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RESUMO

No Brasil, a filariose linfatica causada pdtichereria bancrofti ainda é um grave problema
de saude publica. O mosquiBmlex quinquefasciatus é o principal vetor nas areas onde este
nematédeo tem periodicidade noturna, enquéweties aegypti € uma espécie naturalmente
refrataria. Os mecanismos responsaveis pela reéddale aW. bancrofti nesta espécie de
mosquito sdo desconhecidos. Desse modo, estudasasobsposta imune de. aegypti aW.
bancrofti sdo importantes para compreender os mecanismolngten o desenvolvimento
deste patdgeno nesta espécie de mosquito. O abjitiste trabalho foi avaliar o padrdo de
expressdo temporal dos genes defensina, cecropi@asderrina dede. aegypti infectados
artificialmente comW. bancrofti, assim como observar o desenvolvimento do filariteste
mosquito comparado cor@x. quinquefasciatus. FEémeas defe. aegypti Rec Lab eCx.
quinquefasciatus CqSF foram alimentadas artificialmente com amestieasangue venoso de
voluntéarios infectados e nao infectados c@n bancrofti. Apés o repasto sanguineo, foi
extraido o RNA total dgpools Ae. aegypti - tanto do grupo controle, quanto do grupo
infectado, coletados nos seguintes tempos: 2h, 28h, 72h e 7 dias. Os RNAs foram
submetidos a reacdes de RT-PCR em tempo realpconers especificos para 0os genes da
defensina, cecropina, transferrina e rpL8 (contemiddgeno), separadamente e em duplicata.
A expressdo relativa destes genes foi calculada petodo 2““;. Nas observacdes
microscopicas, a cabeca, torax e abdomen de mosdwt aegypti e Cx. quinquefasciatus
foram dissecados durante os 15 dias pos-infeccadimade avaliar a migracdo, o
desenvolvimento e o movimento dos parasitas. Qdtaé®s mostraram que a transcricdo da
defensina, cecropina e transferrina aumentouAenaegypti logo apos a infeccdoom W.
bancrofti, apresentou picos as 2h (cecropina) ou 24h (degemstransferrina), e diminuiu a
partir de 48h. Os picos de transcritos imunes ddirgen com o periodo de migracdo da
microfilaria para o térax dée. aegypti, que ocorreu nas primeiras 24h. Apds a migracao,
vermes filarideos diferenciaram-se em larvas dangirdo estadio salsichdide, mas
interromperam o desenvolvimento a partir desse mumediferentemente deCx.
quinquefasciatus, cujo desenvolvimento d&. bancrofti foi normal. E possivel que defensina,
cecropina e transferrina estejam envolvidas naostagmune dée. aegypti a infeccao por
W. bancrofti.

Palavras-chave: Aedes — Imunologia.Culex. Wuchereria bancrofti. Peptideos Catibnicos
Antimicrobianos. Transferrina. Transcricdo Gergétic
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ABSTRACT

In Brazil, lymphatic filariasis is caused Myuchereria bancrofti and is still a serious Public
Health problem. The mosquitoulex quingquefasciatus is the main vector in areas where this
nematode has nocturnal periodicity, whiledes aegypti is a naturally refractory species. The
mechanisms responsible for refractoriness of thisquito toW. bancrofti are unknown.
Thus, studies of the immune responsé\eafaegypti to W. bancrofti is crucial to understand
the mechanisms that limit the development of thashpgen in this mosquito. This work
aimed to assess the temporal expression pattetefensin, cecropin and transferrin genes in
Ae. aegypti artificially infected with W. bancrofti, as well as to observe the filarial
development in the mosquito comparedto quinquefasciatus. Ae. aegypti Rec Lab andCx.
quinquefasciatus CqSF females were atrtificially fed with samples va@nous blood from
volunteers infected and non-infected with bancrofti. After a bloodmeal, total RNA was
extracted from pools ohke. aegypti from both control and infected groups that werkected

at the following time points: 2h, 24h, 48h, 72hgd&ys. The RNAs were subjected to Real
Time RT-PCR reactions using specific primers fofedsin, cecropin, transferrin, and rpL8
(endogenous control) genes, separately, and incdigs. The relative expression of these
genes was calculated by thé*3; method. As for microscopy observation, the heldkax,
and abdomen of\e. aegypti and Cx. quinguefasciatus mosquitoes were dissected during 15
days following the infected bloodmeal, to assesgration, development, and movement of
parasites. Results showed that transcription oérdeh, cecropin, and transferrin was up-
regulated inW. bancrofti-infectedAe. aegypti soon after infection, peaking at 2h (cecropin) or
24h (defensin and transferrin), and starting destingaat 48h. The peak of immune transcripts
coincided with migration of microfilariae tde. aegypti thorax, which occurred at the first
24h. After migration, a few filarial worms ide. aegypti may differentiated into the sausage-
shaped first larval stage but stoped developingerathat, differently than inCx.
quinquefasciatus, whereW. bancrofti development was normal. It is possible that defens
cecropin and transferrin are involved in the immuesponse of\e. aegypti to infection byW.
bancrofti.

Key words: Aedes — Immunology. Culex. Wuchereria bancrofti. Antimicrobial Cationic
Peptides. Transferrin. Transcription, Genetic.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Gréfico 1 —

Gréfico 2 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Pacientes acometidos por filariose tiicéa apresentando elefantiase (A) e

hidrocele (B). 18
Ciclo de vida d&uchereria bancrofti. 21
Culex quinquefasciatus (A) e Aedes aegypti (B). 23

Alinhamento das sequéncias de aminoacid® regido madura de
defensinas déedes aegypti (defA, defB e defC) e Ae. albopictus (defD),
deduzidas a partir das suas respectivas sequé&lecRNAC. 32
Visualizacdo do esquema de alimentagi#fccial das fémeas déedes

aegypti com sangue humano e membrana suina

Desenvolvimento &guchereria bancrofti emCulex quinquefasciatus. 56
Desenvolvimento &&uchereria bancrofti emAedes aegypti. 57
Melanizacdo d&uchereria bancrofti emAedes aegypti. 58

Gel de agarose 1,5%, mostrando a prasdacDNA deWuchereria
bancrofti em Aedes aegypti 24h pos-infeccao (infeccdo 100%). 59

Gel de agarose 1,5%, mostrando a prasda DNA deWuchereria
bancrofti em Aedes aegypti 24h pos-infeccdo (infeccédo 60%).

Gel de agarose 2,0%, mostrando os &atpa produzidos por RT-PCR
com osprimers pararpL8 (1), defensina (2), cecropirfd) e transferrina
(4). 60
Validacdo do método™*“;. 62

Expresséo relativa dos genes defensg@ppina e transferrina ao longo
do tempo, em fémeas dedes aegypti infectadas, quando comparadas a
fémeas nao infectadas cowlichereria bancrofti, apds infeccdo 60% e
100%. 63

44

59



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo de larvas Wéichereria bancrofti (com ou sem movimento)
na cabecga, torax e abddomenAaeles aegypti e Culex quinquefasciatus ao
longo de 10 dias pés-alimentacdo em sangue infe¢Ratrasitemia = 300
mf/ml). Observacdes de tecido fresco em microscopiia. 54

Distribuicdo de larvas Wéichereria bancrofti (com ou sem movimento)
na cabecga, torax e abddomenAseles aegypti e Culex quinquefasciatus ao
longo de 15 dias pés-alimentacdo em sangue infe¢Ratrasitemia = 700
mf/ml). Observacdes de tecido fresco em microscopiia. 54

Porcentagem de mosquitos infectadosWiothereria bancrofti segundo
0 estaddio do desenvolvimento, ao curso de 10 didsinfeccao.
Parasitemia = 300 mf/ml. 55

Porcentagem de mosquitos infectadosWiochereria bancrofti segundo
o0 estaddio do desenvolvimento, ao curso de 15 di@s-irfeccao.

Parasitemia = 700 mf/ml. 55



Ae.
Amp
An.

BLAST
cDNA
cec
CEP
cm
CPgAM
Cr

Cx.

d

Da
DEC
def

Dm
DNA
dNTP
DOPA
EDTA
EST

F e+3
FIOCRUZ
f m

Fw
GAPDH
GPELF
h

HCI
19G,
Imd
KCI

kg

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

GéneroAedes

Ampicilina

GéneraAnopheles

GénerdBrugia

Basic Local Alignment Search Tool
Complementary Deoxyribonucleic Acid
Gene cecropina

Comisséo de Etica em Pesquisa
Centimetro

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
Cycle threshold

GéneroCulex

Dia

Dalton

Dietilcarbamazina

Gene defensina

Drosophila melanogaster
Deoxyribonucleic Acid
Desoxirribonucleotideo Trifosfato
3,4-di-hidroxifenilalanina

Ethylene Diamine Tetracetic Acid
Expressed Sequence Tag

ion ferro na forma oxidada

Fundacao Oswaldo Cruz

Gene envolvido na susceptibilidadeAte aegypti a alguns filarideos
Primer forward

Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
Global Programme to Eliminate Lymphatic fasis
Horas

Acido Cloridrico

Imunoglobulina G4

Via da Imunodeficiéncia

Cloreto de Potassio

Quilograma



LB
L1
L2
L3

mf
mg
ml
mm
ng
nm
PAMP
pb
PBS
PCR
pH
PPO
PRRs
QA
gPCR
QR
QTL
RNA
rpL8
RPM
RT

TBE
TCLE
TE
transf

pHm
UM

Meio de cultura Luria Bertani

Larva de filarideo de 1° estadio larval
Larva de filarideo de 2° estadio larval
Larva de filarideo de 3° estadio larval
Molar

Microfilaria

Miligrama

Mililitro

Milimetro

Nanograma

Nanémetro

Pathogen Associated Molecular Patterns
Pares de Base

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Potencial Hidrogenidnico
Pro-fenoloxidase

Pattern Recognition Receptors
Quantificacdo Absoluta

Quantitative Polymerase Chain Reaction
Quantificacdo Relativa

Quantitative Traitoci

Ribonucleic Acid

Ribosomal Protein L8

Rotagbes por minuto

Reverse Transcription

Primer reverse

Tris Borato Ethylene Diamine Tetracetic Acid
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tris — Ethylene Diamine Tetracetic Acid
Transferrina

Unidade enzimatica
GéneroWuchereria

Micrémetro

Micromolar



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Filariose Linfatica

2.1.1 Epidemiologia, Sintomas Clinicos e Diagndastic
2.1.2 Tratamento, Prevencéo e Controle
2.1.3Wuchereria bancrofti Cobbold, 1877

2.1.4 Principais vetores d&uchereria bancrofti

2.2 Imunidade em insetos

2.2.1 Orgéos e tecidos do sistema imune de insetos

2.2.2 O reconhecimento do corpo estraniumgel f)

2.2.3 Respostas Celulares e Respostas Humorais

2.2.4 Peptideos antimicrobianos

2.2.4.1 Defensinas

2.2.4.2 Cecropinas

2.2.4.3 Transferrinas

2.2.5 Base genética da competéncia vetoridiedies aegypti a filarideos
2.3 RT-PCR quantitativa para detectar expressao ddrencial
2.3.1 Quantificacdo Absoluta e Quantificacdo Redati

2.3.2 O Método Comparativo™2r

3 JUSTIFICATIVA
4 PERGUNTA CONDUTORA
5 HIPOTESE

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral
6.2 Objetivos Especificos

15

17
17
17
19
20

22
24
24
26
28
30
30
32
33
34
35
36
37

39

40

41

42

42
42



7 MATERIAIS E METODOS

7.1 Manutengao das coldnias de mosquitos

7.2 Infeccao via alimentacao sangiinea artificial

7.3 Microscopia Optica

7.4 Extracao de DNA total

7.5 PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para detg@o deWuchereria bancrofti
7.6 Extracao de RNA total

7.7 Desenho doprimers para defensina, cecropina e transferrina déedes aegypti
7.8 Reagbes RT-PCR (Transcricao Reversa-Reacao eradeia da Polimerase)
7.9 Clonagem e reacdo de seqlenciamento

7.10 Reacbes de RT-PCR em Tempo Real e Analise depEesséo Relativa

7.11 Consideracgdes Eticas

8 RESULTADOS

8.1 Desenvolvimento d&Vuchereria bancrofti em Culex quinquefasciatus e Aedes
aegypti

8.2 Diagndstico molecular da infeccao d&edes aegypti com Wuchereria bancrofti
8.3 Determinacao da especificidade dos transcritos

8.4 Andlise da expressédo génica da defensina, cquna e transferrina

8.4.1 Andlise da eficiéncia das amplificacbes

8.4.2 Andlise temporal da expressao génica

9 DISCUSSAO

10 CONCLUSOES

REFERENCIAS

APENDICE
Apéndice A — Artigo submetido a revista “Parasigiyfo

43
43
43
45
46

48
48
49
50
50
51

53

53

58

60

60

60

61

64

70

71

86
87



ANEXOS

Anexo A — Modelo do termo de Consentimento Livieselarecido (TCLE), referente
aos individuos que possuem o verme da filaria ngusa

Anexo B — Modelo do termo de Consentimento Livieselarecido (TCLE), referente
aos individuos que nao possuem o verme da filarsangue.

Anexo C — Parecer do CEP/CPgAM.

Anexo D — Carta de anuéncia da Dra. ConstanciasAyre

108

109

111

113
114



Expressao diferencial de genes que codificam peqsid OliveiraFl. 15

1 INTRODUCAO

Os insetos estdo expostos a uma variedade deamgarosmos infecciosos em seus
habitats durante seus ciclos de vida e, além didgamas espécies se alimentam de sangue
humano ou animal, que ocasionalmente podem coatég@nos e/ou parasitas. Além das
barreiras fisicas, como o exoesqueleto quitinos@edotélio, os insetos possuem um sistema
de defesa que, ap0s o reconhecimento do corpmlesti@u da infeccdo), € prontamente
ativado. Consequentemente, a capacidade de reco@mc e eliminacdo desses
microorganismos por insetos € um aspecto criticdrar@smissdo de doengas por vetores
bioldgicos.

Os mosquitos possuem um complexo sistema imurte gwntra patdgenos, que
compreendem inumeros componentes celulares e hismApesar de haver redundancia em
seus mecanismos imunoldgicos contra diferentessarea, eles usualmente utilizam
respostas especificas para cada tipo de micro@rgani

A filariose linfatica € um grave problema de sa(uiéblica em varios paises,
atingindo cerca de 120 milhdes de pessoas no muwa®e.Ameéricas, 0 mosquitGulex
quinquefasciatus é o principal vetor ond&Wuchereria bancrofti, o agente etiolégico da
doenca, tem periodicidade noturna. Outras espédes culicideos também podem
desempenhar o papel de hospedeiro intermediarised@arideo, enquanto varias outras
espécies sdo completamente refratarias, oades aegypti, vetor da febre amarela e dengue.

Uma vez ingerida pelo vetor, a microfilaria \d& bancrofti migra para seu musculo
toracico e desenvolve-se nos estadios subsequiehtds? e L3 (ou forma infectiva). Por
outro lado Ae. aegypti bloqueia o desenvolvimento do verme além do prionestadio (L1).

Apesar de alguns genes envolvidos no controletigenda susceptibilidade d&e.
aegypti a filarideos ja terem sido mapeados, pouca infeiimdoi acumulada sobre quais sao
exatamente os genes e como eles atuam no mecadesmefratariedade/susceptibilidade.
Reacdes de melanizacdo e encapsulacdo melanaiacbsdrvadas em algumas espécies de
mosquitos, cujas linhagens séo refratarias a iate@pr esses parasitas, embora nenhuma
resposta imune visivel ou suficientemente forterr@cemAe. aegypti. Nado obstante, sabe-se
que a infeccdo e o desenvolvimento \de bancrofti em vérias espécies de mosquitos
acarretam mudancas em seus componentes humoraisiolésulas envolvidas nessas
respostas sao induzidas e secretadas na hemoétdacprpo gorduroso e por hemocitos

circulantes.
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Peptideos antimicrobianos desempenham importaagel ma resposta humoral de
mosquitos, devido a potencial acdo de bloqueaseri®lvimento de parasitas. A indugéo de
seus respectivos transcritos pode ocorrer aposcids com patdgenos e/ou parasitas. Varias
dessas moléculas, como a defensina, a cecropin&ramsderrina, ja foram identificadas e
caracterizadas em mosquitos, apos sua exposigexibs, incluindée. aegypti.

Todavia, a maioria dos estudos que tratam sobrpressado de moléculas envolvidas
na resposta humoral foi realizada em mosquitos s®po a bactérias e outros
microorganismos, muitos dos quais nao sado patogatasais de vetores e, também, a via de
infeccdo utilizada ndo foi natural. Além disso, po& conhecido sobre a regulacdo de tais
moléculas apoés a infeccdo com metazoarios, inaidancr ofti.

Técnicas moleculares sensiveis e especificas usadaketeccdo da expressdo e
caracterizacdo de genes envolvidos na sintesepdielges antimicrobianos por vetores estédo
contribuindo para o aprofundamento de questbfesrerdfs a respostas mediadas por
imunopeptideos. Desse modo, destaca-se a imp@téosi estudos sobre a resposta imune
inata de vetores contra parasitas e/ou patdogenas oo modeldAe. aegypti/W. bancrofti,

proposto neste trabalho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Filariose Linféatica

A filariose linfatica humana é uma doenca pardait&rbnica transmitida por
mosquitos e de significativo impacto soécio-econ@maem paises endémicos, cujos agentes
etioldgicos sdao nematodos dos génekbachereria e Brugia. Predominantemente, a
elefantiase € o sinal classico da fase sintomét&ia avancada dessa doenca.

2.1.1 Epidemiologia, Sintomas Clinicos e Diagndstic

A filariose linfatica € uma doenca de importanem saude publica que afeta cerca
de 120 milhdes de pessoas no mundo, ao longo dai88s localizados em regides tropicais e
sub-tropicais. Mais de 1,3 bilhdes de pessoasxapaalamente 18% da populagdo mundial,
reside em areas de risco. Destas, um terco vivadia, outro terco na Africa e o restante na
Asia, nas ilhas do Pacifico e nas Américas. No rmméangladesh, Republica Democratica
do Congo, india, Indonésia, Madagascar, Nigéridigifras sdo os paises com maior nimero
de casos registrados (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE)06).

Nas Américas, apenas quatro paises sao reconmexitka endémicos: Haiti,
Republica Dominicana, Guiana e Brasil (CENTERS HOIBEASE CONTROL, 2007). Na
década de 50, apés um levantamento realizado nsil,Bcasos autdctones de filariose
linfatica causada powW. bancrofti foram encontrados em 11 cidades (ROCHA; FONTES,
1998). Atualmente, essa doenca apresenta distibbuichana e focal, sendo detectada nos
municipios de Recife, Olinda, Jaboatdo dos Guaearap Paulista, todomcalizados na
Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco (BRAZ2Q08). Os indices de prevaléncia no
Recife variam entre as microrregides (0,6% a 14,96hdo a média da cidade 6,5%
(MACIEL et al., 1996).

A filariose linfatica, em sua forma sintomética, extremamente dolorosa e

desfigurante. Os filarideos sdo transmitidos aosamos pela picada de um mosquito
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competente infectado e desenvolvem-se em vermégsdw interior dos vasos linfaticos,
causando dano severo ou edema. O inchacgo, queafetde os membros, mamas e genitélia,
deve-se a imunopatologia severa e consequentenciéfulinfatica (LAWRENCE, 2001).
Acredita-se que numerosas picadas de mosquitaganfas, por um periodo de muitos meses
a anos, sdo necessarias para contrair a doencal (B@ATE, 1992).

Apesar de geralmente ser adquirida durante adi#asuas manifestacdes visiveis
ocorrem na idade adulta, conduzindo os individu@saptiddo temporaria ou permanente,
mas apresenta rara mortalidade. Episodios de itefaglinfadenite febril podem ocorrer,
assim como “ataques agudos” (recorrentes de indsdgacterianas secundarias) e a sindrome
da eosinofilia pulmonar tropical (ORGANIZACAO MUNBL DE SAUDE, 2006).

Aproximadamente 25 milhdes de homens sofrem daquia genital (Figura 1B) e
15 milhdes sofrem de linfodema ou elefantiase reasgs (Figura 1A). Ndo obstante, a
maioria das pessoas infectadas sdo microfilarénaissimtomaticas e nunca desenvolvem os
sintomas clinicos. Porém, todas possuem dano itiaf&ub-clinico e 40% apresentam
comprometimento renal (proteindria e hemataria) GAIRIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2006).

A ' | ' R

Figura 1 - Pacientes acometidos por filariose linfatica, spntando elefantiase (A) e
hidrocele (B).
Fonte: Lymph Notes (2006) (A); Pathology Guy (20(B).

O diagndstico padréo da infeccdo ativa € dado peltodo da gota espessa, que
consiste na deteccao e identificacdo da micradilpelo exame microscopico de esfregaco de
sangue capilar da polpa digital. Técnicas sorob®yisdo uma alternativa, uma vez que

pacientes com infeccdo ativa por filarias tipicateeapresentam elevados niveis do anticorpo
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anti-filarideo 1IgG4 no sangue, e estes podem gec@@los por ensaios de rotina. No entanto,
esse método apresenta algumas desvantagens, amogéncia de falsos negativos, ja que o
linfodema pode desenvolver-se muitos anos aposeaci#io do paciente, e a nao distincéo
entre os anticorpos produzidos nas infec¢des passadas mais recentes (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL, 2007). Outra possibilidade é ogdizstico molecular por PCR,
disponivel para varias espécies de filarideos (AEER, BOAKYE; HAMBURGER, 2003).

2.1.2 Tratamento, Prevencéo e Controle

Embora a grande maioria dos portadores de filafdioatica seja assintomatica, esta
funciona como fonte de infeccdo e, portanto, dagaie vista epidemiologico, necessita de
atencdo. Além disso, os individuos assintomatiaos@m manifestagfes discretas podem
apresentar alta microfilaremia, enquanto os paeseodm elefantiase ou outras manifestacdes
clinicas crénicas podem nao apresentar microfile@xgrariférica ou esta ser bastante reduzida
(REY, 2002). Portanto, o tratamento de pessoasofila@émicas requer planejamento que
vise reduzir a transmissao da doenca.

O tratamento usual para pacientes infectados confilacideo consiste na
administracédo de dietilcarbamazina (DEC), cuja desarecomendada € de 6 mg/kg/dia, via
oral, durante 12 dias. Adotada mundialmente ha o&iSO anos, DEC mata microfilarias e
alguns dos vermes adultos. Seus efeitos colatgeaggmente sdo limitados e dependem do
namero de microfilarias no sangue. Eles incluerac@es alérgicas, vertigem, ndusea, febre,
cefaléia, dor nos musculos e articulacbes. Outi@@mle tratamento € a ivermectina, que
mata apenas a microfilaria (CENTERS FOR DISEASE CRQL, 2007). Pacientes em
condicbes cronicas nao sdo indicados para tratancent DEC, uma vez que eles nao estao
ativamente infectados com o filarideo. Porém, rezgmeoutras medidas, como higiene e
tratamento de lesGes na pele, exercicio para aamandrenagem linfatica no linfodema e
cirurgia nos casos de hidrocele (ORGANIZACAO MUNDIAE SAUDE, 2006).

A profilaxia da filariose linfatica consiste em atumedidas basicas: o controle
vetorial e o tratamento de todos os pacientes filem@micos (REY, 2002). Apesar dos
grandes esforcos, o controle da densidade popuokicide vetores € dificil, devido
principalmente ao aumento da resisténcia a indasce a abundante disponibilidade de

criadouros, principalmente nos centros urbanosedgusda abordagem é o tratamento em
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massa, que consiste na administracdo anual de urita @Wose do medicamento a
comunidades inteiras localizadas em areas endémmaashavendo a realizacdo de exames
prévios para indicacdo de microfilarémicos. Comtrabtamento quimico reduz o nivel de
microfilarias no sangue, ele diminui, consequentegmea transmissdo da doenca. Esta é a
estratégia principal do Programa Global para Elagiio da Filariose (GPELF, “Global
Programme to Eliminate Lymphatic Filariasis”).

Em 1997, o GPELF foi iniciado com o objetivo aniio de erradicar esta doenca
até o ano de 2020. No fim de 2005, 42 paises maitigseus respectivos programas nacionais,
fornecendo tratamento em massa para aproximadar®gdtenilnbGes de pessoas. O grau de
sucesso entre 0s programas nacionais € variaveslgumas areas a transmissao da doenca
parece ter sido interrompida, enquanto em outtaspaece ter sido controlada. Os maiores
desafios para atingir a meta do programa consistarmapear de modo completo e preciso a
distribuicdo e a prevaléncia das regides de risg@arantir suportes técnico, financeiro e
politico adequados, tanto por parte de setoresqm3btjuanto privados, em nivel nacional,
regional e global (GYAPONG; TWUM-DANSO, 2006).

2.1.3Wuchereria bancrofti Cobbold, 1877

Ha trés diferentes espécies de nematodos que podesar filariose linfatica em
humanos:W. bancrofti, B. malayi e B. timori. No entanto, cerca de 90% das infec¢coes no
mundo é causada p@¥. bancrofti (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006).

W. bancrofti (Spirurida: Onchocercidae) € originaria do sudestatico e passa por
diferentes formas evolutivas entre os hospedeirtesmediario e definitivo. Varias espécies
de mosquitos podem atuar como hospedeiro intermedi@as o homem é o hospedeiro
vertebrado exclusivo. Muitos aspectos do seu delwida nos vasos linfaticos ndo séo bem
entendidos, principalmente devido a dificuldadesdeestabelecer um modelo experimental
(ANDERSON, 2000). Além disso, a cultuna vitro também é dificil de ser implementada
(NEVES et al., 1991). A figura iZzpresenta o ciclo de vida té bancrofti.

A fémea do mosquito susceptivel, ao realizar hefagia em um individuo
infectado, eventualmente ingere algumas microfitadeW. bancrofti. Ao fim de algumas
horas, as microfilarias perdem a bainha no inteftotubo digestivo do mosquito ou durante a

sua passagem pelo epitélio intestinal e alcanchemencele, onde “nadam” na hemolinfa até
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Wuchereria bancrofti

Mosquito Stages 0 Mosquito takes Human Stages
a blood meal
(L3 larvae anbar skin)
G.Mig-ale to head and i ?
mosquile's proboscis — g
S '-'f‘,
ﬁﬁ""‘:"—: Q) L3 arvae
T—:b_____ — o.ﬂ.duﬂs in lymphatics
G"'Ll.‘.'_'-u:-.
L1 larvae

. 9 Adults produce sheathed
L microfilanae that migrate
\ o”ﬂfﬂulm takes into lymph and blood
a blood meal
(ingests microfilanae)
Mecrofilariae shed sheaths, -
pentrate mosquito's midgut,
and rmigrate to thoracic muscles

_ﬁ= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Figura 2 - Ciclo de vida d&\uchereria bancrofti. bitp: v dpd. e govidpdx
Fonte: Centers for Disease Control (2007).

atingir sua musculatura toracica (NAYAR; KNIGHT, 98). Uma vez alojadas entre as
células do musculo toracico do mosquito, as miénaéis perdem a mobilidade caracteristica
e passam por uma série de transformacdes morfakgieor volta do quarto dia, tais
mudangas provocam seu encurtamento, tornando-as @oaspecto de salsicha (L1
salsichdéide). Estas larvas medem em torno de 0@, por volta do oitavo ou nono dia,
sofrem a primeira muda. A partir do décimo segudidp a larva de segundo estadio (L2)
cresce rapidamente e triplica ou quadruplica sewpcmento. Realizada a segunda muda, em
torno do 15° dia apés a infeccdo. A larva de tesoestadio ou L3, que é a forma infectiva,
abandona os musculos toracicos e, finalmente, -ajana probdscide do vetor. O
comprimento de uma L3 é pouco inferior a 2 mm (OREGZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2006; REY, 2002; SCHACHER, 1962).

Quando a fémea do mosquito volta a realizar hdlagifg a larva infectiva perfura a
extremidade anterior de seu labio e penetra ncélepido hospedeiro vertebrado por
movimentos ativos. Dentro do hospedeiro vertebraddarvas alcancam os vasos linfaticos e
realizam a migracao necessaria para chegar aas ticgermanéncia definitiva. A maturacao

sexual se prolonga por um ano. As fémeas adultaemele 8 a 10 cm de comprimento e
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0,24 a 0,30 mm de diametro, enquanto os machos mexdeca de 4 cm por 1 mm
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006; REY, 2002).

ApoOs o0 acasalamento, as fémeas adultas produzerofiharias, ou seja, embrides
envolvidos por uma bainha proeminente, que se dsteralém de suas extremidades. As
microfilarias migram livremente, movendo-se ativateeatravés da linfa e do sangue do
hospedeiro. Elas apresentam dimensdes de 244 an2@6r 7,5 a 1Qum e, em alguns casos,
exibem periodicidade noturna na circulagdo sangipexiférica, com pico entre 23:00 e
01:00 hora. Por outro lado, algumas microfilarisiem periodicidade reduzida (formas sub-
periodicas noturna e diurna) ou ausente no Sudesitico e no Pacifico Sul, onde outras
espécies de mosquitos sao vetores. Acredita-s@ @eeiodicidade esta sincronizada com 0s
hébitos de sonol/vigilia do hospedeiro humano ecpaser controlada pela diferenca de tenséo

do oxigénio entre sangue venoso e arterial dudiataoite (ANDERSON, 2000).

2.1.4 Principais vetores d&uchereria bancrofti

Dependendo da area geografica, diferentes génerasosquitos podem transmitir
W. bancrofti. Na Africa, Anopheles spp. sdo 0s vetores mais comuns, enquanto nascasér
€ 0 mosquitdCulex quinquefasciatus. Adicionalmente, algumas espécies dos génkedss e
Mansonia podem transmitir a infeccdo na Asia e no PaciftENTERS FOR DISEASE
CONTROL, 2007).

Certas espécies denopheles estdo envolvidas na transmissao We bancrofti e
diferem de acordo com a distribuicao territoriain Euitos casos, esses mosquitos também
Sao responsaveis por transmitir malaria na mesgiaaeAlguns vetores da forma peridédica
desse filarideo incluenfn. aconitus, An. anthropophagus, An. aquasalis, An. balabacensis,
An. dirus, An. flavirostris, An. funestus, complexoAn. gambiae, An. letifer, An. leucosphyrus,
An. nigerrimus, complexoAn. punctulatus, An. sinensis e An. vagus (ANDERSON, 2000).
Em geral, esses anofelinos exibem pico maximo deatwfagia durante a noite. No Brasil,
An. aquasalis é considerado vetor secundario da filariose bdi@na eAn. darlingi também
ja foi encontrado com larvas infectivas ®¢ bancrofti (CONSOLI; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994).

Cx. quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) (Figura 3&)o vetor primario

da filariose linfatica no Brasil, causada pbr bancrofti. Seus criadouros preferenciais sao
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depdsitos artificiais com aguas estagnadas ricadedritos e dejetos humanos, como valas,
fossas, ralos e pogcos. Como este mosquito demopstdilecdo por sangue humano e

apresenta habito noturno, seu horario preferem@ahematofagia coincide com o pico de

circulacdo das microfilarias no sangue periféritsto facilita bastante o contato das

microfilarias com este culicideo, tornando-o mdisag que 0s outros mosquitos susceptiveis
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Algumas espécies do génehedes sdo importantes vetores #é bancrofti, como
Ae. togoi (China), Ae. poicilius (Filipinas), Ae. polynesiensis e Ae. samoanus (Samoa e
Polinésia Francesafe. pseudoscutellaris (Fiji), Ae. vigilax (Nova Caled6bnia)Ae. niveus
(Tailandia). Curiosamente, os mosquitos de habitornd Ae. polynesiensis e Ae.
pseudoscutellaris séo transmissores onde ocorre a forma diurna suddpa deW. bancrofti
e a forma periddica noturna esta ausente. Apedazde parte do mesmo grupgke. aegypti €
naturalmente refratario a infeccdo por este paasihbora exista uma linhagem susceptivel
resultante de sele¢do em laboratério (MACDONALDG2#®, 1962b).

Ae. aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicida@jigura 3B), vetor de dengue e febre
amarela urbana, € um mosquito cosmopolita, predomtemente distribuido em paises
localizados nas &reas tropicais e subtropicaisldibog Por sua estreita associacdo com o
homem, é essencialmente um mosquito urbano, semiamente encontrado no Brasil
(BRASIL, 2002). Demonstra predilecdo por criadousstficiais de carater temporario,
representados por recipientes abandonados a céo,glreenchidos pelas aguas das chuvas,
e aqueles utilizados para armazenar agua paraaméstico, como caixas d’agua, tonéis,
latdes, cisternas e até bebedouros domeésticos (EDENS, 1999; SILVA, 2004). Ao
contrario deCx. quinquefasciatus, € uma espécie de habito diurno e, portanto, sgarib de
atividade hematofagica ndo coincide com a circalaga microfilaria dew. bancrofti de
periodicidade noturna presente no Brasil (CONSQOVURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Figura 3 - Culex quinquefasciatus (A) e Aedes aegypti (B).
Fonte: Orange County Vector Control District (2008);
Ciéncia Hoje (2007) (B).
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2.2 Imunidade em insetos

Considerando os diversos ambientes em que ososnsetem, 0s patdgenos aos
guais eles estdo expostos e 0 sucesso com o0 daalzeon quase todos os nichos da terra,
compreendemos que parte deste sucesso € atribigi @esposta imune de auto-protecao
contra a invasdao de microorganismos (LOWENBERGHR1?2 Embora a resposta imune
inata de insetos seja menos complexa que a redpuste adaptativa de vertebrados, devido
a auséncia de linfécitos B e T de memodria, ela & waracteristica evoluida. Por exemplo,
Watson et al. (2005) identificaram um gene perteteca superfamilia das imunoglobulinas
em Drosophila melanogaster (Dm) e mostraram que somente este gene € capaz dergasa
de 19.000 moléculas diferentes plicing alternativo. A diversidade molecular gerada por
este mecanismo € altamente conservada entre aspprinordens de insetos e sugere uma
complexidade do sistema imune inato dos insetosrdé® desconhecida.

Apesar da relevancia desse campo, a maior pariefal@nacdo disponivel sobre
imunidade de insetos é proveniente de estudos spéties ndo vetoras (BRIVIO; PAGANI;
RESTELLI, 2002; EVANS, 2004; GILLESPIE; BURNETT; GRNLEY, 2000; KIM; KIM,
2005; VILJAKAINEN; PAMILO, 2005). Estudos de imuroglia do organismo modeldm,
por exemplo, possibilitaram significativo acumuloe dconhecimento nessa area,
principalmente apos o sequenciamento de seu ge(AD#sMS et al., 2000). Recentemente,
as pesquisas estao direcionadas a exploracaotdmaigmune de outras espeécies, incluindo
mosquitos, comdén. gambiae, vetor da malaria, Ae. aegypti, cujos genomas também foram
sequenciados (HOLT et al., 2002; NENE et al., 2007)

2.2.1 Orgéos e tecidos do sistema imune de insetos

Para enfrentar o risco de infeccdo, decorrentexgmsicao frequente a diversos
microorganismos, o0s insetos desenvolveram inUntenasiras estruturais e um multifacetado
sistema imune inato, compreendendo uma variedadeedanismos de defesa sinérgicos. A
primeira linha de defesa contra a invasdo por rarganismos € representada pelas barreiras
estruturais. Os insetos possuem uma rigida cutiteillaatureza quitinosa que protege seus

orgaos internos, assim como a hemolinfa, funciooaaino excelente barreira a exposicao
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direta de patdbgenos em potencial do meio ambidhtea vez rompida, ela é prontamente
selada pelas reagfes de coagulacao e melanizadad AN, 1999).

A rota mais comum de entrada de um patdégeno oisipmrd dada pela ingestao,
principalmente em insetos hematofagos. Sabe-seaqgeccdo do alimento através da
proboscide € dada pela acdo das bombas cibaddihgéa. No [limen do intestino anterior de
algumas espécies de mosquitos, essas bombas s@adas por grupos ou fileiras de dentes,
papilas e/ou espinhos quitinosos, formando as armacibarial e faringea, respectivamente.
No caso de filarideos, estudos mostraram que essaguras limitaram a intensidade média
de infeccdo poB. pahangi e W. bancrofti em diversas espécies de mosquitos, por causar
laceracao letal sobre as microfilarias ingeridas samgue infectado (ANYANWU et al.,
2000; LOWRIE et al., 1989; MCGREEVY et al., 197&). proprio ambiente do trato
digestivo também pode afetar a viabilidade desseaspas, uma vez que a coagulacdo do
sangue ingerido pode imobiliza-los, impedindo sugragdo através do epitélio intestinal.
Durante esse processo, ainda pode ocorrer a foordg&ristais de oxi-hemoglobina, que
podem causar a morte ou injuria de microfilariaslid et al., 2000).

Todos os insetos hematéfagos produzem a matnizdiea, um saco impermeavel
de natureza quitinosa que encobre o bolo alimeBtaralguns casos, ela facilita a digestao e
protege o epitélio intestinal do contato direto camefeicdo e seus componentes toxicos,
assim como de provaveis infeccbes causadas polgeret® e/ou parasitas ingeridos.
Entretanto, uma vez que essa estrutura € secreadsa a migracdo da maioria das
microfilarias através do epitélio intestinal do mpaiso, ela ndo é capaz de limitar infeccbes
por esses vermes (BARILLAS-MURY; PASKEWITZ; KANOSZ005). Em outros casos,
alguns parasitas desenvolveram um mecanismo espeg#ira escapar da matriz peritrofica,
como espécies d&lasmodium que utilizam a quitinase (SHAHABUDDIN et al., 1993

Além de barreira fisica, os tecidos epiteliaiski@m conferem protecéo imunoldgica,
sendo capazes de produzir componentes de defessyu®ento, o intestino, as glandulas
salivares, os tubulos de Malpighi e os componedtesistema reprodutivo sintetizam um
conjunto de moléculas imunolégicas que estdo erdadvem reacOes especializadas de
defesa (DIMOPOULOS et al.,, 1997; 1998; FERRANDON at, 1998; ONFELT;
LINCOLN; NORDEN, 2001; TZOU et g/2000).

O corpo gorduroso, um 6rgdo analogo ao figado, ndamr sitio metabdlico e o
principal local de estocagem de glicogénio. Aléresdj é o maior produtor de proteinas
imunes fornecidas a hemolinfa. Ele consiste deasaramadas de células localizadas abaixo

da epiderme, nos compartimentos toracico e abdoif@hAPMAN, 1999).
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O tecido onde ocorre a maioria das respostas isnéire sangue ou hemolinfa, que
consiste de hemdcitos e plasma. Como o aparellwolaiorio dos insetos é aberto, a
hemolinfa circula na hemocele e banha diretamest®uiros tecidos. O plasma contém
muitos compostos quimicos importantes, como nuggea imunopeptideos. A porcao celular
da hemolinfa € composta por hemdcitos circulaf@ssplasmacitos, 0 mais abundante tipo de
hemdécito (cerca de 60% da populagéo), corresporatmrmacrofagos dos mamiferos. S&o
células amebdides, ativamente envolvidas na faggmitformacdo de nodulos, reacbes de
encapsulacdo e cicatrizacdo. Dano tecidual ou gatecausam mudangcas no numero de
plasmatdcitos circulantes (BLANDIN; LEVASHINA, 200#AILY et al., 2005). Por outro
lado, os granuldcitos sdo células que degranulaantkiuma variedade de respostas imunes,
incluindo fagocitose, formacéao de nodulos e endapéa. Ja os coaguldcitos, esferulécitos e
oenaocitos ocorrem em menor freqiéncia e suas fang@e incertas. Os hemadcitos estéo
livres, sésseis ou arranjados em agregados comsegoad 6rgado hemopoiético ou fagocitico.
Também tém papel em muitos aspectos do funcionamemimal do inseto, como producéo
de proteases envolvidas no desarranjo dos tecidant® a metamorfose e sdo sitios de
sintese de peptideos antimicrobianos (CHAPMAN, 1999

2.2.2 O reconhecimento do corpo estraniumgel f)

Para o inseto responder a invasdo por um micromga®, ele necessita distingui-lo
de seus proprios tecidos, processo conhecido c@manihecimento dmonsdf. Segundo
Janeway et al. (2002), este reconhecimento € aeultla interacdo entre os produtos
codificados pelos genomas do patdgeno e do hospedeb pressdes seletivas conflitantes.

O sistema imune inato compreende uma variedaden@tmnismos efetores que
conseguem controlar a infecgdo. No momento, o comeato detalhado do sistema imune
de insetos a nivel molecular procede de estudosmontKIM; KIM, 2005). Fazem parte
desse processo trés etapas distintas: o reconh®oimme corpo estranho, a rede regulatoria e
0s mecanismos efetores, ou seja, as células e utadéde defesa, que eventualmente
destroem o invasor.

A resposta imune inata de insetos envolve mecasisgue reconhecem padrées
moleculares associados a patogenos (PAMPs, “Pathagsociated Molecular Patterns”),

caracteristicos de organismos microbianos, usandi@culas capazes de realizar ligacao
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especifica, chamadas receptores de reconhecimemadides (PRRs, “Pattern Recognition
Receptors”). PAMPs sdo moléculas bem conservadaspaficie de microorganismos e nao
estdo representados em hospedeiros e, dessa fgamstem a distincdo entre “self” e
“nonself”. Por sua vez, PRRs podem mediar a marteigroorganismo diretamente, atraves
da fagocitose, ou indiretamente, pela ativagdoadaata serino protease, que ativa reacdes de
defesa, como encapsulacdo melandtica, ou iniceimianes de sinalizacdo intracelular, que
regulam a transcricdo de genes que codificam pEggidntimicrobianos e outros genes
efetores (HOFFMANN, 1992).

PAMPs tipicos incluem lipopolissacarideos, manosepeptideoglicanos. Até o
momento, tais moléculas ndo foram identificadaa paitras categorias de parasitas, além de
bactérias e fungos. Proteinas de reconhecimentopeajgideoglicanos, por exemplo,
reconhecem bactérias gram-positivas e ativam atzapcd-fenoloxidase (PPO). Proteinas de
ligacdo a bactérias gram-negativas sdo exclusieamwkrtebrados e ligam-se a moléculas
tipicas (lipopolissacarideos e glicanos), que eatdociadas a esta classe de microorganismo
(KURATA, 2006).

Apés o0 reconhecimento, uma rede regulatéria é tpmoente induzida, e,
eventualmente, conduz a ativacdo de mecanismagegefA analise genética ddm definiu
duas principais cascatas de transducdo de sinalregida a transcricdo de peptideos
antimicrobianos, a via Toll e a via da imunodefici@ (Imd). A via Toll é similar a via de
receptores Toll de mamiferos e de receptores delentina-1, enquanto a via Imd é
homologa ao receptor do fator de necrose tumoratataiferos (KIM; KIM, 2005). Enbm,

a via Toll é essencialmente disparada por infeccoes fungos e bactérias gram-positivas,
enquanto a via Imd é disparada por bactérias geqgativas e, provavelmente, esta
direcionada para a producéo de peptideos antinirob (KIM et al., 2005).

Os mecanismos efetores em insetos consistem deocamtes celulares e humorais.
Os primeiros incluem fagocitose (HILLYER; SCHMIDTCHRISTENSEN, 2003, 2004;
HILLYER et al., 2005b), formacdo de nddulos e escégcdo por hemdcitos
(CHRISTENSEN; FORTON, 1986); enquanto os comporseehtanorais incluem a via de
melanizacdo e cicatrizacdo, provocada pelo sistneascata da fenoloxidase (HILLYER;
CHRISTENSEN, 2005a; LAI; CHEN; HOU, 2001), a proéage peptideos antimicrobianos
(LOWENBERGER, 2001; SODERHALL; CERENIUS, 1998; TZOWREICHHART;
LEMAITRE, 2002; VIZIOLI; BULET; HOFFMANN, 2001; ZAROFF, 2002) e as reacdes
oxidativas (KUMAR; CHRISTOPHIDES; CANTERA, 2003; IMZ-MENDOZA,;
HERNANDEZ-MARTINEZ; KU-LOPEZ, 2002). Adicionalmenteprocessos bioquimicos
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envolvidos conduzem a liberagdo de componentewxitms (NAPPI; OTTAVIANI, 2000) e
de inumeras moléculas de defesa, como enzimasoptia®s (TZOU; REICHHART;
LEMAITRE, 2002). Apesar dessa divisdo, as respostslar e humoral sdo eventos
simultaneos e interdependentes (ELROD-ERICKSON;HRS; SCHNEIDER, 2000).

A anadlise comparativa do genomaDien e An. gambiae mostrou a presenca de 18
familias génicas e um grande numero de genes thaig relacionados a imunidade inata,
que estéo envolvidos nos processos de reconhecymeatiulacdo e transducéo de sinais ou
nos sistemas efetores (CRISTOPHIDES et al., 2008). estudo mais recente identificou
varios genes pertencentes a 31 familias e grupusofiais envolvidos na imunidade inata
classica ou em fungbes de defesa, tais como apoptossposta a estresse oxidativo, entre
Dm (285 genes) e 0os mosquitds). gambiae (338 genes) eAe. aegypti (353 genes)
(WATERHOUSE et al., 2007), indicando que nestamatiespécie, provavelmente, houve

uma expansao destas familias génicas.

2.2.3 Respostas Celulares e Respostas Humorais

A fagocitose € a resposta inicial de hemdcitosadepodes a bactérias e outros
invasores, como esporos de protozoarios ou fungequenos o suficiente para serem
engolfados. Provavelmente, deve ocorrer a formdegaroteinas bactericidas, mas seu modo
de acdo é pouco entendido (CHAPMAN, 1999). Poroolatdo, respostas a infecgbes mais
severas sao mediadas pela formacdo de noduloss E&te compostos por uma frouxa
associacdo de hemdécitos. Quando em grande numactérias e fungos sao atacados e,
poucos minutos apos a sua entrada na hemolinfagm#&onados em um coagulo produzido
por numerosos granuldcitos. Pouca fagocitose oegradgumas vezes, as particulas tornam-
se melanizadas. A intensidade da resposta varia amganismos mais patogénicos
geralmente induzem respostas mais fortes e rafd8PMAN, 1999).

Um terceiro tipo de resposta é a encapsulacdo hgonocitos. Granuldcitos
descarregam seus contetdos na superficie do inegdasmatocitos séo atraidos para o local,
onde se acumulam e formam uma cépsula compreend@nids camadas de células. Uma
vez as células adjacentes ao objeto tornem-se saEtas, melanina € frequentemente

produzida nesta camada, como conseqiéncia daadidacsistema PPO. Em alguns vetores
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dipteros, devido ao reduzido niumero de hemdcitometanizacdo pode ocorrer sem a
formacdo de uma camada celular. Isto € frequenten@ramado encapsulagdo melandtica
humoral. Entretanto, os hemadcitos estdo envolviaissestagios iniciais, durante a formacgéao
da capsula. A encapsulacao por hemdcitos ja fard@gpara uma variedade de infecgbes por
parasitas, incluindo Plasmodium, Trypanosoma, Brugia, Dirofilaria e Wuchereria
(BEERNTSEN; LUCKHART; CHRISTENSEN, 1989; COLLINS at., 1986; KAAYA et
al., 1986; LIU et al., 1997; PAILY et al., 2005; KAE, 1988). O modo como o parasita é
morto durante esse processo € conjetural.

O processo de melanizagdo envolve uma série géagaomplexas que incluem a
hidroxilagdo da tirosina por fenoloxidases (POsjaprmar a 3,4-di-hidroxifenilalanina
(DOPA) e sua sequencial conversdo a melanina 2ka dutras enzimas (CHRISTENSEN et
al., 2005). Além de ser um importante constituidi@s reacdes de encapsulacdo em
mosquitos, a melanina também esté envolvida nasepsos de cicatrizacdo, esclerotinizacao
cuticular e formacédo do cérion do ovo (AHMED; HUREZDO05). Apesar de este processo ser
apontado como o mecanismo de resisténcia de diaftagens dé€’lasmodium (COLLINS et
al., 1986), tais respostas sao frequentementeicreniks para conter o desenvolvimento de
filarideos (ALBUQUERQUE et al., 1999).

O elemento-chave da imunidade humoral é a veldeidgea qual a resposta ocorre:
transcritos podem ser encontrados poucos minutds apestimulo, e suas respectivas
proteinas, em horas (CASTEELS-JOSSON et al., I0O¥YENBERGER et al., 1995, 1996,
1999a, 1999b, 1999c). Essa caracteristica ganamiéas vezes, a rapidez na eliminacédo do
microorganismo invasor. Peptideos antimicrobianesechpenham um importante papel na
resposta humoral. Eles sdo membros altamente s@esr em diversos taxa, incluindo
organismos unicelulares (LEIPPE, 1999), outros gsude artropodes (KURATA et al.,
2006), plantas (BROEKAERT et al., 1995) e vertebsaccomo mamiferos, aves, anfibios e
peixes (LEHRER; LICHTENSTEIN; GANZ, 1993; LEHRERABIZ, 1996). Nos insetos, a
maioria destes peptideos apresenta de 20 a 40 &idos e sao rapidamente produzidos pelo
corpo gorduroso, hemacitos e tecidos epiteliai® lagés a infeccdo. Sua atividade é, na
maioria dos casos, de relativa especificidade pifierentes classes de patdgenos. Esse
potencial modo de acdo com alcance para difergriegenos € importante, pois restringe a
probabilidade do desenvolvimento de resisténciapamasitas. No caso das bactérias, o
mecanismo de morte do microorganismo é dado pealiatdgracdo da membrana bacteriana
ou pela interferéncia de suas proteinas de membi@h&yOS, 2000). Em dipteros, as

principais classes de peptidergimicrobianos sdo: defensina, cecropina e gamici
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2.2.4Peptideos antimicrobianos

Em geral, a resposta imune em insetos e, esy@uoiicte, em mosquitos, nao é
padronizada. Embora todos os insetos sejam cagaza®duzir imunopeptideos pertencentes
a mesma familia, a expressdo de peptideos espscilic sua concentracdo difere entre
espécies diversas, familias e ordens de inseto¥@3T 2000). O nicho especifico e o
patdgeno aos quais essas diferentes espéciessEiaxrotineiramente podem desempenhar
papel critico na evolugdo da resposta imune.

Ha alguns anos, pouca informacdo sobre peptidetsiierobianos em vetores
dipteros estava disponivel, pois a sua relevareciaamsmissao direta da doenca néo tinha se
mostrado evidente e também devido a limitacdo désodos de obtencdo de amostras
adequadas de sua hemolinfa. Entretanto, técnicéecutares sensiveis e especificas usadas
na caracterizacdo e expressao de genes envolvidsintese de peptideos antimicrobianos
por vetores estdo contribuindo para o aprofundamedet questdes referentes a respostas
mediadas por imunopeptideos (BARTHOLOMAY et al.0202004a, 2004b; DINGLASAN
et al., 2005; HU; AKSOY, 2005).

2.2.4.1 Defensinas

Defensinas def) de insetos foram primeiramente descritas indepaedhente em
Sarcophaga peregrina (MATSUYAMA; NATORI, 1988a, 1988b) ePhormia terranovae
(LAMBERT et al., 1989). Até o0 momento, cerca ded&las foram isoladas de varias ordens
de insetos, incluindo Diptera, Coleoptera, Hemgtétymenoptera, Lepidoptera, Trichoptera
e Odonata (DIMARCQ et al., 1998). Defensinas sgutigeos catibnicos de 4 kDa que sao
processados por clivagem proteolitica, a partiuohe molécula precursora que inclui uma
sequéncia sinal, um pro-peptideo e uma regido raadOr peptideo maduro possui
aproximadamente 40 aminoacidos de comprimento &woBeis residuos conservados de
cisteina arranjados em trés pontes dissulfetonmttieculares, resultando em uma estrutura
tridimensional com uma al¢ca N-terminal, untahélice e duasp-folhas antiparalelas
(CORNET et al., 1995; LOWENBERGER et al., 1995).
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Essa molécula foi o primeiro imunopeptideo isolddde. aegypti (CHALK et al.,
1995a; CHALK; TOWNSON; HAM, 1995b; LOWENBERGER dt,d995). Ela também ja
foi isolada de linhagens celulares Ae aegypti e Ae. albopictus (GAO; HERNANDEZ;
FALLON, 1999), do mosquitén. gambiae (DIMOPQULOS et al., 1997; 1998; RICHMAN
et al., 1996), e também esta relacionada ao peptideontrado na geléia real de abelhas, a
royalisina (EVANS, 2004). Seu espectro de atividade mosquitos é dado primeiramente
contra bactérias gram-positivas (LOWENBERGER et EH95), embora alguns fungos e
bactérias gram-negativas também ativem sua trgéscriAGUILAR et al., 2005;
LAMBERTY et al., 1999). Acredita-se que seu modadao ocorre pela formagao de canais
dependentes de voltagem na membrana citoplasni@it@aFMANN; HETRU, 1992).

Trés isoformas da defensina (A, B e C) ja foraporedas enfe. aegypti e seus
perfis transcricionais estudados, embora as nomuemak atribuidas sejam contraditorias
(LOWENBERGER et al., 1995; CHALK et al., 1995a)nAmenclatura é alfabética, baseada
na sequéncia de aminoécidos da regido ma@efa difere dedefB e dedefC por um (B) e
dois (C) aminoacidos na sequéncia madura (LOWENBHEREt al., 1995)DefD, isolada de
Ae. albopictus, contém prolina e isoleucina no lugar de arginiea asparagina,
respectivamente, ocupando a posicdo dos dois @tiamino4cidos da regido madura do
peptideo (GAO; HERNANDEZ; FALLON, 1999). O alinhamie das sequéncias de
aminoacidos da regido madura dessas defensinatusst@do na figura 4. Lowenberger et al.
(1999b) sugeriram que as isoformas A e B serianmant@s alélicas de um mesmo gene,
enquanto a isoforma C seria codificada por um gifieeente. Com a publicacdo do genoma
de Ae. Aegypti, trés defensinas foram encontraddesA (NiUmero de acesso no VectorBase:
AAELO003841),defB (NUmero de acesso no VectorBase: AAELO0385@¢f€ (Numero de
acesso no VectorBase: AAEL003832). Estas isoforapassentam 544pb, 707pb e 743 pb,
respectivamente, e sdo genes diferentes, uma vezeqtéo localizadas em posicdes
cromossoOmicas distintas. Baseado na variabilidadeediéncia sinal diefA em Aedes, pelo
menos cinco diferentes polimorfismos (A1-A5) jaaior definidos (CHO et al., 1996; GAO;
HERNANDEZ; FALLON, 1999).

As vérias isoformas da defensina mostram diferenggperfil de expressao temporal
e espacial em vetores infectados com bactériasofdrima C € expressa em nivel basal no
intestino de adultos ndo imune-estimulados, enquastisoformas A e B sédo fortemente
transcritas no corpo gorduroso apos imune ativAg@WENBERGER et al., 1999b). Apos a
infeccdo com bactérias, as isoformas A e B foracominadas em concentracdes semelhantes

(45 uM), enquanto defensina Qoi encontrada em quantidade cinco vezes menor
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(LOWENBERGER et al., 1999b). Adicionalmente, estidealizados em estagios imaturos
de Ae. aegypti revelou que defensina é constitutivamente expressgupas jovens, mas
nenhuma expresséao é detectada em larvas (LOWENBRRGE., 1999b).

def A = ATCDLLSGFGVGDSACAAHCI ARGNRGGGYCNSKKVCVCRN*
def B = ATCDLLSGFGVGDSACAAHCI ARGNRGGGYCNSQKVCVCRN*
def C = ATCDLLSGFGVGDSACAAHCI ARRNRGGGYCNAKKVCVCRN*
def D = ATCDLLSG-GVGDSACAAHCI ARGNRGGGYCNSKKVCVCPI ~

Figura 4 — Alinhamento das sequiéncias de aminoacidos da reg#iura de
defensinas defedes aegypti (defA, defB e defC) e Ae. albopictus (defD),
deduzidas a partir das suas respectivas sequélecNAC.

Fonte: VectorBase (2008Bao, Hernandez e Fallon (1999).

2.2.4.2 Cecropinas

Cecropinas sdo pequenos peptideos basicos (4 kieslifuidos de residuos de
cisteina, que contém 34-39 aminoéacidos. Sua cadelanada por duas-hélices anfipaticas,
separadas por uma dobra que consiste de uma segiaaacina-glicina-prolina. A carga
positiva € conferida pela alta proporcdo de amilodc basicos na regido N-terminal,
enquanto a regido C-terminal é rica em residuosofdblicos. A cecropina foi o primeiro
imunopeptideo isolado e completamente caracteriesadnsetos, a partir deyalophora
cecropia (HULTMARK et al., 1980). Desde entdo, pelo menBssdformas deste peptideo ja
foram identificadas em varias espécies de inveatil® (DIMARCQ et al., 1998).

Cecropinas de insetos exibem amplo espectro cdoscéérias gram-positivas e
gram-negativas, assim como alguns fungos (HERNANDEZRENDAY; FALLON, 1994).
Esse imunopeptideo e seus derivados sintéticoseraxiatividade contralrypanosoma
(JAYNES et al., 1988)Plasmodium (BOMAN et al., 1989; GWADZ et al., 1989)Rrugia
pahangi (CHALK et al., 1995a; CHALK; TOWNSON; HAM, 1995bEm mosquitos, ja
foram isoladas da hemolinfa de individus aegypti (LOWENBERGER et al., 1999a)4n.
gambiae (VIZIOLI et al., 2000) e do sobrenadante de culteade. albopictus e Ae. aegypiti
imune-estimulados (SUN; ECCLESTON; FALLON, 1998929 SUN; FALLON, 2002).
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Apés a injecdo com bactérias, sdo rapida e forteartesnscritas eme. aegypti adulto, mas
nao séo detectadas em outras fases do desenvdleith€WENBERGER et al., 1999a).

Assim como a defensina, sua regido codificantéuiineequiéncias sinal e proé-
peptideo que sdo removidas durante o processarpardaa forma madura. A sequéncia do
gene que codifica o peptideo maduro possui setaca@tidos variaveis e é altamente
conservada, sendo interrompida por um uUnico int&N; ECCLESTON; FALLON, 1999;
VIZIOLI et al., 2000). EmDm, cecropina € uma familia multigénica constituida genes
funcionais €¢ecAl, cecA2, cecB e cecC) e pseudogenesceC?l e cec¥2) (KYLSTEN;
SAMAKOVLIS; HULTMARK, 1990; TRYSELIUS, 1992). Todo®s genes funcionais sao
expressos sob infeccdo bacteriana, principalmemtorpo gorduroso, embora em diferentes
periodos do desenvolvimentcecAl e cecA2 sdo expressos em larvas e adultos, enquanto
cecB e cecC sdo expressos na fase de pupa (HULTMARK, 1993)résisoformas (A, B e
C) ja foram relatadas pavse. albopictus (SUN; ECCLESTON; FALLON, 1998, 1999) e
apenas as isoformas A e B foram detectadasAemAegypti (LOWENBERGER et al.,
1999a). Lowenberger (2001) sugeriu queeA e cecB de Ae. aegypti seriam alelos de um
mesmo gene. Uma analise mais recente no bancodde da genoma dée. aegypti revela
apenas a presenca da isoforma A (VECTORBASE, 2008).

Em geral, as cecropinas de insetos sdo caractasizaela presenca de residuo de
triptofano na posi¢do 1 ou 2 e amidacdo na regier@inal. Todavia, nenhuma molécula
isolada de mosquito possui triptofano nesse loeglemas algumas espécies apresentam essa
amidacao. O espectro de atividade da cecropindedaegypti é similar ao déOm, embora
seja menos ativa que a moléculali®, que contém triptofano na posicdo 2 e € amidada.
Suplbe-se que esses fatores podem contribuir pastahilidade ou atividade da molécula
(LOWENBERGER et al., 1999a).

2.2.4.3 Transferrinas

Em vertebrados, a transferrina € uma glicoprotdénaproximadamente 80 kDa, que
apresenta dois sitios de ligacdo ao ferro, um ikadd no dominio N-terminal e outro no
dominio C-terminal, que sdo similares, mas encona separados. Ela € a maior proteina
transportadora de fons ferro {Bedo sangue para as células que expressam o gECties
receptor (LOCKE; NICHOL, 1992).
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Em insetos, é sugerido que a ferritina seja eefmatprimaria de transporte de ferro,
uma vez que € predominantemente secretada no iedxedular, ao contrario da ferritina
citosdlica de mamiferos, cuja funcdo € de armazensam(LOCKE; NICHOL, 1992). A
transferrina, por sua vez, é apontada como umacnilalée efeito antibiotico, assim como a
lactoferrina de humano (YOSHIGA et al.,, 1997; 199A8¢redita-se que insetos usam a
transferrina para sequestrar fée patégenos, reduzindo, consequentemente, a dofemy
esses microorganismos (YOSHIGA et al., 1997; 1999).

A transferrina € considerada uma proteina de &asmla, pois, sob condi¢cdes de
estresse ou infec¢cdo, sua concentracdo pode aumEnteDm e em Ae. aegypti, h& um
aumento na sua transcricdo apoés injecdo com ECt@fiOSHIGA et al., 1997; 1999). A
inoculacdo de vermes filarideos na hemocel@eaegypti (BEERNTSEN; SEVERSON;
CHRISTENSEN, 1994) e a alimentacdo artificial @& quinquefasciatus com sangue
infectado conm\W. bancrofti (PAILY; KUMAR; BALARAMAN, 2007) igualmente ativama
transcricdo dessa imunoproteina. Brmigeres subalbatus ocorre resposta similar a injecéo
com bactérias, embora o mecanismo de morte da fitacia de Brugia malayi seja dado por
encapsulacdo melandtica (BEERNTSEN; SEVERSON; CHRNSEN, 1994). Transferrina
também ja foi identificada eM. sexta (BARTFELD; LAW, 1990),S. peregrina (KURAMA;
KURATA; NATORI, 1995) eApis mellifera (NASCIMENTO et al., 2004).

Algumas bactérias que sao patogénicas a vertebrapi@sentam receptores para
transferrina, possibilitando o sequestro de femecanismo conhecido como “iron piracy”
(CORNELISSEN; SPARLING, 1994). Estes receptoregragem principalmente com o
dominio C-terminal da transferrina (ALCANTARA; YIBCHRYVERS, 1993). No entanto,
a transferrina de invertebrados, em oposi¢cédo &fgaima de vertebrados, apresenta apenas o
dominio de ligacédo ao ferro da regido N-terminalQINOL; LAW; WINZERLING, 2002).
Consequentemente, Yoshiga et al. (1997) sugerenmngets evoluiram esta caracteristica

para impedir a aquisicdo de'Epelo parasita.

2.2.5 Base genética da competéncia vetoridiedies aegypti a filarideos

Como citado anteriormentée. aegypti ndo é vetor natural d@/. bancrofti, e a
maioria das linhagens de laboratério e populac@<ampo sdo bastante refratarias ao

desenvolvimento deste filarideo. Apesar disso, limfeagem deAe. aegypti (Liverpool)
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altamente susceptivel a infeccdo Bomalayi e W. bancrofti foi selecionada em condi¢des de
laborat6rio (MACDONALD, 1962a, 1962b; MACDONALD; RMACHANDRAN, 1965).

Estudos classicos liderados por Macdonald forarprimseiros a demonstrar que a
susceptibilidade a filarideos ewe. aegypti € determinada primariamente por um gene
recessivo ligado ao sexd {) localizado no cromossomo 1. Embora a refratadeda
encontrada seja dominante sobre a susceptibilidaglggtrancia incompleta pode ocorrer.
Esses trabalhos também apontafdfrcomo o gene primério que controla a susceptiluibda
de Ae. aegypti a muitas espécies e a linhagens periddicas e exutdjras de filarideos no
muasculo toracico, mas nao Rirofilaria sp., que exibe uma estratégia diferente de
desenvolvimento (MACDONALD; RAMACHANDRAN, 1965). Be fato sugere que,
provavelmente, diferentes genes devem controlareserd/olvimento de determinadas
espécies, nos diversos tecidos.

Na década passada, a base genética molecularspseaptibilidade a filarideos
comecou a ser investigada. Severson et al. (199dptificaram dois QTLs, um no
cromossomo 1f¢bl), que provavelmente carrega o lodu e o outro no cromossomo 2
(fsb2). Provavelmentefsbl influencia a susceptibilidade de modo recessivguantofsb2
parece afetafshl de modo aditivo. O efeito individual dos QTLs, Iumindo as interacdes
epistéticas, varia entre as popula¢gbed@aegypti. Um QTL adicionaligbl), que € ligado a
fsh2, influencia tanto a intensidade da infeccdo quantabilidade de penetragdo no epitélio
intestinal (BEERNTSEN et al., 1995).

Embora o controle genético da susceptibilidad@el@egypti a filarideos tenha sido
bem definido ha mais de 40 anos, como abordadoaacos genes que controlam a
susceptibilidade/refratariedade ou ambos aindafer@am identificados, e pouco é conhecido
sobre seus produtos génicos (WATTAM; CHRISTENSED§2).

2.3 RT-PCR quantitativa para detectar expressao derencial

O ensaio de PCR em tempo real € um método quartitaapaz de monitorar passo-
a-passo o progresso da PCR, ou seja, mede a qaamntig acido nucléico alvo (DNA, RNA
ou DNACc) durante cada ciclo de amplificacdo. Coiisetemente, a informacgéo € coletada

durante o processo, a partir do momento em quelécuaia alvo € detectada, ndo ao fim, apés
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um numero fixo de ciclos (HEID et al., 1996; LOCKEYTTO; LONG, 1998). Esta técnica
utiliza termocicladores capazes de detectar fle@meda, que amplificam e quantificam
sequéncias alvo-especificas simultaneamente. Deogrekits comerciais disponiveis,
destacam-se aqueles que empregam SYBR Green |,ouamte fluorescente altamente
especifico que se liga ao DNA fita-dupla, deteataos produtos de PCR acumulados durante
os ciclos. Como cada vez mais fragmentos séo igiadieis ao longo da PCR, o resultado é o
aumento da fluorescéncia, cuja intensidade é pcapwl a quantidade de produto de PCR
produzido durante a fase linear. Desse modo, SYBRIGI pode ser usado para monitorar a
amplificacdo de qualquer seqiéncia de DNA fita-dugl como ndo requer o uso de sondas,
facilita o planejamento dos ensaios e diminui ®®1$$0s. Sua principal desvantagem consiste
na geracao de sinais falso-positivos, devido acdatede fragmentasespecificos e dimeros
deprimers.

A transcricao reversa seguida por PCR em temp@ueRT-PCR quantitativa (QRT-
PCR) é uma poderosa ferramenta que pode amplificaletectar transcritos de baixa
abundancia, RNA parcialmente degradado e amostnédadas de tecido (FREEMAN; LEE;
RICHARDSON, 1999; MACKAY; ARDEN; NITSCHE,1996Essa técnica € empregada em
varios estudos, como na analise do padrdo de egarekferencial em importantes processos
fisiologicos e apos tratamentos (BOGAN et al., 200BADE et al., 2007) e na validagéo de
ensaios com microarranjos (REYES; TIWARI; REYES)2Z0SABA; BOOTH, 2006). Entre
suas vantagens, comparadas aos meétodos convesci@sido a alta sensibilidade e

especificidade, boa reprodutibilidade e amplo irgker de quantificacdo (PFAFFL, 2006).

2.3.1 Quantificacdo Absoluta e Quantificacdo Redati

A Quantificacdo Absoluta (QA) e a Quantificacadaea (QR) s&o dois diferentes
métodos utilizados para analisar dados de qPCRd&#rmina o numero absoluto de cépias
do transcrito de interesse, interpolando o sinalP@&R de amostras cuja concentracdo é
desconhecida a uma curva padrdo absoluta. Por &xer@A pode ser usada para
correlacionar o nimero de copias de um virus castado de uma doenca (SHAPSHAK et
al., 2005). Nesse caso, o0 interesse € conhecanernlexato de copias do acido nucléico alvo
em uma amostra bioldgica, a fim de monitorar o @egp de uma doenca.

Em outras situacdes, € desnecessario determinamera absoluto de copias de um
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transcrito, mas é importante registrar a mudanigdiva na expressao génica. Por exemplo,
saber que um dado tratamento aumentou a expressdm determinado gene em 2,5 vezes,
em relacdo ao seu controle, € mais relevante dosghber que o tratamento aumentou a
expressdo desse gene de 1.000 para 2.500 copiase Deodo, QR ou quantificacdo
comparativa analisa mudancas na expresséo de wmagjgnem uma amostra bioldgica em
relagcdo a um grupo de referéncia, como um contrédtetratado ou uma amostra no tempo

zero em um estudo realizado ao longo do tempo.

QR ndo requer curva de calibracdo e a amostra fdeeineia pode ser qualquer
transcrito, conquanto sua sequéncia seja conhedglainidades usadas para expressar as
guantidades relativas sao irrelevantes, e elas npoder comparadas entre muitos
experimentos (PFAFFL, 2006). Este método pode pk&caalo para investigar pequenas
mudancas fisioldgicas na expressao génica, comoresposta a um agente téxico
(VAHIDNIA et al., 2007).

Com a finalidade de padronizar a quantidade dasaeode RNA ou DNA
adicionada a reacao, executa-se a amplificacdondgeme de expresséo constitutiva ou gene
de referéncia (controle enddgeno), que pode sangaHicado no mesmo tubo, em um
ensaio multiplex, ou ser amplificado em um tuboasagpo (PFAFFL, 2006). Alguns
exemplos desses genes de referéncia $a@wtina, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e RNA ribossomal.

2.3.2 O Método Comparativo™2r

Existem dois diferentes métodos para o calcul@Ba o Método da Curva Padréo
Relativa e o Método Comparativor.CApesar da aparente diversidade, ambos os métodos
podem gerar resultados equivalentes, e a escotlguptmuer um deles dependera do desenho
experimental de cada pesquisador e de suas pakzileis de trabalho.

No Método da Curva Padréo Relativa, a quantidadenabstra é expressa em relacao
a um padrdo, como um calibrador (“grupo nao trajad®ara todas as amostras
experimentais, a quantidade do gene de interessal{o) é determinada a partir da curva
padréo e dividida pela quantidade do calibradosimAso calibrador torna-se a amostra 1x, e

a amostra de interesse é expressa como n-vezdsranda relativa ao calibrador. Desse
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modo, este método apenas requer que as diluicdavae da amostra padrdo sejam
conhecidas (PFAFFL, 2006).

O Método Comparativo {2 similar ao Método da Curva Padrao, exceto pedcdes
férmulas aritméticas para atingir o mesmo result&uoycle threshold, ou G, corresponde ao
namero de ciclos no qual a fluorescéncia geradangelcdo é detectada acima do background
e ele estd inversamente correlacionado ao logaritomaumero inicial de copias de acido
nucleico. A quantidade da molécula alvo (gene derésse), normalizada para um gene de
referéncia (controle endégeno) e depois comparania ealibrador é dada pof%r. Como a
expressdo desse gene de referéncia ndo muda éetents amostras, a razao entre dois
produtos de PCR variara exclusivamente de acordoccaivel de expressdo génica do gene
alvo. Para a validacdo desse método, assume-sesaiigiéncias de amplificacdo do gene de
interesse e do controle endégeno sejam similal®A@; SCHMITTGEN, 2001).
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar das intensas pesquisas e tentativas deoleonlie vetores, doencas como
maléaria, febre amarela, dengue, Doenca de Chadiariese linfatica permanecem como
sérios problemas de saude publica. Dentre os fagentados como responsaveis por essa
situacao estao a resisténcia de parasitas a deogasnosquitos a inseticidas, o crescimento
urbano descontrolado e a deterioracéo das conds@@as-econdmicas da populacdo humana.
A dindmica de uma determinada doenca transmitidavptores na natureza depende, em
parte, da competéncia vetorial. Na Ultima décadariazdo de mosquitos geneticamente
modificados capazes de resistir a parasitas e.eqgoestemente, reduzir a transmissao de
doencas, tem sido apontada como uma estratégiaait@ ao controle vetorial. Apesar de
sua enorme importancia, 0s processos co-evoludisnague envolvem as interacdes

mosquito/parasita sdo pouco entendidos.

Entender as interacdes vetor/parasita no mo#ledes aegypti/\Wuchereria bancr ofti
€ importante, uma vez que 0S mecanismos imunesegagws por um mosquito refratario ao
filarideo podem n&do ser detectados em espéciegptiigss. E possivel que, no caso de
vetores competentes, 0 parasita tenha desenvohaeltanismos capazes de manipular a
imunidade do inseto, como consequéncia dos pragesseevolutivos entre parasita e
hospedeiro. Programas de controle vetorial que rape da manipulacdo genética dos
vetores, requerem o entendimento dos processagofigios e bioquimicos basicos que
regulam as interagdes entre tais organismos. Dessa, a identificacdo e caracterizacao de
genes e produtos génicos envolvidos na respostaeinie vetores contra patdégenos € crucial,
uma vez que esses sao candidatos potenciais a g8lieatdos em estratégias que limitam o

desenvolvimento de parasitas transmitidos porasset
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existe expressao diferencial de genes que codiffpgyptideos antimicrobianos de

Aedes aegypti em resposta a infecgdo pdtichereria bancrofti?
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5 HIPOTESE

Genes codificadores de peptideos antimicrobianosesles aegypti infectados por

Wuchereria bancrofti exibem expressao diferencial
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Analisar a expresséao diferencial de genes qudicaai peptideos antimicrobianos

entreAedes aegypti infectado e ndo infectado comuchereria bancrofti.

6.2 Objetivos Especificos

a) Comparar o desenvolvimento Wé bancrofti em Ae. aegypti com o desenvolvimento

no vetor naturaCulex quinquefasciatus.

b) Avaliar a expressado temporal dos genes defensieromina e transferrina nos

mosquitosAe. aegypti infectados conW. bancrofti.

c) Relacionar a expressao dos genes defensina, cegrefdransferrina erie. aegypti

com a infec¢ao pAw. bancrofti.

d) Associar os niveis de expressao dos genes defegsicrdpina e transferrina com o

bloqueio do desenvolvimento t¢ bancrofti em Ae. aegypti.
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7 MATERIAIS E METODOS

Todos os trabalhos experimentais, cujas metodadogiacontram-se descritas a
seguir, foram desenvolvidos no Centro de Pesquisgeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo
Cruz - CPgAM/FIOCRUZ, no periodo de marco de 20¢#hairo de 2008.

7.1 Col6nias de mosquitos

Para a realizacdo dos experimentos de infeccaalimentacdo sanguinea artificial,
foram utilizadas as linhagens de laborat@wwodes aegypti Rec Lab eCulex quinguefasciatus
CgSF, provenientes de individuos coletados em @edémicas para filariose bancroftiana,
na Regido Metropolitana do Recife. Estas colonemdsquitos sdo mantidas no insetario do
Departamento de Entomologia do Centro de PesgAiggsu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo
Cruz - CPqAM/FIOCRUZ h& mais de 10 anos. Adultoario acondicionados em gaiolas (30
cm x 30 cm x 30 cm), sob condicbes de biosseguragmalaboratério de nivel 2, em
ambiente interno (26°@ 2°C) com 85t 10% de umidade relativa, em um fotoperiodo de

12:12 horas (claro:escuro) e alimentadas com solde&acarose 10% (m/v).

7.2 Infecgédo via alimentagéo sangulinea artificial

Amostras individuais de 5 ml de sangue venoso foabtidas de voluntarios
humanos portadores de filariose linfatica residente Regido Metropolitana do Recife, apos
a assinatura do termo de Consentimento Livre eaEsttlo (Anexo A). As coletas foram
realizadas entre as 23:00 e 24:00 horas e as asdsiam acondicionadas em tubos de
coleta a vacuo contendo EDTA (1 mg/ml) como anticdente e mantidas a 4°C até a manha
seguinte, quando era determinada sua microfilarefniaicrofilaremia (mf/ml) foi estimada
pela contagem do namero de microfilarias observadamicroscopio optico a partir de D
da amostra sanguinea. As laminas foram preparaddspdicata. Amostras sanguineas com

diferentes densidades de microfilarias foram usaddsabalho (300, 700 e 1900 mf/ml).
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A alimentacdo sanglinea artificial foi conduzidafémeas nuliparas dee. aegypti
e Cx. quinquefasciatus, segundo Albuquerque et al. (1999). As fémeadalaegypti Rec Lab
e Cx. quinquefasciatus apresentavam-se com 4 a 7 dias de emergénciao$dgpmosquitos,
cuja alimentacdo de sacarose foi retirada 24h antesam alimentados durante
aproximadamente uma hora com sangue humano infeaach Wuchereria bancrofti,
aquecido em banho-maria circulante a 37°C, por uheialimentadores de vidro cobertos por
membrana de intestino de porco hidratada em solgafina (PBS, “Phosphate Buffered
Saline” — NaCl 8 g/l, KCI 0,2 g/l, N&lPO, 1,44 g/l, KHPO, 0,25 g/l, pH 7,4). A fim de
evitar a agregacdo das microfilarias, o sanguaddado periodicamente com um bastdo de
metal adaptado. A area de superficie da mamadsifsidratada continuamente em PBS, a

fim de manter sua flexibilidade. A figura 5 ilustyaistema de alimentacéo artificial utilizado.

Figura 5 - Visualizacdo do esquema de
alimentagdo artificial das fémeas d&edes
aegypti com sangue humano e membrana suina.
Fonte: Foto da autora.

Imediatamente apds o repasto sanglineo, o perteletuafeccao foi estimado pela
disseccdo de dez fémeas ingurgitadas para cadegénhde mosquito. O intestino destes
mosquitos, contendo o sangue ingerido, foi macesmdo lamina com uma gota de PBS,
coberto com laminula e visualizado em microscopgiticO para detectar a presenca da
microfilaria de W. bancrofti. Grupos controle (negativo) foram alimentados cesngue
humano néo infectado pelo filarideo, obtido de doasl habitantes de area ndo endémica,

também apos a assinatura do termo de Consentirbiemnéoe Esclarecido (Anexo B). Apenas
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as fémeas ingurgitadas foram utilizadas nos exgatos e mantidas no insetério durante o
periodo necessario, sob as condi¢des previamestetds.

Para este trabalho, trés infec¢des foram realizad@simeira infeccéo foi realizada
com uma microfilaremia de 1900 mf/ml, e os mosquélmentados foram usados apenas em
experimentos de gRT-PCR e PCR para deteccad. dmncrofti, pois um baixo nimero de
fémeas ingurgitadas foi obtido, portanto, em quiacke insuficiente para as observagdes por
microscopia optica. Na segunda infeccédo, sangue pamassitemia de 300 mf/ml foi usado
para alimentar os mosquitos, mas sO foram coletilasas para observacdo microscopica.
Para a terceira infecgdo, mosquitos foram alime&stadm sangue cuja parasitemia foi igual a
700 mf/ml, e as fémeas alimentadas foram usadasxeerimentos de gRT-PCR, PCR para
deteccdo déN. bancrofti e microscopia optica. As fémeas @g. quinquefasciatus foram
alimentadas com o mesmo sangue infectado usadoAgaegypti. Em cada infeccao, o
namero de fémeas alimentadas variou de 100 a 50§rppo (experimental e controle).

Para os experimentos de gRT-PCR, foram coletadssgdpols, cada um contendo
cinco fémeas dée. aegypti Rec Lab, tanto do grupo infectado quanto do gruptrole, nos
tempos: 2h, 24h, 48h, 72h e sete dias poés-alimamtd¢® e 32 infeccbes). Para os
experimentos de PCR coprimers especificos paraV. bancrofti, dez mosquitos do grupo
infectado e dez do grupo ndo infectado foram cdtsta24h pds-alimentacdo (12 e 32
infecgBes). Todo o material coletado foi armazenade 80°C até a extracdo de DNA
gendmico ou RNA total.

Para as observacfes microscopicas, grupos de @idea fémeas das linhagens de
laboratorioAe. aegypti Rec Lab €Cx. quinquefasciatus CqSF foram coletados diariamente, ao
longo de 10 (22 infeccdo) ou 15 dias (32 infecg@s}alimentacéo.

7.3 Microscopia Optica

Fémeas dos mosquitdse. aegypti Rec Lab eCx. quinquefasciatus CqSF foram
dissecadas diariamente, a fresco, para comparag@eskenvolvimento deV. bancrofti. A
espécieCx. quinguefasciatus foi utilizada como controle positivo ou padraoiufeccdo, uma
vez que é vetor natural afé bancrofti.

A cabeca, o térax e o abdéomen das fémeas forarerathas separadamente com

uma gota de PBS e montados a fresco sob laminaldemivisualizados e documentados em
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microscopio 6ptico (Coleman Modelo N200) acopladcéenera digital (SAMSUNG SDC-
415) para avaliar a presenca, o estadio e o mowntW. bancrofti. As observac¢des foram
realizadas sob microscépio com aumentos de 100 eeies.

A taxa de infeccdo diaria foi estimada pela pai@gem de mosquitos contendo
microfilaria na cabeca, térax e/ou abdémen. A téxanigracao correspondeu a porcentagem
de microfilarias que migraram para o térax do tetalializado, enquanto a carga parasitaria
no térax foi estimada pela razdo entre o numeronibeofilarias encontradas no térax e o
namero total de mosquitos positivos. Os filaridéosam classificados de acordo com
Schacher (1962) e denominados de microfilaria (prfineiro estadio larval jovem (L1) e
primeiro estadio larval salsichéide (L1 salsichyideegundo estadio larval (L2) e terceiro

estadio larval ou larva infectiva (L3).

7.4 Extracao de DNA total

Extracdes de DNA gendmico foram realizadas parangidio de acido nucléico de
Ae. aegypti/W. bancrofti a ser utilizado na deteccdo molecular da porcentadg infeccéo
dos mosquitoge. aegypti.

A extracdo de DNA total das fémeasAke aegypti infectadas e néo infectadas com
W. bancrofti foi realizada segundo o protocolo de Ayres e{2002). Os mosquitos foram
macerados individualmente em 4@e tampéao de lise (NaCl 0,4 M, Tris-HCI 10 mM, pH
8,0 e EDTA 2mM, pH 8,0), 7l de proteinase K (10 mg/ml) e 48 de SDS 10% em
microtubos de 1,5 ml. O macerado foi incubado gperatura de 65°C overnight e, apos esse
periodo, 42Qul de NaCl 5M foram adicionados a suspenséo. A mastoi homogeneizada
por 1 minuto, seguida de centrifugagdo a 13.200 RBM20 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo de 2,0 ml, nal geu DNA foi precipitado pela adicéo
de 800ul de isopropanol e incubado a —20°C por 1 hora.deguida, foi centrifugado a
13.200 RPM por 20 minutos. O isopropanol foi daschr e o precipitado de DNAd | et) foi
lavado com 40Qul de etanol 70%. A mistura foi homogeneizada e rdegada a 13.200
RPM durante 10 minutos. O sobrenadante foi destmeasecou-se jpellet em concentrador
a vacuo. O DNA foi ressuspendido em 20@e TE (TRIS-EDTA, 1:10 mM) e armazenado a
—20°C.
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Para a observacdo da qualidade do DNA extraido, rdalizada corrida de
eletroforese horizontal submersa em tamp&o TBE (@089 M, Acido Bérico 0,0089 M e
EDTA 0,002 M, pH 8,3) a 120V, durante 30 minutas, gel de agarose 0,8%, e corado com
solucéo de brometo de etidio (5 mg/ml). As bandaani visualizadas sob luz ultravioleta e
os géis foram fotografados com camara digital (cauDocltLS Softwar®). A concentragéo
de DNA foi estimada pela comparacdo com padrdesofieéticos conhecidos do marcador

Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

7.5 PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para det@o deWuchereria bancrofti

Os experimentos de PCR (“Polymerase Chain Reagtiondm realizados segundo
Bockarie, M.J. et al. (2000), utilizando pamers NV1 (5"-CGTGATGGCATCAAA-3') e
NV2 (5"-CCCTCACTTACCATA-3'), descritos por Zhong &t (1996). Esse par geimers
amplifica a regidoSspl de W. bancrofti, constituida por DNA repetitivo, produzindo um
fragmento de 188 pares de bases (pb). Cada tubeadé&o consistiu em um volume final de
25 ul, utilizando-se a seguinte mistura: 2ysde tampé&o 10x para Taq DNA polimerase (Tris-
HCI 10 mM, pH 9,0, KCI 50 mM e 0,1% de TrifdiX-100); 1,5 mM de MgGl 0,2 mM de
cada dNTP; 200 pmol de cagamer; 2,5 U de Tag DNA polimerase (PROMEGA) e 20 ng

de DNA molde de cada individuo. A amplificacdo fealizada em um Termociclador

BIOMETRA® T3000. O programa consistiu de um passo inicialesnaturacéo a 92°C por
5 minutos e 40 ciclos a 92°C por 15 segundos, $6fC1 minuto e 72°C por 1 minuto,
seguido por um passo final de extensao a 72°CQoridutos.

Os produtos amplificados foram separados por ébease em tampédo TBE, a 120V,
durante 50 minutos, em gel de agarose 1,5%, caradosolucdo de brometo de etidio (5
mg/ml). As bandas foram visualizadas em transludunade ultravioleta e os géis
fotografados com camara digital (Launch DocltLSt&afeé®). O fragmento de 188 pb foi
identificado pela comparacdo com padrdes conhecidasarcador de peso molecular DNA
Ladde 100 pb (Invitrogen). Para cada grupo de reacémsnf realizados controles
positivos e controles negativos. O controle positiensistiu da mistura de reac&ax) mais
extrato de DNA deéde. aegypti conhecidamente infectado cdm bancrofti. Ja os controles

negativos foram de dois tipos: o primeiro consisttumix mais amostra de DNA d&e.
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aegypti alimentado com sangue humano néo infectado Wéonbancrofti e o segundo foi
realizado com todos os componentesnig exceto DNA molde, com o intuito de checar a

possibilidade de contaminacgéo dos reagentes.

7.6 Extracao de RNA total

O RNA total de cadaool foi extraido usando o RNAspin Mini RNA Isolatiorit®
(GE Healthcare), segundo as recomendacdes dodat®icApds a recuperacdo do RNA, as
amostras foram adicionalmente tratadas com DNaS8) @ fim de garantir a remocao total
de DNA gendmico. A concentracdo e a qualidade dasstias do RNA isolado foram
avaliadas por espectrofotometria aos niveis derbésoia de 260 e 280 nm (ULTROSPEC
2100 Pro).

7.7 Desenho doprimers para defensina, cecropina e transferrina déedes aegypti

Para o gene defensina Ae aegypti, foram desenhadgsimers que amplificam um
fragmento de 96 pb localizado na regido conserdadsequéncidefA publicada por Cho et
al. (1996). Sao eles: 5-GCCACCTGTGATCTGCTGAGCGGA{Borward - Fw) e 5'-
GGAGTTGCAGTAGCCTCCCCGAT-3'reverse - Rv). Osprimers para o gene cecropina de
Ae. aegypti foram desenhados para amplificar um fragmento 2fe @b, de acordo com a
sequéncia publicada por Lowenberger et al. (1999a)e sao:
5-ATTTCTCCTGATCGCCGTGGCTG-3 Kw) e 5-GAGCCTTCTCGGCGGCATTGAA-
3" (Rv). Primers foram desenhados para amplificar um fragmento d& di® do gene
transferrina dede. aegypti segundo a sequéncia publicada por Yoshiga et @9.7§1 5-
CGGCCAGCTGGAGGATAACATTG-3 Fw) e 5'-
CGCTTTGAACTCGCCGAACATCTC-3' Rv). Primers que amplificam um fragmento de
122 pb do transcrito ribossomglL8 (LAN; FALLON, 1992) também foram desenhados e
usados como controle enddégeno nas reacdes de QqRT-P8&o eles: 5'-
TGGGGCGTGTTATTCGTGCACAG-3'Kw) e 5- CAGGTATCCGTGACGTTCGGCA-3’
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(Rv). Todos osrimers foram desenhados usando o software FasB2CR

7.8 Reagbes RT-PCR (Transcricao Reversa-Reacao eradgeia da Polimerase)

Com a finalidade de checar a especificidade dagnfemtos obtidos a partir dos
primers desenhados na etapa anterior, foram realizadeSe®de RT-PCR.

As reacOes de transcricdo reversa (RT, “Reversastrgtion”) foram realizadas
conforme as recomendacgdes do Kit AMVCloned (Ingié&nd®). Para cada 1 a 2 pg de RNA
total, foram adicionados 1 pL geimer oligo dT, 2 pL de dNTPs (10 mM de cada dNTP) e
8 puL de agua DEPC. Estas amostras foram incubadé5°@ durante 5 minutos e,
posteriormente, foram acondicionadas em gelo. Egnide, foram acrescentados 4 uL de
tampédo de sintese de DNAc 5x, 1 uL DTT 0,1 M,L1de inibidor de RNase e 1 uL da
transcriptase reversa aos tubos de reacédo, e agramforam incubadas a 45°C durante 60

minutos. Apés a RT, cada reacdo de PCR foi conduemd um volume final de 2fl,

segundo as recomendacdes do kit RED™fageadyMi¥® (SIGMA). Para cada amostra,
foram adicionados 10 ng de DNAc e 0,5 uM de qadaer. As amostras foram amplificadas

em um termociclador BIOMETR® T3000 programado para as seguintes condi¢ées: uma
etapa de desnaturacdo a 94°C por 2 min; segui@a de&los a 94°C por 1 min, 62°C por 1
min, 72°C por 1 min; e uma etapa final de 72°Cliomin.

Os fragmentos foram separados por eletroforeseaepdo TBE, a 120V, durante 50
minutos, em gel de agarose 2,0%, corado com soldedmrometo de etidio (5 mg/ml). As
bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta egéis fotografados com camara digital
(Launch DocltLS Softwaf®). Os tamanhos das bandas foram estimados pelaacagip
com padrées conhecidos do marcador de peso maldahia Laddef® 100 pb (Invitrogen).

A possibilidade de contaminacédo foi verificada pontroles negativos realizados em cada
experimento. Estes incluiam todos os reagentesitbssacima, exceto o DNAc molde. Os
produtos da amplificacao foram purificados com XGHR DNA and Gel Band Purification
Kit® (Invitrogen) e, em seguida, quantificados em dspitometro a partir da leitura da
absorbancia nos comprimentos de onda 260 e 28WhifROSPEC 2100 Pro).
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7.9 Clonagem e reacdo de seqlienciamento

Os fragmentos obtidos por PCR foram sequenciadofiimade confirmar sua
identidade. Para isso, eles foram clonados em uon p&EM-T Eas® (Promega), segundo
0s protocolos recomendados pelo fabricante. Pla&aidecombinantes foram introduzidos
em células quimiocompetentes &scherichia coli One Shd® TOP10 (Invitrogen) por
transformacao através de choque térmico, e asasélotam semeadas em placas com meio
de cultura Luria Bertani (LB), contendo ampicilia@0 pg/ml (LB/Amp). Cinco colonias
transformantes foram repicadas em uma nova platBtemp e, usando a mesma ponteira
de repique, foram inseridas em tubos contendix de PCR (RED T&a{
ReadyMiX®/SIGMA) e primers especificos para a selecdo de coldnias que bantino
inserto. Apos verificacdo dos insertos por elenede, uma coldnia positiva de cada gene foi
inoculada em 2 ml de meio LB/Amp (1¢@/ml) liquido e incubada overnight a°87a 250
RPM. Os plasmideos foram purificados usando o QGp@pin Minipref® Kit (QIAGEN).

O seqilenciamento desses clones foi realizado nitesei@dor automéaticdBl PRISM®
3100 (Applied Biosystems/HITACHI), usando g®imers universais M13F e MI13R,
compativeis com o vetor pGEM T-Easy. As sequéndasnucleotideos obtidas foram
analisadas por BLAST (Basic Local Alignment Searobl) e pelo programa DNASTAR.

7.10 Reacgbes de RT-PCR em Tempo Real e Anélise depEessao Relativa

O nivel de expressdo dos transcritos de proteipide®s antimicrobianos em
fémeas deé\e. agypti infectadas conW. bancrofti foi analisado por RT-PCR quantitativa nos
seguintes tempos pos-infeccdo: 2h, 24h, 48h, 72kias. Todas as amostras de RNA foram
normalizadas a uma determinada concentracdo ($0).nQ/kit QuantiTect SYBR Green RT-
PCR® (QIAGEN) foi usado nas reacdes qRT-PGR-step. Cada reacdo continfaYBR
Green Mix transcriptase reversi00 ng de RNA molde, 0,5 uM geimer Fw e 0,5 uM de
primer Rv (exceto osprimers da cecropina, cuja concentracdo foi de 1 uM caela),um
volume final de 2Qul. As amplificacbes com o controle end6geph8 foram realizadas da

mesma forma, s6 que em tubos separados em relas@®iaes estudados. As amostras foram
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amplificadas no termociclador Mini Opticon Systerr fReal-Time PCR Detecti®h
(BIORAD). O programa de PCR foi 0 seguinte: uma etapaainic50°C por 30 minutos que
permitiu a transcrigdo reversa; outra etapa de ibbitos a 95°C para ativar a Taq polimerase
seguida por 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, @2HC30 segundos e 72°C por 30
segundos. Controles negativos foram incluidos geractar contaminacéo dos reagent@s (
sem molde de RNA) e presenca de DNA genGmico naovielo pelo tratamento com DNase
(mix semtranscriptase reversaA especificidade da PCR foi checada ap6s a &oggéo,
pela andlise das curvas de dissocia¢gédo dos prodetb€R.

A expressdo relativa do RNAm foi calculada pelo adét 2*°°r (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). O primeiro passo consistiu nenmalizacéo dos valores de @e cada
amostra, ou seja, na obtencado MOt (Cr, avo - Cr, rpLe). Este foi calculado peloCda
amplificacdo com ogrimers do controle endégenapl8) subtraido do €da amplificacdo
com osprimers do gene de interesse (defensina, cecropina ogféraima). OAAC: foi
obtido, entéo, peldCy de amostras nao infectadas subtraidé@e de amostras infectadas
[(Cr, avo - Cr, rpL8) tratado~ (Cr, avo - Cr, rpLs) controld- Para cada intervalo, a media AACr dos
trés pools das amostras infectadas e das amostras néo ddectai usada para calcular a
expressao relativa entre os transcritos de amostfastadas e de amostras néo infetadas
(2759)). As eficiéncias da amplificacdo dos genes dedsse e do controle endégeno foram
similares, ou seja, o valor absoluto da inclinagaaeta, representado pelo log da massa da
amostra (ng)versus seu G foi proximo de zero. Em todos os casos, as anms$tiam
avaliadas em duplicata.

7.11 Consideragdes Eticas

Este trabalho € um sub-projeto do projeto principtatulado “Resposta imune de
Aedes aegypti a infeccdo po¥Muchereria bancrofti”, coordenado pela Dra. Constancia Flavia
Junqueira Ayres, o qual foi aprovado pela Comis$@icEtica em Pesquisa do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes sob o numero CAAE: 0@85.@00-07 (Anexo C).

As amostras de sangue humano que foram utilizades g infeccéo artificial de
fémeas dos mosquitos foram cedidas pela Dra. Quratdyres, de acordo com a carta de
anuéncia (Anexo D). O sangue foi coletado de valimg, apos a assinatura do respectivo
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termo de Consentimento Livre e Esclarecido, congéoa® individuos possuissem (Anexo A)
ou ndo (Anexo B) o verme da filaria no sangue, sagarantido o sigilo de identidade dos
sujeitos da pesquisa. Todas as amostras sangiibna@asentregues aos operadores apenas no
momento da alimentacao artificial, e empregadasagppara essa finalidade. Dessa forma, o

sangue ou o soro dos pacientes nao foram armazepadorealizacéo de estudos futuros.
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8 RESULTADOS

8.1 Desenvolvimento d&Vuchereria bancrofti em Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti

Um dia apds a infeccao artificial, a taxa médiandgracdo das microfilarias de
Wuchereria bancrofti para o térax déedes aegypti Rec Lab foi de 85,7% (71,4% e 100%) e,
em Culex quinquefasciatus CqSF, a migracao foi mais lenta, com média de%83®Be 67%).

No quarto dia pés-infeccdo, 100% das larvas ingerjd haviam alcancado o torax em ambas
as espécies (Tabelas 1 e 2). A maioria dos mosgesitava infectada com apenas uma larva,
e 0 numero maximo de vermes encontrados por ingiviol igual a quatro. Em geral, a carga
parasitaria foi maior erAe. aegypti do que entCx. quinquefasciatus (Tabelas 3 e 4).

Em Cx. quinquefasciatus, microfilarias foram observadas no primeiro dia pos-
infeccdo, e apenas vermes L1 (Figura 6A) foramsteagilos no dia seguinte (Tabelas 3 e 4).
No quarto dia pés-infeccéo, todos os vermes erasalsichoides (Tabelas 3 e 4) e a maioria
destes foi encontrada até o dia sete (Tabelas;F@dra 6E). Do nono ao décimo terceiro
dia, foram visualizadas filarias L2, todas no téfaabelas 1-4; Figuras 6F a 6H). Finalmente,
no décimo quinto dia, foram observados apenasiddas L3 no torax e na cabeca
(Tabelas 1-4; Figuras 61 e 6J).

Do mesmo modo que no mosquiir. quinquefasciatus, todos os vermes observados
em Ae. aegypti encontravam-se no estadio de microfilaria no prionelia pés-infeccao
(Tabelas 3 e 4). No segundo did, bancrofti foi observada como microfilaria ou L1 (Figura
7A). Quatro dias pés-infeccdo, poucas filarias klsishoides foram registradas, sendo a
maioria L1 (Tabelas 3 e 4; Figuras 7C e 7D). Aléssa, vermes L1 salsichoides visualizados
em Ae. aegypti apresentaram aparéncia muito diferente daquelesngados emcCx.
quinquefasciatus (Figuras 7G e 7B). ApOs o0 quarto oval, bancrofti permaneceu no estadio
L1 ou L1 salsichoide emedes aegypti (Figuras 7F a 7J), com exce¢ao de uma microfilaria
visualizada no quinto dia (Figura 7E), e todasaasls estavam alojadas no térax do mosquito
(Tabelas 1 e 2).

Em ambas as espécies, a maioria das microfilapgessentou movimento ativo do
tipo “serpente”. EnCx. quinquefasciatus, L1 movimentou-se lentamente, enquanto a maioria
dos vermes emAe. aegypti ndo mostrou qualquer movimento. Quando presende, 0
movimentos de L1 salsichéide foram discretos emaanals espécies de mosquitos. A maioria
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dos vermes L2 apresentou movimento lento @ quinquefasciatus, e L3 apresentou
movimento muito ativo (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 —Distribuicdo de larvas défuchereria bancrofti (com ou sem movimento) na cabeca, térax
e abdémen déedes aegypti e Culex quinquefasciatus ao longo de 10 dias pds-alimentacdo em sangue
infectado (Parasitemia = 300 mf/ml). Observactetedeo fresco em microscopia optica.

Dias pos- % filarias no % filarias % filarias % filarias com % filarias sem

Especies infeccao abddémen no térax nacabeca movimento movimento
1 28,6 71,4 0 100 0
2 33 67 0 77,8 22,2
Aedes aegypti 4 0 100 0 100 0
(Rec Lab) 5 0 100 0 50 50
6 0 100 0 50 50
7 0 100 0 33 67
10 0 100 0 0 100
1 100 0 0 50 50
2 60 40 0 40 60
Culex 4 0 0 0 0 0
quinguefasciatus 5 0 100 0 100 0
(CqSF) 6 0 0 0 0 0
7 0 100 0 50 50
10 0 100 0 100 0

Fonte: Dados da autora.

Tabela 2 -Distribuicéo de larvas défuchereria bancrofti (com ou sem movimento) na cabeca, térax e abdémen
de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus ao longo de 15 dias pés-alimentacdo em sanguetauiie
(Parasitemia = 700 mf/ml). Observacfes de teciescty em microscopia Optica.

Dias pos- % filarias no % filarias % filarias % filarias com % filarias sem

Especies infeccao abddémen no térax nacabeca movimento movimento

1 0 100 0 100 0
2 0 100 0 100 0
4 0 100 0 75 25

Aedes aegypti 5 0 100 0 37,5 62,5
(Rec Lab) 7 0 100 0 33 67

9 0 100 0 0 100

11 0 100 0 0 100

13 0 100 0 0 100

15 0 100 0 0 100

1 33 67 0 83,4 16,6

2 100 0 0 0 100

4 0 100 0 0 100
Culex 5 0 100 0 100 0
quinguefasciatus 7 0 100 0 100 0
(CasF) 9 0 100 0 100 0

11 0 100 0 83,4 16,6
13 0 100 0 100 0
15 0 33 67 100 0

Fonte: Dados da autora.
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Tabela 3 - Porcentagem de mosquitos infectados ablchereria bancrofti segundo o estadio do
desenvolvimento, ao curso de 10 dias pés-infecQi@ervacdes de tecido fresco em microscopia
Optica (Parasitemia = 300 mf/ml).

- Dias p0s- % mosquitos Carga % L1
Espécies infeccdo infectados (1f) parasitaria % mf/L1 salsichoide L2 % L3
1 60 (10) 1.2 100 0 0 0
2 40 (10) 2 100 0 0 0
; 4 20 (10) 15 33 67 0 0
A‘?‘;escaﬁ%;“ 5 20 (10) 1 100 0 0 0
6 20(10) 1 50 50 0 0
7 30 (10) 15 100 0 0 0
10 20 (10) 1 50 50 0 0
1 50 (10) 1.2 100 0 0 0
2 25 (10) 15 100 0 0 0
Culex 4 0 (10) 0 0 0 0 0
quinguefasciatus 5 10 (10) 1 0 100 0 0
(CqSF) 6 0 (10) 1 0 0 0 0
7 20 (10) 1 0 100 0 0
10 20 (10) 1 0 50 50 0

Fonte: Dados da autora.
Nota:? Numero total de mosquitos analisados.

Tabela 4 - Porcentagem de mosquitos infectados abachereria bancrofti segundo o estadio do
desenvolvimento, ao curso de 15 dias pés-infecQi@ervacdes de tecido fresco em microscopia
oOptica (Parasitemia = 700 mf/ml).

- Dias p06s- % mosquitos Carga % L1
Especies infeccdo infectados (1f) parasitaria % mi/L1 salsichéide % L2 % L3
1 80 (5) 1.75 100 0 0 0
2 40 (5) 1.5 100 0 0 0
4 80 (5) 2 87 13 0 0
- 5 60 (6) 1.5 89 11 0 0
A‘?‘E{fcaﬁ%;“ 7 40 (5) 15 100 0 0 0
9 40 (5) 1 100 0 0 0
11 20 (5) 1 100 0 0 0
13 30 (7) 1 50 50 0 0
15 10 (10) 1 100 0 0 0
1 80 (5) 1.5 100 0 0 0
2 20 (5) 1 100 0 0 0
4 20 (5) 1 0 100 0 0
Culex 5 40 (7) 15 0 100 0 0
quinquefasciatus 7 60 (4) 1 0 100 0 0
(CqSF) 9 33 (6) 15 0 0 100 0
11 80 (5) 15 0 0 100 0
13 20 (5) 1 0 0 100 0
15 33 (6) 1.5 0 0 0 100

Fonte: Dados da autora.
Nota:® Nimero total de mosquitos analisados.
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Figura 6 - Desenvolvimento deWuchereria bancrofti em Culex
quinquefasciatus. A: L1 dois dias pés-infeccao (PIl); B: L1 salsile
cinco dias PI; C: extremidade anterior de L1 shiside cinco dias PI;
D: extremidade posterior de L1 salsichéide cincasdPl; E: L1
salsichoide sete dias PI; F: L2 treze dias PI; &altle da extremidade
anterior de L2 treze dias PI; H: detalhe da extdewhe posterior de L2
treze dias PI; I: L3 quinze dias Pl J: detalhe xteeenidade posterior de
L3 quinze dias PI.

Nota: Amostras foram observadas a fresco em micpis®ptica e sem
uso de corantes.
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Figura 7 - Desenvolvimento d&\uchereria bancrofti em Aedes aegypti.
A: microfilaria dois dias po6s-infecgdo (Pl); B: Ldois dias PI; C:
extremidade anterior de L1 quatro dias PI; D: ewidade posterior de L1
guatro dias PI; E: microfilaria cinco dias PI; FL tinco dias PI; G: L1
salsichéide cinco dias PIl; H: L1 sete dias PI; L tteze dias PI; J:
extremidade posterior de L1 treze dias PI.

Nota: Amostras foram observadas a fresco em miopisaptica e sem
uso de corantes.
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Na terceira infeccdo (parasitemia sanguinea de B800nl), foi registrada
encapsulacao melanética de uma microfilaria no elemddeAe. aegypti, no segundo dia pos-
infeccdo (Figura 8A). Na outra infeccdo (parasitemsanguinea de 700 mf/ml), uma
microfilaria/L1 completamente melanizada foi obsela no térax dée. aegypti, no quinto
dia pés-infeccdo (Figura 8B). Apenas esses doiatesede melanizacdo foram registrados

entre todos 0s mosquitos infectadase. @egypti e Cx. quingquefasciatus).

e O O . o ? Sy ve E .
- 50um e um _ / X/~

a X o oy / }

Figura 8 - Melanizacdo déMuchereria bancrofti em Aedes aegypti. A:
encapsulacdo melandtica dduchereria bancrofti no abdémen deée.
Aegypti, dois dias pos-infeccao. BMuchereria bancrofti melanizada no
térax deAe. Aegypti, cincodias pds-infeccéo.

Nota: Estes eventos foram observados em diferefexg6es.

8.2 Diagnostico molecular da infeccdo déedes aegypti com Wuchereria bancrofti

Como previsto, o fragmento amplificado pepoaners NV1 e NV2, para detectar
a presenca deV. bancrofti em Ae. aegypti, apresentou 188 pb e foi observado apenas nas
amostras que serviram como controle positivo eamagstras de mosquitos infectados. Na
alimentacéo artificial cuja parasitemia sanguireaé 1900 mf/ml, todas as amostrasfege
aegypti estavam infectadas coW. bancrofti, 24h pos-infec¢do, sendo chamada de infecgéo
100%. O experimento que utilizou sangue com pamasi de 700 mf/ml apresentou taxa de

infeccdo igual a 60%, sendo chamada de infeccao(bigdras 9 e 10).
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Figura 9 - Gel de agarose 1,5%, mostrando a presenca de DNWudhereria
bancrofti em Aedes aegypti 24h poés-infeccao (infeccdo 100%). 1-10: mosquitos
individuais infectados; 11: pool de mosquitos itdelos (n = 4); 12: controle positivo;
13: mosquito individual ndo infectado; 14: controlegativo. M: Marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 pb. * Amostras positivas.

Nota: Microfilaremia = 1900 mf/ml.
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Figura 10 - Gel de agarose 1,5%, mostrando a presenca de BNA d
Wuchereria bancrofti emAedes aegypti 24h pds-infeccéo (infeccédo 60%).
1-9: mosquitos individuais infectados; 10: mosquitalividual ndo
infectado; 11: controle positivo; 12: controle niaga M: Marcador de
peso molecular DNA Ladder 100 pb. * Amostras poadi

Nota: Microfilaremia = 700 mf/ml.
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8.3 Determinagéo da especificidade dos transcritos

Todas as reagcbes RT-PCR produziram fragmentosnunteos correspondentes aos
previstos (Figura 11). As sequéncias cujos fragasefbram amplificados pelogrimers
defensina, cecropina, transferrinargl8 foram alinhadas com as sequéncias dos seus
respectivos RNAmM ja publicadas (CHO et al., 1996ANL FALLON, 1992;
LOWENBERGER et al., 1999a; YOSHIGA et al., 1997pstmando 100% de similaridade.
Além disso, a analise avangada por BLAST mostrtausailaridade (98% a 100%) com 0s

genes esperados Ae. aegypti depositados no GenBank.

Figura 11 - Gel de agarose 2,0%, mostrando
os fragmentos produzidos por RT-PCR com os
primers pararpL8 (1), defensina (2), cecropina
(3) e transferring4). M: Marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 pb.

8.4 Andlise da expressédo génica da defensina, cquna e transferrina

8.4.1 Andlise da eficiéncia das amplificacbes

A andlise das curvas-padrao mostrou que as efia€mle amplificacdo de cada um
dos genes de interesse em relacdo ao controle e@malégram similares (Grafico 1). A curva
de dissociacdo doprimers, tanto dos genes de interesse, quanto do corgradégeno,
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mostrou um Unico pico denelting, o que indica sinal especifico, correspondendo as
respectivas sequéncias-alvos. Em todas as amasingsle negativo, ndo ocorreu nenhuma
amplificacdo proveniente da deteccdo de sinal derdscéncia além ddackground,
provando que o procedimento de extracdo de RNA nodés o tratamento extra com DNase

removeu efetivamente o DNA gendmico das amostras.

8.4.2 Andlise temporal da expressao génica

Duas horas apos a infeccdo 100%, a expressaovael#di defensina, cecropina e
transferrina, normalizadas pamel8, foi 2,19; 2,60 e 0,08 vezes maior, respectivagesm
mosquitos infectados, comparados com mosquitos infectados. Entre os intervalos
observados, defensina e transferrina mostrarans giedranscricdo génica 24h pés-infeccéo
em mosquitos infectados, com valores iguais a 8 329; respectivamentda a expressao da
cecropina em mosquitos infectados foi muito merso24h (0,38) do que as 2h pdés-infeccéo.
As 48h poés-infeccdo, a expressido de defensinansféraina diminuiu, com valores apenas
0,5 vezes maiores efe. aegypti infetados do que erie. aegypti ndo infetados. No caso da
cecropina, o nivel de expresséao as 48h (0,34) pexrea similar aquele das 24h. Nos tempos
72h e 7d, a abundancia relativa de todos os titwscdiminuiu até alcancar valores
negativos, ou seja, a expressao relativa em maosquifectados foi menor do que em
mosquitos n&o infectados.

Na infeccdo 60%, a expressao relativa da defensatappina e transferrina, 2h pés-
infeccado, foi de 0,57; 3,64 e 0,57; respectivamesneAe. aegypti infectados, comparados
com Ae. aegypti ndo infectados. As 24h pos-infeccdo, a transcrigdodefensina em
mosquitos infectados aumentou e foi igual a 2,f®juanto a cecropina e a transferrina
apresentaram expressdao igual a 2,16 e 0,81; tespeente. No intervalo 48h, os niveis de
defensina, cecropina e transferrina mostraram sgficemais elevada em 1,67; 1,32 e 0,34;
respectivamente. A partir das 72h pos-infeccdoniogis dos transcritos nos mosquitos
infectados baixaram gradativamente e, em algunsscdsi menor que em mosquitos nao
infectados, exceto para a cecropina, que apresamiosuave aumento (0,67) no sétimo dia.
A expressao relativa dos genes defensina, cecrepir@asferrina ao longo do tempo pode ser

observada no gréfico 2.
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Gréfico 1 - Validacdo do método?°;.

Nota: Curva padrdo demonstrando a eficiéncia vwalatida
amplificacdo do DNAc de diferentes quantidades A Rpara os
genes defensina (A), cecropina (B) e transferi@)as¢rsus rpL8.
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Gréfico 2 - Expresséo relativa dos genes defensina, cecropaagferrina ao
longo do tempo, em fémeas Mledes aegypti infectadas, quando comparadas a
fémeas nao infectadas coffuchereria bancrofti, apos infeccdo 60% e 100%.
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9 DISCUSSAO

Atualmente, a existéncia de ferramentas como mgpaéticos de alta densidade,
linhagens celulares imune competentes, genoma etongle hospedeiros e parasitas,
colecbes de sequéncias expressas (EST, “Expressgpie Tag”), técnicas para deteccéo
de perfis de expressao e ferramentas transgémeasjte o estudo molecular detalhado da
interacdo entre organismos modelo, cobr@sophila melanogaster, Anopheles gambiae e
Aedes aegypti, e parasitas (BARTHOLOMAY et al.,, 2004a; DANA et a2006; JIANG,
2005; MARINOTTI et al., 2005; SUN; ECCLESTON; FALIND 1998).

No presente estudo, a andlise temporal do peafistricional mostrou diferenca no
padrdo de expressdo dos genes defensina, cecreptransferrina dede. aegypti apoés
infeccdo comWuchereria bancrofti. A expressdo da defensina e da cecropina ocooggu |
apos a infeccdo, com picos as 2h (cecropina) ou (8éffensina), entre os intervalos
observados, corroborando estudos anteriores usdadaegypti inoculados com bactérias
(BARTHOLOMAY et al., 2004a, 2004b; CHO et al., 1995A0; HERNANDEZ; FALLON,
1999; LOWENBERGER et al., 1999a, 1999b). O genestearina ndo apresentou inducao
tdo rapida, em relacéo aos genes defensina ouptegyonas sua expressao maxima, entre os
intervalos observados, também ocorreu 24h pésgatedarizanova et al. (2005) mostraram
rapida transcricdo de transferrina em fémeasAde aegypti alimentadas com sangue,
apresentando picos de expressao as 12h e 24hrge&sdio de sangue e diminuicdo as 48h.

Cho et al. (1996) relataram que fémeas do moscitoaegypti produziram
transcritos do gene defensina das 6h as 30h ap@sllagdo com bactérias. Linhagens
celulares deAe. aegypti Aag-2 e deAe. albopictus C7-10 também expressaram RNAmM de
defensinaas 3h pos-inoculacdo com bactérias, apresentandwaicia maxima entre 12h e
36 h (GAO; HERNANDEZ; FALLON, 1999). Lowenbergeradt (1999a; 1999b) detectaram
expressdo prolongada dos transcritos defensinacepiea em mosquitoRe. aegypti
inoculados com bactérias, que iniciou nas primeirasas e continuou até o 21° dia e o
décimo dia de exposicao, respectivamente. QuandtaséaleAe. aegypti (Aag-2) e células
de Ae. albopictus (C7-10) sé@o expostas a bactérias, elas secretanonjumto de peptideos e
proteinas com atividade antibiotica, incluindo ansferrina, que impedem o crescimento
desses patdgenos na placa de crescimento (YOSHIGA, €997). Outro trabalho revelou
que fémeas d€ulex quinquefasciatus infectadas comN. bancrofti também apresentaram

aumento na expressdo da transferrina nos diase21® pos-infeccdo, com pico no dia 5
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(PAILY; KUMAR; BALARAMAN, 2007). Além disso, Aguila et al. (2005) detectaram
aumento na expressdo de cecropina e transferria@r(rque 2 vezes), emn. gambiae
infectado com bactérias e/ou fungos filamentosos.

A expressao relativa de defensina e transferonangior na infecgcdo 100% do que
na infeccdo 60%, no entanto, os niveis de cecrdpirsan maiores na segunda infec¢éo. E
possivel que os maiores niveis de transcritos fimsiea e transferrina estejam relacionados
a maior parasitemia sanguinea presente na prinmdgacao. Bartholomay et al. (2004b)
observaram transcricdo de defensina dose-dependantemosquitos inoculados com
bactérias. No caso da cecropina, é possivel quangus utilizado na segunda infeccao
possuisse bactérias que co-estimularam a exprdssde gene, mas isso nao foi analisado.
Outra possibilidade € a de que, como as micradgasdo oriundas de pacientes diferentes,
sdo parasitas de constituicdo genética distintaoderp, portanto, apresentar diferentes
viruléncias. Desse modo, € importante ressaltaraguenstituicdo genética de ambos, vetor e
parasita, podem influenciar no resultado da ineyagntre esses organismos, e o0 modo pelo
qual o parasita responde ao ambiente do hospedes@empenha um papel tdo importante

quanto a resposta do hospedeiro ao parasita.

A dindmica de desenvolvimento &fé bancrofti nos mosquitosie. aegypti e Cx.
quinquefasciatus ndo € amplamente documentada na literatura, enagwariacées ainda
ocorrem, devido a diferengcas genéticas de mosqeitas parasitas de origens geograficas
distintas, assim como nas condi¢cdes experimentAlBYUQUERQUE et al., 1999;
CALHEIROS et al.,, 1998, MACDONALD, 1962a, 1962b; MAPATRA et al., 1999;
PAILY; HOTI; BALARAMAN, 2006). As observacdes realidas por microscopia oOptica
revelaram que a migracdo das microfilariasVdebancrofti para o térax do mosquitde.
aegypti (85,7%) foi mais rapida em relaca&a quinquefasciatus (33,5%). Esses resultados
sdo semelhantes aos descritos por Albuquerque. é1399), que registraram o valor de
88,8% paralfe. aegypti e 36,6% pardx. quinquefasciatus, 24 horas pos-infecgdo cow.
bancrofti. Nesse mesmo tempo, Calheiros et al. (1998) ragish 21,3% das microfilarias
migrando para o torax déx. quinquefasciatus, enquanto Paily, Hoti e Balaraman (2006)
observaram que 100% das microfilarias/debancrofti migraram para o torax de. aegypti
e 72,5% migraram no vet@x. quinquefasciatus. Apos chegarem ao torax ée. aegypti, as
microfilarias deW. bancrofti sofreram diferenciacédo para as formas L1 préetaigie ou L1
salsichdide, mas nao evoluiram além desse estanljo. nos primeiros dias pos-infeccéo, ao

contrario do trabalho de Calheiros et al. (1998)|aavas observadas efe. aegypti foram
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muito diferentes em relacdo as @e quinquefasciatus, com superficie irregular e perda de
motilidade caracteristica, refletindo seu deseriw@wnto anormal na espécie refrataria.
Apesar de ndo haver sido avaliado, € possivel sgee acorra devido a acdo dos peptideos
antimicrobianos dée. aegypti, por exemplo, na cuticula & bancrofti.

Embora genes envolvidos no controle genético fltatagiedade/susceptibilidade de
Ae. aegypti a filarideos tenham sido mapeados ha varias décafs) mecanismo(s) que
leva(m) ao bloqueio do desenvolvimentoWebancrofti € (sdo) desconhecido(s). Na década
de 70, mostrou-se que as armaduras cibarial egtainde varias espécies de mosquitos
teriam efeito letal sobre as microfilarias de nexdés ingeridas com a alimentacdo sanguinea
(MCGREEVY et al., 1978). No entanto, esses aparakifo ausentes ede. aegypti,
permitindo, portanto, a passagem desses vermegéstide seu trato digestivo. Outros
mecanismos, como a formacdo de matriz peritroti@mbém parecem nao exercer efeito
algum sobre a refratariedade, uma vez que elarétada apds a migracdo da maioria das
microfilarias através do epitélio intestinal (BARWS-MURY; PASKEWITZ; KANOST,
2005). Do mesmo modo, reacdes de melanizacdo @xnagdo melandtica, mecanismos
envolvidos na refratariedade #aopheles ao protozoarid’lasmodium e ao filaridedBrugia
malayi (BEERNTSEN et al.,, 1989; NAYAR et al.,, 1992), napresentaram intensidade
suficiente para explicar o bloqueio do desenvolvitdnedesse verme eme. aegypti. No
presente estudo, apenas dois eventos de melanipagéovisualizados, confirmando estudos
prévios de que este ndo é o principal mecanismtetisa dede. aegypti contra filarideos
(ALBUQUERQUE et al., 1999). As respostas observaolasceram ser uma mistura de
melanizacdo humoral e encapsulacdo celular, conuegérito (BARILLAS-MURY et al.,
2005), uma vez que estruturas similares a fragrsatgaélulas foram observadas proximos a
camada de melanina. E importante enfatizar que/@st@s ocorreram em diferentes tecidos:
no abdémen, dois dias pés-infeccdo; e no téraxuntto dia pds-infeccao.

Neste trabalho, a maior expressao de transcrasspnmeiras 24h sugere que os
respectivos peptideos/proteinas estdo sendo pdmtudurante a migracdo & bancrofti
para o térax do mosquito, que ocorreu no mesmoge®riAo contrario das observagcdes com
mosquitos inoculados com bactérias (LOWENBERGERI.et1999a, 1999b), a inducdo de
transcritos comecou a diminuir as 48h poés-infeagn W. bancrofti. Esta diferenca pode ser
explicada pela natureza distinta dos patdgenostéitimcsersus filarideos), os diferentes

padrdes de infeccdo e as diversas rotas de emtogoiaogeno.

O principal local de desenvolvimento de filaridezsta localizado no térax do
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mosquito, enquanto o epitélio intestinal e a henfalisdo apontados como meios que
deflagram o reconhecimento do invasor dentro dopdwsiro e que, provavelmente,
conduzem aos mecanismos efetores (LOWENBERGER,)1B@6fato, Towson e Chaitong
(1991) mostraram que, quando a hemolinfaAdeaegypti foi incubada conB. pahangi in
vitro, a motilidade do verme diminuiu, indicando queffies presentes na hemolinfa podem
afetar diretamente o parasita. Um outro estudo dstrmu que a transferéncia da hemolinfa
de uma linhagem refrataria para uma linhagem stiseépde Ae. aegypti conferiu
refratariedade a filarideos (BEERNTSENal., 2000). Por outro lado, Wattam e Christensen
(1992) sugeriram que inibidores do desenvolvimeetfilarideos em uma linhagem refrataria
de Ae. aegypti aB. malayi foram produzidos no térax do mosquito. E possiuel substancias
sintetizadas na hemolinfa sejam transportadas atgisctulo toracico do mosquito, agindo
contra esse verme. A partir das nossas observagdagjto provavel que a resposta imune

humoral esteja envolvida na refratariedad@eleegypti a W. bancrofti.

Os efeitos das moléculas imunes de insetos, cosfensina e cecropina, sobre
organismos eucariotos, tal como vermes filarideBsasmodium, sdo pouco entendidos. No
entanto, ha evidéncias diretas e indiretas naatilea de que eles podem inibir o
desenvolvimento do parasita (ALBUQUERQUE; HAM, 199GHALK et al.,, 1995b;
GWADZ et al, 1989; JAYNES et al, 1988; LOWENBERKEet al., 1999d,;
SHAHABUDDIN et al., 1998; TOWNSON; CHAITHONG, 1991for exemplo, defensina
ou cecropina injetada ere. aegypti mostrou efeito negativo sobre o desenvolvimento de
filarideos B. malayi e B. pahangi), diminuindo a infeccdo no inseto (ALBUQUERQUE;
HAM, 1996; CHALK et al., 1995b). Do mesmo modo, afec¢do com bactérias
anteriormente a injecdo de filarideos, estimula radygdo massiva de peptideos
antimicrobianos em mosquitos e bloqueia o desemwelvto do verme no mosquito
(LOWENBERGEREet al., 1996).

Por outro lado, Bartholomay et al. (2003) obseamamue mosquito€x. pipiens
pipiens imune-estimulados com bactérias e, em seguidactados comN. bancrofti, ndo
apresentaram diferencas no desenvolvimento dadi@ar em relacdo ao grupo controle
(mosquitos ndo infectados com bactérias). Emborpepsideos antimicrobianos avaliados
(cecropina, gambicina e defensina) tenham sidoesgps nos mosquitos imune-estimulados,
eles ndo causaram efeitos letais sobre o verméhddamay et al. (2004) sugerem um papel
diferente para a defensina produzida peraegypti, como elemento da resposta ao stress ou

quimiotaxico, uma vez que experimentos de sileneram génico nao revelaram diferenca
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significativa na mortalidade entre mosquitos defites em defensina e mosquitos controle,
apos inoculagdo com bactérias. E possivel queasaigtima variagdo na capacidade imune de
diferentes espécies ou linhagens de mosquitosgoumal habilidade de o parasita suprimir a
resposta do hospedeiro (WATERHOUSE et al., 200iz#s et al (2001), por exemplo,
identificaram genes dB. malayi que séo parcialmente responsaveis pela evasao idwne
parasita no hospedeiro vertebrado.

De acordo com os inumeros exemplos citados aciogresultados apresentados no
presente estudo, ha aumento na expressao dosdgfansina, cecropina e transferrinalee
aegypti apds infeccéo cor. bancrofti. E importante destacar que este trabalho aumenta o
rol dos modelos até entdo explorados. No entastmfarmacgdes disponiveis na literatura séo
dificeis de ser comparadas, devido aos difereneeserthos experimentais e técnicas
utilizadas. Por exemplo, a maioria dos trabalhosefalizada com bactérias e/ou fungos que:
1) nem sempre séo patdogenos naturais desses ye2dredo introduzidos no corpo do
mosquito por injecao, procedimento muito agres&®vodo natural, que, por conseguinte,
incita o estimulo do sistema imune; 3) foram inados em numero muito superior ao
encontrado normalmente no meio ambiente.

Este estudo foi o primeiro a descrever a cinédeaxpressao dos genes defensina,
cecropina e transferrina em fémeasAgeaegypti infectadas conw. bancrofti apos infec¢éo
artificial via membrana animal. Além disso, foilia@ada microfilaremia natural, ou seja,
procurou-se aproximar as condi¢cdes experimentaisaladicoes naturais. A adocaopdels,
ao invés de mosquitos individuais, também mosteswantajosa, pois reduziu a chance de
erro oriundo de diferencas na resposta imune iddali (BARTHOLOMAY et al., 2004b),
assim como possibilitou a obtencao de maior quadéidie RNA total isolado.

A resposta de defesa observada neste estudoomastrcomplexa: néo foi possivel
afirmar se ela € de natureza especifica, tampoaiger como (ou se) estas moléculas agem
em conjunto. A avaliacdo por microarranjos do ttapsoma deAn. gambiae, quando imune-
estimulado comSalmonella typhimurium, Staphilococcus aureus e Beauveria basiana,
demonstrou que, para respostas diversas contrggren® diferentes, ocorrem apenas algumas
sobreposicdes no perfil transcricional (AGUILARaét 2005). Ao contrario, Bartholomay et
al. (2004b) afirmaram que a producdo de defensinade aegypti ndo € dependente do
organismo inoculado, seja bactérias gram-positoiaggram-negativas, microfilarias d&
malayi ou Dirofilaria immitis. Casteels-Josson et al. (1994) associaram fungéogika dos

quatro diferentes peptideos (apidecina, abecingroptecina defensina) secretadosAmms
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mellifera apds infeccdo com bactérias, no qual funcionag@m complementariedade em
relacéo ao espectro de acéo.

Este trabalho contribui para o maior conhecimela® interacbes entie. aegypti/
W. bancrofti. Os resultados sugerem o envolvimento destesdeggstproteina na resposta
imune deAe. aegypti a infeccado pokV. bancrofti. A confirmacao da funcao especifica destes
genes podera ser posteriormente realizada por osnsi silenciamento génico, pelo
mecanismo de RNA de interferéncia (HUANG; CHRISTHENS CHEN, 2005; MOITA et
al., 2005; SHIN; KOKOZA; RAIKHEL, 2003) e, desse dw elucidar se defensina,
cecropina e transferrina estdo, de fato, envolvitlagefratariedade dAe. aegypti a W.
bancr ofti.
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10 CONCLUSOES

= A migracdo déeMuchereria bancrofti para o torax déedes aegypti € mais rapida que

no vetor naturaCulex quinquefasciatus.

* No transcurso da infeccdo eAe. aegypti, as larvas daN. bancrofti apresentam

desenvolvimento anormal e perda da motilidade teniatica.

= Eventos de melanizacdo ocorreram em diferenteslo®cde Ae. aegypti e em

diferentes tempos apoés a infec¢cao adhiancrofti.

» Ha maior transcrigdo de defensina, cecropina efieaina em mosquitode. aegypti
infectados conW. bancrofti.

» O pico destes transcritos imunes ocorre as 2h by@4-infeccdo, coincidindo com a
migracao da microfilaria d@/. bancrofti para o térax dée. aegypti, que ocorreu nas
primeiras 24h.
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SUMMARY

Wuchereria bancrofti worms can infecAedes aegypti but, after reaching the mosquito
thorax, their development ceases after certain tpoiine mechanisms responsible for
refractoriness of this mosquito speciestobancrofti are not known. Defensin and cecropin
are antimicrobial peptides that are up-regulatedhgects after infection with a variety of
pathogens and more recently transferrin has beelnded as a component of mosquito
humoral immune response. Here, we have assessetkertiforal expression pattern of
defensin, cecropin and transferrin An aegypti artificially infected withW. bancrofti. We
have also observed filarial development in the msqcompared t&ulex quinquefasciatus.
Results show that transcription of defensin, ceicroand transferrin is up-regulated .
bancrofti-infected mosquitoes soon after infection, peak&habr 24h, and starts decreasing at
48h. The peak of immune transcripts coincided waiilgration of W. bancrofti to A. aegypti
thorax, which occurs in the first 24h. After migoat, filarial worms inA. aegypti may
differentiate into the next stage but stop develgpdifferently than inC. quinquefasciatus,
where W. bancrofti development is normal. It is possible that defensiecropin and

transferrin are part of the refractory mechanisima. @egypti to W. bancrofti.
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INTRODUCTION

In Brazil, lymphatic filariasis is still considered public health problem, being
endemic in the metropolitan region of Recife, Stt@ernambuco, located in the Northeast
region. The causative agent of this disease inGbantry is the nematodé/uchereria
bancrofti, which is transmitted by the mosquiBulex quinquefasciatus (Regiset al., 1995).
On the other handiedes aegypti, an abundant species in urban environments ancéie
vector of dengue and urban yellow fever virusesgsdoot transmitW. bancrofti. The
refractoriness mechanisms Afaegypti to W. bancrofti are not yet understood. According to
Albuquerqueet al. (1999) melanization is not the main refractorinsegstem, since only a

small percentage of the worm is melanized. As aarrative, it has been suggested that
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molecules from the mosquito’s humoral immune respomay act in synergism to block
nematode’s development (Lowenbergeal., 1999a).

Defensins are immune peptides found in a varietyingertebrate and vertebrate
organisms, indicating it is an ancient elementh®f innate immune system. Kk aegypti
mosquitoes it is the most important antimicrobi@ptyde (Lowenberger, 2001a). These
molecules are cationic peptides of about 40 amaidsawith 6 cysteine residues that form
disulfide bonds. Its 3-D structure consists of arteNninal loop, aa-helix, and two
antiparallel3-sheets. Most studies show that Gram+ bacterithareain target organisms for
defensins, although Gram- bacteria are also seadjtiowenberger, 2001a). At least three
isoforms (A, B and C) of defensins have been regoih A. aegypti and authors have
suggested that isoforms A and B are different edledf the same gene (Lowenbergeal.,
1999d). Cecropins are small, 4 kDa peptides thekt tysteine residues. They are formed by
two a-helices connected with a short hinge. These peptgbssess both anti-Gram+ and
Gram- bacteria activities (Lowenberger, 2001b).dbsin and cecropin comprise two of the
three families of antimicrobial peptides that hde=n identified in mosquitoes (Waterhouse
et al., 2007). Transferrin is an iron-binding proteintigiy thought to be involved in iron
transport and storage in insects. Insect transiediffer from the vertebrate molecule in that
it contains only one iron-binding site, insteadwb (Nichol et al., 2002). This protein is up-
regulated inA. aegytpi and Drosophila melanogaster infected with bacteria, suggesting its
role in insect immunity. It has been speculated trensferrin may act by sequestering iron
molecules to prevent their use by pathogens (YesHigl., 1999; Yoshigeaet al., 1997).
Defensin, cecropin, and transferrin are producedth®y fat body and certain types of
hemocytes, and are secreted in the insect hemolyfH@lnizanoveet al., 2005; Lowenberger,
2001a), except for a few cases exampled by onensiefesoform that is detected in the
mosquito midgut (Lowenberget al., 1996).

In the present study, we have assessed the exprgssifile of defensin, cecropin, and
transferrin transcripts id\. aegypti infected withW. bancrofti to determine if they are up-
regulated after infection. The development of fhrworms in the mosquito was also
observed through microscopy. The importance ofystigdsuch mosquito/filaria combination
is that the immune mechanisms employed by a norpetent vector to a filarial worm may
not be detected in a susceptible mosquito spemies,slue to co-evolution, in the latter case
the parasite may have developed mechanisms to olatepvector’s immunity (Waterhouse

et al., 2007). Thus, this work may help on elucidating tholecules involved in mosquito



Expressao diferencial de genes que codificam peqsid OliveiraFl. 90

immunity to filarial worms. To study the natural ah@anisms of insect immunity is essential
to understand vector/parasite interaction that witiinately allow the development of novel

vector control methods, such as transmission-biacktrategies.

MATERIALS AND METHODS

Mosquito colonies

The Aedes aegypti (Rec Lab) andCulex quinquefasciatus (CqSF) colonies have been
maintained in the insectary of the Department ofoEmwlogy at the Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ, under standard condit{@0s80% relative humidity, 26+°C,
and 12:12 light:dark cycle). Adults were fed witB% sucrose and larvae with cat food
tablets (Friskies®).

Blood samples

Patients infected withVuchereria bancrofti, diagnosed by the City Hall of Olinda or
the City Hall of Recife (State of Pernambuco, Batiave volunteered to donate 5 ml of
blood before receiving treatment for filariasis.€8b patients have agreed to participate in the
study and signed Informed Consent Forms. For negabntrols, the same amount of blood
was collected from non-infected volunteers livimgrion-endemic areas. These procedures
were approved by the Institutional Ethical Comneitt€CEP) and the National Ethics
Committee (CONEP) (Protocol no. CAAE: 0036.0.095:07).

Mosquito infection

Seven-day old adul@. aegypti were fed on blood from patients infected with
bancrofti or on non-infected blood, through an artificial miane feeder. For infected
samples, the number of microfilaria (mf) in 10 of blood was counted minutes before
mosquito feeding. The counting was repeated thmeest for each sample and the average
parasitemia was calculated (number of mf/ml of Hyod hree infections were performed. In

the first infection, blood with a parasitemia ofO3thf/ml was used to feed the mosquitoes,
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however, blood-fed mosquitoes were used only faresicopy observations (because of the
low parasitemia). The second infection was perfarnwéh a 1,900 mf/ml blood parasitemia
and blood-fed insects were used for qRT-PCR, sinlmev number of engorged insects were
obtained and thus were not enough for microscomemoations. For the third infection,
mosquitoes were fed on blood with a 700 mf/ml pgeasa and were used for both qRT-PCR
and microscopy observations. In each infection,rimaber of blood-fed female mosquitoes

varied from one to five hundred for each group ékpental and control).

When blood-fedA. aegypti were used for gRT-PCR, PCRs with bancrofti primers
were performed on insects collected at 24h posiebfeeding, as described below, in order to

calculate the percentage of infected mosquitoes.

For microscopy observations, 7-day @dquinguefasciatus females were fed on the
same infected blood used to feAdaegypti, for comparison ofV. bancrofti development
(first and third infections). In the first infectio(300 mf/ml parasitemia) mosquitoes were
observed in the course of 10 days, and for theciitie with a 700 mf/ml parasitemia insects

were observed in the course of 15 days.

Calculation of mosqguito infection rate through PCR with Wuchereria bancrofti primers

In two infections, 10 engorged mosquitoes werdectdd at 24h post-blood feeding
for both infected and non-infected groups. Geno@MA was extracted from individual
samples according to the protocol by Ayeesl. (2002). An aliquote of genomic DNA were
then used in a PCR reaction containing primersNobancrofti (Zhonget al., 1996), which
amplify a 188 bp region of the SSM bancrofti repeat DNA. PCR reaction was as following:
one initial denaturation step at°@for 5 min, and 40 cycles at %2 for 15 sec, 5% for 1
min, 72C for 1 min followed by one final extension steg7&tC for 10 min. For the positive
control, genomic DNA was extracted from a pool afsguitoes fed on infected blood and the
negative controls consisted of genomic DNA fromoalpof five insects fed on non-infected
blood and a reaction with no DNA template (to eesuw contamination of PCR reagents).

Microscopy observations of fresh infected mosquitoes

A. aegypti and C. quinquefasciatus mosquitoes fed on blood infected with.
bancrofti were dissected during the course of 10 or 15 dayst-infection to allow
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observation of filaria development. For that, hebidrax and abdomen were separated and
each macerated in a drop of sterile PBS in a glide. The samples were then observed
under a light microscope with 100x or 400x magaificn. Four to ten mosquitoes of each
species were observed each day and the numbeg, stad) movement of filarial worms were

registered.

RNA extraction

For gRT-PCR, blood-fed. aegypti were collected at 2h, 24h, 48h, 72h and 7 days
(7d) post-blood feeding. At each time point, 3 ool 5 mosquitoes were collected from the
experimental (infected) and control (non-infectegudups and stored at -&D until RNA
harvest. Total RNA was isolated from whole mosgstbomogenates by using the RNAspin
Mini RNA Isolation kit (GE lllustra). The extractio was carried according to the
manufacturer’'s instructions. After RNA harvest, géas were additionally treated with
DNase (USB) to ensure removal of genomic DNA traces

Primers for Aedes aegypti defensin, cecropin and transferrin

For A. aegypti defensin, primers were designed to amplify a negb 96 bp of the
conserved region of defensin A sequence publisgedhmet al. (1996). These primers were:
forward 5-GCCACCTGTGATCTGCTGAGCGGA-3 and reverse 5'-
GGAGTTGCAGTAGCCTCCCCGAT-3'. As foA. aegypti cecropin, primers were designed
to amplify a region of 125 bp according to the sage published by Lowenbergeral.
(1999a) and were: forward 5-ATTTCTCCTGATCGCCGTGG&B and reverse 5'-
GAGCCTTCTCGGCGGCATTGAA-3'. Lastly, primers to amiglia region of 109 bp oA.
aegypti transferrin were designed according to the sequenblished by Yoshigat al.
(1997) and were: forward 5-CGGCCAGCTGGAGGATAACATT®E and reverse 5'-
CGCTTTGAACTCGCCGAACATCTC-3'. For internal RNA comir and to allow
normalization of samples, primers that amplify agiment of 122 bp of the ribosomal RNA
rpl8 (Lan and Fallon, 1992) were designed. Rpl8 mprs were: forward 5'-
TGGGGCGTGTTATTCGTGCACAG-3’ and reverse 5'-
CAGGTATCCGTGACGTTCGGCA-3'.
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gRT-PCR with blood-fed Aedes aegypti

Quantitative real-time reverse-transcriptase PQRT(PCR) was performed with
RNA from mosquito samples collected at 2h, 24h,,4B8h and 7 days (7d) post-blood
feeding. All RNA samples were normalized to a dartéilution and 100 ng were assayed in
the experiments. The QuantiTect SYBR PCR kit (QIAGEvas used to perform one-step
qRT-PCR. The PCR program was the following: anahitep at 58C for 30 min to allow
reverse transcription; 15 min at°@5to activate Taq polymerase; and 40 cycles ofetSas
94°C, 30 sec at 6Z and 30 sec at 72. The difference in MRNA expression was calculated
through the method°; (Livak and Schmittgen, 2001). Briefly, after nofiration of Cr
values of each sample by subtracting Giebtained from amplification using rpl8 primers
from Cr; of amplification using defensin, cecropin or tri@nsn primers ACy), theAACt was
obtained by subtracting th&C of non-infected samples frodCr of infected samples. For
each time point, the mean &ACt from the 3 pools of infected and non-infected slasmwas
used to calculate the fold-increase in transcrgpression of infected samples compared with

non-infected samples. In all cases, samples wegyad in duplicates.

RESULTS

Percentage of infected Aedes aegypti after blood-feeding according to PCR

In the experiment using blood of 1,900 mf/ml paeasia, allA. aegypti were infected
with Wuchereria bancrofti at 24h post-infection, thus this was called 100%dtion, whereas
in the experiment with a 700 mf/ml parasitemia, 660mosquitoes were infected at this time
point, named 60% infection.

Wuchereria bancrofti development in Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus

At day-1 after infection, the majority or all (aage of 86%) olW. bancrofti worms
had migrated to the thorax &f aegypti mosquitoes. In the case Gf quinquefasciatus, the
percentage of filarial worms in the thorax at dawds lower (average of 34%), showing a
slower worm migration (Tables 1 and 2). At this éirpoint, all filarial worms appeared as

microfilaria in both species (Tables 3 and 4). Ah4post-infection, filarial worms im.
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aegypti appeared as microfilaria or as L1 (pre-sausaga)foand were present in the thorax
(Fig 1A and 1B). IrC. quinquefasciatus, at 48h worms were L1 and some were still found in
the abdomen (Tables 1-4; Fig. 2A). At 4 days po&dtion, a few L1-sausage were found in
A. aegypti but the majority was L1 (Tables 3 and 4; Figs.ahd 1D). InCulex, at day-4 post-
infection, all filarial worms were L1-sausage (TedbB and 4) and looked very different from
the L1-sausage found & aegypti (Figs 1G and 2B). At days 5, 7, 9, 11, 13, andoast-
infection, W. bancrofti worms remained as L1 or L1-sausageAinaegypti (Figs. 1F-1J),
except for one microfilaria observed on day-5 pofction (Fig. 2E), and were all found in
the thorax (Tables 1 and 2). Gulex, L1-sausage forms were found until day-7 (Tables@

4; Fig. 2E) and L2 were found from day-9 to 13,ialthe thorax (Tables 3 and 4; Figs. 2F-
2H). At day 15 post-infection, L3 worms were foundhe head o€Culex mosquitoes (Tables
1-4; Figs. 2l and 2J).

In both species, most filarial worms in microfikasstage presented an active “snake-
like” movement. As for the L1 stage, their motilipecame slower. Most L1 iA. did not
show any movement. All L1-sausage were movin@iuhex, whereas inrAedes only a few
could be seen moving. When present, L1-sausagem®us were discrete in both mosquito
species. InCulex, the majority of L2 were moving (sluggish movemeanhd the L3s
presented very active movement (Tables 1 and 2sdmovements were filmed and may be

seen in the online supplement material.

In the first infection (300 mf/ml blood parasiteji only one melanization event of
microfilaria was observed in the abdomenfofaegypti at day-2 post-infection (Fig 3A). In
the other infection (700 mf/ml blood parasitemeyyhole-melanized microfilaria was seen in
the thorax ofA. aegypti at day-5 post-infection (Fig 3B). Except for these other

melanization events were observed among infectestjmtmes Aedes andCulex).

Relative expression of defensin, cecropin and transferrin

In the 100% infection, at 2h post-infection thé&dfocrease of defensin, cecropin and
transferrin transcripts in infected compared to-imdacted mosquitoes was 2.2, 2.3, and 0.07,
respectively. At 24h post-infection, there was akpef defensin and transferrin in infected
mosquitoes, with a 3.4 and 3.3 fold-increase, respdy. Cecropin expression at 24h was
much lower than at 2h, showing a 0.4 fold-increasdy. At 48h after blood feeding,

expression of defensin and transferrin decreaseithgbonly 0.5 fold higher than in non-
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infected insects. In the case of cecropin, at #8hetxpression level remained similar than that
of 24h (0.35). At 72h and 7 days post-infectiongle of all transcripts decreased to negative
values, meaning the relative expression in infeétsgcts was lower than in non-infected

insects. These results can be seen in Figure 4.

In the second feeding, with an initial 60% mosguitfection, the fold increase at 2h
of defensin, cecropin, and transferrin transcripés 0.6, 3.6, and 0.6, respectively. At 24h
post-infection, the fold-increase of defensin ideated mosquitoes was 2.8, whereas of
cecropin and transferrin was 2.2 and 0.8, respagtivAt 48h post infection, the fold-increase
for defensin, cecropin and transferrin was 1.7, &8l 0.35, respectively. At 72h and 7d,
there was almost no difference on transcripts &vmtween infected and non-infected
samples, except for cecropin, which showed a sligbtease (0.67) at 7d post-infection.

Figure 4 also shows the transcripts fold-increaséhis infection.

DISCUSSION

The results presented here show that transcrigiatefensin and cecropin iiedes
aegypti occurred quickly after infection witlMuchereria bancrofti, and peaked either at 2h
(cecropin) or at 24h (defensin) post-infection,roborating previous studies using bacteria-
inoculated insects on the rapid transcription ofsth peptides after pathogen infection
(Bartholomayet al., 2003; Bartholomayet al., 2004; Choet al., 1996; Gaoet al., 1999;
Lowenbergeret al., 1999c; Lowenbergest al., 1999d). Up-regulation of transferrin was not
as fast as of defensin and cecropin, but also cedgwwithin the first 24h post-infection.
Harizanoveet al. (2005) showed rapid transcription of transferrirblood-fedA. aegypti (fed
on non-infected blood), a peak at 12 and 24h &fiwod ingestion and a decrease after 48h.
Thus, blood ingestion induces a expression patietransferrin similar to the one reported
here, however, pathogen infection increases ttpsession, providing one more evidence that
transferrin is part of mosquito humoral immunityxerhigher expression of transcripts during
the first 24h post-infection suggests that the @espe peptides/protein are being produced
during W. bancrofti migration to the mosquito thorax, which occurrdathim the same period.
However, differently to what has been observed attéria-inoculated mosquitoes, up-
regulation did not last long and started to de@eas 48h (Lowenbergeet al., 1999a;
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Lowenbergeret al., 1999d). The different nature of pathogens (b&ctes. filarial worms),
infection patterns and pathogen entry route maylagxpthe short versus long-lasting
transciprion. The majority of the studies on defieramd cecropin expression pattern involved
inoculation of mosquitoes with large amounts oftbaa, whereas ours was performed by
ingestion of blood naturally infected with. bancr ofti.

The expression of defensin and transferrin wasdrigh the first infection (100%
infection rate) than in the second (60% infectiate)y however, this was not the case for
cecropin, which was higher in the second infectibis possible that the higher transcription
level of defensin and transferrin were related e higher blood parasitemia in the first
infection. This observation corroborates with Baltimay et al. (2004), who observed a
dose-dependent transcription of defensin bactaefecied mosquitoes. In the case of
cecropin, it is possible that the infected bloodduto feed the insects in the second infection
contained another pathogen (e.g. bacteria) that masg co-stimulated its expression, since
different pathogens may stimulate the expressia@petific immune transcripts; however this
is only speculation and was not analyzed.

On the contrary to what was found here, Lowenbeeyed. (1996) did not detect
endogenous defensin iA. aegypti fed on Brugia malayi-infected blood. This may be
explained by the different mosquito/filaria pairedsfor the experiments (different filaria
species and different mosquito strains). As preslipinoted by Liet al. (2007) when
analyzing entomopathogenic nematodes, there aotespgpecific responses and the intensity
of these response is determined both by the spefieematode and insect host. Filarial
worms that complete their development in a compgeteasquito may have developed
mechanisms to suppress expression of immune mekgdut. the co-evolution of compatible
vector/parasite pairs may have allowed parasitesaoipulate vector's genes (Waterhoase
al., 2007). Guzet al. (2007) observed that tsetse flies stably infectgith Trypanosoma
express lower levels of transferrin transcriptantinin-infected flies and suggested parasite
suppression of insect genes. Moreover, Maieel. (2001) identifiedB. malayi genes that
are partly responsible for immune evasion of thegite in the mammalian host.

Migration of W. bancrofti in A. aegypti was faster than iQulex quingquefasciatus, as
observed before by Albuquerqgetal. (1999). InAedes, after reaching the thorax, microfilaria
differentiated into L1 or Ll-sausage, and ceasedldwelop after that, however a few
remained alive until 11 days after infection. Paatyal. observed the development /.
bancrofti in various mosquito species and could not detegtveorms in wildA. aegypti at 7

days after infection (Pailgt al., 2006). The L1-sausage forms foundiiraegypti looked very
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different than the ones found @ulex, reflecting its abnormal development. Thus, theme
clearly factors in this mosquito species that béodevelopment ofV. bancrofti. Only two
melanization events were observed, strengtheniagiqurs observations that melanization is
not the main protective mechanism Afaegypti to this filaria species (Albuquerquet al.,
1999). The melanization events seen here may hase & mixture of humoral melanization
and cellular encapsulation, as described elsewlBegillas-Mury et al., 2005), since
structures similar to cell-debris were observedt nexhe melanin layer. It is worth to note
that these events occurred in the abdomen at #irrdane-point (2-day post-infection), and
in the thorax at a later time-point (5-day posettion), showing the involvement of at least
two tissues in melanization processess. Becausmgiaphs of filarial worm development
inside insect vectors are scarce in the literatime microscopy observations registered in this
study may provide important material for future g@arative studies.

It has been suggested by others that mosquitoctefraess to filarial worms is due to
factors present in the hemolymph (Lowenbergeal., 1996). This would make sense, since
during migration the worms are in direct contactthe hemolymph. In fact, Towson and
Chaitong (1991) showed that when hemolympl\.chegypti was incubated witlB. pahangi
in vitro, worm motility decreased, indicating that factgresent in the hemolymph could
directly affect parasite. Another study demonsttatieat transfer of hemolymph from a
refractory to a susceptible strainAfaegypti conferred refractoriness to filarial worms in the
later (Beerntsemt al., 2000). On the other hand, Wattam and Christe882) suggested
that inhibitors ofB. malayi development in ai\. aegypti strain refractory td3. malayi were
produced in the thorax. It is possible that sulzstarnin the hemolymph and/or in the thorax
are acting upon worms.

The effects of insect immune molecules like deferend cecropin on eukaryotic
organisms, such as filarial worms aRthsmodium, is poorly understood, however, there is
enough direct and indirect evidence in the litex@that they can inhibit parasite development
(Albuguerque and Ham, 1996; Chadkal., 1995a; Gwadzt al., 1989; Jaynest al., 1988;
Lowenbergeret al., 1999c; Shahabuddiet al., 1998; Townson and Chaithong, 1991). For
example, co-injection of mosquitoes with cecropirdefensin and filarial worms decreases
filarial infection in the insect (Albuquerque andamd, 1996; Chalket al., 1995a), and
injection of bacteria previous to injection of fil@ worms stimulates massive production of
antimicrobial peptides in mosquitoes and impedeesidi development (Lowenberget al.,
1996).
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The advantage for insects on using antimicrobiaptides/proteins over other
protective mechanisms such as melanization, isttlet can act against a broad range of
parasites (e.g. bacteria, fungi, protozoans) amdbeaproduced quickly after infection at a
relatively low metabolic cost (Aguilaat al., 2005; Lopezt al., 2003; Lowenberger, 2001a).
These features suggest they are part of a gemenaline mechanism employed by the insects
to eliminate or control infection by different patfens (Chalket al., 1995b; Dimopoulos,
2003). Gene silencing experiments through RNA fatence (RNAi) have been helping
elucidating the role of mosquito molecules in immumechanisms towards specific
pathogens (Shiet al., 2003). They could also be used to study wheteéersin, cecropin
and transferrin are in fact involved in the refomstess ofA. aegypti to W. bancrofti.
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Table 1 Tissue where filarial worms were found in mosges in the course of 10 days after infection
and filaria movement in the mosquitoes. Light méoapy observations of fresh tissue.
Parasitemia of blood used to feed mosquitoes =30l

Species Day post- % in the % in the % inthe % filarial worms % filarial
infection abdomen thorax head with worms with no
movement movement
Aedes aegypti
(Rec Lab)

1 28 72 0 100 0
2 33 67 0 77 23
4 0 100 0 100 0
5 0 100 0 50 50
6 0 100 0 50 50
7 0 100 0 33 67
10 0 100 0 0 100

Culex

quinguefasciatus

(CqsF)
1 100 0 0 50 50
2 60 40 0 40 60
4 0 0 0 0 0
5 0 100 0 100 0
6 0 0 0 0 0
7 0 100 0 50 50
10 0 100 0 100 0

Table 2 Tissue where filarial worms were found in mosges in the course of 15 days after infection
and filaria movement in the mosquitoes. Light méoapy observations of fresh tissue. Parasitemia of
blood used to feed mosquitoes = 700 mf/ml.

Species Day post- % in the % in the % inthe % filarial worms % filarial
infection abdomen thorax head with worms with no
movement movement
Aedes aegypti
(Rec Lab)

1 0 100 0 100 0
2 0 100 0 100 0
4 0 100 0 75 25
5 0 100 0 33 67
7 0 100 0 33 67
9 0 100 0 0 100
11 0 100 0 00 100
13 0 100 0 0 100
15 0 100 0 0 100

Culex

quinguefasciatus

(CaSF)
1 33 67 0 83 17
2 100 0 0 0 100
4 0 100 0 0 100
5 0 100 0 100 0
7 0 100 0 100 0
9 0 100 0 67 33
11 0 100 0 83 17
13 0 100 0 100 0
15 0 33 67 100 0
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Table 3 Percentage of mosquitoes infected Withchereria bancrofti and of each stage of filarial
worms, during the course of 10 days post-infectigght microscopy observations of fresh tissue.
Parasitemia of blood used to feed mosquitoes =30l

Species Day post- % infected Average of % mf/L1 % L1 % L2 % L3
infection mosquitoes (n) mf/mosquito Salsichoid
Aedes aegypti
(Rec Lab)

1 60 (10) 1.2 100 0 0 0
2 40 (10) 2 100 0 0 0
4 20 (10) 15 33 67 0 0
5 20 (10) 1 100 0 0 0
6 20(10) 1 50 50 0 0
7 30 (10) 15 100 0 0 0
10 20 (10) 1 50 50 0 0

Culex

quinguefasciatus

(CasF)
1 50 (10) 1.2 100 0 0 0
2 25 (10) 15 100 0 0 0
4 0 (10) 0 0 0 0 0
5 10 (10) 1 0 100 0 0
6 0 (10) 1 0 0 0 0
7 20 (10) 1 0 100 0 0
10 20 (10) 1 0 50 50 0

Table 4 Percentage of mosquitoes infected Withichereria bancrofti and of each stage of filarial
worms, during the course of 15 days post-infectioght microscopy observations of fresh tissue.
Parasitemia of blood used to feed mosquitoes =nT0®I.

Species Day post- % infected Average of % mf/L1 % L1 % L2 % L3
infection mosquitoes (n) mf/mosquito Salsichoid
Aedes aegypti
(Rec Lab)

1 80 (5) 1.75 100 0 0 0
2 40 (5) 1.5 100 0 0 0
4 80 (5) 2 87 13 0 0
5 67 (6) 15 89 11 0 0
7 40 (5) 15 100 0 0 0
9 40 (5) 1 100 0 0 0
11 20 (5) 1 100 0 0 0
13 29 (7) 1 50 50 0 0
15 10 (10) 1 100 0 0 0

Culex

quinguefasciatus

(CqSF)
1 80 (5) 1.5 100 0 0 0
2 20 (5) 1 100 0 0 0
4 20 (5) 1 0 100 0 0
5 29 (7) 15 0 100 0 0
7 75 (4) 1 0 100 0 0
9 33 (6) 15 0 0 100 0
11 80 (5) 15 0 0 100 0
13 20 (5) 1 0 0 100 0
15 33 (6) 15 0 0 0 100
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Figure 1
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Figure 2
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Captions for Figures

Figure 1

Development ofWuchereria bancrofti in Aedes aegypti. Fresh samples were observed through optical
microscopy and were not stained. A: microfilarid)(at 2 days post-infection. B: L1 at 2 days pagection. C:
anterior portion of L1 at 4 days post-infection.fg@sterior portion of L1 at 4 days post-infecti&.mf at 5 days
post-infection. F: L1 at 5 days post-infection. (:-sausage 5 days post-infection. H: L1 at 7 dagstp

infection. I: L1 at 13 days post-infection. J: payadr portion of L1 at 13 days post-infection.

Figure 2

Development ofMuchereria bancrofti in Culex quinquefasciatus. Fresh samples were observed through optical
microscopy and were not stained. No staining waopeed. A: L1 at 2 days post-infection. B: L1-sags at 5
days post-infection. C: anterior portion of L1-sages at 5 days post-infection. D: posterior portafnL1-
sausage at 5 days post-infection. E: L1-sausagedatys post-infection. F: L2 at 13 days post-iritett G:
anterior portion of L2 at 13 days post-infection. pésterior portion of L2 at 13 days post-infectitinL3 at 15

days post-infection. J: posterior end of L3 at agdpost-infection.

Figure 3
Melanization ofWuchereria bancrofti in Aedes aegypti. A: W. bancrofti melanized in the abdomen Af aegypti
at 2 days post-infection. BA. bancrofti melanized in the thorax &. aegypti at 5 days post-infection. These

events were observed in separate infections.

Figure 4

Relative expression of defensin, cecropin, andsfearin transcripts iredes aegypti mosquitoes infected with
Wuchereria bancrofti. Quantitative real-time PCR was performed with quitbes collected at the following
time points after a blood meal: 2h, 24h, 48h, 7&2fd 7 days (7d). The relative fold increase ofdcaipts in
infected compared with non-infected insects weteutated through the ®; method (Livak and Schmittgen,
2001). 100% Infection: experiment where all mosugst were found to be infected witM. bancrofti at 24h
post-blood meal. 60% Infection: experiment wheréo66f mosquitoes were found to be infected with

bancrofti at 24h post-blood meal.
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ANEXOS

Anexo A — Modelo do termo de Consentimento Livr&selarecido (TCLE), referente aos

individuos que possuem o verme da filaria no sangue

Anexo B — Modelo do termo de Consentimento LivrEselarecido (TCLE), referente aos

individuos que ndo possuem o verme da filaria ngsa

Anexo C — Parecer do CEP/CPgAM.

Anexo D — Carta de anuéncia da Dra. ConstanciasAyre
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Anexo A — Modelo do termo de Consentimento Livr&selarecido (TCLE), referente aos

individuos que possuem o verme da filaria no sangue

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Individuo que possui o verme da filaria no sangue

Nome da PesquisaResposta imune deedes aegypti a infeccdo povWuchereria bancr ofti

Instituicdo: Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ

Prezado Sr (a),

Estamos realizando um estudo sobre a filariose mamhecer mais sobre o
desenvolvimento do verme causador da doenca, cliadeafuchereria bancrofti. Sabemos
que este verme € transmitido pela muricoc@ulex quinquefasciatus. O Aedes aegypti, um
outro mosquito ndo é transmissor da doenca, pgedmo desenvolvimento do verme no seu
organismo. Estamos interessados, portanto em entgodis 0s mecanismos deste mosquito
gue matam o verme da filaria.

Para isso, necessitamos coletar amostras de sdegpaciente portador do parasito
para realizar a infeccéo artificial do mosquiiedes aegypti em laboratdrio e analisar a
resposta do mosquito a esta infeccdo. Necessitgradanto, coletar uma amostra de 5 ml de
sangue afim de realizar a infeccdo do mosquitoa $eita coleta de sangue na veia em
pacientes portadores dos parasitos. Queremos tambgarecer que 0s riscos sdo minimos,
pois a coleta de sangue é um meétodo rotineiraméilieado para varios tipos de exames
diagndsticos e esta coleta sera feita por profissi@xperiente, com seringas e agulhas
descartaveis.

Ao participar, o senhor (a) estard contribuindcapampliar os conhecimentos sobre a
relacdo entre o verme filarial e 0 mosquitedes aegypti e tem garantido os seguintes

direitos:
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1. A garantia de receber resposta a pergunta ou esict@nto de quaisquer duvidas
sobre os procedimentos, riscos e beneficios reladims com a pesquisa;
2. A liberdade de retirar seu consentimento e deixapatticipar do estudo a qualquer
momento, se assim o desejar;
3. A seguranca de que ndo sera identificado e quensaméido o carater confidencial da
informagéo relacionada com a sua privacidade;
4. Ser encaminhado ao posto de saude para recelaaménto especifico recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude.
Solicitamos ainda autorizar também a utilizacdo idésrmacdes destas pesquisas em
publicacdes cientificas sem que seu nome apargean senhor (a) concordar em participar
do estudo, pedimos que assine este documento, es) as, sendo uma delas de sua

propriedade, afirmando que entendeu as explicazges esta de acordo.

Eu, RG |
Residente a Rua

tendo recebido as informacdes e esclareciment@ss@&agos, ciente dos meus direitos acima

relacionados, concordo em participar do estudo.

Assinatura do participante

Nome do Pesquisador : Dra.Constancia Ayres Telefone: 81- 21012549

Assinatura do pesquisador

Obs: Em caso de duavidas ou questionamentos proasapesquisadores do Dept. de
Entomologia/CPgAM- Constancia Ayres, Maria Alice rjgh pelos telefones: 21012549,
21012645.
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Anexo B — Modelo do termo de Consentimento LivrEselarecido (TCLE), referente aos

individuos que ndo possuem o verme da filaria ngsa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Individuo que ndo possui o verme da filaria no sang

Nome da PesquisaResposta imune deedes aegypti a infeccdo povWuchereria bancr ofti

Instituicdo: Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ

Prezado Sr (a),

Estamos realizando um estudo sobre a filariose mamhecer mais sobre o
desenvolvimento do verme causador da doenca, cliadeafuchereria bancrofti. Sabemos
que este verme é transmitido pela muricoc@ulex quinquefasciatus. O Aedes aegypti, um
outro mosquito ndo é transmissor da doenca, pgedm o desenvolvimento do verme no seu
organismo. Estamos interessados, portanto em entgodis 0s mecanismos deste mosquito
gue matam o verme da filaria.

Para isso, necessitamos coletar amostras de sdagessoa nédo infectada a ser usada
como grupo controle, e realizar a alimentacéo i@gif do mosquitoAedes aegypti em
laboratorio. Necessitamos, portanto, coletar umastia de 5 ml de sangue afim de realizar a
alimentacdo do mosquito. Sera feita coleta de samguveia da pessoa ndo portadora do
verme. Queremos também esclarecer que 0s riscarig&nos, pois a coleta de sangue € um
método rotineiramente utilizado para varios tipesedames diagnosticos e esta coleta sera

feita por profissional experiente, com seringagudhas descartaveis.

Ao participar, o senhor (a) estara contribuindapanpliar os conhecimentos sobre a relagcéo

entre o verme filarial e 0 mosquif@des aegypti e tem garantido os seguintes direitos:
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1. A garantia de receber resposta a pergunta ou esict@nto de quaisquer duvidas

sobre os procedimentos, risco e beneficios reladiesicom a pesquisa;

2. A liberdade de retirar seu consentimento e deixapatticipar do estudo a qualquer

momento, se assim o desejar;

3. A seguranca de que ndo sera identificado e quensaméido o carater confidencial da

informagéo relacionada com a sua privacidade.

Solicitamos ainda autorizar também a utilizacao idésrmacdes destas pesquisas em
publicacbes cientificas sem que seu nome apargean senhor (a) concordar em participar
do estudo, pedimos que assine este documento, as) \was, sendo uma delas de sua
propriedade, afirmando que entendeu as explicaEges esta de acordo.

Eu, RG | ,
Residente a Rua :

tendo recebido as informagfes e esclareciment@ssé@cos, ciente dos meus direitos acima

relacionados, concordo em participar do estudo.

Assinatura do participante

Nome do Pesquisador : Dra.Constancia Ayres Telefone: 81- 21012549
Assinatura do pesquisador

Obs: Em caso de duavidas ou questionamentos proasapesquisadores do Dept. de
Entomologia/CPgAM- Constancia Ayres, Maria Alice rjgh pelos telefones: 21012549,
21012645.
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Anexo C — Parecer do CEP/CPgAM.

Comit@ de Etica
em Pesquisa

PARECER

Titulo do Projeto: Fxpressdo diferencial de genes que codificam peptideos
antimicrobianos de Aedes aegypti em resposta 4 infecgdo por Wuchereria bancrofii
Pesquisador responsavel: Iéda Ferreira de Oliveira

Instituicdio onde serd realizado o projeto: CPqAM/FIOCRUZ, Departamento de
Entomologia

Data de apresentaciio ao CEP: 28.05.2007

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 36/07

Registro no CAAE: 0036.0.095.000-07

Prezada Dra. Iéda Ferreira de Oliveira,

Vimos informar que o projeto acima descrito foi avaliado na tltima reunifio do
CEP/CPqAM, realizada em 06 do corrente.

Cabe ressaltar que este projeto integra um ouiro projeto principal denominado
“Resposta imune de Aedes aegypti & infecgdo por Wuchereria bancrofti” (registro
CAAE: 0011.0.095.000-06 e registro 15/06), sob a coordenacdo da Dra.Constincia
Ayres, avaliado pelo CEP/CPgAM e aprovado pela CONEP, pois é uma Pesquisa com
Cooperacio Estrangeira.

Deste modo, na analise das consideragdes éticas foi verificado que:

. As amostras humanas serfio cedidas pelo projeto principal, portanto ndo

tem TCLE.

. Foi apresentada Carta de Anuéncia do pesquisador responsdvel pelo

projeto principal disponibilizando as amostras de sangue humano.

. Presenca de um item em metodologia ndo desctito no projeto principal,

mas sem implicagdo ética.

Diante disto, o CEP/CPqAM indica que as atividades propostas no presente
projeto (36/07) seja incorporado no projeto maior (15/06) na forma de complementagdo
de objetivos ¢ de metodologia, uma vez que sio partes do mesmo estudo. Para tal,
havera necessidade da Dra. Constincia Ayres realizar a complementagdio do projeto
(16/07) e enviar um relatério parcial das atividades realizadas, como que V.Sa. solicite o
cancelamento da proposta em pauta, O CEP deliberou para que ndo tenhamos
duplicidade de projetos com condutas divergentes, ou seja, projeto 16/07 aprovado pela
CONEP ¢ a proposta em pauta pelo CEP.

O Comité fica a disposigio para esclarecimentos que se fagam necessarios.

Recife, 12 de deggmbro de 2006.

ity de Hadeiroy
Biomadica

'1[“ D
I‘ Coordanadura

Lmed  CEPICPOAMIFIOGRUZ

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.£70-420 Fone: (81} 2101.2639
Fax: (1) 3483.1911 | 2101.2639 ([
Recife - PE - Brasil : s
comitedaetica@cpyam.fiocruz. br MAGALHAES finistério da Sadge

fie
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Anexo D — Carta de anuéncia da Dra. Constanciasiyre

Centro de Fesquisas FIOCRUZ

ACCEU MAGALHAES Ministério da Sadde

Departamento de Entomologia

Recife, 23 de maio de 2007

CARTA DE ANUENCIA

Comunico ao;Comité de Etica em Pesquisa deste Centro que autorizo a utilizagdc de amostras
de sangue coletadas em voluntarios humanos, no &mbito do Projeto "Resposta imune de Aedes
aegypti a infeccdo por Wuchereria bancrofti’, CAAE: 0011.0.095.000-06, aprovado pela
Comissgo National de Etica em Pesquisa (CONEP), do qual sou coordenadora, no sub-projeto

Expressdo diferencial de genes que codificam peptideos antimicrobianos de Aedes
aegypti em resposta & infecgéo por Wuchereria bancrofti, coordenado por leda Ferreira de
Oliveira. Estou ciente e de acordo que as referidas amostras sejam utilizadas apenas para a

infeccéo artificial de fémeas de Aedes aegypti.

o . —
adom.e s £ 4 bl ey So
/Constancia Flavia Junqueird Ayfes
Coordenadora do Projeto
Pesquisadora da Departamento de Entomolqgia/CPgAM

Constiiicia rianadunquelrafyres
Chefs do Dept® de Entomologia
Mal. SIAPE 130852
CROAM/FIOCRUZ

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - I'one: 0XX81 21012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http//www.cpgam. fiocruz.br




