com dsRNA (poly I:C), em cada ponto de amostra 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas
apos a infeccdo ou transfeccdo as células foram incubadas por 1 hora com 100uM do
marcador monodansil cadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich), que é um composto
lisossomotrépico fluorescente capaz de se acumular nos vactolos autofagicos. Apos este
periodo de incubacdo as células foram entdo lavadas com PBS 1x e fixadas com
paraformaldeido 4% por 40 minutos a temperatura ambiente. Posterior a isso, realizamos a
montagem das laminas com PBS e andlise da presenga do marcador através de microscopia de

fluorescéncia em microscépio Zeiss Axio Observer M1.
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4 Resultados

4.1 Silenciamento de genes de interesse

Para o silenciamento das moléculas presentes na via de RNA de interferéncia,
Argonauta 2 e Dicer 2, realizamos a transfeccdo de siAgo2 e siDcr2, respectivamente, em
células LL5 de L. longipalpis. Avaliamos a eficiéncia do silenciamento em 24, 48, 72, 96 e
120 horas ap0s a transfeccdo e os resultados obtidos sdo demonstrados na figura 14.

Podemos verificar, em comparacdo com as células controle transfectadas com siRNA
randémico (siCT), que houve uma diminuig&o significativa de aproximadamente 80% e 70%
do gene Argonauta 2 nos pontos de 24 e 48 horas, respectivamente, com um retorno da sua
expressao até 120 horas, comprovando que o siAgo2 utilizado foi capaz de silenciar este gene
nas celulas LL5. O mesmo ndo pode ser comprovado para o gene Dicer2, pois, o siRNA
utilizado ndo diminuiu sua expressdo, pelo contréario, apresentou um aumento significativo,

duas vezes maior, da sua expressdo em 24 horas ap6s a transfecc¢éo.
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Figura 14: Expressdo relativa dos genes Argonauta2 (Ago2) (A) e Dicer2 (Dcr2) (B) em células LL5 de
Lutzomyia longipalpis transfectadas com duplas fitas de RNA (siRNA) para Ago2 e Dcr2. Analise de expressao
das células realizada 24, 48, 72, 96 e 120 ap6s a transfeccdo comparadas com o controle siRNA randémico. A
expressdo dos genes alvo foi normalizada em funcdo da expressdo do gene constitutivo RP49. O gréfico A é
baseado na média de 2 amostras bioldgicas e o grafico B em 1 amostra bioldgica. Diferenca significativa do
grupo controle: *p<0,05. (ANOVA, complementado por teste Bonfferoni).
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Nas amostras que obtiveram um silenciamento eficiente (Argonauta 2) foram feitas
analises de expressao para os genes Vago e Vir-1, com o objetivo de verificar se estes eram
modulados por Ago2 através da interrupcdo da via de RNAI. Os resultados demonstraram que
apenas Vir-1 tem a expressao significativamente modulada positivamente ap6s 72 horas da

transfeccdo com siAgo2 (Figura 15).
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Figura 15: Expressdo relativa dos genes Vago (A) e Vir-1 (B) em células LL5 de Lutzomyia longipalpis
transfectadas com duplas fitas de RNA (siRNA) para o gene Argonauta2. Analise de expressdo dos genes nas
células realizada 24, 48 e 72 horas apds a transfeccdo comparadas com a expressdo do controle (SiRNA
randémico). A expressdo dos genes alvo foi normalizada em funcdo da expresséo do gene constitutivo RP49. Os
graficos representam a media de 2 amostras bioldgicas. Diferenca significativa do grupo controle, **p<0,01.
(ANOVA, complementado por teste Bonfferoni).

4.2 InfecgBes com VSV e transfeccdo de dSRNA em células LL5

Foram realizadas infecgdes com o virus VSV cedidos gentilmente pelo Dr. Jodo
Marques (UFMG) com o intuito de verificar quais genes estavam sendo modulados e, desta
forma, tentar verificar possiveis vias que estdo atuando sobre a infec¢do causada por este

virus.

A infeccdo do virus VSV em células LL5 de L. longipalpis se mostrou bem eficaz no
modelo experimental. O grafico da figura 16 demonstra que o virus VSV foi capaz de infectar
e se replicar em células LL5, pois quando comparados ao ponto controle hd& um aumento

significativo da expressdo viral de até aproximadamente 80 vezes nos pontos de 24, 72 e 96
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horas apo0s a infeccdo. Devido a resposta antiviral em células LL5 ocorrer de maneira
sequéncia-inespecifica, mimetizamos as infeccdes virais através de transfeccdes de uma
dsRNA sintética, denominada poly I:C. De forma a verificar se 0s genes em estudo também
sdo responsivos a transfeccdo com dsRNA e comparar os resultados obtidos com o0s

resultados da infecgdo com VSV.

As infeccdes com VSV e transfecgdes com dsRNA (poly I:C) seguidas de infeccao
com VSV sdo experimentos de trés amostras bioldgicas diferentes. A expressdo relativa do
gene viral foi baseada no primeiro ponto de amostra, 3 horas ap6s a infeccdo. Desta forma, a
expressdo do virus é relativa a este ponto e normalizada pelo controle endégeno RP49, um

gene ribossomal de L. longipalpis (Gentile et al., 2007).

Para verificar se as dsSRNA em células LL5 poderiam gerar algum estado antiviral
prévio que pudesse interferir na replicacdo de VSV assim como observado em infecGes por
WNV-VLP (Pitaluga et al., 2009), transfectamos as células LL5 com dsRNA e apds,
aproximadamente, 16 horas, infectamos com o VSV. Assim, podemos verificar, de acordo
com a figura 16, que ndo houve diferenca significativa na replicagdo viral quando estas

células sdo pré transfectadas com dsRNA.
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Figura 16: Deteccdo do virus da Estomatite Vesicular (VSV) em células LL5 de Lutzomyia longipalpis
apos 6, 24, 48, 72 e 96 horas da transfeccdo com duplas fitas de RNA sintética (poly I:C) seguida de
infeccdo com VSV, barras pretas, e somente da infecgdo com VSV, barras cinzas, relativo a 3 horas apés a
infeccdo (controle). O gréfico representa a média de 3 amostras biolégicas. Diferenga significativa do
grupo controle, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. (Teste t, complementado por teste Unpaired).

Nas células LL5 infectadas com VSV ou somente transfectadas com poly I.C
verificamos a expressdo relativa de alguns genes que séo relacionados a defesa antiviral ou
descritos como responsivos a virus, Dicer-2, Vago, Stat, Atgl8 e Defensina 4. Desta forma,
podemos comparar 0 tipo de resposta imune que ocorre nessas duas condi¢Bes. Para o gene
Dicer, podemos verificar, de acordo com a figura 17A, que somente ap0s 24 horas da
transfeccdo com dsRNA houve uma modulacdo significativa, de forma negativa, em sua
expressdo quando comparado ao ponto controle de 3 horas apds a transfeccdo. Em todos os
outros pontos de analise para células transfectadas com dsRNA ou infectadas com VSV nao

houve modulacéo de Dicer 2.

De acordo com a figura 17B, a presenca do virus VSV nas células LL5 foi capaz de
diminuir significativamente a expressdo de Vago ap6s 48 e 96 horas apés a infecgdo. Ja na
presenca de dsRNA as células LL5 responderam de forma a aumentar a expressdo de Vago
apos 48 horas da transfeccdo, quando comparado ao grupo controle ndo transfectado (mock)
no mesmo tempo analisado.

O gene Stat obteve um aumento significativo de sua expressdo, de até 5 vezes, em

todos os pontos de andlise apds a transfeccdo com dsRNA, quando comparados ao ponto
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controle de 3 horas, ao grupo controle (mock) e também quando comparados a expressao das
células infectadas. Porém, a infeccdo com VSV ndo modulou a expressdo de Stat em nenhum
dos tempos analisados (Figura 17C).
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Figura 17: Expressdo relativa dos genes Dicer (A), Vago (B) e Stat (C) em células LL5 de Lutzomyia longipalpis
transfectadas com duplas fitas de RNA sintética (poly I:C) , barras pretas, infectadas com o virus da Estomatite
Vesicular (VSV), barras cinzas, e em células controle ndo transfectadas (mock), barras brancas. Andlise de
expressdo dos genes nas células realizada 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas apds a transfec¢do ou infecgcdo comparadas
com a expressdo do ponto controle (ponto de 3 horas). A expressdo dos genes alvo foi normalizada em fungéo da
expressdo do gene constitutivo RP49. Os graficos representam a média de 3 amostras bioldgicas. Diferenca
significativa do grupo controle, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. (Teste t, complementado por teste Unpaired).

Nas mesmas amostras também observamos a expressdo de um peptideo
antimicrobiano, Defensina 4, e a expressdo de um gene relacionado a autofagia, Atg18. Como
pode ser observado na figura 18, houve modulacdo negativa do gene de Defensina 4 para as
células LL5 infectadas com VSV em 96 horas apds a infeccdo, quando comparado ao ponto
de 3 horas, e um aumento significativo em 72 horas apds a infeccdo quando comparado ao
grupo controle (mock) do mesmo horério analisado. Nas células transfectadas com dsRNA o
gene de Defensina 4 foi significativamente responsivo em todos os pontos de andlise, seja
guando comparados ao ponto de controle ou ao grupo controle (mock), onde observamos um

aumento de sua expressao em até 5 vezes.

38



LLS

Relative gene expression - Def. 4

it © ‘1?‘ w AV o°

Hours after infection or transfection

Figura 18: Expressdo relativa do gene Defensina 4 em células LL5 de Lutzomyia longipalpis transfectadas com
dsRNA sintética (poly I:C), barras pretas, infectadas com o virus da Estomatite Vesicular (VSV), barras cinzas, e
em células controle ndo transfectadas (mock), barras brancas. Anélise de expressdo do gene nas células realizada
3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a transfec¢do ou infeccdo comparada com a expressao do ponto controle (ponto
de 3 horas). A expressdo dos genes alvo foi normalizada em funcéo da expressdo do gene constitutivo RP49. O
grafico representa a média de 3 amostras bioldgicas. Diferenca significativa do grupo controle, *p<0,05,
**p<0,01. (Teste t, complementado por teste Unpaired).

Para o gene relacionado a autofagia, Atgl8, podemos observar que nas células
infectadas com VSV houve um aumento da expressao deste gene, de forma significativa, nos
pontos de 72 e 96 horas ap0s a infec¢do, obtendo um aumento de aproximadamente 30 vezes
em sua expressao (Figura 19). Interessantemente, podemos também verificar que para células
transfectadas com dsRNA houve uma modulacdo positiva significativa do gene Atgl8
somente em 24 horas apds a transfeccdo, chegando a um aumento de aproximadamente 4

VEZES.
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Figura 19: Expressdo relativa do gene Atg18 em células LL5 de Lutzomyia longipalpis transfectadas com duplas
fitas de RNA sintética (poly I:C), barras pretas, infectadas com o virus da Estomatite Vesicular (VSV), barras
cinzas, e em células controle ndo transfectadas (mock), barras brancas. Analise de expressdo do gene nas células
realizada 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a infeccdo comparada com a expressdo do ponto controle (ponto de 3
horas). A expressdo dos genes alvo foi normalizada em func¢do da expressdo do gene constitutivo RP49. O
grafico representa a média de 3 amostras bioldgicas. Diferenca significativa do grupo controle, *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001. (Teste t, complementado por teste Unpaired).

4.3 Analise de microscopia de fluorescéncia nas células LL5

Nos pontos de andlise de 3, 6 e 24 horas apds a transfeccdo com dsRNA (poly I:C)
(Figura 20A) ou infeccdo com o virus VSV (Figura 20B) nas células LL5 foram realizados
experimentos de microscopia de fluorescéncia para o marcador MDC (monodansil
cadaverina), que identifica as células que estdo em processo de autofagia. De acordo com a
figura 20, somente ap6s 6 horas da infecgdo com o virus VSV pode se verificar um aumento
na marcacgdo de vacuolos autofagicos, representando cerca de 30% das células analisadas.
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Figura 20: Analise de microscopia de fluorescéncia de monodansil cadaverina (MDC) em células LL5 de
Lutzomyia longipalpis transfectadas com dupla fita de RNA (poly I:C) (A), barras vermelhas, infectadas com o
virus da Estomatite Vesicular (VSV) (B), barras vermelhas, somente transfectadas com agente de transfecgdo —
controle mock, barras azuis. Analise de microscopia realizada 3, 6 e 24 horas apés a infecgdo ou transfec¢do. O
grafico representa 2 amostras bioldgicas.

As fotos das células LL5 marcadas com MDC que apresentaram diferenca entre 0s
controles (LL5 néo transfectadas e LL5 mock, somente com o agente transfectante) e as
células infectadas com VSV e transfectadas com poly I:C podem ser visualizadas na figura

21. Realizamos uma contagem de aproximadamente 300 células em cada amostra analisada,
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sendo que as células que apresentaram uma marcacdo de um pontinho azul mais brilhante

foram consideradas MDC positivas.

C) D)

Figura 21: Analise de microscopia de fluorescéncia de monodansil cadaverina (MDC) em células LL5 de
Lutzomyia longipalpis. Analise realizada em células sem tratamento (A), somente transfectadas com agente de
transfeccdo — controle mock, (B), transfectadas com dupla fita de RNA (poly I:C) (C) e infectadas com o virus

da Estomatite Vesicular (D). As figuras representam a andlise de microscopia realizada 6 horas apo6s a infecgéo
ou transfeccéo.

4.4 InfeccBes com VSV e transfecgdo de dsSRNA em células Aag2

Foram realizadas infecgdes com o virus VSV e transfec¢gdes com o dsRNA (poly I:C)
em células de A. aegypti (Aag2) com o intuito de verificar se a resposta a infeccdo viral em
células Aag2 ocorrem da mesma forma que observado em LL5. De acordo com a figura 22,

podemos verificar que o virus também foi capaz de se replicar em células Aag2 obtendo um
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pico de replicacdo viral em 24 apos a infeccdo. Diferentemente de LL5 a transfeccdo com

dsRNA antes da infeccdo foi capaz diminuir a replicacdo viral, significativamente, em todos

0s pontos de anélise.
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Figura 22: Deteccdo do virus da Estomatite Vesicular (VSV) em células Aag2 de Aedes aegypti apds 6, 24, 48,
72 e 96 horas da transfeccdo com duplas fitas de RNA sintética (poly I:C) seguida de infecgdo com VSV, barras
pretas, e somente da infeccdo com VSV, barras cinzas, relativo a 3 horas apds a infec¢do (controle). O gréfico
representa 1 amostra biolégica. Diferenca significativa do grupo controle, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
(Teste t, complementado por teste Unpaired).

A expressao do gene Stat foi analisada nas células Aag2 infectadas com o virus VSV e

podemos verificar, de acordo com a figura 23, que houve uma tendéncia ao aumento deste

gene 24 horas apos a infecgdo com o virus e 24 e 72 horas apés a transfecgdo com dsRNA.
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Figura 23: Expressao relativa do gene Stat em células Aag2 de Aedes aegypti transfectadas com duplas fitas de
RNA sintética (poly I:C), barras pretas, infectadas com o virus da Estomatite Vesicular (VSV), barras cinzas, e
em células controle ndo transfectadas (mock), barras brancas. Anélise de expressdo do gene nas células
realizada 3, 6, 24, 48 e 72 horas ap6s a infeccdo comparada com a expressdo do ponto controle (ponto de 3
horas). A expressdo dos genes alvo foi normalizada em funcdo da expressdo do gene constitutivo RP49. O

grafico representa a média

4.5 Comparagao entre

Analise de comparacdo entre a infeccdo das células LL5 e Aag2, de acordo com a
figura 24, nos demonstra que a célula Aag2 apresentou um aumento significativo da
expressdo do virus VSV, em todos os pontos de andlise, em comparacdo pontual a infeccéo
das células LL5. Este resultado sugere que nas células Aag2 a infeccdo com o virus VSV

o [lle 0 o

Hours after infection or transfection

de 1 amostra bioldgica.

infeccGes com VSV em LL5 e Aag2

ocorreu de forma mais eficiente.
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Figura 24: Comparacdo entre as infeccfes com o virus da Estomatite Vesicular (VSV) das células Aag2 de
Aedes aegypti e LL5 de Lutzomyia longipalpis. Deteccdo do virus em Aag2 apds 6, 24, 48 e 72 horas, barras
vermelhas, e em células LL5 apds 6, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s a infeccdo com VSV, barras azuis, relativos ao
ponto controle de 3 hora ap6s a infeccdo. Diferenca significativa do grupo controle, ***p<0,001. (Teste t,
complementado por teste Unpaired).
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5 Discussao

Os estudos desenvolvidos com interesse na resposta imune de insetos vetores vém
crescendo ao longo do tempo e, através destes, muito se sabe a respeito do mecanismo
desenvolvido por diversos vetores de importdncia médica como A. aegypti, Culex spp. e
Anopheles spp. Com o conhecimento de como esses insetos respondem a invasdo de
patogenos, incluindo os virus, é possivel desenvolver estratégias para o combate a doenca,
com intervencgdes no ciclo de vida do patdgeno, por exemplo, antes mesmo de ser transmitida

para 0s humanos.

As respostas antivirais nos insetos sdo moduladas principalmente pela autofagia,
RNAI e apoptose, com a participacdo importante também das vias classicas e seus genes
efetores. Apesar de muitos estudos demonstrarem a resposta antiviral em vérios insetos
vetores, ainda pouco se sabe a respeito de como os flebotomineos respondem a infeccbes
virais. Até o0 momento, apenas se sabe que células de L. longipalpis apresentam uma resposta
sequencia-inespecifica quando infectadas com virus WNV, onde qualquer dsRNA (viral ou
ndo) e até mesmo sSRNA, pode desencadear uma resposta antiviral. Devido a isto, este nosso
interesse em avaliar a resposta antiviral em células de flebotomineos analisando o perfil de

expressao de varios genes envolvidos nas diferentes vias de resposta imune antiviral.

A via de RNA de interferéncia € um mecanismo de silenciamento da expressao génica
presente em diversos organismos incluindo os flebotomineos. Em insetos adultos de L.
longipalpis ja foi identificado, pelo nosso grupo, componentes desta via através do
sequenciamento de diversas bibliotecas de cDNA e anotacdo de base de dados de etiquetas de
sequencias expressas (ESTs) depositadas no genbank como: Tudor, Piwi, Ago2, Dcr2
(Pitaluga et al., 2009). A funcionalidade da via bem como sua utilizag&o para o silenciamento
génico ja foi comprovado em fémeas de L. longipalpis por Sant'‘Anna et al. (2009), que
silenciou tripsina | utilizando injecdo de dsRNA e por Telleria et al. (2012) que utilizou a

mesma técnica para o silenciamento do gene Caspar, um repressor da via de imunidade Imd.

J& foi descrito anteriormente a participacdo da via de RNAIi no controle de outros
genes ndo relacionados diretamente com esta via (Deddouche et al., 2008; Paradkar et al.,
2012). Assim, com o objetivo de interromper o funcionamento da via de RNAI para poder
observar que genes estariam sendo modulados pela mesma, tentamos silenciar os dois

principais genes da via: Dicer 2 e Argonauta 2. N&o obtivemos sucesso no silenciamento de
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Dicer, porém, através da transfeccdo de siRNA para Argonauta 2 pudemos silenciar
significativamente este gene e observar a atividade da via de RNAI na linhagem celular LL5
de L. longipalpis (Figura 14). Uma possivel explicacdo para a falha no silenciamento de Dicer
2 pode ser devido a uma baixa concentracdo de siRNA ou um ineficiente silenciamento em

funcdo da sequéncia nucleotidica utilizada neste sSiRNA em particular.

Os genes Vago e Vir-1 foram caracterizados como sendo regulados positivamente
mediante a infeccdo viral em Drosophila e ndo estdo diretamente ligados a via de RNAI
(Kemp & Imler, 2009). Estes genes foram identificados, por anélise de similaridade por Blast,
em base de dados de sequéncias de L. longipalpis (Vectorbase). Avaliamos a expressédo de
ambos genes nas células LL5 apds o silenciamento de Argonauta 2 por siRNA. Vago nao
apresentou um aumento significativo e para o gene Vir-1 houve uma regulacdo positiva de até
3x em 72 horas ap0s o silenciamento (Figura 15), indicando que este gene esta sob aparente
regulacdo de um gene central de imunidade antiviral, apesar destas células ndo estarem
infectadas com virus. N&o se tem estudos que indiquem essa associa¢ao, porém, se sabe que
outro gene pertencente a via de RNAI, Dicer 2, regula a expressdo de outro gene que nao
pertence a esta via, 0 gene Vago (Deddouche et al., 2008). Ja o gene Vir-1 tem sido descrito
como um gene ligado ao fator de transcricdo Stat da via Jak/Stat, mas ainda ndo se tem

conhecimento sobre a sua funcdo na resposta imune e/ou algum processo celular.

Apesar de todos os silenciamentos induzidos pela via de RNAi em L. longipalpis
terem ocorridos através de injecGes de dsSRNA em insetos adultos, nossos experimentos de
silenciamento foram conduzidos pela transfec¢do de siRNA, devido a resposta inespecifica a
dsRNA encontrada nas células LL5 (Pitaluga et al., 2008). Este tipo de resposta inespecifica é
parecido com o que ocorre nos mamiferos, onde qualquer molécula de dsRNA detectada, por
receptores citoplasmaticos, tais como TLR, receptores do tipo NOD, promove a inducdo da
transcricdo de interferon do tipo | e outras citocinas pro inflamatérias como 1L-12, IL-6 e
TNF-a. O interferon | é responsavel pela ativagdo de varias vias metabolicas que, em ultima
andlise, levardo a ativacdo de diversas proteinas na célula infectada, como RNAse L, que
degrada mRNA celulares e virais, a proteina PKR, que inativa o fator de elongacdo da
traducdo, e proteinas que inibem a sintese proteica. De forma geral, essas citocinas
desencadeiam processos celulares que impedirdo um meio propicio para replicacdo (Gantier
et al., 2007).
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Esta resposta antiviral inespecifica foi também observada em outros insetos como
abelhas (Flenniken & Andino, 2013), mariposas (Hirai et al., 2004) e no bicho da seda
Bombyx mori (Liu et al., 2013). Alguns crustaceos também possuem esse tipo de resposta
antiviral inespecifica, como visto pela primeira vez em Litopenaeus vannamei que
apresentaram uma resisténcia a infeccdo com o virus da Sindrome de Taura (TSV) e com 0
virus da Sindrome Mancha Branca (WSSV) depois de tratados com dsRNA (Robalino et al.,
2004). Com o objetivo de verificar se sSIRNA poderia fornecer um silenciamento sequéncia
especifica nos crustaceos, Westenberg et al. (2005) injetaram siRNA do WSSV em Penaeus
monodon e observaram, apds infecgdo com virus, um aumento significativo na sobrevivéncia
dos camardes quando comparados ao grupo controle, porém, quando injetados SiRNA para a
proteina ndo correlacionada GFP eles também observaram um aumento significativo na
sobrevivéncia destes organismos, constatando que em crustdceos ambos dsRNA e siRNA

induzem uma resposta antiviral inespecifica.

A atividade endonuclease de Dicer pode estar associada a esta resposta inespecifica,
pois esta enzima atua de forma sequéncia nao especifica com a clivagem de duplas fitas de
RNA. Desta forma, para experimentos conduzidos em organismos que possuem esta resposta,
interferon-like, devem ser utilizado siRNAs afim de evitar o reconhecimento e ativagdo de
resposta inespecifica de Dicer. Os siRNAs sdo diretamente incorporados ao complexo RISC
mediados por Ago2 e R2D2, conduzindo agora uma clivagem sequéncia-especifica de

MRNA, promovendo assim uma resposta de silenciamento especifica.

Realizamos neste trabalho infeccdes das células LL5 de L. longipalpis com o virus
VSV com o objetivo de analisar possiveis modulaces em diferentes genes imunes do vetor e
com isso tentar compreender melhor o mecanismo antiviral utilizado por estas células. Nossos
resultados de infeccdo de células LL5 com o virus VSV indicam que estas células sdo
eficientes na replicacdo desses virus com um pico expressao do virus a partir de 24 horas ap6s
a infeccdo (Figura 16). Outros estudos de infeccdo desta mesma linhagem celular LL5 com o
virus VSV demonstram um pico no titulo viral 72 horas apds a infecgdo e em experimento de
infeccdes persistentes estas células sustentam um longo periodo de infecgéo viral de até 81
dias (Llewellyn et al., 2002). Em trabalhos anteriores (Pitaluga et al. 2008), foi observado um
efeito protetor da dsRNA (poly I:C) quando transfectado antes da infe¢do por WNV-VLP.
Para comparar o efeito protetor desta transfeccdo com dsRNA em outro modelo de virus,

realizamos experimentos semelhantes com o uso de VSV. Observamos que, diferentemente
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como descrito por Pitaluga et al. (2008), as dsRNA ndo foram capazes de induzir uma
resposta antiviral previa contra o0 VSV (Figura 16). Isto pode ter ocorrido por caracteristicas
distintas dos diferentes virus. A principal e mais marcante delas é a auséncia de moléculas de
dsRNA de origem viral durante a infeccdo por VSV. Além disso, 0 VSV apresenta um RNA
de fita negativa como seu genoma, enquanto WNV apresenta uma fita de sentido positivo
com a producdo de dsRNA. Isto pode nos sugerir que o mecanismo de resposta antiviral
inespecifica de celulas LL5 de L. longipalpis atue principalmente no reconhecimento e
resposta a dsRNA. Sendo assim, em funcdo da auséncia deste tipo de molécula em infecgdes
por VSV, em tese a transfeccdo de poly I:C mesmo ativando a resposta antiviral inespecifica,

n&o traria nenhuma forma direta de protegéo contra infeccgdes por VSV.

O virus VSV possui caracteristicas interessantes quando se refere a producdo de
dsRNA. Assim, como alguns outros virus de RNA fita simples de sentido negativo, ndo se
detecta a producdo de dsRNA e a presenca viral geralmente é detectada por grupamentos
trifosfato na extremidade 5° do RNA viral (Mueller et al., 2010). Devido a isso, é de grande
interesse os estudos sobre o funcionamento da resposta antiviral nas infeccdes produzidas por
virus de RNA de sentido negativo. Em células de Drosophila infectadas com o VSV foi
demonstrado que apesar deste virus ndo produzir dsSRNA detectaveis a via de RNAI continua
sendo importante defesa do inseto, pois ocorre uma aumento dos titulos virais quando genes
da prépria via sdo silenciados (Mueller et al., 2010). Na resposta sequéncia-inespecifica
observada em células LL5 de L. longipalpis ndo foi observado nenhuma producdo de
moléculas analogas ao interferon, a qual até 0 momento é desconhecida em insetos. Porém,
em 2011, Paradkar et al. (2012) descreveram uma resposta a infecgdo viral, onde a proteina
Vago atua como interferon-like, pois, além de estar sob regulacdo de Dicer 2, esta molécula é

secretada para 0 meio extracelular e é responsavel pela ativacdo da via Jak/Stat.

Em relacdo a resposta antiviral presente nos artrpodes, a via de RNAI tem sido
implicada em diversos organismos como a principal resposta antiviral. Em Drosophila, esta
via € um potente mecanismo de resposta contra os virus, baseado em trés linhas de evidencia.
Primeiro, andlise genética indicando que mutantes para via de RNAIi apresentam uma
hipersensibilidade a infeccédo viral, comprovado pelo aumento da replicacao viral. Segundo, a
identificacdo de supressores de RNAIi (VSRs) e por ultimo a presenca de siRNA viral em
células ou insetos infectados (van Rij et al., 2006; Kemp & Imler, 2009). Em células S2 a via

de RNAI possui uma funcdo importante na defesa contra infecgdo viral, assim como também
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foi descrito para a mosca adulta. Células infectadas com o virus do Oeste do Nilo e
silenciadas para o gene Argonauta 2 apresentaram uma maior susceptibilidade a infeccdo viral

comparado ao controle (ndo silenciado) (van Rij et al., 2006).

Com o proposito de determinar um perfil da resposta antiviral em células LL5
infectadas com o virus VSV, nds avaliamos o perfil de expresséo de alguns genes importantes
ja descritos na resposta antiviral de outros artropodes. Dicer-2, uma endonuclease capaz de
reconhecer dsRNA viral, ndo apresentou uma modulagédo significativa mediante a infeccdo
(Figura 17A), o que parece razoavel uma vez que este virus ndo produz dsRNA. Dostert et al.
(2005) em infeccdo de Drosophila com o virus C de Drosophila (DCV) também observou
que genes da via de RNAI, incluindo Dicer-2, ndo eram modulados. Por outro lado a
importancia de Dicer, e da via do RNAI, na resposta antiviral aos virus que ndo produzem
dsRNA ¢ bem caracterizada. Mesmo ndo produzindo dsRNA, moscas deficientes para este
gene apresentam um aumento dos titulos virais de VSV (Mueller et al., 2010; Kemp et al.,
2013). Além disso, a inducdo de um gene importante na resposta antiviral, VVago, ocorre de
forma dependente de Dicer, o que indica que esta enzima desempenha funcdo dupla nas
defesas antivirais, capaz de detectar e processar dSRNA como uma assinatura de infeccdes
virais ativando a via de RNAI e de iniciar uma resposta antiviral independente desta via
ativando Vago (Kemp & Imler, 2009; Vodovar e Saleh, 2012).

Outro gene analisado em nosso trabalho foi VVago, o qual é um peptideo secretado que
apresenta uma atuacdo de maneira semelhante aos interferons de mamiferos, pois regula a
infeccdo ativando a via Jak-Stat, a qual possui um papel regulador sobre a expressdo do gene
Vir-1. Este gene é responsivo a infec¢des virais como ja descrito para Drosophila (Deddouche
et al., 2008) e em Culex (Paradkar et al., 2012). Em nossos experimentos o gene Vago
apresentou uma modulagdo negativa 48 e 96 horas apds a infeccdo com VSV (Figura 17B).
Este resultado pode ser explicado como uma possivel estratégia do virus para escapar da
resposta imune do hospedeiro. Por outro lado, Paradkar et al. (2012) que identificaram o gene
Vago em Culex observaram um aumento de sua expressdo em 24 e 48 horas apds a infecgdo
com o WNV. Novamente, estas respostas diferentes foram observadas em vetores diferentes
com diferentes virus, dificultando o entendimento funcional de Vago a infecgdes virais em

geral.

Assim como Dicer, o gene Stat, ndo apresentou modulacdo mediante infeccdo com
VSV (Figura 17C). O reconhecimento de dsRNA virais por Dicer 2 ativa a producdo de Vago,
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o qual leva a ativacdo da via Jak/Stat, e esta por sua vez poderia levar o estado antiviral a
células ainda ndo infectadas. A funcao de Vago proporciona uma conexao direta entre a via de
RNAI e da via Jak/Stat o que implica uma coordenacdo deliberada dessas respostas
(Kingsolver et al., 2013). Ja em outro modelo experimental, a via de sinalizacdo Jak/Stat foi
implicada na resposta antiviral de Drosophila infectada com o virus DCV, onde este virus foi
capaz de induzir um aumento na expressao de genes que, em sua maioria, apresentam um sitio
de ligacéo para o fator de transcrigdo Stat. (Dostert et al., 2005). Um estudo recente com
infeccdo por diversos virus em moscas deficientes para a via de Jak/Stat demonstrou um
aumento da susceptibilidade viral em moscas infectadas para o virus DCV e CrPV, o que
indica que uma resposta induzida para o controle da infecgdes virais dependente de Jak/Stat
ocorre de forma virus especifica (Kemp et al., 2013). Interessantemente, um dos virus
analisados que ndo apresentaram diferenca em sua titulacdo mediante mutacdes para a via de
Jak/Stat é o virus VSV, sugerindo gque a resposta antiviral desencadeada por este virus em
Drosophila ndo ocorra por esta via. Isto nos leva a crer que, devido a ndo modulagéo do fator
de transcricdo de Stat, em células LL5 a resposta antiviral para VSV néo € eficiente, ou entéo

exerca um papel menor por esta via.

Alguns virus possuem supressores da via de RNAI (VSRs) que agem de diferentes
formas, atuando em diferentes estagios da via e impedindo a sua ac¢éo sobre a expressao de
genes virais. Com isso, mesmo com uma infeccao presente nas células é possivel que os genes
da via de RNAI ndo sejam ativados devido ao efeito dos inibidores de RNAI que geralmente
atuam de forma a ndo permitir o reconhecimento de dsRNA pelo complexo RISC ou inibindo

seu funcionamento.

Nossos resultados sobre a expressdo dos genes de imunidade antiviral, referentes a via
de RNA.i e a via Jak/Stat, indicam que ndo houve modulacéo de seus genes chaves ja descritos
como sendo essenciais da resposta antiviral em outros modelos estudados. Com isso,
avaliamos o perfil de expressdo de outros genes, como o peptideo antimicrobiano (AMP)
Defensina regulado pela via Toll, e um gene que participa no processo de autofagia, Atgl8.
Nas células LL5 infectadas com VSV, houve um aumento de Defensina 4 apds 72 horas da
infeccdo e uma diminuicdo apos 96 horas (Figura 18). No que se refere a modulacdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs) mediante infecgdo viral, Souza-Neto et al. (2009)
verificou a modulacdo negativa de dois AMPs, Defensina e Cecropina, em A. aegypti

infectados com o virus Dengue. Ja em resposta a infec¢do com o virus Sindbis, apresenta uma
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regulacdo de dois AMPs, Atacina e Diptericina, onde mosca deficiente para estes genes
resultou em um aumento da carga viral e em moscas deficientes para os fatores de transcricao
Stat e Relish houve uma diminuicdo destes AMP, sugerindo regulacdo pelas vias Jak/Stat e

Imd, respectivamente (Huang et al., 2013).

Para 0 gene Atgl8, foi observado que houve uma modulagdo positiva 24 horas apds a
infeccdo de até 30 vezes (Figura 19), indicando que a via de autofagia pode estar atuando
como resposta antiviral nas células LL5 infectadas com VSV. Com o objetivo de corroborar
os resultados observados com o gene Atgl8, que é uma proteina central na via autofagica
modulada por VSV em outros modelos (Shelly et al., 2009), nos realizamos experimentos de
microscopia de fluorescéncia com uma sonda de monodansil cadaverina (MDC), que é uma
molécula autofluorescente a qual marca os autofagolisossomos por acumulo nesses vacuolos.
Nossos resultados demonstraram que ocorre um aumento de MDC positivo nas células
infectadas com VSV, 6 horas apdés a infeccdo, quando comparada aos grupos controle
somente célula e mock (Figura 20). Células S2 de Drosophila, silenciadas para genes centrais
da via de autofagia e posteriormente infectadas com VSV, apresentaram um aumento da
replicacdo viral 24 horas apds a infeccdo (Shelly et al., 2009). A utilizacdo deste marcador foi
descrita em células de CHO de mamiferos, onde se verificou que a ativacdo da expansdo dos
autofagossomos é regulada pela privatizacdo de aminoacidos (Munaf6 & Colombro, 2001).
Também tem se mostrado eficiente em experimentos conduzidos em células e em
Trypanosoma cruzi na investigacdo de autofagia causada por uma droga triazolica (Fernandes
etal., 2012).

A fim de melhor compreender o funcionamento da resposta inespecifica de LL5,
realizamos transfec¢cdes de dsRNA sintéticos (poly I:C) e observamos o perfil de expressdo
dos mesmos genes analisados quando estas células foram infectadas com VSV. Em
mamiferos o reconhecimento viral se d& principalmente pelo estrutura de dupla-fita de RNA,
dando inicio a resposta antiviral baseada na expressdo de interferon e genes relacionados.
Portanto, em mamiferos ndo ha necessariamente a obrigatoriedade do uso de particulas virais,
para tal é comumente utilizado uma dsRNA quimicamente sintetizada, o 4&cido
polyinosinico:polycitidinico ou somente poly (I:C). Este dsSRNA consiste de trechos de
homopolimeros complementares de inosina e citidina, é utilizado como molécula mimetizante
da infecgdo viral. No entanto, como esta dsRNA € composta por um raro nucleotideo

(inosina) acredita-se que o mesmo nédo seja um total substituto de dsSRNA viral (Gantier et al.,
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2007). Com isso, ambos poly I:C e infeccdo viral devem ser abordados para se estudar uma

via de imunidade antiviral.

A modulacdo na expressdo dos genes da via de RNAI nas células transfectadas com
poly I:C ocorreram de forma contraria as células infectadas com VSV, pois 0s genes Vago e
Stat, apresentaram um aumento da sua expressdo em resposta a dSRNA, com um aumento em
48 horas para Vago (Figura 17B) e em todos os pontos analisados apés a transfeccdo para Stat
(Figura 17C). Porém, para o gene de Dicer também ndo houve modulacdo (Figura 17A). O
aumento de Vago em resposta a dsSRNA ocorreu de forma contraria ao observado na
literatura. Este gene tem sido descrito com expressdo modulada positivamente em infeccoes
virais, porém, sua modulacdo ndo se da somente pela presenca e processamento de dsRNA,
mas também pela a replicacdo viral, 0 que sugere um mecanismo de regulacdo mais complexo
(Vodovar & Saleh, 2012).

A presenca de dsRNA nas células LL5 também foi capaz de regular positivamente 0s
genes de Defensina 4 (Figura 18) em todos os pontos de analise e Atgl8 um aumento de até 4
vezes 24 horas apés a transfecgdo (Figura 19). A diferenca entre os resultados de expressao
para as células infectadas com VSV ou transfectadas com poly I:C demonstram que pode
haver dois mecanismos distintos de reconhecimento e resposta. Apesar de poly I:C apenas
mimetizar a infeccdo viral, a diferenca béasica entre estes dois modelos esta na presenca ou
ndo da dsRNA. Aparentemente, a dsRNA é o principal padrdo molecular associado a
patégenos (PAMPs) mas ndo a Unica molécula viral a ser reconhecida. Isto pode ser
observado durante a infec¢do por VSV, onde ndo ha producao de dsRNA viral, porém a via de
RNAI esta funcional e reconhece o virus levando a formacdo de siRNA de origem viral
(Mueller et al., 2010). O perfil de expressdo de genes de imunidade por microarranjo em
abelhas, que também ja foi descrita como tendo uma resposta antiviral inespecifica, infectadas
com o virus Sindbis e transfectadas com diferentes dsRNA, incluindo poly I:C, demonstrou
gue poucos genes sdo modulados igualmente pelo virus e dSRNA. De um total de 628 genes
analisados, 382 sdo modulados unicamente por dsSRNA, 171 pelo virus Sindbis e somente 75
sdo genes compartilhados (Flenniken & Andino, 2013). Esta observacdo corrobora nossa

hipotese de haver duas vias distintas de reconhecimento e controle das infecgdes virais.

A via de autofagia € um componente essencial na defesa dos hospedeiros contra
infeccdo viral. O mecanismo de autofagia é altamente conservado em eucariotos unicelulares
a metazoarios. De forma geral, suas fun¢Ges em organismos unicelulares incluem homeostase
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energética e proteica e controle de qualidade de organelas. Os papeis antivirais que a
autofagia pode exercer sobre os organismos consiste na degradacdo dos componentes virais
intracitoplasmaticos, a ativacdo da sinalizacdo imune inata pela entrega de acidos nucléicos
virais para receptores do tipo Toll, a ativacdo da imunidade adaptativa pela apresentacédo de
antigenos virais ao complexo de MHC, a regulacdo da ativacdo de espécies reativas de

0xigénio e a promogéo da sobrevivéncia celular (Dong & Levine, 2013).

Durante e infeccédo viral, os potenciais indutores de autofagia incluem o processo de
entrada ou replicacdo viral, componentes virais ou intermediarios de montagem e seus
derivados, aumento de energia requerida e perturbacdo da membrana plasmatica (Dong &
Levine, 2013). O papel da autofagia durante a infeccdo viral ja foi descrito em Drosophila
infectada com o virus DCV, VSV e o virus Sigma. Em Drosphila infectadas com o virus VSV
foi demonstrado por Shelly et al. (2009) que a proteina G do virus (VSV-G) é o padrdo de
reconhecimento que induz o processo de autofagia, e esta via uma vez ativada diminui a
replicacdo viral e sua repressdo leva ao aumento dos titulos virais de forma independente da
replicacdo viral. Posteriormente, Nakamoto et al. (2012) demonstraram que o receptor Toll-7
é o receptor de reconhecimento padrdo responsavel pelo reconhecimento da proteina VSV-G

das superficies dos virus.

Em paralelo aos experimentos de infeccdo com as células LL5, também realizamos
infeccbes em uma linhagem embrionaria derivada de A. aegypti (Aag2). Nossos resultados
demonstram um perfil de expressdo viral diferente do que observamos em células LL5. Em
Aag?2 a quantidade do virus foi maior do que observado nas células LL5 (Figura 22) e
apresentou uma eficiéncia maior na infeccdo quando comparadas as células LL5 utilizadas
como controle (Figura 24). Além disso, a transfeccdo de dsRNA antes da infeccdo com VSV
proporcionou uma diminuicdo significativa do virus em relacdo as células somente infectadas.
Isto demonstra que nas células Aag2, dsRNA foi capaz de induzir uma resposta imune que
levou o reconhecimento de VSV, o que ndo acontece para as células LL5. O trabalho com
LL5 e WNV-VLP (Pitaluga et al., 2008) também mostrou uma grande diferenca na eficiéncia
de infecdo quando comparados com outra linhagem de mosquito C6/36. A auséncia da
ativacdo da atividade antiviral inespecifica nestas células ndo foi observada, posteriormente
Brackney et al., (2010) demonstrou a auséncia do funcionamento da via de RNAI nestas
células em fungdo de uma mutagdo pontual em Dicer2. Assim, a existéncia de tal resposta

inespecifica pode ser observada em células Aag2 que demonstram possuir todas as vias
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imunes perfeitamente funcionais (Barletta & Sorgine, 2012). E possivel haver uma
susceptibilidade menor a infec¢des virais por parte dos flebotomineos que pode ser mediada
pela ativacdo de uma atividade antiviral presente nestes insetos. Isto sugere a ocorréncia de
diferencas na maneira pela qual mosquitos e flebotomineos reconhecem e respondem ao
mesmo virus. Sendo naturalmente encontrado em flebotomineos (Maroli et al., 2013), 0 VSV
pode ter co-evoluido com seu vetor no sentido de conseguir evadir suas defesas antivirais. O
mesmo ndo aconteceria em um modelo artificial como Aag2 e VSV, onde aparentemente o
VSV tem sua infectividade reduzida quando as células foram previamente transfectadas com
dsRNA.

Analise do gene Stat em Aag2 infectadas com VSV demonstrou que, diferentemente
de LL5, ocorre um aumento da expressdo deste gene apos 24 horas da infec¢do, o que sugere,
mais uma vez, uma resposta antiviral diferente entre essas duas células durante a infecgdo
com o virus VSV. A ativacdo da via Jak/Stat foi implicada na ativacdo de resposta antiviral de
forma virus especifica, onde mutantes de Drosophila para hop somente obteve intervencGes
sobre a replicacdo de alguns virus. Foi demonstrado que infeccBes com diferentes virus no
mesmo modelo (Drosophila) apresentaram um perfil de expressdo génica diferente para cada
um, por exemplo, para o gene de Vir-1, ocorre modulacdo positiva somente em moscas
infectadas com DCV CrPV e FHV e ndo ha modulagdo para os virus Sindbis, VSV, virs X de
Drosophila (DXV) e para o virus Iridescente de invertebrado tipo 6 (11\V-6) (Kemp et al.,
2013).

Desta forma, também deve-se levar em consideracdo a diferenca que existe entre
modelos experimentais distintos, pois as células hospedeiras e os tecidos respondem a
desafios de forma diferente, principalmente em relacdo aos diversos tipos de infeccGes virais,
com suas estratégias de replicacdo e expressao ou sua aquisicao de supressores de defesa dos
hospedeiros. Nestes casos, a resposta é complexa, e deve-se ter cuidado antes de generalizar
os resultados obtidos com somente uma espécie de virus. Além do que, as condi¢bes
experimentais tornaram dificil identificar padres na inducdo de vias especificas do sistema

imune de forma consistente (Kemp et al., 2013; Merkling & van Rij, 2013).
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6 Conclusao

Em resumo, nossos dados revelam dois modelos de infeccbes eficientes com o virus
da Estomatite Vesicular em células LL5 de L. longipalpis e em células Aag2 de A. aegypti
para o estudo da resposta antiviral. Comparacao entre infeccdo com VSV e mimetizagdo da
infeccdo através da transfeccdo com dsRNA em LL5 demonstrou respostas imunes diferentes.
Em LL5 infectadas ndo houve modulacdo positiva dos genes de Dicer, Vago ou Stat,
enquanto que em transfeccdes com dsRNA pudemos observar um aumento da expressao de
Vago e Stat. Porém, para os genes Defensina 4 e Atgl18 obtivemos uma regulacdo positiva de
ambos durante a infeccdo com VSV e transfecgdo com dsRNA. Em células LL5 o mecanismo
de autofagia parece desempenhar um papel relevante. Para o gene Atgl8, em especial,
ocorreu um aumento de sua expressdo de até 30 vezes durante a infeccdo com VSV, e, além
disso, em experimento com o marcador MDC também observamos um aumento de células
marcadas 6 horas apds a infecgdo. Também observamos que em células Aag2 a infeccdo com
VSV foi capaz de modular positivamente a expressdo do gene Stat e que estas células
apresentam um estado antiviral prévio contra VSV quando transfectadas com dsRNA antes da

infeccdo com VSV, o que ndo ocorreu nas células LL5.

Podemos concluir com esses resultados que as células LL5 apresentam uma resposta
antiviral a infeccdo com VSV diferente das células Aag2, e que nestas células a dsRNA é
capaz de ativar uma resposta antiviral inespecifica contra VSV, diferentemente das células
LL5. Também podemos sugerir que a resposta antiviral de LL5 contra infeccdo com VSV
ocorra através do mecanismo de autofagia, pois, outros genes classicos da via de RNAI e

Jak/Stat (Dicer, Vago e Stat) ndo foram modulados positivamente neste modelo.
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7 Perspectivas

Novos experimentos precisam ser realizados para melhor compreender 0 mecanismo
de resposta antiviral em células LL5 infectadas com VSV. Nossas perspectivas para
publicacdo deste trabalho consistem na repeticdo de experimentos de autofagia, para melhor
avaliar este processo na resposta antiviral de LL5, avaliar a infecgdo das células infectadas
com VSV através de marcacdo com anticorpo para este virus. Também serd necessario
analisar a expressdo de outros genes de resposta antiviral nas células Aag2 infectas com VSV,

para que se possa verificar de forma mais consistente a resposta antiviral destas células.
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