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RESUMO

Os insetos podem atuar como pragas agricolas e vetores de patégenos causadores
de doencas ao homem e outros animais. Investigacbes a respeito do sistema
imunologico de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus poderdo contribuir para o
desenvolvimento de métodos de controle das doencas veiculadas por estes insetos,
principalmente a dengue, enfermidade causadora de sério problema de salde publica
no mundo. Apesar de Ae. aegypti ser a Unica espécie vetora confirmada na
transmissdo do virus Dengue no Brasil, considera-se também importante um melhor
entendimento dos mecanismos imunolégicos de Cx. quinquefasciatus tido como
refratario ao virus. Neste estudo foram utilizadas linhagens de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus mantidas no Insetario do Departamento de Entomologia do
CPgAM/FIOCRUZ. Trés grupos experimentais de fémeas com 10 dias de idade foram
formados para cada espécie. Grupo |, composto por fémeas alimentadas com solugéo
sacarose (10%); grupo II, fémeas alimentadas com sangue limpo e grupo lll, fémeas
alimentadas com sangue infectado com o sorotipo DENV-1. De cada grupo foram
obtidos hemolinfa, glandula salivar, intestino médio e corpo gorduroso para avaliacdo
da expressdo dos antimicrobianos defensina e transferrina. Essa avaliagcdo foi
realizada através de PCR em Tempo Real utilizando o kit QuantiFast SYBR Green -
One-Step qRT-PCR. A avaliacdo da hemodinamica foi realizada utilizando 10 pL de
hemolinfa de cada grupo, através da contagem das células em camara de Neubauer.
Nossos resultados demonstraram que o Cx. quinquefasciatus tem um maior aumento
da expresséo de defensina e um maior nimero total de hemacitos quando infectados
com DENV-1 em relacdo ao Ae. aegypti e a transferrina teve sua expressao alterada
somente no Ae. aegypti. Em ambas as espécies estudadas, apenas a alimentacéo
sanguinea ndo interfere na produgéo de hemacitos ou quanto na inducéo de defensina
e transferrina. Esses dados sugerem que fémeas de Cx. quinquefasciatus parecem
apresentar uma resposta imune celular e humoral mais intensa do que Ae. aegypti
quando infectados com DENV-1.

Palavras chave: Culex, Aedes, antimicrobianos, hemadcitos e Dengue Virus.
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ABSTRACT

Insects have great economic and medical and sanitary importance for working as
agricultural pests and vectors of disease-causing pathogens to humans and other
animals. Research into the immune system of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus
may contribute to the development of methods to control diseases transmitted by these
insects, especially dengue, disease causing serious public health problem in the world.
Although Ae. aegypti is the only confirmed vector species in the transmission of dengue
viruses in Brazil, it is also considered important to a better understanding of the
immunologic mechanisms of Cx. quinquefasciatus considered refractory to the virus .
In this study we used strains of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus maintained in the
Department of Entomology at CPgAM / FIOCRUZ. Three groups of 100-150 females
10 days old ( after emergence ) were formed for each species. Group | consists of
females fed sucrose solution (10%); group II, females fed with blood clean free viral
particles and group lll, females fed infected blood with DENV - 1. Each group
hemolymph, salivary gland, midgut and fat to evaluate the expression of defensin
antimicrobial peptides and transferrin body were obtained. This evaluation was
performed by RT-PCR using QuantiFast SYBR Green Kit - One-Step qRT - PCR. The
hemodynamic evaluation was performed using 10 pL of hemolymph of each group by
counting the cells in a Neubauer chamber. Our results showed that Cx.
quinquefasciatus has a higher increase in the expression of defensin and a greater
total number of hemocytes when infected with DENV - 1 compared to Ae. aegypti and
transferrin had his expression changed only in Ae . aegypti . In both species, feeding
only on blood free of viral particles does not interfere in hemocyte production and
expression of defensin and transferrin. These data suggest that Cx. quinquefasciatus
has better cellular and humoral immune response that Ae. aegypti when infected with
DENV -1.

Keywords : Culex, Aedes, antimicrobial, hemocytes and Dengue Virus
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1 INTRODUCAO

A dengue é a arbovirose mais prevalente no mundo, cujo ciclo de transmissao
envolve a presenca de mosquitos vetores. Cerca de 2,5 bilhdes de pessoas sob o
risco de contaminagdo pelo Dengue virus (DENV), sendo aproximadamente 50-100
milhdes de pessoas infectadas anualmente, incluindo mais de 500.000 casos
potencialmente letais de febre hemorragica da dengue (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2013a).

O DENV pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviriviridae, é constituido
por um unico filamento de RNA envelopado e possui cinco sorotipos: DENV-1, DENV-
2, DENV-3, DENV-4 e na Malasia recentemente o DENV-5 foi isolado (NORMILE,
2013). Cada sorotipo apresenta genotipos diferentes, com ampla variabilidade
genética que podem coexistir em uma mesma regido, aumentando as chances de
aparecimento de complicacdes e casos de febre hemorragica da dengue (DIAS et al.,
2010; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013a). Esta arbovirose ocorre
principalmente em paises tropicais, onde as condi¢cdes climaticas sédo favoraveis a
proliferagdo dos mosquitos vetores.

Aedes aegypti e Aedes albopictus como a maioria das espécies de mosquitos
possuem fémeas hematofagos e podem coabitar os mesmos ambientes inclusive os
explorados pelos humanos, porém apresentam diferencas importantes quanto a
transmiss&o do Dengue virus (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013a). Estas
sdo as espécies de Aedes consideradas principais vetoras do DENV, porém sua
capacidade vetorial pode variar de acordo com regido onde sédo encontrados. Ae.
albopictus tem uma ampla distribuicdo geogréfica, e tem sido implicado como vetor do
DENV na Asia e paises da Europa, por outro lado, Ae. aegypti é o vetor competente
desse virus em paises da Africa, Américas, Austrélia e Asia (LAMBRECHTS; SCOTT;
GUBLER, 2010; ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2013). Cx.
quinquefasciatus, apesar de coabitar 0s mesmos espacos, € uma espécie refrataria
ao DENV, e é a espécie incriminada como o vetor da Wuchereria bancrofti agente
causador da filariose linfatica (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013b).

O sucesso do desenvolvimento dos insetos em ambientes repletos de
competidores potencialmente patogénicos € atribuido a eficiéncia de suas barreiras
mecanicas e/ou fisiologicas de protecdo (COCIANCICH et al, 1994;
LOWENBERGER, 2001). Corroborando também a estreita interagdo dos sistemas
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imunoldgicos celulares e humorais, onde fatores humorais podem atuar como
moléculas de reconhecimentos, auxiliando a resposta celular ou ainda, ao sintetizar e
secretar moléculas humorais como aglutinina e peptideos antimicrobianos em
resposta a infeccdo por patdgenos e parasitas (MARMARAS; LAMPROPOULOU,
2009; STRAND, 2008).

Diante do exposto, este estudo visa identificar a presenca e a expressao de
genes relacionados a resposta humoral em diferentes tecidos de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus, além de conhecer a dindmica hemocitaria em mosquitos desafiados
pelo DENV na busca de compreender melhor a interagdo do virus com a resposta

imune destes culicideos.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Dengue

A dengue é uma doenca viral veiculada ao homem por um mosquito vetor que
através das picadas de suas fémeas inocula juntamente com a saliva o Dengue virus
(DENV) no hospedeiro vertebrado. Mosquitos do género Aedes sdo o0s principais
vetores do DENV, suas fémeas que sao hematdfagas s&do responsaveis por
propagarem a forma ativa do virus ao homem, causando-lhe a doenca. A dengue
tornou-se uma enfermidade comum ao redor do mundo, sendo considerada pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) como a mais importante doenca infecciosa de
transmissao vetorial. Nos ultimos 50 anos a Dengue aumentou expressivamente sua
disseminagcdo em diferentes partes do mundo (DIAS et al., 2010; THAI; ANDERS,
2011).

A adaptacdo do mosquito vetor aos ambientes urbanos e a variacdo de
sorotipos do virus faz com que o nimero de infeccdes seja elevado, totalizando mais
de 2 bilhdes de pessoas exposta ao risco de infeccdo no mundo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2013a). As areas de maior risco de infec¢éo séo localizadas
nos trépicos, cujos paises africanos, latino americanos e asiaticos sdo 0s mais
afetados (Figura 1). O conhecimento da distribuicdo geografica da dengue € primordial
para compreensao da morbidade e mortalidade global causada pela doenca (BHATT
et al., 2013).

A dengue pode ser causada por quatro sorotipos de RNA virus: DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5 (NORMILE, 2013), que pertencem a familia
Flaviviridae. A presenca dos diferentes sorotipos depende de cada regido, ha relatos
que os sorotipos DENV1 ao DENV 4 ja foram identificados no Brasil (BARRETO;
TEIXEIRA, 2008; DIAS et al., 2010; SIMMONS et al., 2012).

Uma mesma pessoa pode ser infectada e apresentar os sintomas da doenca
mais de uma vez ao longo da vida devido a transitoriedade dos sorotipos, logo a
medida que 0s sorotipos coexistem na mesma regido, a possibilidade de reinfeccao
pelo Dengue virus é aumentada (DIAS et al., 2010).
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Figura 1 Areas de risco da Dengue
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Fonte: Organizacdo mundial de saude (2012).

| Paises ou dreas onde houveram

As linhas grossas indicam as areas potenciais de reproducao do mosquito
! registros de casos de Dengue

Aedes Aegypti{principal vetor da Dengue) devido &s temperaturas anuais.

O DENV quando infecta o homem necessita de trés a cinco dias para sua
incubacéo extrinseca, podendo este periodo chegar a 14 dias em alguns casos. Esse
periodo precede o inicio dos quadros sintomatoldgicos, quando a febre é o sintoma
mais comum da doenca. Os sintomas da dengue seguem trés fases: inicial, critica e
de recuperacao (SIMMONS et al., 2012). A fase inicial € caracterizada pela elevacéo
da temperatura corpérea que geralmente vem acompanhada de dor de cabeca,
vomito, mialgia e dores pelo corpo; jA a fase critica é identificada por
hemoconcentracéo, efusdo pleural, ascite e hemorragias. Na fase de recuperacéo os
sintomas das fases anteriores vao desaparecendo, porém pode ocorrer fadiga durante
algumas semanas apos a recuperacao (SIMMONS et al., 2012).

O tratamento da dengue é baseado em um periodo de repouso, ingestao de
liquido e intervencdo médica nos quadros clinicos graves, entretanto a producéo de
uma vacina capaz de prevenir a replicacdo dos cinco sorotipos do Dengue virus
continua sendo uma perspectiva para combater a dengue nos anos futuros. Nos
altimos cinco anos, uma vacina produzida pela ChimeriVax (Safoni Pasteur) encontra-
se na fase clinica 2 e 3 para determinar sua eficiéncia contra os sorotipos 1 a 4. Porém,
observacdes associadas a uma infec¢cdo secundaria por este virus pode ativar uma
reacado cruzada e sub-neutralizagcdo dos anticorpos que permitem o combate ao

Dengue virus. Esse € um grande entrave no desenvolvimento da vacina e gera
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preocupacdo para as autoridades regulatorias (MARTINA, 2011; SIMMONS et al.,
2012).

Existem duas espécies de mosquitos consideradas importantes vetores do
Dengue virus, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) principal vetor nas Américas e Africa,
e Aedes albopictus responsavel pela transmissdo na Asia. Originario da Africa, Ae.
aegypti possivelmente se espalhou para outras localidades através do comércio de
escravos no século XV e comércio de especiarias no século XVIII. Ae. albopictus é
vulgarmente conhecido como “Tigre Asiatico” devido ao seu padrao de distribuicdo de
escamas e de sua origem asiatica, porém tem grande distribuicdo mundial devido ao
intenso comércio internacional. Sabe-se que essas espécies sdo totalmente
adaptadas a ambientes urbanizados. Com a globalizacdo do mercado, tornou-se mais
facil a dispersdo de ovos e formas imaturas desses mosquitos, gerando um grande
problema no controle da Dengue (DIAS et al., 2010; MARTINA, 2011; SIMMONS et
al.,, 2012). A relagéo entre o virus causador da Dengue e 0 mosquito vetor, remete a
um intenso combate na busca do controle dessa enfermidade através da saude
publica, com a melhoria da qualidade de vida da populacdo e do saneamento basico.
Assim, esforgos estao sendo realizados para a busca da erradicacdo da Dengue com
base no controle de seus vetores.

Todavia, atualmente € observada a reincidéncia de algumas infecgbes
causadas por mosquitos transmissores de agentes etioldgicos responsaveis por
algumas doencas como: dengue, malaria, filariose e febre amarela, principalmente a
partir dos anos setenta em diversas regides do globo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2013a).

As primeiras ocorréncias de dengue que foram bem documentadas séo
ordinarias da Filadélfia (1778) e do Egito (1779), onde a dengue era considerada uma
doenca benigna até a Segunda Guerra mundial. Apés a guerra foi relatada a
circulacdo de vérios sorotipos em uma mesma regido, logo formas graves da doenca
como a febre hemorragica que foram detectadas com alta incidéncia nas regides
afetadas. A partir desse momento pds-guerra, a dengue se tornou uma das maiores
epidemias mundial, afetando a maioria dos continentes (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

No Brasil, surtos epidémicos de dengue sao relatados desde 1846, porém
evidéncias epidemiologicas concretas foram relatadas apenas em 1982 em Boa Vista,
Roraima. DENV-1 foi isolado nessa cidade e um inquérito sorolégico mostrou que 11

mil pessoas tinham sido infectadas. Desde 1982 até os dias atuais, ocorreram surtos
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epidémicos, devido a introdugéo de novos sorotipos (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). A
incidéncia de casos notificados em todo territorio brasileiro aumentou de cerca de
190% entre os anos de 2012 e 2013 (Figura 2), quando as analises foram feitas por
regido e as porcentagens apresentam significativas diferencas. A regido Nordeste € a
Unica que apresenta um percentual negativo nos casos notificados neste periodo (-
51%), seguido da regido Norte com 61%, Sudeste com 223%, Centro-Oeste com
801% e finalmente com preocupantes 2836% de aumento dos casos, a regiao Sul
(ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2013).

Figura 2 Quadro comparativo de casos notificados de dengue em 2012 e 2013 nas diferentes regides

do Brasil.
S e INCIDENCIA (n2 de casos por
UF 100 mil habitantes) Percentual de aumento
2012 2013 2012 2013

Norte 11.446 18.435 70 112.,8 61%
Nordeste 24.574 11.943 45,6 22,2 -51%
Sudeste 25.062 B0O.B76 30,7 99,2 223%
Sul 423 12.420 1,5 44,8 2836%
Centro-Oeste| B.984 80.976 62,3 561,4 BO1%
Total 70.489 204.650 36,3 105,5 190%

Fonte: Organizacdo Pan Americana de Saude (2013).

Na tentativa de evitar epidemias de dengue foi implantado no Brasil, em 1996,
o Programa de Erradicacao do Ae. aegypti (PEAa), porém em 2002 este programa foi
reestruturado e renomeado passando a ser chamado de Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD). Apesar da atuacdo do PNCD o virus DENV permaneceu
em circulacdo mesmo com baixa densidade vetorial, sendo entdo necessario incluir
também medidas de saneamento béasico, educacédo e mobilizacdo social, além as
acOes de combate ao vetor (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; DIAS et al., 2010).

Existem outras alternativas para controle de Ae. Aegypti, como 0 uso de
mosquitos geneticamente modificados, portadores de genes letais ou portadores de
bactérias do género Wolbachia. A introducdo de cepas Wolbachia em Ae. aegypti
causa uma infeccdo, que deixa o mosquito parcialmente resistente ao Dengue Virus
(SIMMONS et al., 2012). Essas duas alternativas de controle do vetor requerem tempo
e avaliacdo do impacto e da adaptacdo desses novos insetos ao ambiente. Outros

estudos, como 0s genéticos, estdo sendo desenvolvidos para avaliar quais 0s genes
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estdo ligados a variacdo de susceptibilidade ao virus e a resposta imunologica a
infeccdo (BEHURA et al., 2014; KYLE; HARRIS, 2008).

2.2 Culicideos

Os mosquitos pertencem a familia Culicidae a qual possui inUmeras espécies
de grande interesse médico/sanitario, sendo conhecidos popularmente como
pernilongos, murigcocas, carapana e outros (NEVES et al., 2011). Machos e fémeas
alimentam-se de sacarose que pode ser obtida em plantas, porém as fémeas também
se alimentam de sangue necessario a maturacdo de seus ovos (CONSOLI,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI et al., 1987). A hematofagia em geral
€ crepuscular, porém algumas espécies preferem realiza-la durante a noite ou durante
o dia. Quando né&o estdo em atividade alimentar ou sexual, 0s mosquitos se mantém
em locais de abrigo. Nos culicideos, o dimorfismo sexual pode ser facilmente
percebido pela forma das antenas que nos machos sédo plumosas e nas fémeas sao
pilosas (FORATTINI et al., 1978; NEVES et al., 2011; TRIPLEHORN; JOHNSON,
2005).

As espécies de mosquitos apresentam grande variabilidade genética e ampla
distribuicdo geografica, cuja dispersdo abrange areas que se estendem das regides
equatoriais as articas. As fémeas das subfamilias Culicine e Anopheline séo
hematofagas, portanto durante o repasto sanguineo podem transmitir patégenos
causadores de doencas ao homem, como: febre amarela, dengue, malaria e filariose
(NEVES et al., 2011).

Os representantes destas espécies apresentam um curto ciclo biolégico com
duracdo de aproximadamente 15 dias, quando em condicbes ambientais favoraveis
com elevada temperatura e humidade relativa do ar, além das caracteristicas
relacionadas com a presenca de matéria organica em decomposi¢cdo e detritos
encontrados nos criadouros larvarios como as diferentes colecdes de aguas
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI; BRITO, 2003).

Os principais géneros da familia Culicidae sdo Anopheles, Aedes e Culex, cada
um desses géneros possui espécies relacionadas aos ciclos de transmissao de
patdbgenos causadores de doencas humanas. Espécies de Anopheles podem
transmitir o protista causador da malaria, enquanto que espécies do género Aedes

estdo associadas a veiculagdo de arbovirus, entre eles o Dengue virus; o género
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Culex é vetor do vermes filarial causador da filariose e de encefalites (TRIPLEHORN;
JOHNSON, 2005).

2.2.1 Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Originalmente descrito no Egito, fato que Ihe confere o nome especifico (Aedes
aegypti) (Figura 3). Sua distribuicdo geogréfica é ampla, sendo encontrado em
regides quentes nos dois hemisférios (BECKER et al., 2003; NELSON, 1986). Pode
ser encontrado entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul, sendo sua distribuicdo restrita
a altitude, porém, ja foi encontrado no México em alturas de mais de 2.000 metros,
apesar de ser uma espécie que ndo seja normalmente encontrada em zonas acima
de 1.000 metros de altitude, (ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 1995).

Figura 3 Aedes aegypti

Fonte: Aedes aegypti (2014)

Esse mosquito foi introduzido nas Américas provavelmente, através de
embarcacdes que cruzavam o0 oceano Atlantico durante as primeiras colonizacdes
europeias no Novo Mundo (BISSET, 2002). Reconhecido como transmissor do virus
causador da febre amarela em 1881 por Carlos J. Finlay (BISSET, 2002), Ae. aegypti
teve em 1906 as primeiras evidéncias de que também transmitia o virus Dengue.
Posteriormente, em 1906 e 1931, Agramonte e Simmons respectivamente,
confirmaram as evidéncias achadas em 1881 (HALSTEAD, 1974).

Em 1898 Lutz e 1899 Ribas, respectivamente, fizeram 0s primeiros registros

sobre a identificacdo de Ae. aegypti no Brasil. Esta espécie € encontrada em uma
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faixa do continente americano que se estende do Uruguai até o sul dos Estados
Unidos da América (EUA).

Também é registrada a ocorréncia de surtos da dengue em varios paises, como
Venezuela, Cuba, Brasil e Paraguai (ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE,
2013). No Brasil, Ae. aegypti esta amplamente distribuido, e em 1998 estava presente
em todos os estados brasileiros (FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE, 2001).

Ae. aegypti estd adaptado aos ambientes urbanos, portanto € encontrado
proximos as habitacbes humanas utilizando o0s recipientes freqliientemente
encontrados no domicilio ou em sua area externa peridomiciliar (vasilhames, potes,
barris, latas, garrafas e vasos de plantas, calhas de telhado, axilas de folhas, bambus
cortados) para o desenvolvimento de sua fase larvaria e jovens. Essa espécie é
antropofilica e tem habitos diurnos, alimentando-se e depositando seus ovos ao
amanhecer e no periodo vespertino préximo ao crepusculo (BRAGA, 2007).

Ae. aegypti apresenta a capacidade de se infectar com o Dengue virus e ser o
anico vetor incriminado no Brasil na transmiss&o natural desse microrganismo para 0s
humanos. J4 Ae. albopictus, at¢é o momento ndo foi envolvido com ciclos locais
naturais da transmisséo do virus para humanos, apesar de conseguir transmitir o virus

para seus descendentes em testes de laboratérios (GRATZ,2004).

2.2.2 Culex quinquefasciatus (Say, 1823)

Culex quinquefasciatus (Figura 4) apresenta ampla distribuicdo geografica,
cujo seu comportamento fortemente antropofilico influencia na sua abundancia e
prevaléncia, principalmente em areas urbanas de regides tropicais (CABRERA,;
BERNAL; CARMEN, 2006; FORATTINI et al., 1978). No Brasil, distribui-se em todos
0s estados, recebendo diferentes denominagcbes populares como: mosquito,
pernilongo, murigoca ou carapanas (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Areas urbanas carentes de saneamento basico sdo as mais propicias ao
desenvolvimento de Culex, por concentrarem um maior niumero de criadouros
geralmente situados no solo, representados por cole¢des aquaticas com elevado teor
de matéria organica. Apesar de prevalecer durante todo o ano, sua densidade
populacional tende a aumentar em periodos chuvosos. (CONSOLI; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013b).
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Figura 4 Culex quinquefaciatus.

Fonte: Culex quinugefasciatus (2014)

Esta espécie é considerada a principal transmissora da Wuchereria bancrofti,
verme causador da filariose linfatica, em ambientes urbanos tropicais, sendo o vetor
exclusivo desse helminto nas Américas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2013b). Esta espécie ainda pode transmitir virus que causam diversas encefalites,
além de outra filaria que causa a dirofilariose canina. Em areas onde existe risco de
transmissao desses agentes patogénicos através do mosquito Cx. quinquefasciatus,
constitui um grande problema de saude publica devido as doencas causadas por
esses agentes serem consideradas desfigurantes e de alto impacto econdmico em
decorréncia da morbidade causada as pessoas acometidas (SALAZAR; MANCADA,
2004).

2.3 Sistema imune dos insetos

A defesa dos insetos contra agentes infecciosos é dada pela resposta imune
inata que esta dividida em resposta imune celular e imune humoral. A resposta imune
celular esta baseada em células sanguineas circulantes, conhecidas como hemdécitos,
estes sdo responsaveis pela nodulacéo, fagocitose e encapsulamento dos organismos
estranhos (CASTILLO; REYNOLDS; ELEFTHERIANOS, 2011; FALLON; SUN, 2001;
STRAND, 2008).

A resposta imune humoral envolve a inducdo e producédo de diversas proteinas e
peptideos antimicrobianos (AMP) intermediados pelo oxigénio e nitrogénio, e 0s

complexos enzimaticos que regulam a melanizacdo e coagulacdo da hemolinfa
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(CASTILLO; REYNOLDS; ELEFTHERIANOS, 2011; FALLON; SUN, 2001; LAVINE;
STRAND, 2002).

Quando o inseto é desafiado por algum patdégeno, ele ira ativar a resposta
imune celular (hemdcitos) que produzird AMP caracteristicos da resposta humoral,
pois os hemdcitos reconhecem cada corpo estranho pela interacdo direta de seus
receptores de superficie com moléculas do organismo invasor. Ou indiretamente pelo
reconhecimento de receptores humorais que se ligam e opsonizam a superficie do
invasor, indicando que as repostas imunoldgicas estao interligadas na defesa contra
microrganismos invasores (STRAND; PECH, 1995; STRAND, 2008; TSAKAS;
MARMARAS, 2010).

2.3.1 Resposta imune Celular

Os hemdcitos sdo os mediadores da resposta imune celular nos insetos e sao
classificados em prohemdcitos, granulécitos, oenocitoides, plasmocitos e
esferuldcitos e adipohemocito, sendo os trés primeiros 0s mais estudados e
caracterizados em mosquitos. (ARAUJO et al., 2008; BRAYNER et al., 2005; LAVINE;
STRAND, 2002; PARIKH, 2011). Essas células sdo geradas através do 6rgao
hematopoiético, glandula linfatica, e durante a fase larval nas células embrionéarias do
mesoderma dorsal (CASTILLO; REYNOLDS; ELEFTHERIANOS, 2011; STRAND,
2008).

Os hemocitos séo células livres circulantes na hemolinfa dos insetos, sdo
elementos nucleados que percorrem quase todas as regides do corpo dos insetos.
Apresentam movimentos ameboides, podendo inclusive mover-se em sentido
contrario ao fluxo da hemolinfa. Os hemaocitos sdo comparados aos leucocitos dos
vertebrados, devido as suas func¢des que estéo relacionadas direta ou indiretamente
com sua capacidade de reagir contra a presenca de patdogenos no organismo. Os
hemocitos movimentam-se na hemocele e o contato com particulas estranhas e a
resposta a sinais extracelulares, facilita o reconhecimento e a adesdo dessas células
(BOMBONATO; GREGORIO, 1995). Além disso, reconhecem organismos estranhos
pela interacdo de receptores da superficie celular com moléculas do organismo
invasor (LAVINE; STRAND, 2002).

Na fagocitose, os patdogenos sao reconhecidos pelos hemacitos, através da

interacdo celular ocorrendo a formag¢do do fagossomo, que serd maturado e em
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seguida, uma série de eventos envolvendo endossomos e lisossomos auxiliam a
destruicdo do patdgeno invasor (STRAND, 2008; TSAKAS; MARMARAS, 2010). A
acao da fagocitose € direcionada para dois tipos de alvos: microrganismos e células
apoptopicas. Em insetos a fagocitose € muito importante na embriogénese eliminando
células que estdo morrendo durante esse processo e removendo células apoptdpicas
que excedem o numero considerado normal. A atividade da fagocitose contra
microrganismos é uma das defesas fundamentais para os insetos, porém sua acao
nao é totalmente conhecida em todas as infec¢cdes (ROSALAES, 2011).

A nodulacdo por sua vez esta baseada na formacdo de hemdécitos adesivos,
normalmente, encontra-se em um estado ndo adesivo e quando ocorre a infecgéo por
patogenos bacterianos, tornam-se adesivos. Essa mudanca faz com que os hemaécitos
formem pequenos agregados que dao origem aos nodulos que irdo isolar da hemolinfa
0 agente infeccioso. Apesar da sua formacéo nao ser totalmente caracterizada, esses
nédulos podem ou nédo ser melanizados e ha relatos que evidenciam a presenca de
eicosanoides na sua formacao (ROSALAES, 2011; TSAKAS; MARMARAS, 2010).

O encapsulamento é utilizado para combater microrganismos maiores como
nematddeos e protozoarios, quando varios hemacitos irdo revestir o invasor formando
uma capsula (MAGALHAES et al., 2008). Em varias espécies de inseto essa capsula
é formada, principalmente, por plasmécitos e granuldcitos, e em seu interior o invasor
sera morto por asfixia ou produtos citotOxicos como quinona ou hidroquinona
(ROSALAES, 2011; STRAND, 2008).

Os hemdécitos podem estar envolvidos com o reconhecimento dos virus e 0s
mecanismos intracelulares de defesa antiviral, uma vez que a disseminacao dos virus
ocorre através da hemocele no interior dos insetos durante a infeccdo. Entretanto,
outros fatores, como as vias de sinalizacdo Toll e Imd, estdo envolvidos no
reconhecimento e mecanismo de defesas antivirais. (STRAND, 2008). A via Toll é
ativada durante a infeccdo por bactérias Gram-negativas, fungos, Plasmodium e
alguns virus, essa via pode ser regulada por alguns genes. O gene Rell por exemplo,
esta envolvido na ativacdo da via Toll para uma atividade antiplasmodial. Essa via
também estd associada as atividades antifungica e contra o Dengue virus. A via Imd
tem o mesmo principio da via Toll, porém sua resposta é observada contra bactérias
e Plasmodium (HILLYER, 2010; MAGALHAES et al., 2008).
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2.3.2 Resposta imune Humoral

A resposta imune humoral é caracterizada pela presenca de fatores humorais
como profenoloxidase, receptores padrdo de reconhecimento, proteases de serina,
opsoninas e a producdo de peptideos antimicrobianos (AMP) (BLANDIN;
LEVASHINA, 2007). Esses peptideos séo sintetizados nos hemacitos, intestino médio,
glandulas salivares e corpo gorduroso, que é considerado o maior tecido dos
invertebrados produtor e secretor de peptideos antimicrobianos. A coagulacdo da
hemolinfa e sua melanizacdo também s&o caminhos utilizados na resposta imune
humoral intermediado pelos fatores humorais (TSAKAS; MARMARAS, 2010).

Os insetos tém a capacidade de reconhecer diversos patdgenos e iniciar sua
resposta humoral através dos receptores humorais, essa capacidade ainda é
observada mesmo depois de algumas semanas apos a infec¢do, dando continuidade
a producdo de AMPs. H& cerca de 150 AMP caracterizados, isolados e classificados
em quatro grupos: a) cecropina; b) defensina; c) peptideos ricos em prolina; d)
peptideos ricos em glicina (ROSALAES, 2011; TSAKAS; MARMARAS, 2010).
Estudos mostram que a resposta humoral em artropode modelo (Drosophila) é
regulada por duas vias: Toll e Imd (DE GREGORIO et al., 2002; HOFFMANN, 2003;
MAGALHAES et al., 2008), esse mesmo tipo de regulacdo foi observado em Ae.
aegypti (XI; RAMIREZ; DIMOPOULOS, 2008).

A expressao desses peptideos e proteinas pode ser constitutiva e/ou induzida,
sendo liberados na hemolinfa, apresentando atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos e atividade antiviral (COCIANCICH et al., 1994,
HULL; KATETE; NTWASA, 2012). Existe uma caracteristica comum a todos, a sua
anfipatia, que indica o modo de ac&do molecular desses peptideos e proteinas. Dessa
forma, esses peptideos atuam ao nivel das membranas e das paredes celulares
eliminando os seus alvos biolégicos pela lise celular (COCIANCICH et al., 1994).

A defensina &€ um peptideo rico em cisteina descrito pela primeira vez em 1988
na mosca Sarcophaga peregrina (MATSUYAMA; NATORI, 1988) e atualmente é
relatada em vérios vertebrados e invertebrados. A defensina foi o primeiro AMP
isolado de Ae. aegypti sendo considerada a mais importante AMP encontrada nesse
vetor. Trés formas foram descritas A, B e C em. Ae. aegypti, a forma D foi descrita
como uma nova defensina encontrada em Ae. albopictus (CHO et al., 1996; GAO,;
HERNANDEZ; FALLON, 1999; TSAKAS; MARMARAS, 2010). As formas A e B séo
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as mais relatadas e sua expressao € encontrada, principalmente, no corpo gorduroso
e a forma C é expressa principalmente no intestino médio (BARTHOLOMAY et al.,
2004; LOWENBERGER, 2001). As defensinas tém cerca de 70 a 100% de
similaridade entre os dipteros e possui caracteristicas, principalmente, antibacterianas
e antifingicas (BULET; STOCKLIN, 2005; YI et al., 2014). A atividade anti-dengue
desse peptideo também € relatada na regido do intestino médio, mostrando a
capacidade antiviral da defensina (PAN et al., 2012).

Além dos peptideos, a expressao de proteinas € observada na defesa humoral
dos insetos, essa expressdo pode estar envolvida na protecdo das células do inseto
ou na sobrevivéncia, replicacdo ou transmissdo de arboviroses (TCHANKOUO-
NGUETCHEU et al., 2010). Uma das proteinas expressa como molécula de defesa é
a transferrina (MAGALHAES et al., 2008), cuja producéo € observada, principalmente,
na hemolinfa. A capacidade de sequestrar ferro, diminuir a habilidade de infec¢ao do
patdgeno e ser um veiculo para expressdo de novos dominios de proteinas sao
hipoteses ligadas a acéo da transferrina em insetos. Acredita-se que a transferrina
deve ser regulada durante um ferimento, infeccdo ou alimentacdo potencialmente
toxica (FALLON; SUN, 2001; GEISER; WINZERLING, 2012; HARIZANOVA et al.,
2005; YOSHIGA et al., 1997).
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3 JUSTIFICATIVA

Os insetos sdo de grande importancia econémica e medico-sanitaria porque
podem atuar como pragas agricolas e vetores de patdogenos causadores de doencas
ao homem e outros animais. O estudo das interagdes entre insetos e patdbgenos tem
proporcionado modelos importantes para se estudar as estratégias de respostas
antimicrobianas, que por sua vez podem fornecer informacdes relevantes para o
combate as varias patologias. O conhecimento sobre o sistema imunologico de Aedes
aegypti e Culex quinquefasciatus é de grande relevancia para o desenvolvimento de
metodologias de controle de varias doengas transmitidas por patdogenos veiculados
por estas espécies de mosquitos. Tendo em vista que a dengue é um problema de
saude publica em varios paises do mundo e apesar de diferentes espécies de
culicideos coabitarem 0s mesmos espacos, 0 Ae. aegypti € a Unica espécie
confirmada como vetora na transmissdo do Dengue virus no Brasil. Na busca de um
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos com as defesas imunolégicas das
espécies Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus que habitam as mesmas areas
endémicas para a Dengue e se comportam diferentemente em relagéo a transmisséo
do Dengue virus, este estudo se propde a avaliar o numero total dos hemacitos
circulantes e a expresséo dos antimicrobianos defensina e transferrina em diferentes
tecidos envolvidos na defesa imunoldgica destas espécies quando desafiados com o
DENV-1.
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4 HIPOTESE

Culex quinquefasciatus apresenta diferente resposta imune humoral e celular

gue Aedes aegypti, quando desafiados com DENV-1.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Avaliar a resposta imune de defesa celular e humoral de Aedes aegypti e Culex

quinquefasciatus ao sorotipo 1 do Dengue Virus.

5.2 Especificos

a) Avaliar o numero total de hemdécitos presentes na hemolinfa de Ae. aegypti e Cx.
guinquefasciatus alimentados com sangue infectado pelo DENV-1, sangue limpo e

por sacarose (10%);

b) Avaliar a expressdo de defensina e transferrina em hemdécitos, glandula salivar,
intestino médio e corpo gorduroso de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus alimentados

com sangue infectado pelo DENV-1, sangue limpo e por sacarose (10%).
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6 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

6.1 Mosquitos

Foram utilizados mosquitos das linhagem Aedes aegypti (RecLab) e Culex
quinquefasciatus (CqSLab) ambas consideradas referéncia de susceptibilidade a
inseticidas, patdgenos e arbovirus, mantidas a mais de 15 anos sob condi¢cbes
controladas de laboratorio, a 26 + 1°C, umidade relativa entre 65-85% e fotoperiodo
12:12h, no Insetario do Departamento de Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes - CPqAM/ FIOCRUZ.

6.2 Cepa do virus

O DENV-1, cepa EU259529, isolado de soro de paciente infectado na Regido
Metropolitana do Recife, armazenadas em freezer -80°C, foi gentilmente cedida pelo
Laboratério de Virologia e Terapia Experimental(LAVITE) — CPgQAM/FIOCRUZ e
utilizada para infecgéo artificial das fémeas dos mosquitos.

6.2.1 Titulagdo do DENV-1

A titulacéo por peroxidase foi feita para determinar o titulo dos estoques e dos
virus usados na alimentacdo artificial. Este procedimento foi realizado seguindo o
protocolo de Das et al. (2007) com modificacbes conforme descricdo a seguir. Em
placas de 24 pocos, foi semeado 3 x 10° células C6/36 com o meio L-15 de
crescimento em cada poc¢o 48 horas antes da realizacdo do ensaio. Apds 48 horas foi
preparada uma diluicdo seriada (1:10%, 1:102, 1:103, 1:10%, 1:10°%, 1:105, 1:107 e 1:1098)
a cada amostra a ser titulada. Os meios foram retirados das placas e foram inoculados
200 pl de cada diluicdo no pocgo correspondente.

As placas ficaram em um homogeneizador orbital (bailarina) por 15 minutos,
seguido de uma incubacgdo de 45 minutos em estufa a 28°C para adsorcéo do virus.
Apés a incubacdo, os pogos foram aspirados com pipeta Pasteur e, entdo, foi
adicionado em cada poc¢o 1 ml de meio semi-sdlido (Carboximetilcelulose 2%, meio
Leibovitz 2X concentrado, antibidticos 1% e antifungicos 1%). As placas foram

acondicionadas em estufa a 28 °C por 5 dias. Apds este periodo o0 meio semi-sélido
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foi retirado, os pocos foram lavados com PBS 1X (0,1M; pH 7,4) e foi adicionado 1 ml
de acetona 30% por 13 minutos para fixacdo das células em cada poco. A acetona foi
entdo, retirada por inversao e as placas foram colocadas para secar em estufa a 37
°C por 24 horas.

Apbs 24 horas, as placas foram incubadas com o anticorpo primario monoclonal
(liquido ascitico murino anti-dengue 1, 2 ou 3, gentilmente cedido por Biomanguinhos)
a 37 °C por 1 hora e, em seguida, lavadas trés vezes com PBS 1X (0,1M; pH 7,4).
Apos as lavagens, as placas foram incubadas com o anticorpo secundario HRP-rec-
Protein G (Invitrogen — cat. No 10-1223) a 37 °C por 1 hora e, em seguida, lavadas
novamente trés vezes com PBS 1X (0,1M; pH 7,4). ApGs as lavagens, foi adicionado
a cada poco o substrato AEC (Sigma — cat. No A6926) para revelacéao dos focos, e 0os
ensaios foram feitos em duplicata e o titulo foi obtido através da quantificacdo das
unidades formadoras de focos por ml (FFU/ml) usando a férmula: Titulo (FFU/ml) =
média de focos da ultima dilui¢do x ultima diluicdo (10n) x fator de diluicdo, onde n é

0 numero da ultima diluicdo correspondente a visualizacdo dos focos.

6.3 Grupos experimentais dos mosquitos

Trés grupos experimentais de 100 a 150 fémeas com 10 dias de idade da
emergéncia foram formados para cada espécie. O grupo | composto por fémeas
alimentadas apenas com solucao sacarose (10%) controle negativo; grupo Il, fémeas
alimentadas com sangue limpo usado como controle positivo e grupo lll, fémeas
alimentadas com sangue infectado com DENV-1, grupo experimental propriamente
dito.

6.4 Alimentacgao e infecgéo oral dos mosquitos

Todo o procedimento de alimentacéo artificial oral dos mosquitos foi realizado
no infectorio do Departamento de Entomologia do CPqAM/FIOCRUZ-PE, onde as
etapas de alimentacdo e manutencdo dos mosquitos sadios e infectados foram
realizadas de acordo com as normas de biosseguranca e bioprotecao previstas para
laboratorios e infectorios com nivel 2 de seguranca (NB2).

O procedimento de infeccéo oral com DENV-1 seguiu o protocolo descrito por

Salazar et al. (2007) com algumas modificacdes, conforme descricdo a seguir. Para a



32

alimentacdo sanguinea artificial foi utilizada uma mistura de suspensédo de virus
previamente expandida em células C6/36 e sangue de carneiro desfibrinado na
proporcao de 1:1 cuja alimentacdo de manutencéo com solucdo de sacarose e agua
foi retirada 24 horas antes da infeccao oral. A mistura de sangue e virus foi mantida a
37°C em um sistema artificial de mamadeiras, membranas e mangueiras
(MAGALHAES et al., 2008) e oferecidas as fémeas (Figura 5).

Figura 5 Alimentacao artificial.

Fonte: O autor

Apoés a alimentacdo sanguinea, os mosquitos foram anestesiados em gelo e
mantidos em placa fria para separacao das fémeas ingurgitadas. Aquelas que nao se
alimentaram ao ponto de ficarem ingurgitadas foram descartadas do estudo. Os
grupos controles, formado por mosquitos alimentados com sangue limpo e mosquitos
alimentados com sacarose (10%) também foram incluido em cada ensaio.

6.5 Obtencédo dos tecidos analisados
A hemolinfa dos mosquitos foi obtida por perfuséo feita com um microcapilar de

vidro acoplado a um microinjetor (Figura 6), através da inoculacdo intratoraxica de 5-
10pL de solucéo anticoagulante com inibidor de proteases (contendo Solucéo Salina
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Balanceada de Hanks — HBSS, citrato de sodio a 50 mM, EDTA a 10 mM e sacarose
25 mM pH 7,2, e 13uL de inibidor de proteases para cada 1 mL de amostra). O mix de
hemolinfa e anticoagulante foi coletado por capilaridade através da puncéo lateral do
abdémen. Ademais, os mosquitos foram dissecados para retirada das glandulas
salivares, corpo gorduroso e intestino médio foram coletados apos 3, 7 e 14 dias da
alimentacao respectivamente. Todas as amostras coletadas, foram armazenadas em
100 pL de isocianato de guanidina, a -80°C, para evitar a degradacdo do RNA

mensageiro.

Figura 6 Microinjetor utilizado para obter hemolinfa.

Fonte: O autor

6.6 Avaliacdo da hemodinamica

A avaliacdo da hemodinamica foi realizada utilizando 10 microlitros de
hemolinfa perfundida de pools de 6 mosquitos para cada grupo. Os hemdcitos foram
contados em camara de Neubauer descartaveis (|iNCYTO C-Chip, DHC-NO01), sendo

feitas trés laminas por grupo e 0 experimento em triplicata técnica e biolégica.
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6.7 Extracdo de mRNA

Foram coletados dois pools de glandulas salivares de 10 mosquitos, corpos
gordurosos de 10 mosquitos e intestinos médios de 10 mosquitos, dos trés grupos
experimentais de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. Cada pool foi armazenado em
100 uL de isocianato de guanidina, posteriormente lisado, homogeneizado e
submetido a extracdo de RNA, utilizando 100 uL de isocianto de guanidina, 100 uL de
fenol acido, 50 pL de cloroférmio e 25 pL de acetato de sédio 2M para cada amostra.
Em seguida, o RNA foi precipitado com isopropanol durante 12 horas sob refrigeracao,
centrifugacéo e ressuspensdo em agua ultra pura (Sigma). Apos a ressuspenséo, o
RNA foi tratado com DNase (Sigma) para diminuir a contaminagéao por DNA genémico
e foi quantificado no Nanodrop (New Nanodrop — Cellpian) a partir de uma aliquota de

1 yL da amostra.

6.8 Avaliacdo da expressao diferencial da defensina A e transferrina

Para a avaliacdo da expresséao diferencial da defensina A e transferrina foram
utilizados primers que amplificam uma regido de 96 e 109 pb, respectivamente, para
Ae. aegypti (Quadro 1) e uma regido de 190 e 181 pb, respectivamente para Cx.
quinquefasciatus (Quadro 2). Os primers para Cx. quinquefasciatus foram construidos
pelo programa NCBI/Primer-BLAST. A PCR em tempo real foi realizada com amostras
de RNA gerada a partir de pools coletados ap6s 3, 7 e 14 dpi.

Foi utilizado o Kit QuantiFast SYBR Green, One-Step gRT-PCR, no qual foram
adicionados 2 pyL da amostra com concentracdo de 100 ng/uL de RNA de interesse
em 5 uL de SYBR Green RT-PCR Master mix, 0,1 yL de QuantiFast RT mix e 2,9 uL
de agua RNase-Free, totalizando um volume final de 10 yL. A programacao do qRT-
PCR seguiu as condi¢des seguintes: transcri¢cao reversa a 50°C por 10 min, etapa de
ativacdo da PCR a 95°C por 5 min, em seguida 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
10 segundos, anelamento e extensdo a 63°C por 30 segundos. Os controles
endogenos foram usados para normalizacdo da qRT-PCR, cujo esses controles ndo
poderiam variar entre 0s grupos experimentais e seus respectivos dpi. O equipamento
gRT-PCR 7500 da Applied Biosystems foi utilizado para avaliar a expresséo da
defensina e transferrina do presente estudo. Os controles enddégenos gene ribossomal

18S e S3, e seus respectivos primers, encontram-se descritos na quadro 3.
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6.9 Validacao dos primers

Para validar todos os primers utilizados nas reacdes, foi realizada uma diluicéo

seriada de 1:10 em 5 pontos consecutivos. Entre essas diluicdes foi avaliada a curva

padrao e curva de melting para averiguar se os primers tinham um padrao de eficiéncia

e especificidade, respectivamente, propostos pelo guia MIQE - Minima informacao

para publicacdo de experimentos com PCR quantitativa (BUSTIN et al., 2009), esses

parametros foram avaliados pelo equipamento qRT-PCR 7500 da Applied Biosystems.

Quadro 1- Sequéncia dos primers utilizados para quantificacdo de defensina A e transferrina em
fémeas de Aedes aegypti.

PEPTIDEOS SEQUENCIAS REFERENCIA
Forward:
5'-GCCACCTGTGATCTGCTGAGCGGA-3’
Defensina A Reverse: (CHO et al., 1996)

Transferrina

5-GGAGTTGCAGTAGCCTCCCCGAT-3’

Forward:

5-CGGCCAGCTGGAGGATAACATTG-3'; (YOSHIGA et al., 1997)
Reverse:

5-CGCTTTGAACTCGCCGAACATCTC-3’

Fonte: O autor

Quadro 2- Sequéncia dos primers utilizados para quantificacdo de defensina A e transferrina em
fémeas de Culex quinquefasciatus.

PEPTIDEOS SEQUENCIAS REFERENCIA
Forward:
5- TTGCCGTTTTGTGCCTGTTT -3’
Defensina A Reverse: Presente estudo

Transferrina

5- TCGTTGACGCCCAATCCAC -3’

Forward:

5- CACCGATTGAATTCGACGCC -3;; Presente estudo
Reverse:

5- TTCTCGCAGACGAGCACTTT -3

Fonte: O autor
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Quadro 3- Sequéncia dos primers utilizados como controle enddgeno (CE) das reacbes de PCR em

Tempo Real. _ _
MOSQUITO/CE SEQUENCIAS REFERENCIA
Forward:
Culex 5'- CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA -3'; (REID et al., 2012)
quinquefasciatus Reverse:

| Gene
Ribossomal 18S

5'- GCATCAAGCGCCACCATATAGG -3

Aedes aegypti /
Proteina

Ribossomal S3

Forward:
5- AGCGTGCCAAGTCGATGAAG -3 (VISHVANATH et al.
Reverse: 2007)

5- ACGTACTCGTTGCACGGATCTC -3

Fonte: O autor

6.10 Andlise Estatistica

A contagem total dos hemacitos foi avaliada e comparada pelo teste t-Student

com erro de P<0,0001 utilizando o GraphPad PRISM versado 5.0. A analise da

eficiéncia dos primers e da expresséo dos defensina A e transferrina foram avaliadas

no software SDS 7500 v. 2.0 e sua expressao relativa foi calculada pelo método 2-44CT
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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7 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo ndo envolveu procedimentos relacionados as exigéncias de
conduta ética envolvendo para pesquisas com seres humanos ou animais de

experimentagao
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8 RESULTADOS

8.1 Titulo do estoque

O titulo do estoque DENV-1 usado para propagar o virus em células C6/36 foi
de 5 x10° FFU/mI, determinado pelo ensaio de titulacdo de peroxidase. O efeito
citopatico de 80-90% das células C6/36 foi observado apods 5 dias da infeccdo com o

virus. Este material foi entdo utilizado nos experimentos de infecgao artificial.

8.2 Validagao dos primers

Todos os primers utilizados no estudo apresentaram eficiéncia entre 95-105%
e produtos de amplificacdo especifico para cada primer, ou seja, amplificacdes
inespecificas ou dimeros de primers, que podem interferir nos resultados, nao foram
visualizados nas andlises de cada primer. Esses parametros séo ideais, segundo o
guia MIQE (BUSTIN et al., 2009), para validacdo dos primers utilizados em reacoes
de PCR quantitativa.

8.3 Aedes aegypti

8.3.1 Contagem Total de Hemacitos

O numero total de hemdécitos aumentou significativamente nos mosquitos
infectados com DENV-1 nos 3° e 14° dpi quando comparado tanto com o grupo
controle sangue limpo quanto com o controle sacarose, porém no 7° dpi houve uma
reducdo no total de hemacitos. Os grupos controle sangue limpo e controle sacarose,
nao diferiram estatisticamente entre si em todos 0s tempos observados (Figura 7).
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Figura 7 Numero total de hemdécitos observado em diferentes grupos experimentais de fémeas de

Aedes aegypti submetidos a infecgdo com o sorotipo 1 do Dengue Virus.
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Fonte: O autor

8.3.2 Expressao génica da defensina e transferrina

O Dengue virus induziu no Ae. aegypti o aumento da producéo de defensina A
e transferrina nos quatro tecidos estudados a partir do 3° dia apoés infec¢ao, sendo o
maior aumento de defensina (7,55 vezes)observado no corpo gorduroso e a menor
expressao (3,11 vezes) no intestino médio. Um comportamento similar foi observado
para a transferrina, com o corpo gorduroso apresentando o maior aumento (6,09
vezes), e o intestino médio o menor (2,45 vezes). Ao contrario, no 7° dpi, ocorreu a
reducdo da expressao desses peptideos em todos os tecidos, sendo no corpo
gorduroso detectada a reducdo mais expressiva da defensina A (0,13 vezes),
enquanto para a transferrina isto ocorreu no intestino médio (0,18 vezes). No 14° dpi,
foram observados pequenos aumentos nao significativos da expressdo dos dois
peptideos em todos os tecidos. Comparando os niveis de expressao de defensina e
transferrina, observou-se um mesmo padrao de expressdo em cada tecido estudado
nos trés tempos investigados. Os dados referentes a defensina encontram-se na

figura 8 e para transferrina na figura 9.
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Figura 8 Expressédo da defensina A em Aedes aegypti induzida pelo DENV-1.
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Nota: Avaliacao foi feita por gRT-PCR usando diferentes 4 tecidos e trés momentos de avaliagao apos
a infeccao oral de fémeas com 10 dias de idade (3, 7 e 14 dpi) em duplicata biolégica. Foi utilizado
como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e como alvo mosquitos
alimentados com sangue infectado com DENV-1. A expressao do gene foi normalizada com RP18S.

Figura 9 Expressédo da transferrina em Aedes aegypti induzida pelo DENV-1.
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Nota: Avaliacao foi feita por gRT-PCR usando diferentes 4 tecidos e trés momentos de avaliagao apos
a infeccao oral de fémeas com 10 dias de idade (3, 7 e 14 dpi) em duplicata biolégica. Foi utilizado
como referéncia mosquitos alimentados com sangue limpo e como alvo mosquitos alimentados com
sangue infectado com DENV-1. A expressédo do gene foi normalizada com RP18S.

Em uma outra analise, nossos resultados mostram que nao ha diferenca de
expressao significativa da defensina (Figura 10) e transferrina (Figura 11), em todos
os dpi, quando comparado os tecidos dos mosquitos alimentados com sangue limpo
(controle-sangue) e os mosquitos alimentados com sacarose (controle-sacarose).
Logo, alimentacdo com sangue nao foi determinante para induzir a expressao dos

peptideos estudados.
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Figura 10 Expressédo da defensina A em Aedes aegypti induzida pelo DENV-1.
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Nota: Avaliacao foi feita por gRT-PCR usando diferentes 4 tecidos e trés momentos de avaliagao apos
a infeccao oral de fémeas com 10 dias de idade (3, 7 e 14 dpi) em duplicata biolégica. Foi utilizado
como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e como alvo mosquitos
alimentados com sacarose 10%. A expressao do gene foi normalizada com RP18S.

Figura 11. Expresséo da transferrina em Aedes aegypti induzida pelo DENV-1.
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Nota: Avaliacdo foi feita por qRT-PCR usando diferentes 4 tecidos e trés momentos de avaliacdo apos
a infeccéo oral de fémeas com 10 dias de idade (3, 7 e 14 dpi) em duplicata biolégica. Foi utilizado
como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e como alvo mosquitos
alimentados com sacarose 10%. A expressao do gene foi normalizada com RP18S.

Por fim, através da andlise da contagem total de hemdcitos e a expressao
génica foi observado que em Ae. aegypti 0os niveis de expressdo da defensina e
transferrina acompanham a variacdo do nimero de hemdécitos quando as fémeas sao
alimentadas com sangue infectado com DENV-1 aumentando no 3° dpi e reduzindo

no 7° dpi.
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8.4 Culex quinquefasciatus

8.4.1 Contagem Total de Hemacitos

O numero total de hemdécitos em Cx. quinquefasciatus quando infectado com
DENV-1 aumentou significativamente no 3°e 7° dpi quando comparado com 0s grupos
controle sangue limpo e controle sacarose e o grupo alimentado com sacarose 10%,
entretanto no 14° dpi ndo houve diferenca estatistica entre eles. O grupo controle
sangue limpo e o controle sacarose ndo apresentaram diferencga estatistica no nimero

total de hemdcitos em todos os tempos estudados (Figura 12).

Figura 12 Total do numeros de hemdécitos dos grupos sacarose 10%, sangue limpo (controle), sangue

infectado com DENV-1 em Cx. quinquefasciatus.
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Fonte: O autor

8.4.2 Expresséao génica da defensina e transferrina

Apos a infeccdo com o Dengue virus, os trés tecidos estudados do Cx.
quinquefasciatus aumentaram a expressao da defensina no 3°dpi, cujo maior valor foi
registrado no corpo gorduroso (18,08 vezes) e o (2,81 vezes) nos hemdocitos.

Analisando o 7° dpi, o nivel de expresséo da defensina diminui drasticamente no corpo
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gorduroso, porém ainda elevado quando comparado ao grupo controle sangue limpo,
e indiferente nos hemdcitos, permanece similar no intestino médio e triplica nas
glandulas salivares. A glandula salivar, nesse momento, foi a que apresentou o maior
aumento do nivel de expressao (13,52 vezes) e o intestino médio teve o aumento
discreto (2,89 vezes). Para transferrina, foi observado que os niveis de expressdo em
todos os tecidos mantém um padrdo sem variacdo no 3° e 7° dpi. No 14° dpi, houve
uma reducao da expressao tanto de defensina quanto de transferrina em todos os
tecidos, cujo a maior reducdo para defensina ocorreu na glandula salivar de 0,10
vezes e para transferrina, o intestino médio apresentou a menor reducdo de 0,25
vezes. Os dados para defensina encontram-se na figura 13 e para transferrina na

figura 14.

Figura 13 . Expresséo da defensina em Cx. quinquefasciatus induzida pelo DENV-1.
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Nota: gRT-PCR foi realizada usando os 4 tecidos e 3 tempos (3,7 e 14 dpi) diferentes em duplicata
biologica. Foi utilizado como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e
como alvo mosquitos alimentados com sangue infectado com DENV-1. A expressdo do gene foi
normalizada com RPS3.
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Figura 14. Expresséo da transferrina em Cx. quinquefasciatus induzida pelo DENV-1.

Transferrina

20

©

2

® 15

[J]

I

o 10

AT

(%]

(%]

2 5

o 1,28 0,79 1,2

5 0,92 1,06 ¢ 085 128 ¢3¢ 79124 5 103096 ¢ 5
0 — — — |

Hemocitos Glandula Salivar Corpo Gorduroso Intestino Médio

m3dpi m7dpi 14 dpi

Fonte: O autor

Nota: gRT-PCR foi realizada usando os 4 tecidos e 3 tempos (3,7 e 14 dpi) diferentes em duplicata
biologica. Foi utilizado como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e
como alvo mosquitos alimentados com sangue infectado com DENV-1. A expressdo do gene foi
normalizada com RPS3.

Assim como em Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus ndao apresentou diferenca
significativa da defensina (Figura 15) e transferrina (Figura 16) comparando-se 0s
tecidos dos mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e 0s
mosquitos alimentados com sacarose nos trés dpi estudados. Logo, alimentagédo com
sangue, também, ndo é determinante para expressao dos peptideos nessa espécie.

Figura 15 . Expresséo da defensina em Cx. quinquefasciatus.
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Nota: gRT-PCR foi realizada usando os 4 tecidos e 3 tempos (3,7 e 14 dpi) diferentes em duplicata
biologica. Foi utilizado como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e
como alvo mosquitos alimentados com sacarose 10%. A expresséo do gene foi normalizada com RPS3.
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Figura 16. Expressédo da transferrina em Cx. quinquefasciatus.
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Nota: gRT-PCR foi realizada usando os 4 tecidos e 3 tempos (3,7 e 14 dpi) diferentes em duplicata

biolégica. Foi utilizado como referéncia mosquitos alimentados com sangue livre de particulas virais e
como alvo mosquitos alimentados com sacarose 10%. A expressao do gene foi normalizada com RPS3.

Comparando a contagem total de hemadcitos e a expressdo da defensina e
transferrina em Cx. quinquefasciatus foi observado que no 3° e 7° dpi houve um
aumento tanto no numero de hemacitos quanto na expressao da defensina em relacao
ao grupo controle sangue limpo. Por outro lado, uma resposta mais celular do que
humoral parece ter ocorrido no 14° dpi, quando apenas quantitativo absoluto de

hemécitos aumenta.

8.5 Ae. aegypti x Cx. quinquefasciatus

Comparando as duas espécies estudadas, ha uma diferenca no numero total
de hemdcitos circulantes quando os mosquitos sao infectados com DENV-1, cujo o
Cx. quinquefasciatus apresenta um quantitativo absoluto de hemdécitos, duas ou mais
vezes, maior do que Ae. aegypti em todos os tempos pos alimentacdo com DENV-1
(Figura 17).
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Figura 17 Comparacao entre o nimero total de hemécitos de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

quando infectados com DENV-1.
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O nivel de expresséao da defensina em Cx. quinquefasciatus manteve-se maior

no 3° e 7° dpi em relacdo ao Ae. aegypti (Figura 18), porém os niveis de transferrina

tem sua expressdo aumentada somente nesse Ultimo mosquito. No 3° dpi outro dado

interessante € que 0 corpo gorduroso parece ser o principal tecido, em ambas as

espécies, apresentar a maior expressao da defensina.

Figura 18 Expressao da defensina em Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti infectados com DENV-
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9 DISCUSSAO

O aumento nos niveis de defesa celular e humoral possam néo ser suficientes
para evitar a transmissdo do Dengue Virus pelo Ae. aegypti. Entretanto, o aumento
na producdo de hemacitos e os altos niveis de defensina parecem estar diretamente
ligado a capacidade do Cx. quinquefasciatus debelar a infeccédo causada pelo Dengue
Virus. As variacdes observadas no quantitativo tanto de hemdécitos quanto no niveis
de defensina e transferrina podem estar ligada diretamente a capacidade desses
mosquitos transmitirem o virus explicando de certa formar a refratariedade do Cx
quinquefasciatus e a susceptibilidade do Dengue Virus em Ae. aegypti.

O numero total de hemdécitos elevado presentes na hemolinfa dos insetos apés
uma infeccdo é considerada uma resposta comum (SILVA, 2002). Araudjo (2011)
verificou que estas céluas em Ae. aegypti aumentam em namero apos infeccdo com
Dengue Virus 2 (DENV-2), logo nossos resultados concordam com a literatura por
apresentar resultados similares. Todavia, em nossos resultados revelam um aumento
estatisticamente significativo na resposta imune celular no 3° dia apds-infeccao (dpi)
com virus DENV-1 sugerindo que sensibilizacdo neste periodo, seja mais intensa,
uma vez que o virus passa a infectar a hemolinfa, além do intestino (SALAZAR et al.
2007). Em seguida foi observada uma reducdo significativa no numero total de
hemaocitos no 7° dpi indicando provavelmente que o DENV-1 mantém uma relacéo
estavel com a fisiologia do inseto, uma vez que a producao de hemacitos foi regulada
para baixo. O aumento estatisticamente significativo na populacao total de hemacitos,
observado em nossos dados, no 14° dpi pode ser explicado pelo fato da infecc¢éo viral
ter se estabelecido em outros o6rgdos reativando a resposta imune celular,
corroborando com os resultados obtidos por Salazar et al. (2007) onde eles
observaram que a infeccao viral no abdome e glandulas salivares varia em torno de
76-95% ocorrendo um aumento no numero total de hemacitos

Em nosso estudo, demostramos que a contagem total de hemdécitos em Ae.
aegypti nos grupos controle-sangue e controle-sacarose nao diferem entre si. Logo, a
alimentacdo sanguinea por si s6 ndo induz a produgédo de hemacitos.

Em Cx. quinquefasciatus, observamos o aumento do numero total de hemacitos
quando infectado com DENV-1 nos trés periodos analisados diferindo dos nossos
resultados obtidos em Ae. aegypti, também infectados com DENV-1. Entretanto, um

aumento estatisticamente significativo desses hemacitos em Cx. quinquefasciatus
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comparando com 0s grupos controles s6 foi observado no 3° e 7° dpi, indicando uma
grande ativacdo da producdo dos hemdcitos na hemolinfa. Resultados similares
também foram encontrados por Brayner et al. (2007) que verificaram que apés uma
alimentacdo com sangue infectado por Wuchereria bancrofti, ocorreu também um
aumento no numero total de hemaocitos de Cx. quinquefasciatus, mostrando que essa
variacao acontece apés uma alimentacao potencialmente infecciosa. Assim como no
Ae. aegypti, em Cx. quinquefasciatus também foi verificado que a alimentagcdo com
sangue limpo de particulas virais ndo foi capaz de alterar a producédo de hemacitos.

Neste trabalho, quando analisamos o0s antimicrobianos, a expressdo da
defensina foi maior no 3° dpi e caiu no 7° dpi em Ae. aegypti sendo o corpo gorduroso,
obtido da carcaca do mosquito, 0 6rgdo que apresentou o maior nivel de expressao
deste antimicrobiano. Bonizzoni et al. (2012) observaram que o maior nivel de
expressao da defensina em Ae. aegyppti infectados com DENV-2 ocorreu no 1° e 4°
dpi também em carcacas seguida de reducdo no 14°dpi, padrdo de resposta
observado para glandulas salivares e intestino médio. Apesar de sorotipos diferentes
do virus, os nossos resultados corroboram com os de Bonizzoni et al. (2012),
quesugerem que essa diminuicdo favoreca a capacidade do virus sobreviver ao
sistema imune do inseto.

Quando analisamos a expressao da defensina e transferrina em hemacitos,
glandula salivar, intestino médio e corpo gorduroso de Ae. aegypti, foi observado o
mesmo padrao, de diminuicdo da expressao desses antimicrobianos entre o 7° e 14°
dpi. Luplertlop et al., (2011) mostraram que em Ae. aegypti infectados com DENV-1,
a glandula salivar apresenta 0 mesmo padréo de reducéo da expresséo da defensina.
Tchankouo-Nguetcheu et al., (2010) observaram que a diminuigdo de expressao da
transferrina em Ae. aegypti deve esta ligada a capacidade do patdégeno sobreviver ao
sistema imune do mosquito, corroborando 0s nossos resultados. Outro dado
interessante € que a alimentacdo com sangue livre de particulas virais quando
comparada com a alimentacdo com sacarose 10%, ndo apresentou variacdo na
expressao da defensina e transferrina em Ae. aegypti. Esses resultados diferem com
os dados obtidos por Harizanova et al. (2005), onde foi observado que alimentacdo
de Ae. aegypti com sangue ndo infectado induziu a expressdo de transferrina. E
importante salientar que os autores utilizaram ferramentas de analise diferentes

(Northern blotting e Western blotting) das utilizadas neste estudo.
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Em Cx. quinquefasciatus foi observado que a expressdo da defensina foi
elevada no 3° e 7°dpi em todos os tecidos quando infectado com DENV-1 e nesse
mesmo periodo ndo houve variacdo da expressao de transferrina. Essa é a primeira
vez que foi reportada a expressdao de defensina e transferrina para Cx.
quinquefasciatus infectado com Dengue Virus. A expressao desses antimicrobianos
nessa espeécie foram estudadas, principalmente, em infeccdes com Wuchereria
bancrofti (KUMAR; PAILY, 2008; PAILY; KUMAR; BALARAMAN, 2007). Todavia, a
alta expressédo da defensina no corpo gorduroso e glandula salivar, que apresentam
0 pico de expressao no 3° e 7° dpi respectivamente, estéo relacionadas com o fato da
infeccdo do virus ser debelada, o que elimina a competéncia vetorial do Cx.
quinquefasciatus para este arbovirus. Apesar da literatura mostrar que a transferrina
em mosquitos esta ligada na atividade antimicrobiana contra nematddeos e bactérias
(ABD EL-SAMIEE et al., 2013), nossos resultados mostraram que a expressao da
transferrina em Cx. quinquefasciatus ndo apresenta atividade antimicrobiana contra a
infeccdo do DENV-1. Assim como em Ae. aegypti, Cx. quinquefascitatus nao
apresenta variacao da expressao da defensina e transferrina quando € comparado o
grupo alimentado com sangue livre de particulas virais com o grupo alimentado com
sacarose 10%.

Comparando a expresséo da defensina nas duas espécies, que possui seus
maiores niveis de expressao no corpo gorduroso (TSAKAS; MARMARAS, 2010), além
de expressar niveis maiores desses antimicrobianos, Cx. quinquefasciatus, ao
contrario de Ae. aegypti, ainda mantém o nivel de expresséo elevado até 7° dpi. Esse
mesmo padrdo é observado no numero total de hemdacitos circulantes, que além de
ter um maior nimero quando comparado a Ae. aegypti, Cx. quinquefaciatus mantém
0 numero de hemdcitos maior que 0s grupos controles no 3° e 7° dpi, portanto
podemos sugerir que a resposta celular e expressdo do antimicrobiano defensina
podem esta envolvida na resposta contra o DENV-1 nesta espécie. Logo, esses dados
podem indicar a capacidade da competéncia vetorial para o DENV-1 entre essas duas
espécies, uma vez que 0os mecanismos de defesa e a regulacédo da resposta imune
apos a infeccdo pode influenciar a manutencdo da infeccdo pelo Dengue Virus em
diferentes espécies de mosquitos (BEHURA et al., 2014) ou cepas da mesma espécie
de Ae. aegypti (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012).

Quando comparamos nossos resultados da expressdo do antimicrobianos

transferrina levando em consideracdo a relacdo vetor-patdgeno nossos resultados
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diferem dos obtidos por Paily; Kumar; Balaraman, (2007) onde os autores observaram
gue quando Cx. quinquefasciatus foi infectado com W. bancrofti ocorreu uma maior
variacao na expressao de transferrina, Ja 0os nossos resultados mostraram que o Cx.
quinquefasciatus infectados com DENV-1 ndo apresenta variacdo na expressao de
transferrina. Por outro lado, quando Ae. aegypti foi infectado com W. bancrofti, a
expressdo da transferrina ndo foi significativa (MAGALHAES et al. 2008), enquanto
gue em nossos dados, Ae. aegypti infectado com DENV-1 apresentou uma expressao
significativamente maior quando comparada ao controle. Estes resultados sugerem
gue a expressao da transferrina pelos mosquitos estudados ndo esta diretamente
envolvida na resposta aos patdgenos utilizados nos estudos.

Entretanto, é importante salientar que outros peptideos antimicrobianos nao
analisados no presente estudo possam ter papeéis importantes no desenvolvimento,

manutencao e transmisséo da infeccdo viral do DENV-1 nas espécies estudadas.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

Cx. quinquefasciatus apresenta numero total de hemdcitos maior que Ae.
aegypti guando infectado com DENV-1;

Cx. quinquefasciatus apresenta aumento de expressao da defensina maior que

Ae. aegypti quando infectado com DENV-1;

Defensina tem aumento de expressédo em todos os tecidos nas duas espécies

estudada quando infectadas com DENV-1;

Corpo gorduroso € o principal tecido que expressa defensina e transferrina em
Ae. aegypti e defensina em Cx. quinquefasciatus quando infectados com
DENV-1,

Transferrina em Cx. quinquefasciatus ndo esta ligada a resposta imune quando
infectado com DENV-1;

Alimentacdo com sangue limpo livre de particulas virais naointerfere na

producdo de hemdacitos e na expresséo de defensina e transferrina;

Fémeas de Cx. quinguefasciatus parecem apresentar uma resposta imune
celular e humoral mais intensa do que Ae. aegypti quando infectados com
DENV-1.
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