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RESUMO

O virus da dengue € transmitido nas Américas por mosquitos Aedes aegypti. Este é
adquirido através da picada em um hospedeiro em viremia e passa por intensa replicagdo em
diferentes tecidos do inseto até tornar-se transmissivel, apds as particulas virais atingirem a luz
das glandulas salivares. A partir deste momento o virus pode ser inoculado, juntamente com a
saliva, em todos os hospedeiros suscetiveis nos quais a fémea se alimentar. Supde-se que 0 virus
da dengue gere efeitos negativos sobre a biologia do mosquito, diminuindo o fitness dos
individuos infectados. Apesar dos avangos recentes no conhecimento acerca de sua capacidade
vetorial, ainda existem muitas lacunas na interacdo mosquito-virus no par Ae. aegypti/dengue.
Desta maneira, nosso objetivo é avaliar o impacto da infeccdo por DENV-2 no habito alimentar
do mosquito Ae. aegypti e, adicionalmente, monitorar a sobrevivéncia, longevidade, sucesso de
oviposicdo e fecundidade de insetos infectados e controles. Duas populacdes foram testadas:
Paea, confinada em laboratério desde 1994, e uma populacdo de campo, coletada com o uso de
ovitrampas em Tubiacanga (RJ). Fémeas das duas popula¢des foram aleatoriamente selecionadas
para receber sangue infectado com 2x10°® particulas de DENV-2 ou sangue com sobrenadante de
cultura de célula livre de virus, constituindo o grupo controle. Apoés a infeccdo oral, as fémeas
que estavam visualmente ingurgitadas foram confinadas individualmente em tubos de plastico.
Ao longo de cinco semanas monitoramos aspectos de sua biologia e capacidade vetorial, tais
como sua sobrevivéncia, fecundidade e cinco parametros do comportamento alimentar: tempo de
inicio, o tempo gasto na localizacdo do hospedeiro (camundongo anestesiado); o namero de
provas, quantas vezes a fémea insere e retira sua proboscide do corpo do hospedeiro; tempo de
prova, que termina quando notamos a inflagdo abdémen; o tempo de ingestdo, que vai até a
replecéo total e retirada da probdscide do corpo do hospedeiro; tempo total de alimentacdo, a
soma dos tempos de inicio, prova e ingestdo. Utilizando uma anélise de risco, fomos capazes de
observar que a infeccdo pelo DENV-2 ndo modificou o habito alimentar das fémeas de Ae.
aegypti. Por outro lado, a sobrevivéncia e a fecundidade foram menores quando a fémea estava
infectada com DENV-2. Através de uma ANOVA, observamos a influéncia da infeccdo na
longevidade (F = 20,75, gl = 1, P = 0,0001). A curva de sobrevivéncia das fémeas infectadas
apresentou queda significativamente mais intensa que a dos seus pares ndo-infectados (3° = 16,5,
gl =1, P < 0,001). Em relacdo a fecundidade, fémeas infectadas tém menor sucesso de
oviposicdo, ou seja, menor probabilidade de colocar ovos (y* = 14,40, gl = 3, p = 0,0024). Além
disso, as fémeas infectadas fazem a postura de um numero significativamente menor de ovos do
que seus pares ndo infectados.



ABSTRACT

Dengue virus is transmitted in the Americas by Aedes aegypti mosquitoes. This virus is
acquired from an infected host through the bite and undergoes intense replication in different
tissues of the insect becoming transmissible only after the viral particles reach the lumen of
salivary glands. From this moment on the virus can be inoculated with saliva into all susceptible
hosts the female will eat. It is assumed that the dengue virus generates negative effects on the
mosquito’s biology, decreasing the fitness of infected individuals. Despite recent advances in
knowledge of the Ae. aegypti vectorial capacity, there are still many gaps in the knowledge of the
interaction between Ae. aegypti / dengue. Thus, our goal is to evaluate the impact of infection
with DENV-2 in the feeding habits of the mosquito Ae. aegypti and additionally monitor the
survival, longevity, oviposition success and fecundity of infected and control insects. Two
populations were tested: Paea, confined in the laboratory since 1994, and one from the field,
collected using ovitraps in Tubiacanga (RJ). Females of both populations were randomly selected
to receive blood infected with 2x10® particules of DENV-2 or blood culture supernatant from
virus-free cells, constituting the control group. After oral infection, the visually engorged females
were separated individually in plastic tubes. We have monitored, over five weeks, aspects of their
biology and vectorial capacity, such as survival, fecundity and five parameters of their feeding
behavior: start time, the time spent in locating the host (anesthetized mice); the number of probes,
how many times the female inserts and takes off her proboscis; probing time, that ends when we
notice the abdomen inflation; ingestion time, that goes until the total repletion and proboscis
withdrawal from the mouse’s body; total feeding time, the sum of start, probing and ingestion
times. Using a failure-time analysis, we were able to observe that infection with DENV-2 did not
change the feeding habits of Ae. aegypti. Moreover, the survival and fecundity were lower when
the female was infected with DENV-2. Using an ANOVA, we observed the influence of infection
on longevity (F = 20.75, df = 1, P = 0.0001). The survivorship of infected females showed a
significantly more intense mortality than that of their non-infected counterparts (x2 = 16.5, df = 1,
P <0.001). Regarding fecundity, infected females had a low oviposition success, i.e., they were
less likely to lay eggs (x2 = 14.40, df = 3, p = 0.0024). Moreover, the postures of infected females
had significantly lower numbers of eggs than the ones from their uninfected peers.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue: a doenca e 0 virus

A dengue é considerada uma das doengas infecciosas mais relevantes no cenario mundial da
salde publica, causando grandes impactos sociais e econdmicos nas regides endémicas (Gubler
2004). Estima-se que aproximadamente 40% da populagdo mundial, ou cerca de 2 bilhGes de
pessoas, vivam em areas de risco, havendo registro de 50 a 100 milhdes de casos e mais de
24.000 obitos por ano por dengue ao redor do mundo (WHO 1997, Halstead 2008). A dengue
apresenta maior incidéncia e prevaléncia em zonas tropicais, onde em muitas regides ha
crescimento urbano desordenado e condigdes climaticas e ambientais adequadas para a
manutencdo do seu ciclo de transmissao.

O virus dengue € um arbovirus de RNA fita simples positiva que pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus e apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos — DENV-1,
-2, -3 e -4 (Gubler e Kuno 1997). A dengue pode manifestar-se sob diferentes quadros, desde o
Dengue Cléassico, com infeccBes assintomaticas ou febris, até as reacbes hemorragicas, que
caracterizam a Febre Hemorragica do Dengue, podendo culminar em choque hipovolémico,
conhecida como Sindrome de Choque do Dengue (WHO 1997). Estes sintomas podem acontecer
com a infeccdo de qualquer um dos quatro sorotipos virais, sendo a gravidade da infeccdo
resultante de diversos fatores como gendtipo e carga viral, sistema imune do hospedeiro e
interacdo virus-célula em humanos e mosquitos (Martina et al. 2009).

As primeiras epidemias reportadas de dengue ocorreram ainda no século XVIII, no ano de
1779 na Asia e um ano depois ja na América, na Filadélfia (EUA) (Pontes e Ruffino Netto 1994).

No Brasil, os primeiros relatos de doenca febril com sintomas semelhantes aos da dengue



ocorreram no periodo de 1846 a 1853, quando ocorreram epidemias em S&o Paulo e no Rio de
Janeiro (Barreto e Teixeira 2008). As primeiras publicacGes que citam estas epidemias datam de
1916 (Meira 1916), na cidade de S&o Paulo, e em Niterdi, no ano de 1923 (Pedro 1923). Em
1928, um navio francés com casos suspeitos esteve em Salvador, Bahia, mas ndo houve
circulacdo do virus na populacdo dessa capital (Soares 1928, Barreto e Teixeira 2008). A
primeira epidemia brasileira nos anos recentes foi registrada em 1981, quando os sorotipos 1 e 4
co-circularam na cidade de Boa Vista, estado de Roraima. Neste momento, uma intensa acéo de
controle conseguiu conter o avanco e posterior dispersdo do sorotipo -4 para as demais regiées do
Brasil. Anos mais tarde, em 1986, registrou-se uma epidemia de DENV1 na cidade do Rio de
Janeiro que rapidamente atingiu a regido Nordeste do pais (Braga e Valle 2007, Osanai 1984).
N&o se sabe se o0s casos registrados de DENV-1 no Rio de Janeiro em 1986 estdo
epidemiologicamente relacionados aos casos de Boa Vista em 1981, mas é fato que depois que 0
virus dengue alcancou a capital fluminense, daqui ndo mais foi erradicado. Em 1990 ocorreu a
primeira epidemia do sorotipo 2 na cidade do Rio de Janeiro (Nogueira et al. 1990) e em 2000,
em Nova Iguacu (RJ), registrou-se uma epidemia do sorotipo 3 (Nogueira et al. 2001).
Notadamente, depois de detectados em Municipios do Estado do Rio de Janeiro, 0s sorotipos
DENV-1, -2 e -3 foram disseminados para diversas regides do Brasil, provavelmente de forma
passiva (Hemme et al. 2010). Recentemente, o Brasil experimentou a reintroducdo do sorotipo
DENV-4, detectado primeiramente na cidade de Boa Vista, Roraima, em 2010 (Temporéo et al.
2011, Maciel-de-Freitas et al. submetido para publicacdo). Rapidamente, este sorotipo se
espalhou pelo Brasil e ja foi detectado em pelo menos 13 Estados brasileiros (MS 2011).
Contudo, tem sido especulado se esses casos de DENV-4 pelo Brasil sdo referentes ao mesmo
genotipo observado em Roraima ou se resultado de diferentes introducdes, hipOtese esta

especulada por Souza et al. (2011).



O processo de transmissdo do virus dengue se inicia quando um mosquito susceptivel do
género Aedes ingere, através da picada, sangue de um hospedeiro durante o periodo de viremia.
No mosquito, 0 virus passa por intensa replicacdo em diferentes tecidos, tanto de origem
germinativa quanto somatica, como o epitélio do intestino médio, ovarios, tecidos nervosos,
glandulas salivares, musculos do v6o e até mesmo nas patas (Salazar et al. 2007). Nos ovérios das
fémeas infectadas pode ocorrer elevada replicacdo viral, permitindo assim que parte da prole
nasca infectada (Gubler e Kuno 1997). Somente ap6s as particulas virais alcancarem a luz das
glandulas salivares, a fémea do mosquito pode ser apontada como vetor efetivo do dengue, pois a
partir deste momento o virus podera ser inoculado, junto a saliva, em todo hospedeiro susceptivel
no qual a fémea venha a se alimentar. Este periodo, decorrido em dias, do momento de ingestao
do sangue contendo DENV até que as particulas virais atinjam as glandulas salivares das fémeas
e possam ser re-transmitidas € conhecido como periodo de incubacdo extrinseco (PIE) e é
estimado como sendo de 10 a 14 dias (Figura 1.1). Acredita-se ainda que depois que a fémea se
torna um vetor efetivo de dengue, ela mantém esse papel pelo resto de sua vida (Gubler e Kuno
1997). Sendo assim, apos a infeccdo do mosquito, o virus dengue se dissemina por diversos
orgaos e tecidos do corpo do inseto, 0 que permite que o virus seja transmitido horizontalmente,
entre vetor e 0 hospedeiro vertebrado e durante a cOpula dos mosquitos, e/ou verticalmente,
quando uma fémea transmite o virus para parte de sua prole (Thensmozhi et al. 2000). Apesar de
possivel, a relevancia epidemioldgica da transmissdo horizontal através da copula e da
transmissdo vertical para parte de prole ainda permanece desconhecida. Acredita-se que estas
duas modalidades de transmissdo sejam importantes apenas para manutencdo do virus dengue em
ambientes naturais em momentos desfavoraveis, como durante intensas campanhas de controle

vetorial ou frio intenso, por exemplo.
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Figura 1.1. Periodo de incubacgéo extrinseco do virus dengue no mosquito Aedes aegypti.
Pontos vermelhos representam particulas virais. Fonte: The Biology of Disease Vectors (1996)

(modificado por Gabriel Sylvestre).

1.2. O vetor

1.2.1. Aspectos basicos de sua biologia

O virus dengue tem como vetores mosquitos do género Aedes. Nas Ameéricas, a transmissao
do dengue é associada exclusivamente ao Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), embora em areas
rurais do continente asiatico, por exemplo, mosquitos da espécie Aedes albopictus apresentem
relevante papel na transmissdo do dengue. No Brasil, o papel do Ae. albopictus na transmissdo do
dengue ainda permanece desconhecido. Em condicBes de laboratdrio, esta espécie apresenta

grande competéncia ao virus dengue (Lourenco-de-Oliveira et al. 2003), mas uma fémea adulta
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de Ae. albopictus infectada com o virus dengue ainda ndo foi coletada em campo no Brasil,
apesar de alguns relatos neste sentido (Serufo et al. 1993, Cecilio et al. 2009).

Originalmente descrito na Africa, o Ae. aegypti foi provavelmente introduzido no Brasil e
em outros paises da América durante o periodo colonial, através do trafico negreiro (Consoli e
Lourenco-de-Oliveira 1994). Por vezes chegou-se a declarar sua erradicacdo, como na década de
1950, porém imagina-se que a espécie tenha sido re-introduzida anos mais tarde, por volta de
1970 e desde entdo as campanhas ndo foram capazes de repetir o feito (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira 1994, Schatzmayr 2000, Bracco et al. 2007). Ainda hoje permanecem duvidas se o
mosquito foi realmente erradicado nos anos 1950 ou esteve numa densidade baixa a ponto de néo
ser possivel sua deteccdo (Bracco 2007). Seja como for, hoje esse mosquito estd amplamente
distribuido pelos 27 Estados da Federacdo e mais de 3.794 municipios (Pimenta 2005). Como
consequéncia natural desta infestacdo em niveis nacionais, o Brasil é responsavel por cerca de
60% das notificacdes de dengue nas Américas (Camara et al. 2007). Atualmente, pode-se dizer
que esta especie possui ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada com maior freqiiéncia e
abundancia em areas urbanas de zonas tropicais e subtropicais do mundo, entre os paralelos 45° N
e 35° S. (Rigau-Pérez et al. 1998, Braks et al. 2003).

Os mosquitos séo insetos holometabolos, ou seja, apresentam metamorfose hum momento
de seu ciclo de vida. Passam pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto ao longo de seu
desenvolvimento. O estagio de larva é composto por quatro estadios larvares cuja duracdo varia
de acordo com uma série de fatores. Dentre os mais importantes estdo temperatura e
disponibilidade de recursos alimentares, mas podemos dizer que o desenvolvimento de ovo a
pupa dure 8-10 dias em condicdes satisfatorias (Service 1993, Consoli e Lourenco-de-Oliveira
1994, Braks et al. 2004). O estagio de pupa, no qual ocorre a metamorfose, dura cerca de 2 dias, e

apos esse periodo surge o alado. Esse ciclo de vida apresenta grande vantagem evolutiva aos



holometabolos, pois permite que as formas imaturas (aquéticas) e adultas (aladas) ocupem nichos
distintos, ndo havendo competicdo por recursos espaciais e alimentares (Service 1993, Braks et
al. 2004).

Nos nematdceros, a alimentacdo sanguinea é exclusividade de fémeas adultas. As fémeas
utilizam o sangue obtido através da picada primariamente para a maturacdo de seus ovarios (Lea
1956). Cerca de 3-5 dias ap6s o repasto sanguineo, as fémeas de Ae. aegypti procuram criadouros
para a realizacdo da postura de seus ovos, que sdo postos proximos a lamina d’agua na superficie
vertical do depdsito (Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994). Cerca de 2-3 dias ap0s a oviposicado
0 desenvolvimento embrionario estara completo e, mesmo que o0 reservatorio venha a secar,
alguns ovos permanecerao viaveis por até 450 dias, pois sdo resistentes a dessecacdo (Rezende et
al. 2008). Ao eclodir quando imerso em &gua, o ovo libera uma larva diminuta, dando

prosseguimento ao ciclo de vida do mosquito.

1.2.2. Habito alimentar

1.2.2.1. Larvas e pupas

Larvas de Aedes aegypti usam mandibulas e maxilas modificadas para obter alimento
depositado no substrato do criadouro, através de raspagem ou até mesmo ingestdo de material em
suspensdo (Clements 1999). S&o detritivoras caracterizadas como filtradoras-coletoras,
alimentando-se de material organico em decomposicdo, algas, fungos, bactérias ou até mesmo
carcacas de outros insetos (Merritt et al. 1992, Matthew et al. 2000). No estagio de pupa, 0

mosquito ndo se alimenta, aguardando apenas que a metamorfose para o adulto se complete.



Quando esta se completa, o imaturo aumenta a pressdo interna com a aspiracéo de ar atmosférico

que facilita a emerséo do adulto com o rompimento da cuticula da pupa.

1.2.2.2. Adultos

Os mosquitos em sua fase adulta podem obter recursos energéticos tanto através da
alimentacdo sanguinea quanto de fontes acucaradas. Para Ae. aegypti, assim como para diversas
outras espécies de dipteros vetores, a hematofagia é restrita as fémeas, enquanto ambos 0s sexos

podem obter energia a partir de fontes vegetais como flores e frutos (Van Handel et al. 1972).

1.2.2.2.1. Machos

Os machos sdo exclusivamente fitéfagos, obtendo energia para sua sobrevivéncia,
metabolismo e v00 apenas a partir de fontes vegetais, sendo a frutose presente em flores e frutos,

o carboidrato mais encontrado na sua dieta (Van Handel et al. 1972).

1.2.2.2.2. Fémeas

Fémeas de Aedes aegypti recorrem as alimentacdes sanguineas para obter a energia
necessaria ao processo de maturacdo dos ovarios e embriogénese dos ovos (Lea et al. 1956).
Apesar de serem aptas a obter recursos alimentares em fontes acucaradas e/ou sanguineas, foi
observado na Tailandia que fémeas raramente se alimentam de acuUcar vegetal (Edman et al.
1992). Entretanto, ainda restam duvidas se a utilizacdo do sangue como fonte de recursos

metabolicos é influenciada pelo nivel de cobertura vegetal e densidade humana numa localidade.



De modo geral, foi observado em ensaios controlados em laboratério que fémeas que se
alimentam apenas de agucar, ou de agUcar e sangue, sao mais longevas e tém menor fecundidade
do que aquelas que tém apenas sangue como recurso (Day et al. 1994).

Quando uma fémea recorre a alimentagcdes agucaradas imagina-se que, apos a ingestdo dos
carboidratos, uma pequena parte destes agUcares dirija-se diretamente ao intestino médio, mas a
maior parte seja desviada no intestino anterior e armazenada no diverticulo esofagiano (“crop”).
O diverticulo € um compartimento formado a partir de uma expansdo do sistema digestivo
localizado no térax e restrito a0 mesmo em caso de pouca alimentacdo de carboidratos; quando
cheio, dilata-se até o abdome. Tal mecanismo de triagem de alimento permite que o intestino
médio seja preenchido com sangue e o diverticulo com agucar (Clements 1999).

A digestdo dos glicidios inicia-se no diverticulo, sendo uma por¢cdo dos acgucares
descarregada periodicamente no intestino médio, onde séo rapidamente absorvidos em até 24h
apos sua ingestdo. O carboidrato ingerido pode ser armazenado como glicogénio nos musculos
alares, podendo ser utilizado como fonte rapida de energia no processo de voo, ou como lipideo,
0 qual é armazenado nos corpos gordurosos e apresenta processamento mais lento, durante sua
utilizacdo na p-oxidacdo, que degrada lipidios gerando alto saldo de ATP e diversos
intermediarios utilizados em outros ciclos (ciclo de Krebs, ciclo anabolico de aminoacidos e de
proteinas) (Clements 1999). Acredita-se que microrganismos que ocorrem no citado diverticulo
esofageano, como a bactéria Serratia sp, tenham participacdo nos processos de metabolismo de
acucares nesta espécie de vetor (Gusmao et al. 2007).

Idealmente, o sangue ingerido pelas fémeas de mosquito seria direcionado para a maturacao
dos ovérios e embriogénese dos ovos. Contudo, em algumas condi¢ées, alguns individuos podem
necessitar de mais de uma alimentacdo sanguinea para realizar a postura de ovos viaveis,

fendmeno conhecido como discordancia gonotréfica. A ocorréncia de discordancia gonotrofica



em Ae. aegypti esta intimamente associada ao histérico do desenvolvimento de cada individuo.
Por exemplo, fémeas oriundas de criadouros com intensa competicdo intra ou interespecifica
apresentam tamanhos menores do que aquelas vindas de ambientes sem ou com pouca
competicdo (Braks et al. 2003). Fémeas menores, por sua vez, necessitam realizar alimentacdes
sanguineas mais frequentemente, uma vez que possuem baixas reservas energéticas (Scott et al.
1993a). De fato, a ocorréncia de multiplas alimentagdes sanguineas por ciclo gonotrofico em Ae.
aegypti apresenta grande relevancia epidemioldgica, pois ao exercer multiplas alimentacdes,
aumenta-se a probabilidade de um mosquito adquirir e transmitir o virus dengue para hospedeiros

susceptiveis (Scott et al. 1993a, 1993b, 2000a, 2000b).

1.3. Perspectiva evolutiva da interacéo parasito-hospedeiro

O parasitismo é uma relacdo interespecifica baseada numa interacdo ecologica onde um
individuo, o parasita, se beneficia a custa de outro organismo, o hospedeiro. A importancia do
parasitismo como agente transformador de ambientes naturais tem recebido muita atencdo,
principalmente no campo da filosofia da ciéncia e divulgacdo cientifica (Ridley 1993, Poulin
2007). Como exemplo pode-se mencionar a Teoria da Rainha Vermelha (Van Valen 1973),
hipdtese evolutiva baseada na corrida da Rainha de Copas no livro Alice Através do Espelho, de
autoria do britanico Lewis Carroll. De acordo com essa teoria, € preciso haver um
desenvolvimento continuo para manter a aptidao relativa aos demais organismos com o qual se
estd a co-evoluir. Assim, essa hipotese visa explicar dois fendmenos distintos: as vantagens da
reproducdo sexuada no nivel do individuo como geradora de variabilidade e a busca pela
vantagem evolutiva nas interacbes ecoldgicas, mais conhecida como uma “corrida

armamentista”. Dessa forma, discute-se o parasitismo sob a otica evolutiva da Rainha Vermelha,



onde parasitas buscam novas ferramentas para colonizar e explorar seus hospedeiros, enquanto
estes desenvolvem mecanismos para aprimorar sua defesa contra os parasitas. Nesta “corrida
armamentista”, o sucesso das estratégias empregadas por parasitas e hospedeiros ¢ avaliado pela
implacéavel forca da selecdo natural.

H& muito tempo discute-se o efeito comportamental que parasitas podem gerar em seus
hospedeiros. Esta interagdo pode resultar em aumento da taxa de transmissao do parasita em uma
populacdo de hospedeiros susceptiveis, sejam definitivos ou intermediarios. Apesar de muitos
exemplos estarem descritos na literatura, € necessario ressaltar que a maioria das modificacGes
geradas por parasitas em seus hospedeiros ndo maximizam o sucesso de transmissdo do parasita,
mas impactam negativamente a viabilidade dos hospedeiros, comprometendo parametros de sua
historia de vida (Poulin 1994). Quando a alteracdo ndo é benéfica para o parasita, mas prejudicial
ao fitness do hospedeiro, os resultados observados podem ser classificados como efeito colateral
da infeccdo (Thomas et al. 2005). Um exemplo classico de efeito colateral sem custo para o
parasita é a infeccdo de pulgas Xenopsylla cheopis pela bactéria Yersinia pestis, microrganismo
associado a peste bub6nica que, por proliferar-se na porcdo anterior do tubo digestivo da pulga,
forca o inseto a regurgitar a massa de bactérias no corpo do hospedeiro enquanto se alimenta,
infectando-o (Bacot e Martin 1914). Em geral, classifica-se como manipulagdo do
comportamento do hospedeiro pelo parasita apenas quando a alteracdo observada pode aumentar
a probabilidade do parasita ser transmitido a um novo hospedeiro suscetivel.

E sabido que mosquitos adultos podem abrigar diversos parasitas, alguns dos quais com
capacidade de manipular seu comportamento para maximizar sua taxa de transmissdo, como
microsporidios e protozoarios do género Plasmodium. Um destes exemplos relaciona a alteracao
comportamental de Ae. aegypti infectados com P. gallinaceum, infeccdo que reduz a atividade da

enzima apirase, de atividade anticoagulante, nas glandulas salivares do mosquito (Rossignol et al.
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1986). Assim, 0 inseto passa a levar mais tempo para completar a alimentagdo sanguinea em um
hospedeiro, uma vez que a ingestdo de sangue torna-se menos eficiente. Este aumento no nimero
de provas ou aumento do tempo de localizacdo da fonte sanguinea no hospedeiro aumenta a
probabilidade de transmissdo do agente infeccioso, ja que estes agentes sdao liberados junto a

saliva no momento da picada.

1.4. Capacidade Vetorial

Proposto inicialmente para vetores da maléria, o conceito de capacidade vetorial foi mais
tarde extrapolado para 0 modelo Ae. aegypti — virus dengue. E definida pela habilidade de um
vetor em transmitir um determinado patogeno, podendo esta ser expressa atraves de uma formula
matematica, onde sdo considerados parametros diretamente envolvidos na transmissdo (Garret-

Jones 1964):

CV = mbca® P"

Ln (P)

Onde a é o nimero de picadas por ser humano por dia; b é a probabilidade que um
mosquito infectado tem de transmitir o parasito ao picar um hospedeiro humano susceptivel; c é a
probabilidade que um mosquito tem de se infectar com o parasito enquanto pica um hospedeiro
humano infectado; m € o numero de fémeas de mosquito por pessoa, n € a duracdo do periodo de
incubacdo extrinseco do parasito; P € a taxa de sobrevivéncia diaria do mosquito e CV é sua

capacidade vetorial.
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Como visto, o comportamento alimentar do vetor esta inserido no modelo da capacidade
vetorial, uma vez que um dos seus componentes é a taxa de picada. Obviamente, um aumento na
taxa de picada teria impacto epidemioldgico, pois aumentaria o contato vetor-hospedeiro e assim
a probabilidade de veiculacio do patdgeno cresceria. E importante ressaltar que o nimero de
picadas aparece na equacgédo elevada ao quadrado, pois para que ocorra a transmissao horizontal
(mosquito—humano pela picada do inseto, modo mais comum de transmissdo) sdo necessarios
dois eventos de picada: a primeira para adquirir o virus de um hospedeiro em viremia e a segunda
para transmitir o virus para um hospedeiro susceptivel. Diferentemente da malaria, onde ndo ha
transmissd@o vertical, algumas fémeas de Ae. aegypti ndo necessitam realizar duas alimentacdes
para adquirir o virus dengue, pois o herdaram de sua geragdo parental. Apesar disso, ndo se
costuma levar em consideracdo essa diferenca na transmissdo da malaria e dengue, sendo
utilizada em ambos 0s casos 0s mesmos conceitos e formula para determinacdo da capacidade
vetorial. Independente disso, é evidente que eventuais alteracdes comportamentais decorrentes da
infeccdo pelo patdégeno podem gerar alteracfes significativas na dindmica de transmissdo da

doenca.

1.5. Aedes aegypti x DENV

Um fator de grande relevancia a ser considerado na dindmica da infeccdo do mosquito Ae.
aegypti pelo virus dengue é o tropismo viral no corpo do inseto. O artigo de Salazar et al. (2007)
foi muito importante nessa questdo por apontar através de técnicas distintas como RT-PCR, qRT-
PCR e imunofluorescéncia a localizacdo do virus dengue nos diversos tecidos em funcdo do
tempo pdés-infeccdo. Apds a ingestdo do virus dengue pela picada do Ae. aegypti em um

hospedeiro vertebrado, as particulas virais alcangcam o intestino médio. Estima-se que a partir do
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segundo dia apds a ingestdo de sangue contendo particulas virais seja possivel encontrar virus no
intestino de fémeas de Ae. aegypti, onde se inicia 0 processo de digestdo do sangue com secrecéo

de enzimas digestivas e alteracdo do pH (Woodring et al. 1996, Salazar et al. 2007) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Disseminacdo de DENV-2 pelos diferentes tecidos de Aedes aegypti ao passar dos dias pos-

infeccdo (Modificado de Salazar 2007).

Ainda no intestino médio do mosquito, 0 virus dengue se liga a receptores celulares em
células-alvo no epitélio do intestino do inseto. E relevante notar que a matriz peritrofica nio
parece constituir uma barreira fisica para a adesao do virus dengue, uma vez que esta estrutura s6
estara completamente formada mais de um dia ap6s a ingestdo do sangue, quando a maioria dos
virus ja aderiu as células epiteliais (Yazi-Mendoza et al. 2002, Lourengo-de-Oliveira 2005). Apos
evadir do intestino médio, o virus dengue alcanca a hemocele, por onde se dissemina para o
corpo do inseto. Historicamente, tem se estimado que ap6s 10-14 dias o virus dengue é capaz de
alcancar a glandula salivar do Ae. aegypti, completando-se assim o Periodo de Incubacdo
Extrinseco (Watts et al. 1987). Contudo, no artigo de Salazar et al. (2007), foi visto que a

chegada do virus nas glandulas salivares comega a acontecer ja no 3° dia pos infecgdo, um
13



resultado surpreendente que possui serias implicacfes para a transmissdo de dengue em
condicBes naturais. E sabido que o virus dengue apresenta grande capacidade de disseminagio
pelos tecidos de Ae. aegypti, tanto em tecidos somaticos quanto germinativos (Figura 1.3). Desta
forma, acredita-se que a presenca das particulas virais e as respostas celulares e humorais do
mosquito podem influenciar a fisiologia e metabolismo destes insetos, e assim afetar parametros

de sua capacidade vetorial (Salazar et al. 2007).
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Figura 1.3. Imunofluorescéncia de diferentes tecidos de Aedes aegypti infectados com DENV-2 (Salazar
2007).

De um modo geral, assume-se que o virus dengue apresenta um efeito negativo na biologia
de Ae. aegypti, diminuindo o fitness dos individuos infectados (Maciel-de-Freitas et al. 2011). Foi
observado que individuos ndo infectados apresentaram, em média, longevidade de 43 dias,
enquanto os infectados pelo DENV-2 permaneceram vivos por ndo mais do que 26 dias em

média. Na fecundidade, as fémeas infectadas apresentaram menor nimero de ovos por desova
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que as fémeas controle, mas essa diferenca s6 pdde ser observada a partir do terceiro ciclo de
oviposicdo (Maciel-de-Freitas et al. 2011). Contudo, pouco se sabe sobre o impacto da infeccdo
pelo dengue no comportamento hematofagico de Ae. aegypti. De fato, as poucas avaliagdes
disponiveis apresentam métodos pouco naturais de infeccdo e, talvez por isso, mostram
resultados um tanto quanto conflitantes. Putnam e Scott (1995) ndo observaram alteracdo no
comportamento alimentar, especificamente na localizagcdo do hospedeiro e na ingestdo do sangue,
quando fémeas de Ae. aegypti foram infectadas via intratordcica com DENV-2. Posteriormente,
infectando mosquitos também via intratoracica, mas com DENV-3, foi visto que o tempo de
prova e o tempo requerido para alimentacdo pelos mosquitos infectados era significativamente

maior do que o requerido pelas fémeas nao infectadas (Platt et al. 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

Recentemente foi observado que o modo de transmissdo dos arbovirus pode influenciar
aspectos da biologia dos vetores, em especial sua sobrevivéncia e fecundidade (Lambrechts e
Scott 2009). Nosso grupo observou que a infeccdo pelo virus dengue apresentou um impacto
negativo tanto na fecundidade quanto na longevidade de Ae. aegypti (Maciel-de-Freitas et al.
2011), importantes pardmetros na dindmica de transmissdo e manutencdo do virus dengue na
natureza (Dye 1990, Focks et al. 1995, 2000). Perdas no fitness do vetor devido a infeccdo por
arbovirus ja foram detectadas em infeccGes de Ae. triseriatus por virus La Crosse (Grimstad et al.
1980), Culiseta melanura por virus da encefalite eqiiina do leste (Scott e Lorenz 1998) e em
Culex tarsalis infectados por virus da encefalite eqliina do oeste (Lee et al. 2000), para citar
algumas. Apos reunir dados disponiveis na literatura relacionando a sobrevivéncia e longevidade
de artropodes infectados com arbovirus, Lambrechts e Scott (2009) mostraram, através de uma
meta-analise, que estes virus reduzem a sobrevida de mosquitos adultos. Contudo, a magnitude
do efeito depende do sistema mosquito/virus em questdo e do modo de infec¢éo, se horizontal ou
vertical. Na meta-analise realizada foram analisadas quatro familias de arbovirus (Flavivirus,
Bunyavirus, Phlebovirus e Alphavirus), cinco géneros de insetos (Culex, Aedes, Anopheles,
Culiseta e Coquillettidia) e trés meios de infec¢do (alimentacdo oral, inoculacdo intratoracica e
transmissdo vertical), com suas possiveis combinag6es. Mosquitos do género Aedes e de todos 0s
demais géneros em questdo tiveram sua sobrevivéncia reduzida por arbovirus de forma geral.
Mais especificamente, relatou-se o impacto pela infeccdo de Aedes aegypti por DENV-3
inoculado intratoracicamente na sobrevivéncia das fémeas, tendo havido aumento da mortalidade
das mesmas (Joshi et al. 2002) . Como Lambrechts e Scott (2009) mostraram, 0 meio de

transmissdo pode influenciar a mortalidade do vetor induzida pelo virus. O conhecimento tedrico
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sugere que o nivel 6timo de viruléncia, quando ha maximizacdo da transmissao do patdgeno sem
perda no fitness do hospedeiro, depende da frequéncia relativa de transmisséo vertical e
horizontal, sendo que maior mortalidade geralmente esti associada a transmisses horizontais
(Ebert e Herre 1996).

Devido ao grande poder de disseminacdo do virus dengue pelo corpo do mosquito, é
razoavel supor que a infeccdo cause danos a parametros da histéria de vida do Ae. aegypti,
possivelmente comprometendo sua capacidade vetorial. A influéncia negativa da infeccdo pelo
virus dengue na sobrevivéncia e fecundidade de Ae. aegypti foi observada recentemente (Maciel-
de-Freitas et al. 2011), mas seu impacto no habito alimentar dessa espécie permanece duvidoso.
Existem duas observagdes contraditdrias na literatura envolvendo o habito hematofagico de Ae.
aegypti infectados (Putnam e Scott 1995, Platt et al. 1997). Ambas utilizam a técnica de
inoculacgéo intratoracica como modo de infeccdo dos espécimes, método invasivo, artificial e que
pode gerar efeitos ndo naturais e exacerbados na dindmica do virus dengue no mosquito
(Lambrechts e Scott 2009). Vale ressaltar que, quando um mosquito é infectado via inoculacéo
intratoracica, as particulas virais sdo depositadas diretamente na hemocele do mosquito,
sobrepassando o gargalo natural que é o intestino médio, com a secrecdo de enzimas digestivas,
mudanca de pH e ligacdo a receptores nas células epiteliais.

Sendo assim, buscamos investigar a influéncia da infeccdo pelo virus dengue em aspectos
associados ao habito hematofagico, mortalidade e fecundidade de fémeas de Ae. aegypti

infectadas oralmente com o virus dengue sorotipo 2.
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3. OBJETIVO

Avaliar a possivel influéncia de uma amostra de virus dengue sorotipo-2 em aspectos do

comportamento alimentar, sobrevivéncia e fecundidade de Aedes aegypti em funcéo de sua idade.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a susceptibilidade da populacéo Paea a diferentes amostras de DENV.

- Avaliar o impacto da infeccdo por DENV-2 sobre a biologia de duas populacdes de Ae.

aegypti.

- Testar o efeito da idade no comportamento alimentar de Ae. aegypti
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos mosquitos.

Os experimentos foram desenvolvidos com duas populacdes de Ae. aegypti de diferentes
origens: uma de laboratério e outra de campo. O racional em escolher duas populagcfes distintas
foi baseado na observacdo de Maciel-de-Freitas et al. (2011), que observou que o impacto do
virus dengue na sobrevivéncia e fecundidade podem ser dependentes da populacdo. Foi
observado, por exemplo, que a medida que o titulo viral aumenta, percebe-se maior mortalidade
dos individuos da populacdo de campo, fato ndo observado para a populacdo de laboratdrio
(Maciel-de-Freitas 2011). A populacdo Paea, oriunda do Tahiti na Polinésia Francesa, e mantida
confinada em laboratério no Instituto Pasteur (Franca) por 18 anos, apresenta alta
susceptibilidade ao virus DENV-2 em condi¢cfes experimentais (Vazeille-Falcoz et al. 1999).
Usamos como populacdo de campo mosquitos da geracéo F1, cujos parentes foram coletados em
Tubiacanga (Ilha do Governador), uma localidade do Rio de Janeiro com historico de intensa
transmissdo de dengue. Em Tubiacanga, a geracdo parental foi obtida a partir da instalacdo de 40
ovitrampas homogeneamente distribuidas pela area, que tem aproximadamente 8,6 hectares
(Maciel-de-Freitas et al. 2007). Devido ao seu histérico de confinamento, é razoavel supor que a
populacdo Paea apresente menor variabilidade genética que uma populacdo de campo.
Acreditamos que a diferente variabilidade genética pode influenciar a resposta dos mosquitos de

cada populacéo ao desafio com o virus dengue.
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4.2. Criagao dos mosquitos em laboratorio.

Os mosquitos foram criados seguindo o protocolo descrito por Consoli e Lourenco-de-
Oliveira (1994). Os ovos aderidos em fitas de papel filtro sdo colocados em bacias plasticas com
aproximadamente 1,5 litro de 4gua desclorada por 24h para que todos tenham tempo para eclodir.
As larvas de primeiro estadio séo transferidas em nimero de 100 larvas por bacia onde também
sdo adicionados aproximadamente 250 mg de levedo de cerveja seco a cada 2 dias como
alimento. As pupas sao transferidas para gaiolas cubicas de 30 cm de lado, onde emergirdo os
adultos. Machos e fémeas sdo mantidos em temperatura de 25 + 3°C e umidade relativa de 80 +
5% por cerca de 2-3 dias, com alimentacdo acucarada 10% ad libitum, sendo permitida a copula

até 24h antes da infecgéo.

4.3. Obtencao do virus

A susceptibilidade de Ae. aegypti a quatro amostras de DENV-2, mantidas congeladas a
-80°C com diferentes historicos de passagem em cultura de células e titulos virais foi testada
antes de se iniciar o experimento. Os mosquitos foram infectados oralmente com cada uma das
cepas e apos 14 dias, para se completar o periodo de incubacgdo extrinseco no inseto, a cabeca e
glandula salivar dos mosquitos foram analisadas por ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI)
para deteccdo de particulas virais. Trés destas amostras sdo oriundas da cepa original, descrita a
seguir, diferem apenas no nimero de passagens em cultura de células e titulo viral e a quarta foi
obtida por ultra-centrifugacdo, técnica que concentra as particulas virais fazendo com que o titulo

aumente em até duas ordens de grandeza.
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4.3.1. Cepa viral

A cepa DENV-2 padrdo internacional de origem asiatica (16681), cedida pelo Dr. Scott
Halstead do Instituto Militar de Pesquisa Walter Reed, Maryland/EUA ao Laboratério de
Imunologia Viral-10C, foi utilizada nos ensaios de infec¢do. O virus foi crescido e inicialmente
ativado em celulas embrionarias do clone C6/36 de larvas de mosquito Ae. albopictus (Singh
1967). A cultura foi mantida a 28°C, com observacéo diaria de 7 a 10 dias para verificacdo do
efeito citopatico (CPE). Quando observado mais de 50% de CPE na cultura, o sobrenadante foi

recolhido, posto em aliquotas de 50 ml e posteriormente congelado a -80 °C.

4.3.2. Virus Ultracentrifugado

O sobrenadante de garrafas (30 ml) de cultura de células C6/36 de Ae. albopictus
infectadas com o virus supracitado é coletado e aliquotado em tubos Falcon de 50 ml. Estes séo
centrifugados a 1000g por 10 minutos a 4°C para decantar células e restos celulares, que sdo
descartados e o sobrenadante retirado. Séo adicionados 10% de soro fetal bovino e a solucéo
passa por nova centrifugacdo, agora a 100.000g (30.000 rpm) por 1 hora a 4°C. Desta vez, 0
pellet é ressuspendido com meio de cultura sem soro fetal bovino (RPMI) e o sobrenadante
descartado. Dessa forma, o pellet passa a ser 20 vezes mais concentrado. Neste ponto faz-se um
pool dos sobrenadantes concentrados, que sdo armazenados a 4°C e depois filtrados em
membrana de 0,22 pM, usando seringas de 5 ml. Sdo feitas aliquotas de 0,5 ml que ficam

armazenas a -80°C até o momento de sua utilizacéo.
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4.3.3. Titulacéo do estoque viral

Para a titulacdo viral do DENV-2, foram utilizadas microplacas de 96 pogos contendo camada
confluente de células C6/36 que recebem o virus a ser titulado em diluicao seriada (10 até 10™%).
A cultura foi mantida por um periodo de 7 a 10 dias em estufa a 28°C, com observacdo diaria
para verificacdo da presenca de CPE. Quando observado mais de 50% de CPE na cultura, parte
do sobrenadante foi descartado e a cultura celular, com cada dilui¢cdo do virus, ressuspendida e
depositada em laminas fixadas com acetona por 5 min. Estas foram marcadas com anticorpo
primario anti-dengue 1/100 e secundario anti-lgG de camundongo marcado com FITC 1/50. A

leitura das laminas foi feita em microscopio optico de fluorescéncia. Para o calculo do titulo viral,

foi utilizada a formula de Reed e Munch (1938).

Formula de Reed & Miench:

(n° % imediatamente acima de 50%) — (% abaixo 50%) = 50— (% imediatamente abaixo 50%)

dose imediatamente acima de 50% — dose imediatamente abaixo 50% X — dose imediatamente abaixo 50%

4.4. Competéncia as quatro amostras do virus dengue.

Para se avaliar a susceptibilidade, ou de competéncia vetorial, de Ae. aegypti as quatro
amostras de virus dengue sorotipo-2 usamos a populacdo Paea devido a sua notoria
susceptibilidade a esse arbovirus (Vazeille-Falcoz et al. 1999). Quatro grupos com cerca de 20
fémeas com 3-5 dias de idade foram inoculadas intratoracicamente com 0,017 ul . As fémeas
foram mantidas em estufas B.O.D. em temperatura constante de 28°C e umidade relativa de 75%

por 14 dias, tempo necessario para que o virus dengue alcance a glandula salivar das fémeas.
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Apos esse periodo, as fémeas que porventura ainda estiverem vivas sdo anestesiadas em gelo e
mantidas a temperatura de -80°C até o0 momento da imunofluorescéncia indireta para deteccéo de

infeccéo viral.

4.5. Infeccdo oral com virus dengue para estudo do habito alimentar.

O processo de infeccdo experimental para o estudo do habito alimentar de Ae. aegypti
seguiu 0 mesmo método descrito acima, sendo a principal diferenca 0 seu manuseio apos a
alimentacdo com sangue contendo o virus. Neste caso, foi oferecido as fémeas sobrenadante de
culturas de células contendo o virus DENV-2 Halstead 16681 misturado a hemacias de coelho na
razdo 1:2 ml através de um alimentador artificial (Rutledge 1964) (Figura 4.1). As fémeas que
visualmente estavam completamente ingurgitadas foram separadas e mantidas em estufas B.O.D.
por 24h. Apoés esse periodo foram isoladas em pequenos tubos plasticos (6 x 2,5 ¢cm), para
monitoramento individual do habito alimentar, sobrevivéncia e fecundidade.

Durante a infeccdo oral para estudo do habito alimentar, utilizamos mosquitos das mesmas
populacdes como controle. Estes foram alimentados da mesma forma. Porém, ao contrario da
metodologia anteriormente descrita, lhes foi oferecido sangue contendo meio de cultura com
sangue de coelho livre de DENV-2, na mesma diluicdo mencionada acima (1:2, sendo 1 ml de

meio de cultura de célula e 2 ml de sangue de coelho ).
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Figura 4.1. Alimentador artificial. Equipamento que permite a circulagdo de dgua a 37°C externamente a

camara de sangue, aquecendo-o.

4.6. Deteccdo do virus dengue nos mosquitos por imunofluorescéncia indireta

As cabecas e parte do térax, onde se encontra o tecido nervoso central e as glandulas
salivares das fémeas, foram cortadas com o auxilio de um bisturi e maceradas entre duas laminas
para microscopia optica. Estas laminas sdo fixadas em acetona por 20 minutos a 4°C e
armazenadas a -20°C até o momento da marcacdo e leitura. Cada orificio da Iamina
correspondente a uma fémea analisada recebe uma marcacdo inicial com 20ul de anticorpo
primario anti-dengue na diluicdo de 1/100 em solugdo de lavagem (BSA 1%, Azida 1% e PBS
1x). As amostras sdo incubadas por 90 minutos a 37°C em camara Umida e, apds passarem por
duas lavagens de 5 minutos cada em PBS (tampédo fosfato de pH 7,4), sdo deixadas sobre a
bancada para secagem. A seguir recebem a segunda marcacdo, esta é feita com anticorpo
secundario anti-lIgG de camundongo marcado com FITC na dilui¢cdo de 1/50, também em solucao

de lavagem. Passam agora por incubagdo a 37°C por uma hora em cdmara Umida e novamente
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por duas lavagens com PBS, como citado anteriormente. Uma vez secas, as laminas sdo lidas em
microscopio O6tico de fluorescéncia, onde os orificios que apresentarem particulas virais

aparecerdo marcados em verde.

4.7. Comportamento alimentar de Ae. aegypti

Aos mosquitos infectados e ndo infectados que foram individualizados nos tubos plasticos,
era oferecido, uma vez por semana, um camundongo anestesiado (de acordo com o protocolo
CEUA L-0007/09) para alimentacdo hematofagica. Como o nimero de mosquitos diminuia em
funcéo da morte de alguns individuos, nossas analises estatisticas em relacdo ao habito alimentar
foram restritas até a terceira alimentacdo pos-infeccédo, algo o que corresponde em média a cerca
de 21 dpi. Entre as alimentagdes, 0s mosquitos foram mantidos com solucdo agucarada, retirada
sempre 24 horas antes da alimentagdo experimental. Sendo assim, podemos realizar inferéncias a
respeito dos efeitos da idade e estagio da infeccdo no comportamento alimentar de Ae. aegypti.
Desta maneira, 0s seguintes parametros foram cronometrados e anotados durante cada um dos

trés processos de alimentagéo:

1) Tempo de inicio: tempo decorrido entre o contato do tubo plastico com o camundongo
até 0 momento em que 0 inseto insere sua proboscide pela primeira vez no corpo do
hospedeiro. Pretendemos avaliar a percepcdo do hospedeiro vertebrado pelo mosquito e
testar a hipdtese que o virus dengue pode afetar a avidez destes mosquitos na localizacéo

do mesmo.
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2)

3)

4)

5)

NuUmero de provas: quantas vezes uma fémea insere e retira sua probdscide até completar
a ingestdo de sangue. Epidemiologicamente, esse parametro talvez seja o mais relevante,
pois 0 aumento do nimero de provas nos mosquitos infectados levaria a um aumento
direto da transmissdo do virus, quando em condi¢Ges naturais. Dessa forma, pretendemos

testar se 0 DENV-2 altera 0 nimero de provas dos infectados em relacéo aos controle

Tempo de prova: tempo decorrido entre a primeira e a enésima prova até que se perceba
sinal de inflacdo do abddmen. Pretendemos, assim, avaliar se individuos infectados séo

aptos a iniciar a alimentacdo sanguinea mais rapidamente.

Tempo de ingestao: tempo decorrido do inicio da alimentacdo ao término desta, que se
caracteriza pela retirada da probdscide do corpo do camundongo. Aqui, pretendemos
avaliar se individuos infectados se alimentariam até a replecdo em um intervalo de tempo
menor que individuos do grupo controle, favorecendo a transmissdo do virus, uma vez
que quanto maior o tempo gasto na ingestdo do sangue, maior a probabilidade de ser

morto pelo comportamento defensivo do hospedeiro.

Tempo total de alimentacdo: soma dos tempos de inicio, prova e ingestao.
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4.7.1. Andlise dos dados (comportamento alimentar)

Para analisar se os tempos de inicio, prova, inicio da ingestdo, ingestdo e total variaram
entre as duas populacGes estudadas e entre individuos infectados e ndo-infectados, usaremos uma
ferramenta estatistica conhecida como analise de risco (failure-time analysis). Neste tipo de
analise, mensura-se 0 tempo em que determinado evento ocorre, ou seja, com quantos segundos
cada mosquito marcou seus tempos de inicio, prova, ingestdo e total. Gera-se uma curva
descendente, como uma curva de sobrevivéncia, com 0 eixo X sendo 0s segundos € 0 eixo y 0
nimero de mosquitos, ou seja, a curva declina em funcdo da ocorréncia dos eventos medidos
(cada um dos tempos observados). Desta forma, temos um grafico contendo quatro curvas
considerando as interacdes entre populacdo e infeccdo: Paea controle, Paea infectado, Campo
controle e Campo infectado, por parametro por semana. Posteriormente, comparacfes entre as
curvas dentro de cada tempo medido por semana foram realizadas por meio do teste Log-rank. Se
as curvas dos quatro grupos ndo fossem similares, comparaces pareadas eram realizadas
utilizando o mesmo teste, mas com correcdo do p-valor pelo método de Bonferroni (Morettin e
Bussab 2010).

O Log-rank é um teste de hipdtese ndo-paramétrico utilizado para comparar a distribuicdo
da sobrevivéncia ou, em nosso caso, de um evento temporal, que seria 0 momento em que cada
mosquito teve o comportamento que estava sendo medido (Carvalho et al. 2005).

O numero de provas, por sua vez, ndo pode ser analisado perante uma analise de risco
devido ao fato de um Unico evento (prova) poder acontecer inimeras vezes. Assim, avaliamos
primeiramente se a distribuicdo desta variavel apresentava uma distribuicdo normal. O teste de
Shapiro-Wilk nos mostrou que esta varidvel ndo apresenta distribuicdo normal e as

transformacdes realizadas ndo mudaram o panorama original (W = 0,668, P < 0,001). Desta
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maneira, comparacgdes a respeito do numero de provas foram feitas utilizando o teste de Mann-
Whitney entre as populacGes e seus respectivos pares infectados semana a semana. As analises de
risco dos pardmetros do habito alimentar e o teste Log-rank foram feitas no software R 2.13.0.

(2011). A ANOVA foi realizada no software JMP 9.0 (2010).
4.8. Monitoramento da sobrevivéncia diaria

Uma vez que 0s mosquitos infectados eram mantidos isoladamente em tubos plasticos ao
longo de sua vida e morriam naturalmente, avaliamos também a sua longevidade e o seu padrao
de sobrevivéncia. Para isso, foi necessario realizar monitoramento diario visando determinar o
dia exato da morte de cada individuo. Quando se detectava a morte de uma fémea, esta era
retirada do tubo plastico e tinha o comprimento de asa registrado na lupa com auxilio de uma
lamina milimetrada. Para isso, a medi¢cdo das asas foi feita a partir da alula até a extremidade da
asa, nao considerando a franja (conforme pode ser observado no exemplo da Figura 4.2), de

acordo com a metodologia descrita por Harbach e Knight (1980).
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Figura 4.2. Metodologia de medicéo da asa de Aedes aegypti utilizando uma Iamina milimetrada.
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Nosso principal objetivo neste topico foi avaliar o efeito que a infec¢do pelo virus dengue
pode ter em cada populacdo, comparando nossos resultados com o obtido anteriormente por

Maciel-de-Freitas et al. (2011).

4.8.1. Anélise dos dados (sobrevivéncia)

Inicialmente, a longevidade dos mosquitos, ou seja, o dia em que cada individuo morreu,
ndo apresentou distribui¢cdo normal (W =0,9079, P < 0,001). Para melhor analisar os dados, seria
importante que estes apresentassem distribuicdo normal. Dessa maneira, a longevidade de cada
mosquito foi transformada para a base log, de modo que agora os dados se comportassem de
maneira normal (W = 0,996, P = 0,08). A influéncia da populacdo (variavel categorica: Paea ou
Campo), da infeccdo (variavel categorica: Infectado ou Controle) e do tamanho da asa (variavel
continua) na longevidade média dos insetos foi analisada separadamente por variavel e
comparados estatisticamente através de um teste t de Student com correcdo de Welch para
desvios-padrbes desiguais. Posteriormente, observamos o efeito de todas as variaveis e suas
respectivas interacfes na longevidade média dos mosquitos através de uma analise de variancia
(ANOVA), nos permitindo avaliar se um ponto da distribuicdo da mortalidade, nesse caso a
média da distribuicdo, difere entre os grupos estudados.

Ao registrar o dia de morte de cada individuo observamos também o padrdo de
sobrevivéncia do Ae. aegypti, levando em consideracdo sua populacdo e infeccdo. Para isso, 0
padrdo de sobrevivéncia foi analisado a partir da elaboracdo de curvas de sobrevivéncia com o
método de Kaplan-Meier e teste Log-rank. Posteriormente, caso as quatro curvas geradas (Paea
Controle, Paea Infectado, Campo Controle e Campo Infectado) ndo fossem estatisticamente

similares, investigamos qual(is) delas era(m) diferente(s) a partir de comparacGes pareadas
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utilizando o mesmo teste com corre¢do do p-valor pelo método de Bonferroni (Bussab e Morettin
2010).

As andlises de sobrevivéncia foram feitas nos softwares R 2.13.0 (2011) e JMP 9.0. (2010).

4.9. Fecundidade e quantificacao da alimentagdo sanguinea

Os aspectos reprodutivos dos mosquitos foram avaliados sob uma perspectiva semanal. Ao
longo de um periodo de 5-7 dias, era oferecido aos mosquitos o camundongo anestesiado, se a
fémea se alimentasse eram medidos os tempos de alimentacdo descritos anteriormente, as fezes
das fémeas eram recolhidas 2-3 dias depois para posterior quantificagdo do sangue ingerido e, 5-6
dias depois da alimentacdo sanguinea, o substrato de oviposi¢cdo nos tubos plasticos foi removido
para contagem e pesagem dos ovos.

Maciel-de-Freitas et al. (2011) observou que fémeas infectadas com o virus dengue
apresentam, a partir do 3° ciclo de oviposicdo, menor fecundidade que fémeas ndo expostas ao
virus. Ou seja, ha uma perda quantitativa da fecundidade, traduzida pela reducao da prole. De um
modo geral, em ecologia de vetores avalia-se fecundidade apenas como uma variavel
quantitativa, onde é analisado apenas 0 numero de ovos por fémea por ciclo de oviposicao.
Pretendemos investigar além da perda quantitativa, também uma eventual perda qualitativa na
desova das fémeas. Decidimos fazer isto porque, para pequenos mamiferos, por exemplo, €
sabido que, em situacdes adversas como intensa pressdo climatica, regime de chuvas anormal,
elevada densidade, etc, fémeas investem mais energia na prole, podendo inclusive manipular a
razdo sexual ou o nimero de filhotes por ninhada (Austad e Sunquist 1986, Frank 1990).

Para mosquitos, nunca foi descrita a relacdo entre variaveis associadas ao investimento

reprodutivo das fémeas, explorando a potencial correlacdo e/ou dependéncia e/ou co-

30



variabilidade de varidveis como: tamanho do mosquito, tamanho da alimentagdo sanguinea
ingerida, nimero de ovos e peso do ovo.

Como dito, o tamanho da asa do mosquito foi medido com o uso de uma lamina
milimetrada e o nimero de ovos contado por ciclo. A pesagem dos ovos foi feita através do
método desenvolvido por Frankino e Juliano (1999), no qual os autores pesam um determinado
namero de ovos e divide o peso total pelo nimero de ovos pesados. Assim, tém-se um valor
aproximado do peso individual do ovo. A alimentacdo sanguinea foi quantificada a partir do
método desenvolvido por Briegel (1980), onde se obtém a quantidade de sangue ingerida a partir
da quantidade de hematina observada nas fezes, método empregado para estudos de ecologia
vetores (Yan 1997). O substrato de cada tubo plastico foi diluido em carbonato de litio, com
leitura em espectrofotdmetro a 387nm (Briegel 1980). Para obtermos o padrdo de concentracao
de hematina, uma aliquota de sangue de camundongo, o animal utilizado nos experimentos,
passou por uma dilui¢do seriada nas concentracdes de 0 a 4 pug/ml. A seguir € exposto o grafico

obtido (Figura 4.3).

Curva padrio - Hematina de camundonge
14 -
1.2 -

ABS

0.6 1

0.4 -

-0,2 4 1 2 3 4
v=0,2921x+ 00,0956
R*=0,973

[Hematina]

Figura 4.3. Curva padrdo de Hematina de camundongo. O eixo das abscissas contém as
concentracdes de hematina e o eixo das ordenadas os valores de absorbancia obtidos na leitura

em espectrofotbmetro (387nm).
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4.9.1. Andlise dos dados (fecundidade)

A anédlise da fecundidade de Ae. aegypti foi dividida em duas etapas. Primeiramente,
realizamos uma regressao logistica para avaliar o sucesso de oviposi¢do das fémeas. Nessa etapa,
avaliamos se a populacdo, infec¢do, tamanho da asa e idade (baseada no n° do ciclo de
oviposi¢do) influenciaram a probabilidade das fémeas realizarem a postura de a0 menos um ovo,
ou seja, 0 sucesso de oviposicdo. Nesta analise utilizamos os dados das quatro primeiras desovas.

Outra etapa foi baseada na comparacdo do numero de ovos posto por ciclo de oviposi¢do
por fémea pertencente a um dos quatro grupos Populacdo*Infeccdo possiveis. Esta etapa baseou-
se em uma mdultipla analise de variancia para medidas repetidas (MANOVA). Esta analise é
particularmente recomendada quando se tem dados continuos e dependentes entre os tempos
amostrais. Ou seja, assumimos que 0 nimero de ovos que uma fémea ovipde num ciclo pode
tanto ter sido influenciado pela desova anterior quanto influenciar a desova seguinte. Nesta
andlise, utilizamos os dados das trés primeiras desovas, uma vez que o teste de medidas
repetitivas requer maior nimero de observagdes.

Por empregar analises estatisticas complexas para observar relagdes de causa efeito entre
variaveis inter-dependentes (como em Frankino e Juliano 1999), a interpretacdo dos resultados
referentes aos aspectos reprodutivos das fémeas sera realizado posteriormente, em momento mais
oportuno. Desta maneira, os resultados aqui apresentados versardo apenas sobre aspectos

quantitativos da fecundidade, e ndo os qualitativos.
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5. RESULTADOS

Um total de 173 fémeas de Aedes aegypti foi isolado nos pequenos tubos plasticos para
observacgdo de seu habito alimentar e monitoramento da sobrevivéncia e fecundidade. Destas, 123
foram infectadas com DENV-2 (71 individuos pertencendo a populacdo de campo e 52 a Paea) e
50 receberam sangue sem virus e foram classificadas como controle (25 fémeas para cada
populacdo).

Um Gnico banco de dados foi montado e, ao final dos experimentos, passou a apresentar
todas as informacdes referentes a cada fémea, dos quatro diferentes grupos (Paea controle ou
infectado; Campo controle ou infectado) distribuidas em linhas e os respectivos parametros do
comportamento alimentar, fecundidade e sobrevivéncia em colunas. Apresento a partir deste

ponto os resultados alcangados para cada uma das etapas.

5.1. Obtencéo do virus

Quatro amostras de DENV-2 foram testadas para sua capacidade de infectar os mosquitos
usados nos experimentos. Cerca de 80 mosquitos Paea, divididos em quatro grupos de 20 fémeas
foram inoculados intratoracicamente com essas diferentes amostras, sendo que trés delas foram
oriundas da mesma semente viral com diferentes titulos virais e nimero de passagens em células
C6/36. Outra amostra viral (4) passou pela metodologia de ultracentrifugacdo descrita
anteriormente para concentracdo das particulas virais. A partir das titulacdes realizadas e da
porcentagem de fémeas que se infectaram com as amostras de dengue inoculadas, percebeu-se a
diferenca na capacidade das amostras virais de infectar os mosquitos quando comparamos o titulo

mais baixo e o mais alto (Tabela 5.1). Como pode ser visto a seguir, 0 virus ultracentrifugado
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(amostra 4) foi o Unico virus capaz de infectar 100% dos mosquitos inoculados, passou-se,

portanto a utiliza-lo nos experimentos subseqtientes.

Amostra Titulo viral Numero Fémeas infectadas
DENV (TCID50) de passagens (%)
1 2x10” 7 0
2 1,37x107 7 40
3 2x10° 6 50
4 2x10° 7 100

Tabela 5.1. Porcentagem de fémeas infectadas pelas diferentes amostras de DENV-2 testadas,

seus titulos e numero de passagens em células C6/36.

5.2. Comportamento Alimentar

Na tabela 2 abaixo, podemos observar 0s tempos gastos em cada etapa do habito alimentar
das fémeas de Ae. aegypti nas trés semanas posteriores a infeccdo (Tabela 5.2). Notadamente, os
tempos apresentam grandes desvios-padrdes, mostrando grande heterogeneidade dos dados e
dificultando sua comparacdo. Um exemplo claro dos grandes desvios encontrados € que,
frequentemente, a subtracdo do desvio-padrdo a média resultaria em valores inteiros, mas nao

I6gicos, ou seja, tempos negativos.
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12 semana 22 semana 32 semana
Paea Campo Paea Campo Paea Campo

Tempo de inicio Controle 62,06 £ 130,8 76,53 £92,41 68 + 104,8 34,91 + 45,47 128,8 + 208,9 226 £192,8

Infectado 38,32+88,4 72,19 + 108,1 136,9 £ 218,5 63,94 £ 71,8 17,5 £10,38 126,2 + 127,5
Numero de provas Controle 2,33+1,81 1,73+1,04 1,63+1,28 2,90 + 3,56 1,66 +1,21 3,33+2,51

Infectado 1,45+ 1,23 2,43+1,92 1,85+ 1,57 2,55+1,72 2,5+1,29 1,16+ 0,4
Tempo de prova Controle 84,78 £ 87,23 132,6 + 186,3 143,4 + 179,7 198,6 + 252,7 161,5 + 168,7 240,7 £ 291,5

Infectado 118,1 £ 120,4 173,1 £ 131,6 78,43 £ 102,2 220+ 189,6 141,5 £ 95 86,5 £ 66,27
Tempo de ingestao Controle 222,4 +128,4 190,7 + 138,6 210,2 + 149 145,1 + 110,6 179,3 + 136 431,7 £ 359,1

Infectado 217,2 £ 145,7 175,4 £ 111,5 397 + 188,2 218,6 + 175 131,8 £ 85,62 402,2 + 339,6
Tempo total Controle 369,2+214,1 399,8 £272,7 402,5 + 280 365,5 £ 294,8 469,7 +347,2 898,3 +373,8

Infectado 359,6 + 206,8 413,9 + 199,9 442,1 + 439,6 490,4 + 280,3 290,8 £ 90,94 614,8 + 3154

Tabela 5.2. Analise exploratoria dos parametros de avaliacdo do impacto da infeccdo por DENV-2 no comportamento alimentar das

populacdes de campo e laboratorio de Aedes aegypti. Os valores mencionados estdo na escala de segundos e sdo referentes as médias

obtidas para cada parametro ao longo de trés semanas de experimentacao seguidos de seus respectivos desvios-padrdo (média + DP).
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Segundos

5.2.1 Tempo de Inicio

De um modo geral, os mosquitos apresentaram tendéncia a iniciar sua alimentacdo

rapidamente, logo ap06s entrar em contato com o hospedeiro (Figura 5.1). Entretanto, alguns

individuos demoraram mais do que cinco minutos para iniciar a alimentacdo. Ao longo das trés

semanas, tivemos dados tdo heterogéneos que variaram entre 3 e 625 segundos, minimo e

maximo de tempo, até se iniciar o processo de alimentacao.
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800+

600+
400+

2004 .*

Segundos

Tempo de inicio - 22 semana
800-

600+
400+

200 ..

.
— >
olecze - Sin oo
@ o @ o
N @P N @9
S S S S
o & 5% &
O &
il 2> ° )
& SER
N 4 s
Grupos

Segundos

800+

6004

N

(o]

o
1

Tempo de inicio - 3 semana

Figura 5.1. Gréaficos gerados a partir da analise exploratéria dos dados do tempo de inicio

obtidos para o0s quatro grupos analisados: Paea controle, Paea infectado, Campo controle e

Campo infectado. As barras de maior espessura representam os valores médios e as

flanqueadoras os erros-padrédo medios obtidos.

Na primeira semana, o tempo de inicio dos quatro grupos ndo se mostrou similar, o que nos

fez recorrer a comparacOes pareadas entre as curvas para esta semana (XZ: 9.7, gl = 3, p=

0.0213)(Figura 5.2). Notadamente, comparamos as curvas par a par e observamos que 0s insetos

das duas populacGes do grupo controle gastam a mesma quantidade de segundos para iniciar a
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Porcentagem

alimentacdo (x°= 0.5, gl = 1, p = 0.491), porém houve diferenca significativa entre as duas
populagBes quando estas estavam infectadas (x*= 8.3, gl = 1, p = 0.004). Quando comparadas aos
respectivos controles, ndo se notou impacto da infecgdo sobre o parametro analisado: Campo (%=
0,9l =1, p=0.863) e Paea (’= 1.9, gl = 1, p = 0.171).

Para as semanas subsequentes, ndo houve qualquer alteragcdo no tempo gasto para inserir a
proboscide no camundongo (segunda semana: y°= 4.2, GL = 3, p= 0.241; terceira semana: x*=

3.6, GL = 3, p=0.308).
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Figura 5.2. Graficos gerados a partir da analise de risco feita para os dados do tempo de
inicio obtidos para os quatro grupos analisados: Paea controle (PC — curva verde), Paea infectado

(P1 —curva azul), Campo controle (CC — cruva preta) e Campo infectado (CI — curva vermelha).

A andlise dos dados mostra que na primeira semana Campo Infectado iniciou a alimentacéo
significativamente depois que Paea Infectado, mas gastando um tempo semelhante ao seu
controle. Desta forma, podemos dizer que 0 DENV-2 ndo apresentou influéncia na localizacdo do

hospedeiro vertebrado para iniciar a alimentagéo.

37

500



5.2.2 NUmero de provas

Do ponto de vista da transmissdo, o nimero de vezes que a fémea do Ae. aegypti insere a
probdscide no hospedeiro é o pardmetro mais importante de seu comportamento alimentar.
Podemos observar que a maior parte das fémeas realiza sua alimentagdo sanguinea inserindo uma
Unica vez sua proboscide o hospedeiro, mas em algumas situacdes, como para 0 grupo Campo
controle na semana 2, uma fémea provou mais do que 10 vezes cada uma para completar a

alimentacéo (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Graficos gerados a partir da analise exploratoria dos dados do niUmero de provas
obtidos para o0s quatro grupos analisados: Paea controle, Paea infectado, Campo controle e
Campo infectado. As barras de maior espessura representam o0s valores médios e as

flanqueadoras os erros-padrédo medios obtidos.

Na primeira semana, o numero de provas foi semelhante entre as popula¢fes de campo e
Paea e seus respectivos pares infectados (Campo: U = 1114,5, P = 0,297; Paea: U = 697,5, P =
0,10). Desta forma, ndo foi observada nenhuma influéncia da infec¢cdo no nimero de provas de

Ae. aegypti nas duas populacdes testadas.
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O mesmo padrdo foi observado na segunda semana, quando novamente ndo foi detectada
influéncia do virus dengue no nimero de picada realizado pelas fémeas, tanto para Campo (U =
286, P = 0,492) quanto para Paea (U = 103, P = 0,929).

Para a terceira semana também ndo foi observado mudanca no nimero de provas quando

Paea estava infectado (U = 28, P = 0,3542), tampouco em Campo (U = 24,5, P = 0,1667).
5.2.3 Tempo de Prova

Assim como para as demais medidas, grandes desvios padrdes foram observados,
mostrando, uma vez mais, grande heterogeneidade entre os individuos. Como pode ser observado
na Figura 5.4, os dados relacionados ao tempo de prova se mostraram bastante dispersos,

gerando, consequentemente, grandes desvios-padrdes.
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Figura 5.4. Gréficos gerados a partir da analise exploratéria dos dados do tempo de prova
obtidos para o0s quatro grupos analisados: Paea controle, Paea infectado, Campo controle e
Campo infectado. As barras de maior espessura representam o0s valores médios e as

flanqueadoras os erros-padrdo medios obtidos.
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Talvez devido a essa grande plasticidade na resposta, o tempo de prova entre 0s quatro
grupos se mostrou similar nas trés semanas avaliadas (Primeira semana: y’= 6,6, gl = 3, p =
0.087; Segunda semana: x°= 6,2, gl = 3, p = 0.101; Terceira semana: y°= 2,6, gl = 3, p = 0.449).
De fato, mesmo visualmente, as curvas relacionadas ao tempo de prova apresentam grande
sobreposicao (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Graficos gerados a partir da analise de risco feita para os dados do tempo de
prova obtidos para os quatro grupos analisados: Paea controle (PC — curva verde), Paea infectado

(P1 —curva azul), Campo controle (CC — cruva preta) e Campo infectado (CI — curva vermelha).

Desta forma, podemos concluir que a infeccdo pelo virus DENV-2 ndo parece influenciar

no tempo empregado pelos mosquitos a iniciar a alimentacdo sanguinea.

5.2.4 Tempo de ingestéo

Dentre os parametros do comportamento alimentar, o tempo de ingestdo foi aquele que
apresentou o menor coeficiente de variacdo entre as populacdes. Notadamente, percebe-se no
gréfico referente a primeira semana do experimento pouca variabilidade entre os grupos, fato que

n&o se repetiu nas semanas seguintes (Figura 5.6):
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Figura 5.6. Gréficos gerados a partir da analise exploratéria dos dados do tempo de ingestao
obtidos para os quatro grupos analisados: Paea controle, Paea infectado, Campo controle e
Campo infectado. As barras de maior espessura representam os valores médios e as

flanqueadoras os erros-padrédo médios obtidos.

N&o foi observada nenhuma diferenca entre os grupos nas duas primeiras semanas de
observacdo do comportamento alimentar dos mosquitos, apesar de visualmente o tempo de
ingest&o do grupo Campo Controle na 3* semana ter sido elevado (Primeira semana: y°= 2,4, gl =
3, p = 0.498; Segunda semana: y°= 6,5, gl = 3, p = 0.091).

Na terceira semana as curvas do tempo de ingestdo dos quatro grupos ndo foram
semelhantes (x°= 9,0, gl = 3, p = 0.029). Dessa forma, foi necessario recorrer a comparacoes
pareadas para determinar qual delas apresentava-se diferente das demais. Ndo houve diferenca
entre 0 tempo de ingestdo gasto entre 0s mosquitos controle e seus pares infectados tanto para
Paea (¥°= 0.6, GL = 1, p= 0.443) quanto para a populagdo de campo (y°= 0.2, GL = 1, p= 0.638),
Dessa forma, eventuais diferencas podem ser consideradas espurias e ndo explicadas pela

infeccdo ou tampouco pela populacéo (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Graficos gerados a partir da analise de risco feita para os dados do tempo de
ingestdo obtidos para os quatro grupos analisados: Paea controle (PC — curva verde), Paea
infectado (P1 — curva azul), Campo controle (CC — curva preta) e Campo infectado (CIl — curva

vermelha).

Dessa forma, tendo em vista os resultados referentes ao tempo de ingestdo, podemos dizer

que a infeccdo pelo virus dengue ndo influencia o tempo empregado na ingestdo de sangue de Ae.

aegypti.
5.2.5 Tempo total

Uma vez que cada um dos tempos mensurados apresentou grandes desvios, é natural
esperar que o tempo total, que é a soma de cada um dos tempos, também apresentasse elevados
desvio da meédia. Podemos observar que, enquanto alguns mosquitos terminam toda a sua
alimentacdo em 24 segundos, outros podem demorar mais de 20 minutos no processo. A grande

variabilidade observada no tempo total da alimentacéo sanguinea pode ser vista na Figura 5.8:

42

T
1000



Tempo total de alimentagéo - 12 semana Tempo total de alimentag&o - 22 semana Tempo total de alimentag&o - 32 semana

15001

10004

Segundos

5004

150014 15001

1000+

1000+

Segundos
Segundos

& s 500 5 - = 500 1_‘:_
0 e i . . R - . : .
T T 0 t 0 T T T T
@ \ o @ o @ S e e o
& o & xb~ & \é> &© <§> S & & &
N 2 o & O S O N o S &
< N & N ° & < e N & & «
2 & & & S & & & &§ & §@
% S
< & & < ] & & Q <& &S
Grupos Grupos Grupos

Figura 5.8. Graficos gerados a partir da analise exploratdria dos dados do tempo total de
alimentacdo obtidos para os quatro grupos analisados: Paea controle, Paea infectado, Campo
controle e Campo infectado. As barras de maior espessura representam os valores médios e as

flanqueadoras os erros-padrédo médios obtidos

Talvez devido aos grandes desvios, o tempo total de alimentacdo dos quatro grupos foi
similar nas trés semanas avaliadas: (Primeira semana: X2= 1,1, gl = 3, p = 0.780; Segunda
semana: XZZ 1,4, gl = 3, p = 0.707; Terceira semana: xzz 6,2, gl = 3, p = 0.103). De fato,
principalmente nas duas primeiras semanas, ha grande sobreposicdo das curvas dos quatro grupos
(Figura 5.9).

De um modo geral, nossos dados ndo suportam a hipdtese de que a infecgcdo pelo virus
dengue pode alterar o comportamento alimentar de fémeas de Ae. aegypti nas trés semanas pds

infeccao.
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Figura 5.9. Gréficos gerados a partir da analise de risco feita para os dados do tempo total
de alimentacdo obtidos para os quatro grupos analisados: Paea controle (PC — curva verde), Paea
infectado (P1 — curva azul), Campo controle (CC — cruva preta) e Campo infectado (CI — curva

vermelha).

5.3. Sobrevivéncia

A infeccdo oral das fémeas de Ae. aegypti parece ter reduzido a sobrevivéncia tanto da
populacdo de campo quanto da populacdo de laboratorio. Apesar do grande desvio-padrao
observado para todas as interaces Populacdo*Infeccdo, a média e a mediana dos infectados foi
sempre inferior a dos seus pares ndo infectados (Tabela 5.3). Outro aspecto que favorece a
interpretacdo que a infeccdo pelo DENV-2 € maléfica para 0os mosquitos pode ser visto no
percentual de fémeas vivas 14 dias p6s-infeccdo, uma vez que até 3x mais fémeas estavam vivas
no grupo controle do que no experimental (Tabela 5.3). Contudo, a longevidade maxima

observada entre os grupos foi semelhante (Tabela 5.3).
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Paea Paea Campo Campo

controle infectado controle infectado

Média 20,12 10,42 20,76 14,25

Desvio padrao 10,09 7,16 10 10,66
Mediana 16 9 19 13
Longevidade (max) 38 37 43 43

% vivos 14 dpi 76 25 72 46,5

CV % 50,15 68,71 47,59 74,81

Curtose 2,028 6,2105 2,4878 3,4167

Simetria 0,2876 1,7125 0,6385 0,9952

Tabela 5.3. Analise exploratoria gerada a partir dos dados do monitoramento diario da

sobrevivéncia dos quatro grupos analisados (Dados expressos em dias pés-infeccao)

Como pode ser observado na Figura 5.10, houve maior dispersdo no dia da morte dos

individuos para os insetos do grupo controle do que para os seus pares infectados, que tiveram

mortalidade concentrada até o dia 10 pds-infeccao.
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Figura 5.10. Distribuicao dos dados de sobrevivéncia dos grupos. Os pontos representam 0s
individuos, a barra de maior espessura a sobrevivéncia media de cada grupo e as barras

flanqueadoras seus desvios-padréo.

Quando analisamos o efeito de cada uma das variaveis na longevidade das fémeas de Ae.
aegypti podemos observar que parece ter havido pouca influéncia da populacdo (t = 1,14, gl =
171, P = 0,256), desconsiderando o tamanho destas e se 0s mosquitos estavam ou ndo infectados
(Figura 5.11-A). Por outro lado, podemos observar na Figura 5.11-B que os individuos infectados
apresentaram menor longevidade que os do grupo controle, independente de sua populacédo e

tamanho de asa (t = 5,19, gl = 171, P < 0,001).
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Figura 5.11-A. Comparacéo grafica da longevidade das popula¢des analisadas.
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Figura 5.11-B. Impacto da infec¢éo pelo virus dengue na sobrevivéncia das populacdes

analisadas. Comparacdo entre grupos controle (Paea e Campo) e grupos infectados (Paea e

Campo). As populacdes sdo representadas por diferentes simbolos.
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Por fim, houve uma tendéncia de que 0os mosquitos de maior tamanho apresentassem menor
longevidade, independente de sua populagéo e se estavam infectados (Figura 5.12-A). Contudo,
ao adicionarmos de forma independente as retas referentes a populacdo (Figura 5.12-B) e ao
status de infeccdo (Figura 5.12-C), podemos observar que os insetos da populacdo de campo e 0s
infectados apresentaram mortalidade mais intensa com o aumento da asa do que os Paea e 0s

controles, respectivamente.
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Figura 5.12-A. Relacéo do tamanho das fémeas dos quatro grupos analisados e sua

sobrevivéncia.
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Figura 5.12-B. Relacéao entre a origem da populacdo e o tamanho das fémeas sobre sua
sobrevivéncia.
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Figura 5.12-C. Impacto da infecgé@o e tamanho das fémeas de ambas as populac6es sobre

sua sobrevivéncia.

Ao estudar o modelo completo, com suas trés varidveis e suas respectivas interacoes
através de uma ANOVA, obtivemos uma confirmacao dos resultados ja mostrados (Tabela 5.4).
De acordo com a ANOVA, a variavel infeccdo influenciou significativamente a longevidade
média de Ae. aegypti (F = 20,75, gl = 1, P< 0,0001). Ou seja, a infeccdo por DENV-2 reduziu a
sobrevivéncia das fémeas de Ae. aegypti, mas foi um fendmeno observado para as duas
populacdes, uma vez que tanto a variavel Populacdo quanto a interacdo Populacdo*Infeccdo nédo
se mostraram significativas (Populacdo: F = 0,0041, gl = 1, P = 0,825; Populacdo*Infeccdo: F =
0,000056, gl = 1, P = 0,979). Por outro lado, as demais varidveis, assim como suas interagdes,

ndo explicaram a variabilidade observada na longevidade média dos mosquitos.
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Fonte gl F p>F

Populagdo 1 0,04 0,82
Infeccao 1 20,75 <,0001 *
Asa 1 1,67 0,19
Populagao*Infec¢do 1 0,0007 0,97
Populagdao*Asa 1 1,65 0,20
Infeccdo*Asa 1 2,08 0,15
Populagao*Infec¢ao*Asa 1 0,09 0,75

Tabela 5.4. Resultado da ANOVA do modelo completo que inclui a avaliagdo da
influéncia da populacéo, status de infecgdo por DENV-2, tamanho das fémeas e combinagdo dos

fatores sobre a sobrevivéncia de Aedes aegypti.

O teste de Log-rank nos mostrou que as curvas de sobrevivéncia dos quatro grupos (Paea
Controle, Paea Infectado, Campo Controle e Campo Infectado) ndo sdo similares (Xz =227, gl =
3, P < 0,001). Dessa forma, passamos para uma investigacdo par a par com o intuito de
determinar qual curva difere das demais. Desconsiderando a populac¢do, os mosquitos infectados
sobreviveram menos que os do grupo controle (x* = 5,4, gl =1, P = 0,02).

Quando infectada, a populacdo de campo ndo teve sua sobrevivéncia reduzida pela
infecgdo (x* = 3,4, gl = 1, P = 0,063), apesar do comportamento das curvas serem graficamente
distintas (Figura 5.13). Por outro lado, os mosquitos da populacdo Paea sobreviveram menos
quando infectados (y* = 16,5, gl = 1, P < 0,001). Os dados referentes aos grupos controle se
comportaram de forma muito semelhante (y* = 0.1, gl = 1, p= 0,75), uma vez que sem o DENV a
sobrevivéncia das populacdes Paea e Campo foram semelhantes. Esses resultados corroboram a
hipdtese de que a infeccdo € nociva aos mosquitos, mas é importante ressaltar que esses efeitos

foram mais notéveis na populacdo Paea.

50



Sobrevivéncia Diaria

Porcentagem Fémeas Vivas
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Figura 5.13. Curva da fungéo de distribuicdo da sobrevivéncia diaria dos grupos analisados (Campo
Controle (CC — curva preta), Campo Infectado (CI — curva vermelha), Paea Controle (PC — curva

verde) e Paea Infectado (PI — curva azul).

5.4. Fecundidade

Devido a alta mortalidade observada nas fémeas de Ae. aegypti, 0 nimero de ovos por
desova foi analisado somente até o quarto ciclo de oviposicdo. Podemos observar que 0 nimero
de fémeas que efetivamente desovaram diminui sensivelmente ao longo deste intervalo de tempo,
fato que impossibilitou a inclusdo da quinta e sexta coleta de ovos nas analises. Dessa maneira,
para avaliar o nimero de ovos posto por fémea e por grupo, usamos apenas os dados dos trés
primeiros ciclos de oviposicao, enquanto para avaliar o sucesso de oviposicdo fizemos uso das

quatro primeiras desovas.
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O monitoramento da fecundidade teve inicio com a retirada da primeira desova de todas as
fémeas dos quatro grupos analisados, desova esta associada a ingestdo do sangue infectivo no
momento da infeccdo ou do sangue contendo meio de cultura, no caso dos grupos controle. As
desovas subseqlientes sdo referentes as alimentacdes experimentais em camundongo anestesiado
e foram retiradas sempre 24 horas antes das avaliagdes do comportamento alimentar dos
mosquitos, ou seja, nos dias 6, 13, 20 e 27 pos infecgdo. Nestes momentos de retirada das
desovas, registrou-se 0 numero de fémeas vivas, quantas dessas desovaram e 0 nimero de ovos
postos a cada ciclo. Portanto, temos o nimero médio de ovos postos por grupo (Paea controle,

Paea infectado, Campo controle e Campo infectado) por semana (Tabela 5.5).
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Alimentacdo infectiva (6 dpi)

12 Semana (13 dpi)

Grupos N2 de fémeas N2 de fémeas N2 de fémeas que Ovos N2 de fémeas N2 de fémeas que Ovos
inicial vivas (%) desovaram (%) Média (xDP) vivas (%) desovaram (%) Média (DP)
Paea controle 25 23(92) 18 (78) 87,44 (+ 28,47) 23(92) 11 (48) 94,91 (+ 33,36)
Paea infectado 52 51 (98) 35 (68) 105,1 (+31,41) 32 (61) 15 (47) 88,2 (+ 48,41)
Campo controle 25 24 (96) 23 (95) 95,17 (+ 47,07) 24 (96) 16 (67) 83,44 (£ 57,8)
Campo infectado 71 59 (83) 59 (100) 113,6 (+ 38,5) 41 (58) 33 (80) 118 (£ 42,42)
22 Semana (20 dpi) 32 Semana (27 dpi)
Grupos N2 de fémeas N2 de fémeas N2 de fémeas que Ovos N2 de fémeas N2 de fémeas que Ovos
inicial vivas (%) desovaram (%) Média (xDP) vivas (%) desovaram (%) Média (xDP)
Paea controle 25 12 (48) 9(75) 102,2 (£ 22,76) 9(36) 4 (44) 76,25 (£ 36,84)
Paea infectado 52 7 (13) 4 (57) 100 (+ 21,34) 4 (8) 2 (50) 94 (+59,4)
Campo controle 25 16 (64) 10 (63) 87,7 (+ 52,86) 9(36) 1(11) 15 (£ 0)
Campo infectado 71 29 (41) 10 (34) 72,5 (+ 37,66) 14 (20) 2 (14) 82,5 (+ 4,95)

Tabela 5.5. Analise descritiva da fecundidade dos quatro grupos (linhas). Nas colunas apresentam-se o nimero de fémeas vivas no momento

da retirada das desovas, quantas destas desovaram e o nimero médio (+ desvio-padrdo) de ovos postos ao longo das quatro semanas de

experimentacao.
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De maneira descritiva, podemos avaliar o sucesso de oviposicéo por ciclo para as fémeas de
Ae. aegypti do grupo controle e do grupo infectado. A Figura 5.14 representa 0 SuCessO
reprodutivo das fémeas do grupo controle (ambas as populagbes) e a Figura 5.15 mostra 0s
mosquitos infectados (novamente ambas as populacdes). A parte azul de ambos os gréficos
representa a porcentagem de individuos que puseram ao menos 1 ovo e a parte vermelha aqueles
que ndo depositaram nenhum ovo. A analise mostra uma tendéncia de reducdo do sucesso de
oviposicdo ao longo das semanas, mas em especial para os mosquitos infectados. Para as fémeas
do grupo controle, podemos observar que aproximadamente 90% delas ainda realizaram postura
no terceiro ciclo de oviposic¢do, enquanto que para os infectados hd uma reducdo gradual no
sucesso de oviposicdo, sendo que no terceiro ciclo mais da metade das fémeas ndo ovipuseram
sequer um ovo. Nossos dados mostram que, no terceiro ciclo, o sucesso de oviposicao das fémeas
infectadas é significativamente menor que o das fémeas do grupo controle (x*= 15,03, gl =3, p =

0,0016).
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Figura 5.14. Analise de contingéncia do sucesso de oviposicdo de fémeas de Aedes
aegypti dos grupos controle (ambas as populacdes). A parte vermelha do gréafico representa o
percentual dos individuos que ndo desovaram e a parte azul representa aqueles que depositaram

ao menos 1 ovo no papel filtro em cada semana: 12 (C1), 22 (C2), 3% (C3) e 42 semana (C4).
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Figura 5.15. Analise de contingéncia do sucesso de oviposicdo de fémeas de Aedes
aegypti dos grupos infectados (ambas as populacdes). A parte vermelha do gréfico representa o
percentual dos individuos que ndo desovaram e a parte azul representa aqueles que depositaram

ao menos 1 ovo no papel filtro em cada semana: 12 (C1), 22 (C2), 32 (C3) e 42 semana (C4).
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Pela regressdo logistica, podemos perceber diferenca significativa no sucesso de
oviposi¢do no decorrer das semanas (3> = 9,03, gl = 3, p = 0,0289), ou seja, mosquitos mais
velhos ndo colocam ovos com mais freqliéncia que mosquitos jovens. Da mesma forma, também
houve influéncia da interacdo entre ciclo e infeccdo sobre o sucesso de oviposicao (y° = 14,40, gl
=3, p = 0,0024), e entre ciclo e populagdo (x* = 9,030, gl = 3, p = 0,029). A interag&o entre
Idade*Populagdo mostra que o sucesso de oviposi¢do de Campo e Paea foi diferente ao longo da
idade. De maneira semelhante, o sucesso de oviposicdo dos infectados e controle também variou
de forma n&o similar em funcdo da idade da fémea de Ae. aegypti. Ou seja, 0 sucesso de
oviposicao diminui significativamente em funcéo da populacéo, de seu status de infecgéo e de sua

idade (Tabela 5.6).

Fonte DF L-R ChiSquare Prob>ChiSq
Idade 3 15,3051508 0,0016*
Populagao 1 0,02543486 0,8733
Infeccéo 1 0,13583026 0,7125
Asa 1 1,33446722 0,2480
Idade*Pop 3 9,03334077 0,0289*
Idade*Inf 3 14,4052192 0,0024*
Idade*Asa 3 2,63940841 0,4506
Pop*Asa 1 0,00263259 0,9591
Pop*Inf 1 0,91451404 0,3389
Inf*Asa 1 0,18646216 0,6659

Tabela 5.6. Regressdo logistica do sucesso de oviposicdo de fémeas de Ae. aegypti. O asterisco
marca as variaveis e suas interacdes que influenciaram de maneira significativa o sucesso de

oviposicao dos insetos.
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A segunda etapa de andlise da fecundidade dos grupos baseou-se na comparagdo do
namero de ovos postos pelas fémeas por ciclo de oviposicdo. A média de ovos postos por todos
0s grupos ao longo das trés semanas de observacdo mostra uma tendéncia de queda do nimero de

ovos em fungéo da idade (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Grafico das médias de ovos postos por todos os grupos (Paea controle, Paea
infectado, Campo controle e Campo infectado) por semana de experimentacdo: 12 semana (Ovt

(5), 22 semana (OvtA) e 32 semana (OvtB))

Repetindo o mesmo racional, fizemos a distincdo do nimero de ovos por fémea, mas
separando-as por populacdo (Figura 5.17). Os dados mostraram um padrdo aleatorio, tornando
dificil o fechamento de uma conclusdo. Fémeas de Paea colocam mais ovos no primeiro e

terceiro ciclos, enquanto fémeas do Campo tem maior fecundidade na segunda semana.
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Figura 5.17. Grafico das médias de ovos postos por semana pelos individuos das duas populacbes
analisadas: linha vermelha (Campo controle e infectado) e linha azul (Paea controle e infectado).

Ao fazer a separacdo das fémeas entre infectadas e ndo-infectadas, podemos notar um
padrdo bastante interessante (Figura 5.18). Nas duas primeiras semanas, 0 numero de ovos
colocados pelas fémeas infectadas e ndo-infectadas se manteve semelhante. Contudo, no terceiro
ciclo de oviposicdo, as fémeas infectadas colocaram significativamente menos ovos que as

fémeas ndo infectadas.
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Figura 5.18: Gréafico das médias de ovos postos por semana pelos grupos controle (Paea controle
e Campo controle) representados pela linha vermelha e infectados (Paea infectado e Campo

infectado), por sua vez representados pela linha azul.
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O teste realizado mostrou a influéncia da infeccdo sobre o nimero de ovos postos na
terceira semana de amostragem (F = 1,17, gl = 2, p = 0,01), independentemente da populacao (F
=0,17, gl = 2, p = 0,42), do tamanho das fémeas (F = 0,29, gl = 2, p = 0,23) ou da semana de

amostragem (F = 0,28, gl = 2, p = 0,25) (Tabela 5.7).

Fonte o] F Prob>F
Idade 2 0,2847397 0,2521
Idade*Pop 2 0,1687804 0,4241
Idade*Inf 2 1,168625 0,0142*
Idade*Asa 2 0,2965206 0,2397

Tabela 5.7. Resultado da Anélise de variancia para medidas repetidas (Manova). A infeccéo
mostrou-se como a unica variavel influenciadora do nUmero de ovos postos pelos grupos

analisados.

Ao analisar de forma conjunta os dados de fecundidade, podemos destacar duas coisas,
sendo que ambas acontecem no terceiro ciclo de oviposicdo. Neste momento, 0 sucesso de
oviposicao das fémeas infectadas € significativamente menor que o das fémeas do grupo controle.
Além disso, fémeas infectadas também colocam menos ovos que as ndo-infectadas nesse ciclo.
Assim, nossos dados sugerem que o virus dengue apresenta influéncia negativa na fecundidade

das fémeas de Ae. aegypti.
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6. DISCUSSAO

Nesta dissertacdo buscamos elucidar o impacto desencadeado pela infeccdo pelo virus
dengue sorotipo 2 em alguns aspectos da biologia do mosquito Aedes aegypti. Avaliamos seu
comportamento alimentar, sobrevivéncia e fecundidade, aspectos relevantes para a dinamica de
transmisséo do dengue na natureza, uma vez que a variacdo destes parametros pode impactar a
capacidade vetorial dos mosquitos.

Primeiramente, testamos a susceptibilidade de Aedes aegypti a quatro diferentes amostras
de DENV-2 para a obtencdo de um virus capaz de infectar os mosquitos. Quatro grupos de vinte
fémeas cada foram inoculadas intratoracicamente com cada uma das amostras de virus e chegou-
se a relacdo de aumento da proporcao de infeccdo a medida que aumentava-se o titulo viral da
amostra. Apenas uma das amostras, a de maior titulo, foi capaz de infectar 100% das fémeas
inoculadas. Vazeille et al. (1999) mostrou a relacéo do titulo viral e a taxa de infectividade dos
mosquitos. Pequenas reducgdes no titulo viral oferecido no momento da infeccdo experimental
geraram grandes decréscimos nas taxas de infectividade. Claramente, a infeccdo de 100% das
fémeas é um fenbmeno pouco natural, mas que se justifica pelo fato de diminuir o nimero de
fémeas a serem manipuladas caso o sucesso de infeccao fosse diferente do apresentado.

Uma discussdo bastante recente trata da idéia de que diversas interacBes parasita-
hospedeiros parecem ser moduladas pela relacdo gendtipo-gendtipo do sistema. Lambrechts
(2011) discute esta hipotese também para Aedes aegypti/DENV, onde a competéncia vetorial é
relacionada a combinacdo especifica dos genotipos do virus e do mosquito. No experimento em
questdo, testou-se a interacdo de trés linhagens de mosquitos e trés de virus. Percebeu-se
claramente a variacdo na susceptibilidade em funcdo dos pares (virus/mosquito) combinados,

chegando-se a conclusdo que desta é uma caracteristica extremamente influenciada pela
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combinacgédo especifica do gen6tipo do vetor e do isolado viral. Esta situacao traz a tona diversos
questionamentos acerca das possibilidades de extrapolagdo dos resultados em experimentos de
competéncia viral. Desta maneira, estudos que relacionem a competéncia vetorial de um inseto a
um dado microorganismo devem majoritariamente ser realizados com mosquitos e virus que co-
circulem numa mesma localidade (Lambrecths 2011). Desta maneira, a interpretacdo de nossos
resultados deve levar este argumento em consideracdo, mesmo sendo uma das populactes
confinada em laborat6rio ha quase 20 anos.

E conhecido o forte tropismo do virus dengue pelos tecidos nervosos de Ae. aegypti, sendo
este inclusive um dos poucos tecidos a acumular antigenos virais mesmo apds 21 dpi. De certa
maneira, a excecdo das glandulas salivares, os demais tecidos apresentam reducdo na
infectividade com o passar do tempo (Linthicum et al. 1996, Salazar et al. 2007). A presenca e
replicacdo viral nos tecidos nervosos de insetos € uma potencial causa de alteracdes
comportamentais, uma vez que € visto em Drosophila e em outros dipteros que a atividade
locomotora € regulada por genes do reldgio circadiano expressos na regido cerebral (Saunders
2002, Hall 2003).

N&o encontramos nenhuma evidéncia de alteracdo comportamental do habito alimentar
gerada por DENV-2 em Aedes aegypti de campo e laboratorio infectados via oral. Nenhum dos
parametros analisados foi significativamente diferente para os pares testados (controles e
infectados). Nem mesmo a idade e o nivel de disseminacdo do virus no corpo das fémeas
mostraram-se fatores importantes na alteracdo comportamental das fémeas. Em Putnam e Scott
(1995), fémeas de Ae. aegypti de laboratério foram infectadas de uma maneira invasiva e
artificial, através de inoculacdo direta do virus no seu torax, e 0s autores também ndo detectaram
nenhuma alteracdo comportamental gerada pela infeccdo. Vale ressaltar o fato deste desenho

experimental ter incluido um namero reduzido de parametros cronometrados e também ter feito a
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comparagdo dos grupos em apenas um dia (14 dpi). Os autores relacionam tal situacdo a
possibilidade de a selecdo natural ndo ter favorecido a fixagcdo de caracteristicas comportamentais
relacionadas ao nimero de provas, por exemplo. Naturalmente, mesmo nao infectados, mosquitos
Ae. aegypti realizam diversos repastos sanguineos por ciclo gonotréfico mantendo elevado
contato vetor-hospedeiro e consequentemente também elevada a taxa de transmissdo do virus em
um populacdo de hospedeiros susceptiveis. Portanto, alteraces comportamentais nao seriam
consideradas mudancas adaptativas para serem selecionadas naturalmente, uma vez que o fitness
do virus, sua taxa de transmissdo e manutencdo em uma populacdo de hospedeiros ndo sdo
alterados. Ja Platt et al. (1997), infectando uma populacdo de campo também via intratoracica,
poréem com um sorotipo distinto (DENV-3), relatou impacto significativo gerado pela infeccdo no
comportamento alimentar das fémeas de Ae. aegypti, com aumento do tempo de prova e do
tempo total de alimentacdo. Ou seja, a infeccdo pelo DENV-3 foi prejudicial ao mosquito, pois
uma vez que aumenta o tempo de prova e o tempo total de ingestéo, as fémeas estdo mais sujeitas
a serem mortas pelo comportamento defensivo do hospedeiro. Interessantemente, nossos
resultados somam-se aos de Putnam e Scott (1995) ao infectar mosquitos com DENV-2, mas
também em ndo observar qualquer alteracdo no habito alimentar dos insetos infectados. Tal fato
permite especular que os efeitos no mosquito podem ser sorotipo-especificos, hipotese ainda
desconhecida. De fato, nada se sabe sobre o efeito e impacto que cada sorotipo de dengue pode
ter na biologia do mosquito e em seu comportamento. Em humanos, é senso comum que
determinados sorotipos sd@o mais virulentos ou mais graves do que outros (Martina et al. 2009).
Uma pergunta pertinente é se 0s sorotipos/genotipos virais que apresentam maior viruléncia em
humanos, com maior mortalidade e morbidade, tém o poder de serem tdo ou mais prejudiciais aos
seus mosquitos vetores. Como esses virus de diferentes sorotipos interagem com 0 mosquito

ainda requer maior investigacao.
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Além do comportamento alimentar, buscamos avaliar e corroborar a idéia de reducdo do
fitness de fémeas de Ae. aegypti quando infectadas com DENV. Para isso, algumas analises
foram desenvolvidas com os dados da observacao diaria da sobrevivéncia dos grupos analisados.
Os resultados obtidos mostram relevante e significativo aumento da mortalidade das fémeas
quando infectadas. A anéalise exploratdria dos dados mostra que tanto a média quanto a mediana e
o0 percentual de fémeas vivas ao 14° dia p6s-infeccdo foram inferiores para ambas as populagdes
quando infectadas, que tiveram sua mortalidade concentrada até o 10° dpi. Portanto, ressalta-se o
impacto negativo do virus dengue na sobrevivéncia dos individuos desta espécie.

Testamos a influéncia de algumas variaveis sobre a longevidade das fémeas de Ae. aegypti.
O fato de os individuos pertencerem a duas diferentes populagdes, uma de campo e outra de
laboratdrio, ndo influenciou a sobrevivéncia dos mesmos quando infectados. Parece portanto que
a origem da populacdo ndo influencia a taxa de mortalidade das fémeas infectadas. Observamos
também a relacdo do tamanho dos mosquitos com sua taxa de sobrevivéncia e percebemos uma
tendéncia de que com o aumento da asa, os individuos da populacdo de campo apresentam maior
mortalidade do que aqueles de laboratdrio e também os infectados em relagcdo aos controles. Um
aumento da mortalidade das fémeas em funcdo do aumento do seu tamanho poderia ser
relacionado a maior ingestdo de sangue infectivo, com a ingestdo de uma maior concentracdo de
particulas virais, que por sua vez pode ser responsavel por um maior impacto sobre a fisiologia e
fitness dos insetos . Da mesma maneira, seria interessante avaliar aspectos como longevidade,
sobrevivéncia e fecundidade, ou seja, aspectos relacionados ao fitness, em mosquitos infectados
com 0 mesmo sorotipo/genotipo viral, mas com diferentes titulos.

Ao se considerar o modelo completo, confirmou-se o significativo impacto da infeccdo por
DENV-2 na sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti, mas ndo houve diferencas significativas

quando pardmetros como populagdo, tamanho da asa e as combinagdes possiveis entre estes
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foram considerados. Ou seja, nossos dados sugerem que a infeccdo pelo DENV-2 afeta
diretamente a sobrevivéncia de Ae. aegypti enquanto as outras varidveis ndo apresentaram efeito
claro sobre os mosquitos, reforcando as observacdes de Maciel-de-Freitas et al. (2011), que a
infeccdo resulta em efeitos negativos para 0 mosquito.

Apesar de algumas barreiras fisicas no intestino médio do vetor serem consideradas
relevantes no bloqueio da disseminacédo viral e modulacdo da infeccdo (Gubler e Kuno 1997), a
infeccdo pelo DENV desencadeia respostas imunoldgicas capazes de modular a infeccdo no
organismo do mosquito. No modelo Ae. aegypti/DENV esta ativacdo do sistema imune parece
estar relacionada a producéo de small interferring RNA (siRNA), que séo capazes de degradar o
MRNA do virus (Sparks et al. 2008, Sanchez-Vargas et al. 2009). Somando-se a utilizagcdo de
RNA de interferéncia, insetos fazem uso do sistema imune inato na defesa contra diversos virus,
sendo a microbiota presente no trato digestivo destes insetos essencial na manutencdo de um
nivel basal de estimulos para a via Toll de resposta a patdgenos (Xi et al. 2008). Mosquitos Ae.
aegypti também utilizam a via de sinalizacdo JAK-STAT para controlar a infecgdo pelo dengue,
agindo independentemente das respostas por RNAI ou pela via Toll (Souza-Neto et al. 2009).

Sim e Dimopoulos (2010) mostraram que o0 virus dengue é capaz de suprimir respostas
imunologicas nas células que ele infecta, aumentando a replicacéo viral e exacerbando ainda mais
as respostas desencadeadas, fato que pode acarretar consequéncias importantes na dindmica de
transmissdo do virus e na fisiologia do inseto. Schmid-Hempel (2005) mostrou, para outros
sistemas, que a resposta imune desencadeada pela entrada de diferentes patdgenos € capaz de
debelar a infeccdo, porém o fitness do hospedeiro é impactado negativamente. Em um exemplo
extremo, Moret e Schmid-Hempel (2000) observaram que operarios de mamangava desafiados

com lipopolissacarideos e microcapsulas de latex tiveram maior mortalidade que os insetos do
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grupo controle. Ironicamente, a ativagdo do sistema imune de Bombus terrestris teve um custo
energético tdo alto que foi prejudicial para o proprio inseto.

Desta forma, parece que a ativagdo do sistema imune e consequente desencadeamento de
suas respostas acabam por requerer energia metabdlica, havendo assim um trade-off energético
que favorece a alocacdo de energia no combate a infeccéo, prejudicando processos vitais. O novo
balanco energético gerado pela infeccdo compromete parametros relevantes da biologia do inseto,
como sua sobrevivéncia (Moret e Schmid-Hempel 2000, Maciel-de-Freitas 2011), fecundidade
(Yan et al. 1997, Maciel-de-Freitas 2011) e tempo de desenvolvimento (Ferdig et al. 1993).
Partindo dessa premissa, é provavel que a infeccdo pelo virus dengue 2 reduza a sobrevivéncia
das fémeas de Aedes aegypti devido ao alto custo metabolico/energético necessario a formacao de
respostas celulares e humorais ao virus.

Ainda pensando no impacto da infeccdo por DENV-2 no fitness de Ae. aegypti, avaliamos
também a fecundidade dos individuos analisados. Buscamos avaliar tal impacto sob duas
diferentes abordagens e, de maneira geral, percebemos o impacto da infeccdo também sobre a
fecundidade do vetor. A primeira delas tratou do sucesso de oviposicdo por ciclo das fémeas dos
grupos estudados. Tal analise mostrou tendéncia de reducdo do sucesso de oviposi¢cdo com o
passar das semanas de amostragem, especialmente para o grupo dos mosquitos infectados. No
terceiro ciclo, o sucesso de oviposicdo das fémeas infectadas € significativamente menor que o
das fémeas do grupo controle, onde mais de 50% das fémeas infectadas ndo realizaram a postura
de sequer um ovo, enquanto aproximadamente 90% dos mosquitos ndo-infectados o fizeram.

Quando analisamos a fecundidade geral dos grupos, percebemos o efeito idade-dependente
no sucesso de oviposicdo: mosquitos mais velhos colocam ovos com menor frequéncia que
mosquitos jovens. Esta relacdo ndo foi a mesma para as duas populagdes analisadas, no entanto

ao analisarmos o grafico gerado, percebemos elevado grau de aleatoriedade, ndo permitindo
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nenhuma conclusdo acerca da diferenca de fecundidade entre as populacdes de campo e
laboratorio ao longo das semanas. Quando separamos 0s mosquitos em dois grupos, infectados e
controles, a reducdo no sucesso de oviposicdo foi significativamente diferente, mostrando o
impacto da infeccdo sobre a fecundidade das fémeas. Logo, 0 sucesso de oviposi¢cdo diminui
significativamente em funcéo da idade das fémeas, origem da populacdo e seu status de infecgéo.
Até onde buscamos, ndo encontramos nenhum artigo anterior que observou diminuicdo do
sucesso de oviposicdo associado a infecgdo com o0 DENV-2.

A segunda abordagem baseou-se na comparacdo do nimero de ovos postos pelas fémeas
por ciclo de oviposi¢cdo. Quando todos os quatro grupos foram analisados em conjunto,
percebemos a queda do niumero medio de ovos postos ao longo das trés semanas de observacao.
Ou seja, percebemos uma tendéncia de queda da produtividade de ovos em funcdo da idade,
desconsiderando-se o tamanho, status de infeccdo ou populacdo das fémeas. Quando todas as
variaveis foram consideradas, percebemos na terceira semana de amostragem o impacto da
infeccdo sobre a fecundidade das fémeas. Quando as populagdes foram comparadas, nédo
percebemos reducdo significativamente diferente, nem mesmo quando consideramos o tamanho
dos individuos. Entédo, além de uma maior propor¢do de individuos ndo oviporem na terceira
semana de amostragem quando infectados, a média do nimero de ovos postos pelos mosquitos
infectados também é significativamente menor neste momento. De maneira similar, Maciel-de-
Freitas et al. (2011), ao observar a fecundidade em mosquitos infectados e ndo-infectados ao
longo de cinco semanas, também observou que os desafiados com DENV-2 apresentavam menor
fecundidade que os controle, mas somente a partir da terceira semana. O virus dengue 2 parece
portanto impactar negativamente a fecundidade de fémeas de Aedes aegypti, sendo este impacto
significativo a partir da terceira semana de amostragem, por volta de 20 dias p6s-infec¢do. Apos

este tempo, praticamente todos os tecidos do mosquito ja estdo tomados pelo virus (Salazar et al.
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2007) e portanto quando espera-se que o impacto sobre a fisiologia do inseto possa ser mais
intenso.

E sabido que a fecundidade de insetos dipteros infectados por outros arbovirus é impactada
negativamente pela infecgdo. Lambrechts e Scott (2009) relacionaram tal impacto a varidveis
como a familia do virus, o género do inseto ou 0 meio de transmissdo e sua influéncia sobre o
fitness destes insetos. Assim, assumimos que perdas na sobrevivéncia e fecundidade de fémeas de
Ae. aegypti infectadas com DENV-2 sdo causadas pelo desequilibrio no trade-off energético
ocasionado pela infeccdo, cujo combate favorece as respostas imunoldgicas em detrimento de
funcbes vitais, como 0 metabolismo basal e a producdo e deposicdo de ovos (Scott e Lorenz
1998, Joshi et al. 2002, Mahmood et al. 2004, Styer et al. 2007). Desta maneira, a interacdo do
mosquito Ae. aegypti com o virus dengue e a resposta imune criada em resposta a infecgcdo, assim
como 0 custo energetico e seu impacto na viabilidade do mosquito sdo aspectos que deverdo ser

explorados no futuro.
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7.  CONCLUSAO

A discussdo acerca do impacto que parasitas geram em seus hospedeiros ocorre ha muito
tempo, porém sdo poucos os trabalhos que tratam da relacdo do virus dengue e mosquitos Aedes
aegypti. Os dois grupos que buscaram avaliar o impacto da infeccdo sobre o comportamento
alimentar do vetor trazem resultados contraditérios. Putnam et al. (1995) infectaram fémeas de
Ae. aegypti com DENV-2 via inoculagdo intratoracica e ndo detectaram nenhuma diferenca no
comportamento alimentar das fémeas infectadas. Platt et al. (1997), usando o mesmo modo de
infeccdo, porém com DENV-3, viram que o tempo de prova e o tempo requerido para
alimentacdo pelos mosquitos infectados foram significativamente maiores. Nesta dissertaco,
buscamos avaliar o impacto da infecgdo oral, método mais préximo ao natural, por DENV-2 em
parametros do habito alimentar de Ae. aegypti, e chegamos a conclus@o de que o virus ndo altera,
em nenhum aspecto, os parametros analisados. Tal conclusdo pode ser devido a grande
heterogeneidade na resposta dos mosquitos aos padrdes observados, camuflando possiveis
alteracdes comportamentais geradas pela infeccdo. Além disso, mais interessante, seria observar
se a alteracdo no habito alimentar de Ae. aegypti € um fendmeno sorotipo-especifico.

Buscamos também avaliar o impacto da infeccdo na sobrevivéncia e fecundidade dos
individuos avaliados ao longo de mais de 40 dias pds-infeccdo. A longevidade ndo foi muito
diferente. A taxa de mortalidade dos grupos infectados foi maior, corroborando a idéia do
impacto negativo da infeccdo na fisiologia dos mosquitos e comprometimento de suas funcdes
vitais. A fecundidade também mostrou ser impactada pela infeccdo. Vimos que o nimero médio
de ovos por fémea diminui com o passar das semanas e este decréscimo € mais acentuado para o
grupo dos mosquitos infectados. Na terceira semana, quando o virus dengue encontra-se

disseminado nos tecidos do mosquito, fémeas infectadas tém menor sucesso de oviposi¢do
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(probabilidade de colocar ovos) e colocam significativamente menos ovos que fémeas do grupo
controle.

Nossas conclusdes mostram o significativo impacto da infeccdo pelo virus dengue 2 no
fitness de Aedes aegypti. Ndo detectamos alteracOes relevantes no comportamento alimentar das
populagbes avaliadas, mas corroboramos a imagem de reducdo do fitness dos mosquitos
infectados, tendo havido prejuizo para sua sobrevivéncia e fecundidade, aspectos de fundamental
relevancia em sua capacidade vetorial. Pretendemos continuar investigando aspectos da interagéo
mosquito-virus para avancar no conhecimento sobre a epidemiologia da doenca e controle do

vetor.
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