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RESUMO

A dengue é um problema meédico crescente em paises subtropicais e tropicais. A
dengue € uma infecgéo viral que apresentem quatro sorotipos distintos, DENV-1 a -
4, sendo recentemente relatado o quinto sorotipo, DENV-5, na Malasia. Estes sao
transmitidos pela picada de mosquitos infectados do género Aedes, sendo o Aedes
aegypti o principal vetor. Atualmente, a prevengao e controle da dengue dependem
exclusivamente de medidas de combate ao vetor, e estas apresentam-se
ineficientes, principalmente em paises em desenvolvimento. Nesse contexto, ha a
necessidade da busca de novas estratégias que possam ser utilizadas
concomitantemente com as formas de controle ja existentes. A Wolbachia ¢ uma
bactéria intracelular, amplamente conhecida por promover o fendtipo de bloqueio do
virus dengue em mosquitos A. aegypti. Apesar disto, ndo se conhece se a
Wolbachia é capaz de interferir na infecgdo da progénie de mosquitos infectados
com o virus dengue, fendbmeno conhecido como transmissdo vertical. A transmiss&o
vertical pode estar associada com a manutengdo do virus em periodos inter-
epidémicos ou em locais nos quais a transmissdo ativa esta diminuida. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar se a Wolbachia introduzida na linhagem brasileira
de A. aegypti influencia a transmissao vertical da dengue. Duas metodologias de
infeccao foram utilizadas: infecgado oral e nanoinjegéo intratoracica, onde utilizou-se
o DENV-4 e DENV-1,-3 e -4, respectivamente. Para estes experimentos, foram
comparados mosquitos com Wolbachia (Mel) e uma linhagem de mosquitos tratada
com antibiético e portanto, livre da bactéria (Tet). Os ovos dos mosquitos infectados
foram coletados em um periodo de 20 e 11 dias apds a infecgao, oral e injegdes,
respectivamente. A fecundidade e fertilidade, de forma geral, foram diminuidas na
co-infecgdo da Wolbachia com o virus dengue. Em todos os mosquitos infectados,
nao se observou diferengas na suscetibilidade ao virus, porém a carga viral foi
diminuida pela Wolbachia no DENV-4, em ambas as formas de infecgdo. Foi
possivel a deteccdo de pools positivos independente da forma de infecgao,
demonstrando que a transmissdo vertical do virus dengue ocorreu, porém a
proporcao de pools positivos entre os grupos Mel e Tet ndo foi alterada. Entretanto,
pudemos observar uma diminuigdo da carga viral nos pools positivos Mel. Os ovarios
na infecgao oral, interessantemente, tiveram uma forte diminuicao da suscetibilidade
conferida pela Wolbachia. A carga viral dos ovarios foi diminuida em DENV-1 e
DENV-4, em ambas as formas de infecgdo. Os dados obtidos nestes experimentos
apontam que a transmissao vertical do virus dengue ocorreu em pequenas taxas.
Independente da forma de infecgao utilizada, as taxas n&do variaram, mostrando que
0S mecanismos que regulam a ocorréncia da transmissdo vertical precisam ser
explorados. Concluimos que, a Wolbachia pode potencialmente ser responsavel
pela redugcdo da transmissdo vertical em campo. Isto € considerado um grande
avango no controle da dengue, se realmente for comprovada que a transmissao
vertical € a responsavel pela manutencgéo do virus em periodos inter-epidémicos.
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ABSTRACT

Dengue is a growing medical problem in subtropical and tropical countries. Dengue is
a viral infection which is known four distinct serotypes, DENV-1 to -4, recently being
reported the fifth serotype DENV-5 in Malaysia. These are transmitted by the bite of
infected mosquitoes of the genus Aedes, being the main vector Aedes aegypti.
Currently, prevention and control of dengue rely solely on anti-vector measures, and
these have to be inefficient, especially in developing countries. In this context, there
is the need to search for new strategies that can be used concurrently with the forms
of existing control. Wolbachia is an intracellular bacterium The widely known for
promoting the virus lock phenotype in dengue mosquitoes A. aegypti. Despite this, it
is not known if the Wolbachia is able to interfere in the progeny of infected
mosquitoes, known as vertical transmission. Vertical transmission may be associated
with the maintenance of the virus in inter-epidemic periods or active sites that
transmission is decreased. The objective of this study was to evaluate whether
Wolbachia introduced in the Brazilian strain of A. aegypti influences the vertical
transmission of dengue. Two methods were used for infection: Oral nanoinjecao
intrathoracic infection and, where used DENV-4 and DENV-1, -3 and -4 respectively.
For these experiments, mosquitoes were compared with Wolbachia (Mel) and a
strain of mosquitoes treated with antibiotics and therefore free of bacteria (Tet). The
eggs of infected mosquitoes were collected over a period of 20 and 11 days after
infection, orally and injections, respectively. The fecundity and fertility, in general,
were reduced in the co-infection of Wolbachia with the dengue virus. In all infected
mosquitoes, no differences were observed in susceptibility to the virus, but the viral
load was reduced by Wolbachia in DENV-4 in both forms of the infection.
Independent positive pools of detection was possible the form of infection,
demonstrating that vertical transmission of dengue virus occurred, but the proportion
of positive pools between Mel and Tet group was unchanged. However, we observed
a decrease in viral load in positive pools Mel. Ovaries in the oral infection,
interestingly, had a strong decrease in susceptibility conferred by Wolbachia. The
viral load in the ovaries was decreased DENV-1 and DENV-4 in both forms of the
infection. The data from these experiments indicate that vertical transmission of
dengue virus occurred in small fees. Independent of the infection used, the rates did
not change, showing that the mechanisms that regulate the occurrence of vertical
transmission need to be explored. We conclude that the Wolbachia could potentially
be responsible for the reduction of vertical transmission in the field. This is
considered a major breakthrough in dengue control, if it is really proven that vertical
transmission is responsible for virus maintenance in inter-epidemic periods.
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1 INTRODUCAO

1.1 Visao geral da dengue

A dengue € um problema de saude publica crescente em paises subtropicais e
tropicais atingindo zonas urbanas e semiurbanas, representando um importante
Onus econbmico e social. A doenga € uma pandemia emergente mundial
abrangendo desde regides pobres com pouca estrutura médico-sanitaria até regides
mais estruturadas com melhores situagdes econémicas. A incidéncia da dengue vem
aumentando comparando-se com os ultimos 50 anos, sendo considerada a mais
importante arbovirose em todo o mundo, estimando-se cerca de 100 milhdes de
novos casos a cada ano, onde mais de 100 paises se encontram em areas
endémicas, representando quase metade da populagdo mundial em areas de risco
(WHO, 2012). Atualmente, ha regides endémicas na Africa, nas Américas, no
Mediterraneo Oriental, no Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental. Os paises da
América se destacam no cenario mundial, contribuindo com 2,35 milhdes de casos
notificados em 2013 (WHO, 2014).

A dengue é uma doenga infecciosa viral onde se conhece quatro sorotipos distintos,
denominados: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 e recentemente, foi relatado
um quinto sorotipo, DENV-5, na Malasia (NORMILE, 2013; VASILAKIS, 2013). Estes
sao transmitidos pela picada de mosquitos infectados que possuem particulas virais
na glandula salivar, e ao realizarem o repasto sanguineo transmitem o virus atraves
de sua saliva (transmissdo horizontal). A infecgdo causa sintomas gripais,
constituindo a forma classica da doencga. Porém, em algumas situagbes, o quadro
clinico pode se agravar desenvolvendo uma forma potencialmente Iletal,
caracterizada como dengue grave, anteriormente chamada de dengue hemorragica
(WHO, 2014). A infecgao por um sorotipo apenas, nao confere imunidade aos outros
sorotipos e infecgdes sequenciais, com sorotipos diferentes, podem predispor ao

desenvolvimento da dengue grave.

A transmissdo da dengue se da pela picada de mosquitos infectados do género

Aedes, sendo todo o ciclo de transmissao do virus ocorrendo com 0 mosquito como
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o vetor e os humanos como principal reservatério da infecgdo. Apesar de outros
hospedeiros vertebrados poderem ser reservatorios do virus, apenas em humanos

foi demonstrada a manifestagéo da doenga (VASILAKIS et al., 2012).
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Figura 1: Distribuigéo global de risco da dengue (Adaptado de WHO, 2012).

1.2 Dengue no Brasil

A dengue no Brasil constitui-se um sério problema de saude publica, onde as
condicbes ambientais favorecem o desenvolvimento e a disseminagdo do vetor.
Esse problema é potencializado por macrofatores: socioeconémicos, politicos e
sociais; e por microfatores: o gendtipo do virus circulante, as caracteristicas
biolégicas dos vetores e da populagao afetada (OPAS, 2014). O vetor foi declarado
erradicado do Brasil em 1958 (VALLE; BRAGA, 2007) . Em 1967, ocorre a primeira
reintroducédo do A. aegypti no pais, sendo em seguida eliminado em 1973. Em 1976,
o vetor foi reintroduzido no pais no Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro, onde, a
partir da década de 1980, iniciou-se um processo de intensa proliferagéo viral, e
casos de epidemias alarmantes tém atingido diversas regides desde entao
(SCHATZMAYR, 2000).

No Brasil, a primeira epidemia de dengue foi em 1982, em Boa Vista (RO). A
disseminacao se deu através dos estados e culminou com um novo surto no Rio de
Janeiro em 1986. Em 2002 ocorreu a grande epidemia, com mais de 800 mil casos
notificados, o que representou cerca de 80% das ocorréncias do continente
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americano (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). O Informe Epidemiolégico da Dengue
atualizado até outubro de 2014 notificou mais de 556 mil casos em todo o pais, com
379 mortes, no ano de 2014 (Ministério da Saude, 2014).

1.3 O virus dengue

O virus da dengue é um virus de RNA, pertencentes a familia Flaviviridae do género
Flavivirus. O seu genoma € composto por uma fita unica de RNA, polaridade
positiva, com um tamanho de aproximadamente 11 kb e 40-60 nanémetros de
didametro. O genoma possui uma janela aberta de leitura Unica que codifica 10
proteinas virais que sao clivadas por proteases, apos a tradug¢ao da poliproteina. O
capsideo (C), a membrana (M) e o envelope (E), séo as proteinas estruturais, que
em multiplas cépias formam a estrutura do virus. O virus é cercado pelo
nucleocapsideo e coberto pelo envelope lipidico contendo as proteinas de
membrana. Além das proteinas estruturais, outras 7 proteinas nao estruturais (NS),
sao formadas, sendo estas: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5, que estao
associadas com a replicagao viral e patogénese da doenga (HUANG et al., 2014;
LEITMEYER et al., 1999). A poliproteina é flanqueada por regides nao codificantes,
UTR (do inglés untranslated region), 5’ e 3’, que sao conservadas entre os sorotipos,
e por isso, tem sido alvo para o desenvolvimento de varias técnicas de detecgao e

distincdo entre os sorotipos (ALM et al., 2014).

Além da variabilidade genética existente entre os sorotipos, diferentes gendtipos tém
sido identificados dentro de cada grupo, levando a um aumento da variabilidade
genética e caracterizando comportamentos diferentes frentes as infecgoes. (LARA-
RAMIREZ et al., 2014). Todos os gendtipos podem potencialmente causar a doenga
sendo estes associados a patogenia e gravidade, de acordo com as caracteristicas
biolégicas de cada individuo (VAUGHN et al., 2000). Por exemplo, o DENV-2, é
filogeneticamente agrupado em 4 gendtipos. Um estudo demonstrou que, o genétipo
americano (AM) tem sido endémico no hemisfério ocidental e ilhas do Pacifico Sul
por cinco décadas. Durante este periodo, ndo houveram relatos de casos de dengue
hemorragica, mesmo apds ocorréncias de infecgbes secundarias. Por outro lado, o

gendtipo do Sudeste Asiatico (SEA) foi detectado pela primeira vez nas Américas
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durante uma epidemia em Cuba, em 1981, com milhares de casos de dengue
hemorragica documentados. Desde entdo, houve a substituicdo do gendétipo AM
para o SEA, e a ocorréncia de casos hemorragicos mantém-se constante
(ANDERSON; RICO-HESSE, 2006).

Outro ponto interessante, € como o gendtipo pode influenciar na multiplicagéo,
replicacdo e disseminagao no vetor. Em outro estudo, também com DENV-2, o
genodtipo SEA infectou e disseminou numa maior taxa de mosquitos A. aegypti,
quando comparado ao genétipo AM (ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2001).

1.4 Vetores da dengue

O principal vetor da dengue, febre amarela e Chikungunya € o mosquito A. aegypti,
uma espécie originaria de florestas africanas que se tornou intimamente associado
com as habitagdes humanas em todo o mundo, sendo assim altamente sinantropico
(GUBLER et al., 1997). O mosquito Aedes albopictus, constitui o vetor primario da
dengue apenas em algumas localidades (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

O mosquito A. aegypti possui uma distribuicdo global, espalhado em todos os
continentes, com excegao da Antartica, em areas tropicais e subtropicais. Sua alta
competéncia vetorial é caracterizada por sua preferéncia alimentar por sangue
humano, alta suscetibilidade pelos quatro sorotipos da dengue e por sua capacidade
em colonizar ambientes urbanos (sinantropia) (MURRAY et al., 2013). O A. aegypti é
um vetor doméstico encontrado no intra e peridomicilio, realizando a cépula, repasto
sanguineo e postura dos ovos nos arredores de ambientes domiciliares. Este
ambiente constitui um facil local de colonizagao pela disponibilidade de recipientes
com aguas limpas para a postura dos ovos e por seu habito preferencialmente

diurno de realizagcéo do repasto sanguineo (MORRISON et al., 2008).

A forte preferéncia desses mosquitos por sangue humano e seu habito tipico de nao
voarem longas distancias permanecendo nos arredores do local de sua emergéncia
(quando possui oferta de hospedeiros), (MACIEL-DE-FREITAS et al.,, 2007),

aumentam o seu potencial para adquirir e transmitir o virus da dengue
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(CARRINGTON; SIMMONS, 2014). Além da capacidade de transmitir o DENV, o A.
aegypti também ¢é considerado um vetor eficiente por sua habilidade de realizar
repastos sanguineos parciais, em diferentes hospedeiros, antes de se tornar
completamente ingurgitado. Este € um provavel mecanismo de sobrevivéncia, onde,
sutis movimentos provocados pelo hospedeiro podem causar a interrupgcao do
repasto sanguineo, forgando o vetor a procurar um novo hospedeiro (ESTEVA;
VARGAS, 2000).

Nas ultimas décadas o A. albopictus tem se espalhado de florestas do sudeste da
Asia para numerosas areas do Sul da Europa, paises da América do Sul, Africa e a
invasado na Australia constitui uma ameaca significativa (CARRINGTON; SIMMONS,
2014). E um culicideo eclético com relacdo & alimentagao, realizando repastos em
humanos, outros mamiferos e aves. Por ser uma espécie de grande valor
adaptativo, abrange uma variedade de habitats como ambientes urbanos,
suburbanos e rurais. Durante décadas, foi considerado menos efetivo quanto a
capacidade vetorial quando comparado ao A. aegypti, entretanto, alguns estudos
mostram que ndo existem diferengas entre as espécies quanto a competéncia em
transmitir o virus da dengue, pelo menos em condi¢des laboratoriais. No entanto, na
natureza esse quadro pode ser diferente, dado que o mosquito A. aegypti possui
uma incidéncia e prevaléncia maior em areas urbanas e por maior nivel de
sinantropia (BUCKNER et al., 2013; CARRINGTON; SIMMONS, 2014; MURRAY et
al., 2013).

Outros vetores também foram reportados para dengue, como Aedes polynesiensis,
Aedes japonicus, Aedes mediovittatus e varias espécies do complexo Aedes
Scutellaris, porém a contribuicdo desses mosquitos na transmisséo da dengue néo é
considerada significativa (BARRERA et al., 2012; CARRINGTON; SIMMONS, 2014;
GUBLER et al., 1997).

1.4.1 Aspectos biolégicos dos vetores
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Sobre a biologia do género Aedes, quanto ao ciclo de vida, eles apresentam 4
estagios distintos, sendo estes: ovo, larva, pupa e adulto. O desenvolvimento dos
trés primeiros estagios ocorre na agua (podendo ser o ovo em ambiente
parcialmente seco). O ovo eclode na agua, apos o periodo de desenvolvimento
embrionario, geralmente em ambiente seco, sendo a larva liberada. A fase larval é
caracterizada por 4 estadios de amadurecimento (L1, L2, L3 e L4), onde as larvas se
alimentam de microrganismos e matéria organica contida na agua. Apds o estadio
L4 ocorre a metamorfose da larva em pupa (empupamento), que nao se alimenta e
passa por uma série de mudangas fisiolégicas e anatdmicas originando um inseto
adulto alado, o mosquito. A fase adulta caracteriza-se pelo voo ativo em busca de
alimento, no qual, as fémeas hematofagas, buscam sangue para iniciar o ciclo
gonotréfico e realizar a postura de ovos. Tanto os machos quanto as fémeas,
buscam néctar de plantas, como fonte de agua e carboidratos, substancias
necessarias para a realizacdo de suas atividades bioldgicas. Todo o ciclo na fase
aquatica possui uma duragdo de 8-10 dias, em meédia, sendo este periodo
influenciado pela temperatura, umidade, densidade larval e a disponibilidade de
alimento (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Quanto ao comportamento, os mosquitos do género Aedes, possuem habitos
diurnos, onde o repasto sanguineo é realizado nas primeiras horas da manha e ao
entardecer. Os ovos podem ser depositados tanto em criadouros naturais como
folhas de plantas e vaos de rochas, quanto em criadouros artificiais, como caixas
d’agua, pneus, latas, garrafas e descartes em geral. Os ovos sdo depositados na
parede interna do recipiente contendo agua ou outros substratos umidos, e podem
resistir a desidratagéo por até 12 meses em campo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

1.5 Transmissao e infecgao do virus dengue

As arboviroses, virus transmitidos por artrépodes, sdo mantidas naturalmente
através de ciclos realizados por repastos sanguineos entre os hospedeiros
vertebrados. Os vetores podem se infectar por diferentes mecanismos, como a
ingestdo de sangue em hospedeiros contendo o virus, pela transmissdo

transovariana ou vertical e transmissao venérea durante a copula (MARQUARDT et
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al., 2005). No caso da dengue, a transmissao horizontal, € a forma classica e, por
este motivo, € a forma mais bem caracterizada. Uma combinagdo de diferentes
fatores dos hospedeiros (humanos e mosquitos), caracteristicas dos virus e fatores
ambientais como temperatura e umidade, definem, em conjunto, a propagacdo da

infeccao e distribuicdo do virus em diferentes ambientes (visto a seguir).

Os fatores humanos que podem influenciar na transmissdo do DENV sdo: o titulo
viral no plasma, variando entre os sorotipos de 6,29 a 7,52 log10 cdpias de
RNA/mL; o tempo de duragcdo da infecciosidade, onde os humanos podem ser
infecciosos para mosquitos de 1,5 até cerca de 5 dias apds o inicio dos primeiros
sintomas; e o tipo da infecgcéo, se é sintomatica ou assintomatica, onde pacientes
sintomaticos possuem niveis virémicos que podem torna-los mais infecciosos aos
mosquitos (CARRINGTON; SIMMONS, 2014).

1.5.1 Competéncia vetorial

A competéncia vetorial é caracterizada pela permissividade de um vetor a infecgao,
replicagéo e transmissdo de um patdégeno, ou seja, a habilidade intrinseca de um
vetor de transmitir um agente infeccioso. A capacidade vetorial estd associada a
suscetibilidade a infecgao, permissividade da replicagao viral e a duragéo do periodo
de incubagao extrinseca do patdogeno (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006). Nesta
ultima, os aspectos que influenciam a capacidade vetorial sado, os habitos
alimentares do vetor, sua sobrevivéncia e o tempo requerido para o agente
patogénico desenvolver a infecciosidade, denominado o periodo de incubagao

extrinseco (Segado 1.5.1.1).

As barreiras anatémicas contidas no vetor, como a barreira de infecgdo no intestino
(MIB), a barreira de escape no intestino (MEB) e as barreiras das glandulas
salivares, influenciam diretamente na capacidade vetorial. Vetores que possuem por
exemplo, a MIB mais seletiva, o virus ndo consegue infectar ou a infecgdo é
dificultada nas células epiteliais do intestino. O intestino consiste na barreira primaria
a infeccdo, onde o virus necessita infectar e replicar em suas células epiteliais.

Ultrapassando a MIB, o virus necessita ultrapassar a MEB, para sua disseminagao
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para outros tecidos e finalmente, alcangar as glandulas salivares. Apds ultrapassar
as barreiras deste 6rgao, o virus se dispersa na saliva e pode ser transmitido
(BOSIO et al.,, 1998). Essa resisténcia conferida pelas barreiras pode estar
relacionada com a incompatibilidade dos receptores de superficie da célula do
mosquito com os receptores utilizados pelo virus para infectar a célula. As barreiras
com forte bloqueio as infecgdes, atrasam o tempo de transmissdo do virus,
influenciando dessa forma na capacidade vetorial. As barreiras de infecgdo podem
amplamente variar entre populagdes de A. aegypti acarretando em diferentes niveis
de competéncia vetorial (BENNETT et al., 2002).

Outro fator que influencia diretamente na competéncia vetorial € a microbiota
intestinal, que assim como as barreiras intestinais e enzimas digestivas, constituem
papel fundamental no sucesso da infeccdo (CHARAN et al., 2013; CIRIMOTICH et
al., 2011). Estudos utilizando a microbiota como ferramenta de controle de doengas
transmitidas por vetores vem sendo conduzidos, pelo fato de patdgenos e bactérias
interagirem no mesmo ambiente dentro do mosquito (o intestino). Muitos dos
mecanismos de interagdo entre a microbiota e o patdgeno, dentro do intestino dos
artropodes, ainda sao desconhecidos, mas estudos tem mostrado que estas
interagdes envolvem a ativagdo de fatores do sistema imune dos insetos, com
lecitinas, peptideos antimicrobianos, enzimas digestivas e 6xido nitrico. Ramirez e
colaboradores, em 2012, demonstraram a interagdo entre a microbiota natural de
mosquitos de campo e sua importancia na ativagdo do sistema imune basal,
refletindo na diminuicdo da suscetibilidade ao DENV-2 (RAMIREZ et al., 2012).
Atualmente, ha um especial interesse na caracterizagdo da microbiota intestinal para
abordagens em paratransgénese (0 emprego de bactérias geneticamente
modificadas que carreiam moléculas anti-parasitarias) para controlar doencas
transmitidas por vetores (RIEHLE; JACOBS-LORENA, 2005).

A imunidade inata € um importante componente fisiolégico para suprimir a replicagao
viral no mosquito. Ha a expressao de alguns genes relacionados a imunidade inata
em multiplas vias de sinalizagdo antivirais como a via Toll, JAK-STAT e vias do RNA
de interferéncia, que podem ser expressas apds a ingestao de repastos sanguineos
virémicos (HUANG et al., 2014). Analises do transcriptoma em linhagens suscetiveis
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e refratarias de A. aegypti sugerem que a expressao de genes associados com vias
especificas do metabolismo podem contribuir com a suscetibilidade ou
refratariedade dos mosquitos dentro de 24 horas apds o repasto sanguineo virémico.
Apesar desse estudo revelar um extensa rede de genes que atuam modulando as
respostas contra DENV ainda é pouco conhecida essa relacdo (BEHURA et al.,
2011). As analises do transcriptoma ajudam a expandir o entendimento sobre as
respostas dos mosquitos frente as infecgdes com DENV. Porém ainda existem
muitas lacunas sobre a interagdo virus-mosquito, principalmente no que diz respeito
aos diferentes sorotipos e gendtipos de DENV. Por exemplo, um estudo demonstrou
que diferentes gendtipos dentro de um mesmo sorotipo de DENV-2 podem
corresponder a fendtipos de infeccédo e disseminacdo diferentes entre mosquitos A.
aegypti ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2003).

1.5.1.1 Periodo de Incubagao Extrinseco

A temperatura € um fator ambiental amplamente estudado, pois influencia na
competéncia vetorial e na dindmica de infecgdo do virus. Entre as alteragcbes que a
temperatura pode ocasionar na transmissao do virus da dengue, o0 mecanismo mais
claramente entendido € o efeito na sobrevivéncia e no periodo de incubacéio
extrinseca (EIP) do virus no mosquito (BRADY et al., 2014; CHAN; JOHANSSON,
2012). O EIP, consiste no intervalo entre a aquisicdo do agente infeccioso, por um
vetor, e a habilidade de transmissdo a um hospedeiro vertebrado suscetivel. Ou
seja, € o periodo entre a ingestdo de sangue contendo o agente infeccioso até a
capacidade de transmissédo deste por meio de um novo repasto (MARQUARDT et
al., 2005). A transmissao s6 € permitida, quando a longevidade do vetor excede o
EIP do virus da dengue, por isso é fundamental conhecer esse parametro quando se

quer determinar o risco de ocorréncia de dengue em uma determinada regiéo.

Durante o EIP, o virus invade e se replica em células epiteliais do intestino e se
dissemina na hemolinfa, para infectar novos alvos. Uma vez que os ductos salivares
contidos nas glandulas salivares se tornam infectados, o vetor € capaz de transmitir
o0 virus por toda sua vida. No caso da dengue, o EIP é “temperatura-dependente”, ou

seja, o periodo que o virus gasta para ultrapassar a barreira do intestino, replicar e
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atingir as gléndulas salivares é diretamente influenciado pela temperatura. Em
baixas temperaturas o EIP é maior e, por outro lado, temperaturas mais altas
acarretem em um menor EIP (CHAN; JOHANSSON, 2012; LAMBRECHTS et al.,
2011; TJADEN et al., 2013; XIAO et al., 2014).

Um estudo que reuniu 146 trabalhos, considerando A. aegypti e A. albopictus, e néo
levando em conta o sorotipo do virus, o EIP variou de 5 a 33 dias a 25°C e 2 a 15
dias a 30°C. Além da temperatura, a concentracado do virus no sangue durante o
repasto foi diretamente proporcional a duracdo do EIP, onde baixos titulos virais
resultaram em uma extensao do EIP (acima de 25 dias) comparado a altos titulos
que duraram apenas 12 dias, ambos a 30°C utilizando DENV-2 (CARRINGTON;
SIMMONS, 2014).

1.6 Transmissao vertical

A partir da infecgdo e replicagdao nas células epiteliais do intestino e posterior
disseminagao do virus através da hemolinfa para diferentes 6rgdos e tecidos do
mosquito, os ovarios podem ser infectados e o virus ser transmitido para a progénie
no proximo ciclo gonotrofico, processo denominado transmissdo vertical ou
transovariana. Portanto, a transmissdo vertical, € a transferéncia de um agente
infeccioso de um organismo parental a sua progénie (CLEMENTS, 2012). Existem
trés formas da transmissdao vertical ocorrer: 1) transmissdo transovariana,
ocasionada por agentes infeciosos que invadem gametas femininos, ou pela entrada
em células germinativas primordiais ou com a inser¢do nos odcitos antes deles
tornarem-se fechados pelo cérion; 2) transmisséo transovo, que ocorre quando um
agente infeccioso invade os odcitos corionados durante a ovulagdo enquanto estes
estdo dentro dos ductos genitais da fémea; 3) contaminagéo da superficie do odcito,
guando os agentes infecciosos aderem ao corion e permanecem la durante toda a
oviposicdo, até a eclosdo dos ovos e infeccdo das larvas recém emergidas
(CLEMENTS, 2012). Neste trabalho considera-se como transmissao vertical, todas

as formas acima citadas, independente do mecanismo subjacente.
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A transmissdo vertical ja foi registrada em diversos arbovirus, incluindo o virus da
febre amarela, dengue virus, virus da encefalite Japonesa, virus do Oeste do Nilo
(Flavivirus); virus Chikungunya (Alphavirus); virus LaCrosse (Orthobunyavirus); e
virus da estomatite vesicular (Phlebovirus) (LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014).

1.6.1 A transmissao vertical do virus dengue

Em varias regides do mundo, as condi¢des ambientais ndo favorecem a reprodugéao
dos mosquitos por todo o ano. Por exemplo, durante a estagdo seca, em areas
tropicais, e a estacdo de frio, nas regides temperadas, a baixa densidade de
mosquitos ndo ¢é suficiente para a manutencdo da transmissdo horizontal
(LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014). Nestas regides, muitas vezes endémicas, a
transmissao horizontal ndo esta ocorrendo e mesmo apds um longo periodo sem
nenhum ou poucos casos de dengue reportados, o DENV pode persistir (BUCKNER
et al., 2013). Especula-se que a transmissao vertical seja um dos mecanismos que
pode permitir que o virus DENV seja mantido nesses ambientes. Por isso, acredita-
se que esta via de transmissao, tem grande papel ou potencial epidemiologico na
manutencdo da dengue em periodos inter-epidémicos, onde a transmisséo

mosquito-homem-mosquito é baixa.

Alternativamente, alguns outros fatores tém sido propostos, para explicar a
permanéncia do virus em condi¢des desfavoraveis a sobrevivéncia do mosquito. Um
deles € a manutencdo do virus em hospedeiros ndo humanos que atuam como
reservatério do virus. Ou, adicionalmente, um alto nivel de imunidade coletiva é
adquirida pela comunidade endémica, através de frequentes exposi¢cdes ao virus,
onde um numero minimo do titulo viral € necessario para que ocorra a transmissao
horizontal (LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014). Porém, nenhum desses fatores foram
correlacionados com a persisténcia do virus em condigdes desfavoraveis ao
mosquito, permanecendo assim, a transmissao vertical como principal forma

alternativa de transmissao.

A transmissao vertical do virus dengue ja foi demonstrada em laboratorio e em
campo (ANGEL; JOSHI, 2008b; ARUNACHALAM et al., 2008; JOSHI et al., 2002; LE
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GOFF et al., 2011), e inclusive com o vetor A. albopictus, demonstrando maiores
taxa de transmissao vertical quando comparado ao A. aegypti (BUCKNER et al.,
2013; CASTRO et al., 2004; LEE; ROHANI, 2005). Em outros vetores também ja
foram relatados a transmissdo vertical da dengue, como o A. mediovittatus
(BARRERA et al., 2012) e o A. vittatus (ANGEL; JOSHI, 2008b; CECILIO et al.,
2009).

A taxa da transmissao vertical pode ser muito variavel ou, em alguns casos, nao
detectada, dependendo da regido de estudo, das caracteristicas genéticas do vetor
e do sorotipo e gendtipo circulante na regido (GUNTHER et al., 2007). Muitos outros
fatores podem influenciar na ocorréncia da transmissao vertical, como a fecundidade
da fémea, que é fortemente influenciada pelo seu tamanho corporal, que por sua vez
influencia o volume de sangue ingerido. Além disso, a fertilidade pode ser
influenciada negativamente pela interagdo do hospedeiro com patégenos como ja
demonstrado nas infecgdes com o DENV (BUCKNER et al., 2013; JOSHI et al.,
2002; MACIEL-DE-FREITAS; KOELLA; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2011).

Outro aspecto importante no que diz respeito a transmissao vertical € que a
evolucdo dos ensaios e técnicas de detecgao de virus tem influenciado diretamente
na capacidade de detecgdo do virus na progénie. De acordo com Lequime e
Lambrechts, em 2014, o aumento da sensibilidade, especificidade e o melhor
desempenho das técnicas laboratoriais estdo associadas com as maiores taxas de
transmissao vertical. Portanto, muitos sdo os desafios para a confirmacédo e
detecgao da transmissdo vertical, visto que, sabe-se que é um evento raro,
altamente variavel de acordo com o sorotipo, genétipo e vetor em estudo. Por isso,
as analises devem ser feitas de forma critica e cautelosa levando em conta as

caracteristicas ambientais, bioldgicas do hospedeiro e 0 método utilizado.

A transmissdo vertical do virus dengue também, pode contribuir com a re-
emergéncia de surtos de dengue em areas previamente expostas, podendo
adicionalmente, contribuir com o agravamento da incidéncia da dengue durante
surtos e epidemias. Um estudo que acompanhou a sazonalidade da transmissao

vertical do virus dengue sugere que durante o inverno, onde a transmissao ativa do
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DENV é baixa, mosquitos A. albopictus apresentaram a maior taxa de transmissao
vertical, quando comparado as outras esta¢des do ano. Portanto, o monitoramento
de infeccbes em mosquitos de campo, pode ser usado como uma importante
ferramenta de predicdo de risco e re-emergéncia em regides endémicas (ANGEL;
JOSHI, 2008b; JOSHI et al., 2002).

1.7 Controle e prevencgao da dengue

Sao inumeras razdes pelas quais a transmissao da dengue € continua e muitos
fatores séo globais e incontrolaveis. Exemplos disso sdo o crescimento populacional,
a rapida urbanizagdo, crescentes viagens humanas internacionais, mudancas
climaticas, alteragcdes no meio ambiente, inadequagao no armazenamento de agua e
a falha nas politicas publicas. Por esses motivos, o controle e prevengédo da dengue
muitas vezes se torna um problema constante, agravando as epidemias e tornando

a dengue uma doenca persistente em determinadas regides (GUBLER, 2011).

A forma ideal para o controle, seria o desenvolvimento de uma vacina viavel, eficaz
e segura contra os 4 sorotipos da dengue. Porém, durante anos, pesquisadores
trabalham em prol do desenvolvimento da vacina, e apesar de ja se ter obtido alguns
avangos, ainda nao foi possivel a obtencdo desta, com cobertura e eficacia
aceitaveis. De forma simplificada, a grande dificuldade na produgao, esta no fato de
que existem quatro sorotipos distintos para a dengue, e as vacinas existentes
apenas conferem protecdo duradoura contra a reinfecgdo do mesmo sorotipo ao
passo que, é conferida uma protecao transiente contra uma infeccao secundaria de
outros sorotipos diferentes. Isto implica no fato de que, a infecgdo heterotipica
secundaria estd associada a um risco aumentado de desenvolvimento da forma
grave da doenga. Desta forma, ainda ndo se foi possivel obter uma vacina
tetravalente, eficaz e segura, resultando em respostas imunes exacerbadas frente a
infecgdo pelo sorotipo em que a vacina ndo imunizou (THISYAKORN;
THISYAKORN, 2014; VAUGHN et al., 2000).

Outro grande foco de investimento das industrias farmacéuticas € a produgédo de
anti-virais eficientes no tratamento da dengue. Mas alguns aspectos tornam essa

producdo inviavel, como: a dificuldade em se obter um diagndstico laboratorial
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preciso, onde a patogénese, em alguns casos, ndo € claramente entendida e a
capacitagcdo médica para o diagndstico da doencga ainda se faz necessaria. Além
disso, ndo se tem um modelo in vivo apropriado para testes desses medicamentos.
Ainda assim, o desenvolvimento de medicamentos anti-virais ndo resolveria o
problema da dengue, apenas reduziria 0 numero de 6bitos pela doenca e auxiliaria
na rapidez do tratamento (WHITEHORN et al., 2014).

Deste modo, atualmente o controle da dengue é focado na diminui¢ao da densidade
do vetor. O manejo integrado de vetores € a abordagem estratégica para o controle
de vetores da dengue preconizado pela Organizagdao Mundial da Saude (WHO).
Esse programa € definido como “um processo de tomada de decisio racional para a
utilizagdo otimizada de recursos para o controle de vetores”. Sao cinco elementos
tidos como principios basicos do processo de gestdo, sendo estes: 1) mobilizagao
social e legislagdo; 2) colaboragdo do setor da saude com outros setores; 3)
abordagem integrada: integracdo de métodos de controle de vetores quimicos e
nao-quimicos e utilizacdo de outras medidas de controle da doenca; 4) tomada de
decisdo baseada em evidéncias: adaptagao de estratégias e intervengdes de acordo
com a ecologia do vetor local e aspectos epidemioldgicos, guiada por pesquisas
operacionais; e 5) capacitagdo: desenvolvimento de infra-estruturas essenciais,
recursos financeiros e humanos adequados aos niveis nacionais e locais, para gerir
programas com base em uma analise da situagcdo. Atualmente, o principal objetivo
do programa € de reduzir a densidade das populagdes de vetores 0 maximo possivel

e fazer a manutencéo desses niveis (WHO, 2009).

Para selecionar o método mais adequado, ou uma combinagdo destes, deve-se
levar em conta a ecologia local, aspectos da biologia do vetor, os recursos
disponiveis para a implementacgao, o contexto cultural, o tempo para implantacao, a
cobertura e extensao desejada. Os métodos de controle vetorial empregados podem
ser: a eliminagdo de habitats para as larvas, utilizacdo de larvicidas ou agentes
biolégicos e a aplicagao de adulticidas (WHO, 2009). Diante disso, pode-se observar
que as agdes para o controle da dengue s&o descentralizadas, abrangendo varios
orgaos e gestores, e ainda possuem estratégias variaveis para cada contexto
cultural, politico e geografico. Assim, muitas sdo as dificuldades em controlar a
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doenga, principalmente em paises em desenvolvimento, que possuem, também,
outras limitagdes, como por exemplo a dificuldade em se obter recursos financeiros

necessarios para o controle, prevengao e monitoramento da doenca.

O controle da dengue atualmente se baseia inteiramente na redugéo dos vetores na
natureza. Atividades para o controle da transmissdo possuem como alvo o A.
aegypti em seu habitat natural, sendo feito o controle das formas imaturas (larvas e
pupas) e estagio adulto (WHO, 2009). A proliferacédo ocorre em ambientes naturais
ou artificiais, que acumulam &agua. Alguns exemplos sdo: terrenos abandonados,
edificios em construgéo, locais de armazenamento de agua para uso doméstico,
estruturas de decoragado, plantas, lixo, pneus, latas, garrafas ou qualquer outra
estrutura que possa armazenar agua. Os habitats sao eliminados através da
prevencao do acesso do mosquito por frequentes esvaziamentos e limpezas desses;
ou pela utilizagdo de inseticidas e agentes de controles biolégicos ou ainda pela

combinacao destes diferentes métodos (WHO, 2009).

Em conjunto com as formas de controle tradicionais varias outras abordagens tém
sido desenvolvidas com diferentes enfoques. A utilizagdo da via natural de RNAI,
produzindo mosquitos que expressam copias inversas do RNA viral DENV-2
ativando a via e, protegendo o vetor da colonizacéo viral (FRANZ et al., 2006);
manipulacdes da microbiota dos mosquitos para aumentar a resisténcia ao DENV
(RAMIREZ et al., 2012); técnicas de produgao de mosquitos machos estéreis, para
a redugado de populagbes de mosquitos em areas endémicas (DISEASES et al.,
2010); insetos machos carregando um gene letal dominante, que ao copularem com
as fémeas, transmitem o transgene para a prole provocando a morte desta (WISE
DE VALDEZ et al., 2011); e diversas outras técnica, tém aumentado nos ultimos

anos.

Em resumo, essas técnicas desenvolvidas utilizando a engenharia genética para
modificar o A. aegypti podem ser aplicadas em conjunto, oferecendo abordagens
alternativas para o controle e prevencdo da doenca. E importante enfatizar que, a
probabilidade de sucesso com o uso de uma unica estratégia de controle € muito
pequena. Portanto, a utilizagdo conjunta de estratégias diversificadas € atualmente
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considerada a melhor opgdo par que ocorra o controle do mosquito A. aegypti
(HUANG et al., 2014). Uma outra abordagem que vem sendo proposta é a utilizagéo
da bactéria Wolbachia, como forma alternativa de controle.

1.8 A bactéria Wolbachia pipientis

Bactérias do género Wolbachia sao membros da familia Rickettsiaceae, gram-
negativas. A Wolbachia € uma bactéria endossimbionte encontrada em varios
tecidos do hospedeiro, incluindo 6érgaos reprodutivos (ovarios e testiculos), onde
estima-se que ela esteja presente em cerca de 40% de artropodes e varios
nematoides em todo mundo, sendo considerada a bactéria intracelular mais
abundante do planeta (ZUG et al., 2012). Atualmente a Wolbachia tem atraido um
consideravel interesse devido a sua extensa distribuicdo em artrépodes e pelos
efeitos causados em seus hospedeiros, como as alteragbes reprodutivas e a
potencial de aplicagao no controle de doengas transmitidas por vetores (WERREN et
al., 2008).

Possivelmente, a Unica espécie do género, a Wolbachia pipientis, foi inicialmente
descrita em mosquitos Culex pipiens por Hertig e Wolbach em 1924 (HERTIG;
WOLBACH, 1924). Analises moleculares do rDNA 16S demonstraram a existéncia
de grupos que divergiam em apenas 2% na sequéncia do DNA ribossomal, sendo
assim as cepas foram agrupadas em supergrupos. Foram criados oito supergrupos
de acordo com suas caracteristicas filogenéticas. Os dois principais, A e B, sdo os
gue englobam maior numero de cepas, sendo mais comum a ocorréncia em insetos;
as cepas do grupo C e D sdo comumente encontradas em nematoides (Onchocerca
volvulus, Brugia malayi, Wuchereria bancrofti, Dirofilariinae immitis) que causam a
filariose (MCNULTY et al.,, 2012), o supergrupo F & comum a artrépodes e
nematoides; e, por fim, o G engloba as cepas de Wolbachia detectadas em
aracnideos. Um amplo debate discute se todas as bactérias deveriam ser
designadas como a espécie W. pipientis ou se outras nomenclaturas para novas
espécies deveriam ser aplicadas. Portanto pela auséncia de uma descrigcdo formal
as bactérias sdo designadas comumente apenas pelo género Wolbachia (WERREN
et al., 2008).
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Normalmente, a Wolbachia é herdada de forma vertical através da linhagem materna
usando a maquinaria do fuso na divisao celular para se transmitir eficientemente nas
células germinativas. Entretanto apenas a transmisséo vertical ndo explica a vasta
distribuicdo da bactéria em organismos filogeneticamente diferentes. Entdo tem sido
demonstrado através de analises filogenéticas que a transmissao também ocorre de
forma lateral ou horizontal (intertaxons) entre as espécies hospedeiras (ZUG et al.,
2012). As analises utilizam trés marcadores principais: o DNA nuclear do
hospedeiro, o DNA mitocondrial e 0 genoma da Wolbachia. Foi constatado que a
transmissao horizontal de genes entre a Wolbachia e o hospedeiro pode ocorrer. Por
exemplo, observou-se a presenga de um gene da bactéria no cromossomo X do

coledptero Callosobruchus chinensis (KONDO et al., 2002).

A Wolbachia é capaz de causar numerosas alteragdes reprodutivas em seus
hospedeiros promovendo uma vantagem seletiva que favorece sua disseminagao na
populacdo. Estas alteragdes incluem a Incompatibilidade Citoplasmatica (Cl), a
inducdo da partenogénese, a feminizagdo genética dos machos e a morte dos
machos durante a embriogénese. Algumas cepas podem também inibir o

desenvolvimento de patégenos em insetos vetores (WERREN et al., 2008).

1.8.1 Interagcao Wolbachia-hospedeiro

Uma caracteristica fundamental da Wolbachia é a sua capacidade de manipular os
processos celulares e reprodutivos de seus hospedeiros invertebrados. Cada uma
das alteragdes reprodutivas € uma caracteristica que propicia o0 aumento do numero

de fémeas infectadas pela bactéria na populagao (WERREN et al., 2008).

1.8.1.1 Alteragdes reprodutivas

A incompatibilidade citoplasmatica (IC) é a alteragdo fenotipica mais frequentemente
induzida pela Wolbachia. O cruzamento de machos infectados e fémeas néao
infectadas ou infectadas com uma cepa diferente de Wolbachia, ndo é capaz de

produzir uma progénie viavel tendo como resultado a nao eclosdao dos ovos
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(HOFFMANN; TURELLI, 1988). Pouco se conhece sobre 0os mecanismos
bioquimicos utilizados pela Wolbachia para prover a IC, porém varias manifestagoes
citoldgicas semelhantes foram descritas em varios hospedeiros, resultando em uma
precoce mitose embrionaria. A Wolbachia presente nos testiculos dos machos induz
uma modificagdo no espermatozoide durante a espermatogénese e essa
modificacdo € recuperada no ovo em embrides infectados pela mesma cepa da
bactéria. Caso a bactéria ndo esteja presente no embrido o desenvolvimento
embrionario é interrompido, caracterizando a IC. O cruzamento incompativel é
devido a assincronia dos pronucleos macho e fémea, na fase inicial da mitose, a
préfase, que culmina em um atraso da formacédo do envelope nuclear masculino.
Durante a anafase, os cromossomos do sexo feminino maturam-se normalmente
formando o pronucleo feminino enquanto o pronucleo masculino é arrastado para o
polo centrossoma. Em organismos diploides o resultado desta fusao resulta em
letalidade embrionaria (WERREN et al., 2008).

Assim como a IC, a partenogénese é proveniente de modificagdes no ciclo celular
durante o desenvolvimento embrionario, resultando em um nucleo diploide
(caracteristico de fémeas em algumas espécies). A indugdo a partenogénese é
menos comum que a IC, sendo que ao invés da producido dos ovos masculinos, as
fémeas infectadas produzem apenas ovos femininos associado com o fato das

fémeas serem capazes de transmitir a bactéria a sua prole (WERREN et al., 2008).

Em varias espécies de isopodes e alguns insetos a Wolbachia prolifera-se dentro da
glandula androgénica (produtora de horménio masculino) levando sua hipertrofia e
inibicdo da fungdo. Como consequéncia o desenvolvimento genético dos machos se
da como nas fémeas, produzindo a feminizagdo dos machos. Outra estratégia de
disseminagao da Wolbachia é a morte dos machos, relatado em alguns artropodes.
A morte dos machos ocorre principalmente na embriogénese resultando em uma
maior disponibilidade de alimento para o desenvolvimento das fémeas (WERREN et
al., 2008). Todas as alteragdes fenotipicas e manipulagbes reprodutivas
ocasionadas em seus hospedeiros pela Wolbachia, associada com a alta eficiéncia
na transmissao vertical dessa bactéria, sdo as razdées de seu sucesso evolutivo
(ZUG et al., 2012).

36



1.8.1.2 Interferéncia a patégenos promovida pela Wolbachia

Inicialmente, o interesse de utilizagdo da Wolbachia como controle de patégenos se
baseava na redugdo da longevidade do inseto a fim de impedir que o EIP ocorresse
e o patégeno fosse transmitido. Desta forma, a redugdo da longevidade poderia
reduzir a transmissdo do patdégeno sem eliminar a populagdo de mosquitos
(BROWNSTEIN et al., 2003). A cepa wMelPop, originaria de D. melanogaster, é
conhecida por infectar o seu hospedeiro em alta densidade e reduzir drasticamente
sua longevidade. A introducao desta cepa de Wolbachia em A. aegypti reduziu 50%
a longevidade das fémeas quando comparadas com mosquitos sem a bactéria
(MCMENIMAN et al., 2009).

Porém, a estratégia do uso da Wolbachia como controle de arboviroses mudou de
direcdo quando foi descoberto o seu efeito sobre os patégenos. Foi inicialmente
demonstrado o efeito com as cepas wMel e wMelPop, em D. melanogaster, contra
alguns virus de RNA especifico da mosca (HEDGES et al., 2008; TEIXEIRA et al.,
2008). Varios estudos tém mostrado que diversas cepas de Wolbachia sao capazes
de promover protegdo ao seu hospedeiro contra variados patégenos, ocorrendo em
individuos naturalmente infectados ou transfectados. Porém, dos principais vetores
de arbovirus, apenas A. albopictus (qQue contém as cepas de Wolbachia wAIbA e
wAIbB), A. bromeliae e alguns membros do complexo de C. pipiens (WPip) sao
naturalmente infectados com Wolbachia. Vetores importante como o A. aegypti e as
espécies do género Anopheles nunca foram encontrados positivos para a bactéria.

Posteriormente, as cepas wMel e wMelPop, foram transfectadas, estavelmente em
células germinativas de mosquitos A. aegypti (MCMENIMAN et al., 2009) e também
protegeu o vetor contra os virus da dengue e chikungunya e ao parasito P.
gallinaceum (MOREIRA et al., 2009). O mesmo ocorreu em mosquitos Anopheles
gambiae que foram transfectados em células somaticas com as cepas, wAIbB e
wMelPop, que protegeram o vetor contra o parasito Plasmodium falciparum
(HUGHES et al., 2011). Recentemente Anopheles stephensi, foi transfectado

estavelmente, protegendo também contra o parasito P. falciparum (BIAN et al.,
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2013). Em mosquitos A. aegypti transfectados com wAIbB, wMel e wMelPop,
também houve redugdes significativas na replicagdo e disseminagdo de DENV com
um bloqueio parcial ou completo da transmisséao viral (BIAN et al., 2010; MOREIRA
et al., 2009; WALKER et al., 2011).

Entretanto nem todas as cepas sdo capazes de proteger seus hospedeiros. Em
Drosophila simulans naturalmente infectadas com um das cepas de Wolbachia de
dois supergrupos, o A (wAu, wRi e wHa) e o B (wNo) apenas as cepas wAuU e wRi
protegem a mosca da infecgdo de virus de RNA (WONG et al., 2011). O mesmo
ocorre com A. albopictus, que possui infeccdo mista natural pelas cepas, wAIbA e
wAIbB. Nenhuma das cepas inibem a replicagao do virus dengue no mosquito (BIAN
et al., 2010). Hughes e colaboradores, em 2011, transfectaram a cepa wAIbB em
células somaticas de A. gambiae. Em contraste com outros resultados da literatura,
houve um aumento no numero de oocistos encontrados no intestino médio do
mosquito. Os genes relacionados ao sistema imune apresentaram uma supressao
tanto na cultura de células quanto in vivo (HUGHES et al., 2011). Essa diversidade
de efeitos demonstra que ha uma grande complexidade na interagdo entre a
bactéria, vetores e parasitos.

De modo geral, as cepas de Wolbachia que conferem resisténcia a patdgenos
possuem uma alta densidade e ampla disseminagdo em diversos tecidos do
hospedeiro. Estudos em A. albopictus mostraram que, mosquitos infectados com a
cepa wAIbB nao apresentaram um bloqueio significativo ao virus dengue. Entretanto,
quando transfectou-se a mesma cepa em cultivo de células, cuja densidade de
Wolbachia foi mais elevada quando comparada ao mosquito, os niveis de dengue
diminuiram. Nesse mesmo trabalho, Lu e colaboradores, em 2012, também
demonstraram que em mosquitos A. aegypti com a cepa wAIbB, houve uma
correlagdo negativa entre a densidade de Wolbachia e o numero de copias virais,
onde o tratamento com doses crescentes de antibidtico apresentaram niveis
decrescentes de bloqueio com DENV-2. Assim, demonstrando que a resisténcia ao
dengue é densidade-dependente (LU et al., 2012a).
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1.8.1.3 Mecanismos associados a interferéncia a patégenos

O mecanismo de interferéncia a patégenos ainda é desconhecido. A questao central
€ se a Wolbachia interfere diretamente na replicagdo viral ou se aumenta a
resisténcia vetorial a infecgdo por outras vias. Ainda ha especulagdes que ambas
podem atuar no mesmo hospedeiro ou até mesmo, ser dependente da cepa em

questao.

A densidade de Wolbachia e a sua distribuicio em tecidos €& diretamente
correlacionada como o efeito antiviral (FRENTIU et al., 2010; LU et al., 2012b). A
distribuicao da Wolbachia nos tecidos também €& uma caracteristica determinante na
interferéncia a patdgenos em mosquitos, visto que, os tecidos de maior relevancia
de colonizagao pela bactéria séo o intestino, as glandulas salivares e os tubulos de
Malpighi (OSBORNE et al., 2012). Em hospedeiros transfectados a densidade de
Wolbachia é geralmente maior quando comparada a hospedeiros nativos, o que
pode explicar o fato das infecgbes naturais ndo possuirem acéo antiviral (BATON et
al.,, 2013) Além disso, densidades aumentadas da bactéria podem aumentar a
chance da co-existéncia, dentro da célula, da Wolbachia com o virus (RAINEY et al.,
2014). Aparentemente, a capacidade da Wolbachia gerar interferéncia a patégenos
€ limitada a cepas da bactéria que apresentam alta densidade e possuem amplo
tropismo no corpo do hospedeiro (HUGHES et al., 2011; MOREIRA et al., 2009).

Um possivel fator que possa explicar a inibicdo de patdgenos mediada pela
Wolbachia é baseado na inducdo da imunidade basal do inseto pela bactéria. A
imunidade dos insetos, por exemplo, consiste em um conjunto de mecanismos que
atuam na primeira linha de defesa contra variados patégenos, como bactérias, virus
e parasitos. Desta forma, assume-se que a Wolbachia pode controlar infecgbes
devido a pré-ativagédo do sistema imune. Trés principais vias de sinalizagdo regulam
a expressao de genes da imunidade efetora, como os genes da via Toll, IMD e Jak-
STAT sendo, Toll e IMD diferencialmente mais expressos em mosquitos A. aegypfi
transfectados com a cepa wMelPop (MOREIRA et al., 2009; ZHENG et al., 2011).
Porém, analises em hospedeiros naturais de Wolbachia, como D. melanogaster, D.

simulans e A. albopictus nao apresentam essa alteragdo na imunidade, tornando a
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analise complicada, pois ambos, D. melanogaster e D. simulans conferem a
resisténcia mediada por Wolbachia (RAINEY et al., 2014). Um estudo mais recente
demonstrou que D. melanogaster, deficiente em componentes das vias de IMD e
Toll, ndo necessitam desta vias para conferir resisténcia 8 DENV (RANCES et al.,
2013).

Alternativamente, outro mecanismo proposto que pode atuar em conjunto ou
individualmente, é a competicdo metabdlica por recursos entre a bactéria, o
patégeno e as células do hospedeiro. O efeito de interferéncia relatado pode ser
devido a competicdo por componentes celulares principais da célula hospedeira. Os
insetos, por exemplo, necessitam obter o colesterol e outros lipideos através da sua
dieta. As bactérias, da mesma forma, ndo possuem a capacidade de sintetiza-lo, e
dependem do inseto hospedeiro. Um estudo sugere que o metabolismo de colesterol
€ fortemente regulado para possibilitar a replicagdo viral e desenvolvimento da
bactéria (CARAGATA et al., 2013). A homeostase do ferro no hospedeiro também
parece ser regulada pela Wolbachia. As proteinas de ligagdo do ferro, transferrina e
ferritina, sdo super expressas na presenga das cepas wMel e wMelPop (RANCES et
al., 2012). Os patogenos, DENV e Chikungunya, exercem o efeito oposto no
hospedeiro, sub expressando as quantidades dessas proteinas (TCHANKOUO-
NGUETCHEU et al., 2010). Esta relagdo ainda nao esta bem estabelecida, mas nos
insetos, estas proteinas estédo relacionadas com a imunidade, sendo esta a principal

hipotese investigada.

A via Toll é conhecida por ser induzida pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em A. aegypti transfectados com wAIbB, o que leva a produgao de
cecropina e defensina, dois peptideos antimicrobianos (AMPs) envolvidos com a
atividade antiviral (RAINEY et al., 2014). Avaliando todos os estudos conjuntamente,
pode-se concluir que a agao antiviral ocasionada pela Wolbachia nao é
necessariamente ou apenas promovida pela indugdo da imunidade. Acredita-se que

varios mecanismos atuem de forma conjunta para a promog¢ao da atividade antiviral.

1.8.2 Wolbachia como estratégia de controle da dengue
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A partir do programa “Eliminar a Dengue” uma série de projetos de pesquisa estao
sendo desenvolvidos em varios paises, com o intuito de utilizar a bactéria Wolbachia
transfectada em A. aegypti, como ferramenta adicional ao controle da transmissao
da dengue. O programa, iniciado na Australia, atualmente tem parcerias com varias
instituicdes em todo o mundo. Isto permite a disponibilizagcdo desta abordagem para
controlar a dengue, em ambito global. Em cada localidade é realizada uma analise
critica, levando-se em conta os aspectos geograficos, econbmicos e culturais de
cada regido, para que ocorra a adequagao da melhor estratégia de liberacdo dos

mosquitos.

Atualmente estdo em curso projetos na Australia, Brasil, Coldmbia, Indonésia, e
Vietna. Nesses paises, com excegao da Coldmbia, ja ocorreram as solturas dos
mosquitos com Wolbachia em campo (www.eliminatedengue.org). A utilizagao da
Wolbachia como estratégia da redugao da transmissdo da dengue tém se mostrado
eficiente, onde mosquitos liberados em Cairns em 2011, na Australia, demonstram
invaséo e estabilidade da cepa wMel nas populagdes de campo (HOFFMANN et al.,
2014), e o bloqueio viral persiste apés o estabelecimento da populagdo no campo
(FRENTIU et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Estima-se que em todo o mundo existam cerca de 2,5 bilhdes de pessoas, metade
da populagédo mundial, vivendo em areas de risco de transmissao epidémica da
dengue, principalmente em regides tropicais e subtropicais. A incidéncia da dengue
vem aumentando, onde estima-se ocorrer cerca de 100 milhdes de novos casos a
cada ano, sendo atualmente considerada como a mais importante enfermidade viral
transmitida por mosquitos (GUBLER, 2011; WHO, 2014). Os paises da América se
destacam no cenario mundial, contribuindo com 2,35 milhdes de casos reportados
em 2013 (WHO, 2014). No Brasil a doenga constitui-se um sério problema de saude
publica, onde as condicbes ambientais favorecem o desenvolvimento e a

disseminagao do vetor (Ministério da saude, 2014).

A distribuicdo da dengue é potencializada pelas caracteristicas do mosquito A.
aegypti, vetor primario da doenga, que possui uma grande competéncia vetorial ao
virus dengue e é altamente sinantropico, agravando ainda mais o estabelecimento
da doenga (QUINTERO et al., 2014). Atualmente, a prevengao e controle da dengue
dependem exclusivamente de medidas de combate ao vetor, uma vez que nao ha
tratamento especifico para nenhuma manifestacdo da doengca (WHITEHORN et al.,
2014) e nao ha uma vacina eficaz e segura para imunizar contra todos os sorotipos
virais (THISYAKORN; THISYAKORN, 2014). Todos estes aspectos, tornam as
medidas tradicionais de controle da doenca ineficientes e descentralizados. Nesse
contexto, ha a necessidade da busca de novas estratégias mais eficazes e que

possam ser utilizadas, concomitantemente, com as formas de controle ja existentes.

Uma nova abordagem de controle bioldégico tem como objetivo interferir na interagcéo
patdgeno-hospedeiro através da introducdo de cepas da bactéria Wolbachia
pipientis (BROWNSTEIN et al., 2003; RASGON et al., 2003; SINKINS, 2000; COOK
et al., 2008). A Wolbachia é uma bactéria intracelular, transmitida verticalmente e
encontrada em diversos invertebrados. Estima-se que 40% das espécies de insetos
do mundo estejam infectados pela bactéria (ZUG et al., 2012). A Wolbachia é capaz
de se disseminar na populagcdo de sua espécie hospedeira através da inducédo de
modificagdes reprodutivas (HOFFMANN; TURELLI, 1988).

42



Estudos com Drosophila melanogaster mostraram que infecgdes com Wolbachia
podem proteger a mosca contra infecgbes com virus de RNA. As cepas, wMel e
wMelPop, reduziram a mortalidade das moscas quando infectadas com o virus C de
Drosophila, Flock House e da paralisia de gafanhotos (Cricket paralysis virus)
(HEDGES et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2008). A partir desses estudos, surgiu a
abordagem de transfectar vetores de doencgas, que ndo se encontram naturalmente
infectados pela Wolbachia na natureza, como o A. aegypti e mosquitos do género
Anopheles. Assim, em mosquitos A. aegypti transfectados com Wolbachia,
observou-se o bloqueio da infecgdo pelo virus da dengue e da Chikungunya e o
protozoario Plasmodium gallinaceum (MOREIRA et al.,, 2009). Estes resultados
abriram um novo campo de possibilidades de controle destas doencas sendo, a

interferéncia a patdogenos a estratégia mais explorada pela utilizagédo da Wolbachia.

Apesar de varios estudos demonstrarem a interferéncia da Wolbachia na
transmissado horizontal do virus dengue, ainda nao existe conhecimento se a
Wolbachia é capaz de interferir na infeccao da progénie de mosquitos infectados,
conhecida como transmissao vertical. A transmissao vertical é considerada um
importante aspecto da doenga, onde estima-se que ela esteja associada na
manutencdo da dengue em periodos inter-epidémicos, onde a transmisséo
mosquito-homem ¢é considerada baixa (JOSHI et al., 2002). Além disso, estudos
nesta area sao importantes para entender como o virus persiste em ambientes sem
hospedeiros vertebrados ou em condigdes desfavoraveis para o mosquito
(MARTINS et al., 2012). A transmissao vertical do virus dengue ja foi demonstrada
laboratorialmente (JOSHI et al., 2002) e no campo (ARUNACHALAM et al., 2008)

inclusive com o vetor secundario da doenga Aedes albopictus (LEE; ROHANI, 2005).

A promissora utilizagdo da Wolbachia como estratégia de controle de doencas
transmitidas por vetores associa-se a necessidade de novas alternativas de combate
a dengue. A partir disso, esse trabalho visa a ampliagdo do entendimento da
utilizagdo da Wolbachia, ndo sé na transmissao horizontal da doenga, como também
na transmisséo vertical do virus dengue. Assim, se a transmissao vertical estiver

associada com a manutencédo do virus no periodo inter-epidémico e a Wolbachia
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também influenciar negativamente nessa transmissao, haveria um grande impacto
na reducdo do numero de casos da doenga. Diante disso, os resultados obtidos
neste trabalho visam gerar informagdes a respeito da interagédo da Wolbachia com a
transmissao vertical do virus dengue em mosquitos brasileiros, contribuindo como

uma possivel ferramenta para o combate da dengue no Brasil.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Avaliar se a bactéria Wolbachia introduzida na linhagem brasileira de mosquitos A.

aegypti influencia a transmisséo vertical do virus dengue.

3.2 Objetivos especificos

e Obter uma geragao de mosquitos livre de Wolbachia a partir da coldnia de
mosquitos A. aegypti brasileiros wMelBr.

e Padronizar metodologias para o estudo da transmissdo vertical do virus
dengue em A. aegypti;

e Realizar infecgbes com o virus dengue nos mosquitos através de repasto
sanguineo infectante (natural) e por nanoinjeg¢des toracicas (artificial);

e Avaliar se a co-infecgdo Wolbachia e virus dengue afeta a fertilidade e
fecundidade dos mosquitos;

e Verificar se a Wolbachia influencia na transmissao vertical do virus, através
de infecgdes via, repasto sanguineo infectante e nanoinjegdes toracicas;

e Analisar se a Wolbachia influencia na propor¢ado de ovarios que se tornam

infectados por ambas as metodologias, artificial e natural.

45



4 METODOS
41 Mosquitos
411 Manutengao das coldnias

Todos os mosquitos utilizados nesse trabalho foram mantidos em condigbes
ambientais controladas, sob temperatura média de 27°C (x 1°C), umidade relativa do
ar meédia de 70% (x10%) e fotoperiodo de 12 horas. Os adultos foram mantidos em
gaiolas BugDorm-1 30x30x30 cm (DP1000B-P), com 3 laterais em tela de nylon e
uma abertura de 16 centimetros de didmetro coberta com malha de nylon. A solugao

de sacarose a 10% foi oferecida ad libitum e trocada uma vez por semana.

A fim de se obter ovos, o repasto sanguineo foi realizado semanalmente, apés um
jejum de aproximadamente 24 horas para estimular o repasto, utilizando-se o
sistema Hemotek (Discovery Workshops, Accrington, Lancaster). Este sistema
eletrénico € constituido de alimentadores conectados a uma fonte elétrica,
permitindo a regulagédo da temperatura para 37°C. A base dos alimentadores foi
fechada com uma membrana intestinal suina, lavada e cortada, presa com elastico
préprio, sendo mantida esticada e firme. Dentro de cada alimentador, foi colocado
um volume total de 3,0mL de sangue. Foi utilizado sangue humano total coletado em
EDTA, estocado na geladeira por aproximadamente uma semana, proveniente da
doagao de uma clinica hematologica. Antes da realizagdo de todos os repastos, o
sangue foi previamente testado quanto a presenga do virus dengue, pelo kit Dengue
NS1 Ag Strip® (BioRad Laboratories, California, EUA, Cat. No. 70700).

Dois dias ap0s o repasto sanguineo, foi colocado no interior da gaiola um recipiente
de 6 cm de didmetro contendo agua filtrada e uma tira de papel de filtro para a
postura dos ovos pelas fémeas. Apos 48 horas, este recipiente foi retirado e o papel
de filtro contendo os ovos, foi colocado para secagem e embrionamento dos ovos,

nas mesmas condi¢des ambientais acima descritas.
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Apos 48 horas, quando os ovos foram completamente secos, as tiras de papel foram
colocadas em envelopes e armazenadas em recipientes de plastico ou se
necessario, imediatamente colocadas para eclosao. A eclosdo ocorreu em bandejas
de plastico com tampa (30cm x 20cm), identificadas, contendo agua desclorada e
filtrada em filtros de celulose e foi adicionado um tablete triturado de ragéo para
peixe (TetraMin tropical tablets, Tetra, Blacksburg, Alemanha). Apos 48 horas da
eclosdo dos ovos, as larvas sao redistribuidas em outras bandejas para o controle
da densidade (média de 1000 larvas por bandeja). Quando necessario, as larvas
foram alimentadas com uma pastilha da ragcao TetraMin e a agua da bandeja foi
trocada, utilizando uma peneira de malha fina para transferir as larvas para outro
recipiente. Cerca de uma semana apos a eclosao dos ovos as larvas comegaram
empupar e estas foram coletadas manualmente, utilizando-se uma pipeta de
Pasteur, e colocadas em copos descartaveis com agua limpa, sendo entdo
transferidos para gaiolas, para a emergéncia dos adultos. Cada gaiola conteve

aproximadamente 1000 adultos.

41.2 Retrocruzamentos para inser¢ao de Wolbachia em A. aegypti

brasileiros

A linhagem de mosquitos wMel usada nesse estudo derivou-se de mosquitos A.
aegypti com background genético australiano, cedido pelo Prof. Scott O’'Neill da
Monash University, Australia. Para esses experimentos, era desejavel que os
mosquitos tivessem um background genético similar aos mosquitos brasileiros.
Entdo, para tal, as colénias de mosquitos A. aegypti foram retrocruzadas entre
linhagens de mosquitos australianos transfectados com a cepa wMel de Wolbachia
(MCMENIMAN et al., 2009) e linhagens F1 de mosquitos brasileiros selvagens que
constituiram um pool de 4 localidades do Rio de Janeiro, sendo estas: Tubiacanga,
Paqueta, Vila Valqueire e Jurujuba. O retrocruzamento foi realizado em 2012, onde,
a colénia wMelBr, resultado do retrocruzamento, mantém-se estavel até os dias

atuais. O processo de retrocruzamento € descrito brevemente a seguir.

Os ovos de mosquitos australianos wMel e os mosquitos de campo F1 (uma
linhagem de campo foi coletada e denominada FO, realizou-se o repasto e a
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progénie advinda destes mosquitos foi denominada F1) foram colocados no mesmo
dia para a eclosdo e criados sincronicamente até a fase de pupa. As pupas foram
sexadas e separadas em 250 pupas fémeas da colbnia australiana com Wolbachia e
200 pupas machos da colbnia brasileira. As pupas foram colocadas separadamente,
em gaiolas, e apds a emergéncia o sexo foi verificado nas respectivas gaiolas. Os
adultos entdo foram soltos em uma unica gaiola onde ocorreu o retrocruzamento
entre as colbnias. Os mosquitos foram criados (conforme descrito acima) até a
coleta de ovos provenientes desse cruzamento. O processo foi repetido, nas
mesmas condigdes, sendo que alguns cruzamento foram fechados, ou seja, ocorreu
apenas entre a colbnia que estava sendo retrocruzada, ndo tendo a adi¢cdo de
mosquitos machos de campo. Apos cinco geragbes de retrocruzamentos o0s
procedimentos foram finalizados, e mais duas geragdes foram mantidas fechadas
para a total fixagdo da Wolbachia na colénia. Assim, a colénia foi denominada
wMelBr porém, por razdes didaticas, daqui em diante denominou-se MEL. Desta
forma, a Wolbachia foi inserida nos mosquitos brasileiros mantendo-se o background
genético desta populagao. A cada cinco geragdes é feita a introdugédo de machos de
campo na colbnia para melhorar o fitness e manter-se as caracteristicas genéticas

de campo na coldnia.

4.2 Confirmagao da presenca de Wolbachia nos mosquitos da coldnia

Em todos os retrocruzamentos, amostras de mosquitos foram coletadas para a
triagem de Wolbachia via qPCR. O screening da coldnia foi realizado a cada
geracdo para acompanhar a densidade de Wolbachia. Para tal realizou-se a
extracdo de DNA total de uma amostra de 12 mosquitos machos e 24 fémeas e, em
seguida fez-se a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, qPCR, para o

gene wsp (Wolbachia surface protein) de Wolbachia (conforme detalhado a seguir).

421 Extragoes de DNA

As extracdes de DNA genbdmico foram realizadas de acordo com o Protocolo de
Extracdo Rapida (FU et al., 2010), conforme a seguir. Mosquitos fémeas: em um

micro tubo de 1,5mL com tampa de rosca, adicionou-se um mosquito, uma esfera de
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vidro de 2mm (Sigma) e 80uL da solugdo Squash Buffer autoclavada (4mM EDTA,
20mM Trisbase, 0,4 mM NaCl). As amostras foram homogeneizadas por 1,5 minutos
no equipamento Mini Bead-Beater (BioSpec 1001), 2100 oscilagdes/minuto, e em
seguida, centrifugados a 13.200 RPM por 30 segundos a 4°C. Transferiu-se os tubos
diretamente para o banho seco a 97°C por 10 minutos e posteriormente estes foram
mantidos no gelo por aproximadamente 15 minutos. Centrifugou-se por 10 minutos a
13.200 RPM a 4°C e cuidadosamente sem desprender o pellet formado, transferiu-
se 10uL do sobrenadante para um novo tubo contendo 90uL de agua Milli-Q

autoclavada, gerando assim uma diluicado de 10 vezes.

Para os mosquitos machos: seguiu-se o0 mesmo protocolo utilizado para a extragéo
de fémeas excluindo-se as etapas do banho de gelo por 15 minutos e a diluigdo de

DNA final de 10 vezes, utilizando-se assim os 10uLprovenientes do sobrenadante.

4.2.2 Detecgao de Wolbachia via PCR em tempo real

Apo6s a extragdo do DNA gendbmico do mosquito, foi realizada uma gPCR para
detectar a presenga da Wolbachia mediante a amplificagcdo do gene Wolbachia
surface protein (wsp) de Wolbachia. Foi amplificado utilizando-se os iniciadores wsp
F (5- ATC TTT TAT AGC TGG TGG TGG T -3’) e wsp R (5'- GGA GTG ATA GGC
ATA TCT TCA AT -3’) (MOREIRA et al., 2009). Estes iniciadores, amplificam uma
variedade de cepas de Wolbachia do supergrupo A e B, gerando fragmentos para
wMel, de 206 pares de bases. Em cada reagao adicionou-se 0,5uL de cada iniciador,
forward e reverse (10uM); 5,0uL Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), e 1uL de DNA com cerca de 30ng/uL, adicionando-se agua MilliQ para
um volume final de 10uL. Todas as amostras foram realizadas em duplicata. As
reagdes foram realizadas no termociclador de PCR em Tempo Real ViiA™7 —
Applied Biosystems®, nas seguintes condigdes: uma etapa inicial de desnaturagao a
95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos contendo: desnaturagédo 95°C por 15
segundos e anelamento a 60°C por 30 segundos. Apds os ciclos obteve-se a curva
de dissociacao entre 60-95°C.
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Foram utilizados, os seguintes controles: como controles negativos mosquitos A.
aegypti sem Wolbachia e pogos sem a adicdo de amostra (apenas mix). Como
controles positivos da reacdo, utilizou-se o DNA de mosquitos da linhagem
australiana de A. aegypti wMel (WALKER et al., 2011) extraidos de duas formas:
através do Qiagem “QlAamp DNA Mini kit” e através do protocolo rapido de extragao

de DNA, extraido concomitantemente com as amostras.

A analise das amostras foi feita pelo método de presencga ou auséncia, onde utilizou-
se a curva de dissociacao, observando-se a dissociagao em pico unico e especifico
entre 75 e 76°C, e os valores de Ct (Cycle Threshold), sendo estes analisados
conforme os seguintes critérios: Cts acima de 30 as amostras foram consideradas
negativas enquanto Cts iguais ou menores que 30 as amostras sdo potencialmente
positivas. Para analise do Cr foi utilizado com parametro os Crts encontrados nos
controles negativos e positivos da mesma reagao. Posteriormente a quantidade de
Wolbachia foi calculada, estimando o numero de cépias de Wolbahcia, em Unidades
Arbitrarias, através da formula 2*-(Ct— 35), onde 35 é o numero de ciclos da reagéo.

4.3 Obtencao de linhagem livre de Wolbachia

Apds os retrocruzamentos, um grupo de A. aegypti wMelBr foi tratado com
antibidtico tetraciclina (Sigma, St Louis, MO; Cat. No. T3383) para a remocéo da
Wolbachia e obtengdo de uma linhagem com o mesmo background genético da
colénia, porém, sem a presenca da Wolbachia (DOBSON; RATTANADECHAKUL,
2001). A tetraciclina foi administrada juntamente com a solugéo de sacarose a 10%
em uma concentragdo final de 1mg/mL. Para evitar a degradagao do antibiético e
contaminacgao por fungos, as solugdes foram preparadas diariamente. A solugao de
sacarose com tetraciclina foi homogeneizada e colocada em um pequeno frasco de
vidro com um algodao cilindrico em contato com a solugédo e voltado para fora,
disponibilizada dentro da gaiola. A solug&o foi trocada uma vez ao dia. Nenhuma
outra fonte de alimentagao (sacarose ou agua) foi fornecida aos mosquitos durante o
tratamento. Os adultos foram tratados por trés gera¢des consecutivas, onde, em
cada geragao o tratamento ocorreu durante 10 a 14 dias. Em cada geragéo, o

repasto sanguineo foi realizado por alimentadores artificiais contendo sangue
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humano (conforme descrito no item 1.1) para a produgao de ovos. Acompanhou-se a
cada geracgao de tratamento a densidade de Wolbachia através de qPCR (conforme

descrito no item 1.3.2).

Apds o tratamento foi realizada a re-colonizagdo da microbiota dos mosquitos. Para
tal, 100mL de agua de bandejas de criagédo de larvas de mosquitos de campo, foram
misturadas nas bandejas de larvas da linhagem tratada com antibiético. Este
procedimento foi realizado durante duas geragcdes consecutivas para a recuperagao
dos mosquitos e a restituicdo da sua microbiota. Assim, criou-se a colénia
wMelBrTET, denominada TET, para a utilizagdo como controle nos experimentos

descritos a seguir.

4.4 Virus dengue

Os virus utilizados nesse trabalho foram fornecidos pelo laboratério de RNA de
Interferéncia, departamento de Imunologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) situado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os virus

dengue utilizados neste trabalho foram conforme a seguir:

Tabela 1: Relacdo de sorotipos utilizados informando a origem do virus, a cepa, o titulo em PFU/mL,
a dose injetada em 69nl e a concentragéo final do virus no sangue.

Virus Origem Cepa Titulo Dose Concentragao

(PFU/mL) injetada final (sangue)

(69nl) PFU/mL
DENV-1  Rio de Janeiro BR-90 6x10° 41,4 PFU -
(RJ)
DENV-3 Contagem (MG)  MG20 1,9x10°  131,1 PFU 9,5x10°
DENV-4 Boa Vista (RR) Boa Vista  6x10° 414 PFU 3x10°

1981

Os virus foram multiplicados em células C6/36 de Aedes albopictus (ATCCO -
CRL1660TM) mantidas em meio L-15 Leibovitz Medium (Gibco®) suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino, SFB, (Cultilab), Penicilina-Streptomicina (25mg/mL)
e Anfotericina B (25ng/mL), em estufa a 28°C.
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Para a multiplicagdo do DENV foi retirado o meio de cultura de garrafas de 75 cm?
com uma confluéncia de 60-80% de células C6/36 de A. albopictus, e estas foram
infectadas com 4mL de meio L-15 suplementado com 10% de SFB contendo virus
suficiente para uma MOI (multiplicidade de infeccédo) de 0,1. Apdés 1 hora de
adsorgcdo, este meio foi descartado, e foi adicionado 14mL de meio L-15
suplementado com 5% de SFB, e a garrafa foi mantida por 8 dias em estufa a 28°C.
Apos este periodo de incubacgédo, o meio foi coletado, as células foram lisadas por
congelamento a -80°C por 10 minutos e descongelada a 37°C. O meio de cultura
previamente coletado foi misturado as células lisadas, sendo em seguida
centrifugado a 1800g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante congelado a -80°C até
omomento do uso. Os virus foram titulados em células BHK-21 (ATCCO -
CCL10TM) pela metodologia de formagéao de placas (DULBECCO; VOGT, 1954).

4.5 Ensaios de transmissao vertical

Com o intuito de avaliar se a Wolbachia influencia na transmissao vertical do virus
dengue os experimentos foram realizados no infectério do insetario (conforme
descrito). Para tal, duas formas de infecgdo foram utilizadas: infecgdo natural,
através de repastos sanguineos infectantes, e a infecgdo artificial, através de
nanoinjegdes intratoracicas. A infecgdo natural simulou a infecgdo que ocorre em
campo, onde, o virus foi adquirido através do repasto em sangue infectado e a
dindmica da infecgdo n&o foi alterada. Por outro lado, a infecgédo artificial foi
realizada com o intuito de promover uma infecgdo em um nivel mais elevado, de
forma a induzir que a transmisséo vertical ocorra, ja que as injegbes ocorreram

diretamente na hemolinfa dos mosquitos.

451 Ensaios de infecg¢ao oral

Para os ensaios de infec¢do natural cerca de 100 fémeas com 4-7 dias de idade,
foram separadas em gaiolas médias de fibra de papeldo (Barripel), para os
seguintes grupos: Mel, Tet, Mock Mel e Mock Tet. Para estes, realizou-se um jejum

de sacarose de 24 horas e, posteriormente, proveu-se o repasto sanguineo
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infectante. Os repastos foram feitos em um sistema de banho-maria. Nesse sistema
a agua a 37°C, circulou em mangueiras conectadas a alimentadores de vidro, sendo
o bombeamento feito através de uma bomba de aquario. Os alimentadores de vidro
ficaram suspensos por suportes de laboratério e as mangueiras foram conectadas a
estes, onde, cada alimentador continha uma camara interna, para o armazenamento
do sangue, e outra cadmara externa para a circulagdo da agua e aquecimento do
sangue. A base do alimentador foi fechada com uma membrana intestinal suina, que
foi lavada e cortada, presa com elastico sendo mantida esticada e firme. A
membrana foi totalmente seca, constituindo assim a area de penetracdo das
probécides dos mosquitos para o repasto. A solucdo infectante foi constituida de
sangue humano total (coletado no mesmo dia em tubos contendo EDTA) e
sobrenadante de cultivo celular contendo o virus dengue (DENV-4) na proporgao
1:1. Para os mosquitos dos grupos Mock foram feitas misturas nao infectantee, na
mesma propor¢ao 1:1, com sangue humano total e meio de cultivo Lebowitz 15
proveniente do cultivo de células C6/36 de A. albopictus. Dentro de cada
alimentador, foi colocado um volume total de 1,5mL de solucéo infectante ou solugao
nao infectante, dependendo do grupo. Os repastos sanguineos tiveram uma duragao

de aproximadamente uma hora em ambiente escuro.

Posteriormente, as fémeas foram anestesiadas em CO, e mantidas em placa de
Petri resfriada com gelo onde realizou-se a separagdo das fémeas completamente
ingurgitadas de sangue e descartou-se as nao alimentadas. As fémeas retornaram
para as gaiolas Barripel, com solugdo de sacarose, onde adicionou-se cerca de 20
machos, de cada grupo, para a realizagdo da cépula. Adicionou-se, 72 horas apos
os repastos, uma placa de Petri pequena com papel de filtro molhado no fundo, em
cada gaiola, para a coleta da primeira postura de ovos. A placa foi mantida por dois

dias e posteriormente os ovos foram descartados.

Dezesseis dias ap6s os repastos as fémeas de todos os grupos foram submetidas a
um segundo repasto sanguineo, nao infectante, sob um jejum de 24 horas. O
segundo repasto, objetivou iniciar o segundo ciclo gonotréfico, onde estima-se ser
mais provavel os ovos se tornarem infectados pelo virus dengue, devido ao periodo

de incubagao extrinseca do virus. Procedeu-se, entdo, exatamente como descrito
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anteriormente no primeiro repasto substituindo as misturas, infectantes e nao
infectantes, por sangue humano total coletado no mesmo dia em tubos contendo
EDTA, e proveniente do mesmo doador do primeiro repasto. As fémeas foram

separadas como descrito acima.

Para a oviposi¢ao individual das fémeas, apdés 48 horas do repasto, estas foram
anestesiadas em CO;, e mantidas em placa de Petri resfriada com gelo onde
colocou-se, individualmente, cada fémea em placas de Petri de plastico (90x15mm)
com papel de filtro cortado circularmente colocado sob a base. Quando as fémeas
tornaram-se ativas, adicionou-se 1mL de agua desclorada em cada placa para a
oviposi¢ao. As fémeas foram mantidas nas placas por 24-72 horas, em bandejas de
plastico tampadas, para manter a umidade e acompanhou-se diariamente para
avaliacdo da oviposicdo. As fémeas que ovipuseram nas primeiras horas e
permaneceram vivas foram mantidas nas placas até 72 horas, para garantir a
completa oviposigao; as fémeas que oviporam e morreram foram coletadas com 24
ou 48h; e as fémeas que permaneceram vivas mas sem ovipor foram mantidas por
mais 2 dias e entdo descartadas. Posteriormente, as fémeas que oviporam foram

coletadas e identificadas.

Para a secagem dos ovos, 0os papéis com as posturas foram removidos, retirou-se o
excesso de agua por absor¢cao em papel toalha e iniciou-se o processo de secagem
para o embrionamento dos ovos. Para isso, os papeis foram colocados de volta nas
respectivas bases das placas, sem as tampas, e expostos ao ambiente por
aproximadamente 15 minutos. Posteriormente colocou-se as placas em bandejas de
plastico com tampas, para secagem lenta afim de evitar a desidratagcdo brusca dos
ovos. Os ovos foram contados, com o auxilio de um contador de células e um
microscopio estereoscopico, para avaliagdo da fecundidade (representada pelo
numero de ovos). Apods 48 horas, quando os papéis estavam secos, estes foram
colocados para eclodir em placas de Petri com agua desclorada e ragcado Tetramin

macerada, como fonte de nutrientes e estimulo da eclosao.

Apos a eclosdo, as larvas desenvolveram até atingirem o terceiro instar (L3), e foram

aspiradas, separadamente por postura, com uma pipeta de Pasteur para um
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recipiente com agua estéril, realizando a primeira lavagem. Entao foram transferidas
para um outro recipiente de agua estéril, para a segunda lavagem. Posteriormente
estas foram aspiradas da agua e colocadas em papéis de filtro estéreis para a
remogao do excesso de agua. Com o auxilio de uma pinga higienizada as larvas
foram coletadas em pools, de até 10 individuos. Quando o numero de larvas
apresentou-se menor do que 10 individuos ou o numero de larvas total ndo foi
divisivel por 10, um pool com menor quantidade de larvas foi coletado e identificado.
Através do numero de larvas coletado, foi avaliado o parametro de fertilidade

(representado por numero de larvas), de cada grupo.

4.5.2 Ensaios de infecgao artificial

Mosquitos Mel e Tet foram criados conforme descrito acima. Estes experimentos
também foram conduzidos com mosquitos A. albopictus, como parametro de
comparagao da transmissao vertical, uma vez que estes mosquitos ja foram
descritos na literatura como um vetor que apresenta taxas de transmissao vertical
mais elevadas. Fémeas com 4-7 dias de idade foram removidas das gaiolas das
colbénias e transferidas para pequenos copos de plastico (500mL) com tampas, em

grupos de 20 fémeas.

As fémeas foram anestesiadas com CO; e mantidas em placas de Petri resfriadas
com gelo. Para as nanoinje¢des utilizou-se o Nanoject II™ Auto-Nanoliter Injector,
sob um microscopio estereoscopico. Primeiramente o0s mosquitos foram
individualmente injetados com 69 nanolitros de meio de cultivo Lebowitz 15
proveniente do cultivo de células C6/36 A. albopictus, constituindo o grupo Mock
(controle) nesse experimento para obtencao de controles negativos de DENV para
as subsequentes reacdes de RT-qPCR. Posteriormente, 69 nanolitros do virus
dengue (DENV-1, -3 e -4), foram nanoinjetados individualmente nos dois grupos de
mosquitos: Mel e Tet. As fémeas, de ambos os grupos, foram mantidas nas gaiolas
Barripel e adicionou-se cerca de 5 machos em cada gaiola para a realizagédo da

copula.
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Os mosquitos foram mantidos com solugéo de sacarose a 10% provida através de
um algodao no topo da gaiola, trocado diariamente e removido 24 horas antes do
repasto sanguineo. Sete dias apds as nanoinjegdes foi oferecido um repasto
sanguineo n&o infectante com sangue humano total (como descrito em item 4.5.1),
para a postura dos ovos. As fémeas foram anestesiadas em CO; e mantidas em
placa de Petri resfriada com gelo onde realizou-se a separagcédo das fémeas
completamente ingurgitadas de sangue e descartou-se as nao alimentadas. Estas

foram mantidas novamente em solu¢ao de sacarose a 10%, nas respectivas gaiolas.

A oviposigao e secagem dos ovos foram conduzidas conforme previamente descrito,
com uma unica excegao para os mosquitos A. albopictus, onde os papéis utilizados
para a oviposi¢gao foram papel tipo Craft (composto com fibras de celulose, mais
grosso, textura um pouco rugosa e absorve menos a agua). Neste experimento as
larvas foram coletadas em pools de 5 individuos. Quando o numero de larvas
apresentou-se menor do que 5 individuos ou o numero de larvas nao foi divisivel por
5 um pool com menor quantidade de larvas foi coletado e identificado. Todas as
fémeas e larvas foram coletados em tubos com rosca, estéreis, contendo 1 esfera de
vidro 2mm e estocadas a -80°C para a extragao do RNA e confirmagao da infec¢ao

do virus da dengue através de RT-qPCR.

4.6 Deteccgdes do virus dengue nos ovarios

Para determinar se a Wolbachia afeta a taxa com que os ovarios se tornam
infectados com DENV, e entdo, podendo influenciar na transmissao vertical, os
ovarios foram dissecados de mosquitos, Mel e Tet. Os mosquitos foram infectados

por nanoinjecdes (DENV-1 e-4) e repasto sanguineo infectante (DENV-3 e -4).

As infecgdes foram realizadas conforme descrito nos experimentos de transmissao
vertical, para ambas as formas de infecgao, oral e nanoinjecdo. Para os
experimentos de infecgao oral, foi realizado um segundo repasto sanguineo, sem
virus, 16 dias apds a infec¢do; e para os experimentos de nanoinjegdes, o repasto
sanguineo foi realizado 7 dias apdés a infeccdo. As fémeas completamente
engurgitadas foram separadas e 72 horas apds os repastos, os ovarios foram
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dissecados em PBS 1X estéril, com o auxilio de pingas € um microscépio
estereoscoépico. Os ovarios foram fotografados e coletados, individualmente, em
tubos com rosca estéreis contendo 1 esfera de vidro de 2mm e estocadas a -80°C
para a extracdo do RNA e confirmagéo da infeccdo do virus da dengue e Wolbachia
através de RT-qPCR.

4.7 Deteccao do virus dengue através de RT-qPCR

A partir das amostras coletadas, as fémeas e os pools de larvas, estocados em
freezer -80°C foram processados para a extracdo do RNA, RT-gPCR one step e

sintese de cDNA.

4.71 Extragdao de RNA

Em todas as amostras o RNA foi extraido pelo método quimico utilizando o TRIzol®
(Invitrogen), de acordo com o seguinte protocolo. Com as amostras mantidas no
gelo adicionou-se 200uL de TRIzol e macerou-se no Bead Beater por 1 min e 30
segundos. Posteriormente, adicionou-se 40uL de cloroférmio e os tubos foram
homogeneizados em vortex por 30 segundos e centrifugados a 13.200 RPM por 15
minutos a 4°C. Transferiu-se 90uL da fase aquosa (superior) para um novo tubo e
adicionou-se 4pL de glicogénio a 5mg/mL (Invitrogen) sendo os tubos vortexados
por 10 segundos a 1500 RPM. Adicionou-se 100uL de isopropanol gelado
homogeneizando-se os tubos suavemente por inversdo e incubando-se overnight
(12-16 horas) a -20°C para precipitagdo do RNA. Apds a precipitagao os tubos foram
centrifugados a 13.200 RPM por 10 minutos a 4°C e entdo foi removido
delicadamente o sobrenadante (tomando cuidado para nao descartar o pellet) e
adicionado 200uL de etanol 75%. Os tubos foram homogeneizados com o dedo até
soltar o pellet e centrifugados a 7.600 RPM por 5 minutos a 4°C. Removeu-se
novamente o sobrenadante (mantendo-se o pellet) sendo os tubos colocados
abertos para secagem do pellet (aproximadamente por 10 minutos). O RNA foi
ressuspendido em 20uL de agua MilliQ e os tubos foram colocados em banho seco

a 55°C por 10 minutos. Os tubos foram homogeneizados e colocados imediatamente
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em banho de gelo, quantificando-se 0 RNA no mesmo dia pelo NanoDrop 2000

(Thermo Scientific). Armazenou-se o RNA em freezer -80°C.

4.7.2 Sintese de cDNA para utilizacago na RT-gPCR como controle

positivo de amostra

Para obtencdo de um controle positivo para ser usado em todas as reacdes de RT-
gPCR, foi realizado a sintese do cDNA, a partir do RNA extraido e dosado,
individualmente, de 5 fémeas infectadas por nanoinjecédo. Apos a sintese, formou-se
um pool com os 5 cDNAs, e este foi aliquotado e utilizado em todas as placas. Para
a sintese do cDNA procedeu-se da seguinte forma: em um microtubo de 0,5mL
adicionou-se 1uL de Random Primers, 250ng/uL (Promega), 1ug de RNA e o volume
final foi completado com agua MilliQ g.s.p 7,0uL. Os tubos foram aquecidos a 70°C
por 5 minutos e resfriados, imediatamente, no gelo por 2 minutos. Posteriormente
centrifugou-se em maxima velocidade para coletar todo o conteudo do tubo e
adicionou-se 2,5uL de tampédo M-MLV RT 5X Buffer (Promega); 2,5uL de dNTPs mix
a 10mM (Invitrogen) e 0,5uL da enzima Transcriptase Reversa M-MLV (Promega)
totalizando-se um volume final de 12,5uL. Os tubos foram homogeneizados
gentiimente e incubados a 37°C por 60 minutos. Posteriormente os tubos foram
incubados a 70°C por 10 minutos. Foi realizada uma diluigédo final de 10 vezes e o

produto formado foi estocado a -20°C para reagdes de qPCR.

4,7.3 Plasmideos DENV

O plasmideo utilizado neste estudo foi cedido pela Universidade Monash, Australia.
O inserto contendo 107 pb da regido UTR do virus, generalista para todos os
sorotipos (1 a 4), foi clonado no vetor pGEM®-T (Promega), com 3000 pares de
bases. O plasmideo foi clonado em Escherichia coli. O estoque do plasmideo foi
recebido ja clonado nas bactérias E. coli, em glicerol 65%. Ressuspendeu-se 100uL
da cultura em 3mL de meio liquido Luria-Bertani (LB) com ampicilina a concentragao
final de 0,1mg/mL, e incubou-se sob agitagdo a 37°C, overnight. Posteriormente,
plagueou-se em meio agar LB com ampicilina (0,1mg/mL) 100uL da cultura com as
bactérias crescidas através de estriamento com alga de platina, e entdo incubou-se
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em estufa a 37°C overnight. Posteriormente foi selecionada uma colbnia isolada,
onde fez-se a PCR de colbnia verificando-se a presenca do inserto, nas seguintes
condi¢oes: a regido UTR foi amplificada utilizando-se os seguintes iniciadores,
DENV-G-F: (5" -AAG GAC TAG AGG TTA GAG GAG ACC C -3’) e DENV-G-R: (5’ -
CGT TCT GTG CCT GGA ATG ATG -3’). As reacgbes foram realizadas no
termociclador automatico Veriti® 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems) nas
seguintes condigdes: desnaturagédo de 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de
desnaturacao 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extenséo a
72°C por 30 segundos, seguidos de uma extensao final de 72°C por 5 minutos. Em
cada reacao adicionou-se 1,5uL de cada primer, forward e reverse (2uM); 1,5uL de
dNTPs (2mM); 1,5uL de Tamp&o 10x (Invitrogen); 0,45uL MgCl, (Invitrogen); 0,2uL
da enzima Taq DNA Polimerase (1U) (Invitrogen) e como amostra adicionou-se uma
parte diretamente da colénia, completando-se com agua livre de nucleases
(QIAGEN) para um volume final de 15uL. Os produtos de amplificacédo foram
separados por eletroforese em gel de agarose (110V) a 1% contendo 2uL de
brometo de etideo 10ug/mL, utilizando o tampao Tris acetato-EDTA (TAE) 1x. O
padrdo de peso molecular usado foi o 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A
amplificagao foi visualizada em transiluminador ultra violeta. Apds a confirmagéao da
presenca do inserto UTR na colbnia, a mesma foi repicada em 3mL de meio liquido
LB com ampicilina (Gibco) a 0,1mg/mL, por 37°C, overnight. Posteriormente,
procedeu-se a extragdo do plasmideo das células através do QlAprep Spin Miniprep
Kit — Qiagen, sendo o DNA plasmidial eluido em 30uL de tamp&o EB. O DNA foi
quantificado pelo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Apos a obtencdo do plasmideo, o mesmo foi cortado com enzimas de restricdo: a
Eco RI (Promega) para a liberagao do inserto e confirmagao da presencga deste e Pst
| (Ludwing Biotec) para a linearizagdo do plasmideo e utilizagdo desse como curva
padrao. Os protocolos utilizados para as enzimas foram: Enzima Pst |, 10uL do DNA
do plasmideo, 2uL do Buffer O, 2uL da enzima, 2uL de BSA e 4,0uL de agua;
Enzima Eco RI, 4uL do DNA do plasmideo, 1,5uL do Buffer H, 1,0uL da enzima,
1,5uL de BSA acetilado e 7,0uL de agua. As reagdes ocorreram em banho seco a
37°C por uma hora. Aplicou-se 2uL dos produtos da reagao para separagcao por
eletroforese em gel de agarose (110v) a 2% contendo 2uL de brometo de etideo
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10ug/mL, utilizando o tampao Tris acetato-EDTA (TAE) 1x. O padrdo de peso
molecular usado foi 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A reacao foi visualizada em
transiluminador ultra violeta. Apds a confirmagéo da linearizagao do plasmideo pela
enzima Pstl, o restante do produto (18uL) foi purificado pelo QIAquick PCR
Purification (Qiagen) e eluido em 50uL de tampé&o EB. O produto foi quantificado em
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e foram feitos os calculos para a quantidade do
numero de moléculas presentes por microlitro. O plasmideo estoque foi aliquotado,

para a realizagao das curvas de diluicdo a cada placa, e estocado a -30°C.

474 RT-qPCR One step

A partir da extracdo de RNA os ensaios Tagman one step RT-gPCR foram
realizados, para a detecg¢ao do virus dengue. O RNA extraido em todas as amostras,
foi diluido na concentragdo de 1ug, no momento em que foram feitas as reagdes
para evitar a degradacdo do RNA. As reagbes foram baseadas na regido UTR
conservada para todos os sorotipos (generalista). Os primers utilizados para a
detecgao dos virus foram: DENV-G-F: (5'-AAG GAC TAG AGG TTA GAG GAG ACC
C -3’), DENV-G-R: (5-CGT TCT GTG CCT GGA ATG ATG -3’), DENV-G-Probe: (5'-
HEX- AAC AGC ATA TTG ACG CTG GGA GAG ACC AGA- BHQ1-3). As reagoes
foram realizadas conforme a seguir: 2,5uL de 4x Tagman® Fast Virus 1-Step Master
Mix (Life Technologies); 0,5uL de cada primer, forward e reverse, a 10uM; 0,25uL de
sonda a 10uM; 2,5uL de RNA a 1ug, adicionando-se agua para biologia molecular
(Sigma) um volume final de 10uL. As reagdes foram realizadas no termociclador de
PCR em tempo real ViiA™ 7 (Applied Biosystems®), nas seguintes condig¢des:
primeiro passo foi a transcrigdo reversa do RNA a 50°C por 6 minutos, seguida da
inativagdo da enzima e desnaturacao inicial a 95°C por 20 minutos e 45 ciclos de
amplificagdo, sendo 95°C por 03 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1

segundo, sendo nesse ultimo passo que os dados foram adquiridos.

Foram utilizados como controles negativos o RNA de mosquito ou pool de larvas néo
infectados pelo virus dengue, além do mix contendo apenas os reagentes da reagao.
Como controle positivo da reagao utilizou-se o pool de cDNA (conforme descrito

acima). A cada placa foi realizada uma nova curva padrdo utilizando-se os
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plasmideos linearizados com a regido UTR, em ftriplicata, nas seguintes dilui¢gdes:
108, 107, 10°,10°, 10* e 10° para a quantificagdo absoluta do virus nas amostras. As
amostras foram analisadas no ViiA™ 7 Software, provido pelo proprio equipamento.
Os valores finais s&o expressos em numeros de cdpias virais contidas em 1ug de
RNA total.

4.8 Analises estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas em dois programas diferentes: SPSS
Statistics e GraphPad Prism®. As analises de fecundidade, fertilidade e
suscetibilidade ao virus dengue foram analisadas no SPSS, utilizando-se como teste
o modelo linear generalizado. Na suscetibilidade o teste utilizado foi o Regresséo
logistica binaria. Ja as anadlises de carga viral, foram analisadas no GraphPad

Prism®, sendo o Mann-Whitney U, o teste utilizado.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencgao de linhagem livre de Wolbachia

Para a obtencdo de um grupo controle com o mesmo background genético da
linhagem com Wolbachia foi necessaria a remogao da bactéria. O tratamento com
antibidtico tetraciclina em mosquitos da colénia, wMelBr, foi utilizado para gerar uma
nova linhagem de laboratério sem Wolbachia, denominada TET. A cada geracao de
tratamento foi realizado o monitoramento da densidade de Wolbachia através de
gPCR, onde pbéde-se observar a diminuicdo do numero de cdépias de Wolbachia a
cada geracédo (Figura 2). Apos trés geragdes consecutivas de tratamento com
tetraciclina, foi possivel observar a completa eliminagdo da Wolbachia na colbnia.
Desde entao é realizado, a cada geragao, o monitoramento por qPCR, para verificar

se a Wolbachia permanece ausente.

A recolonizagao da microbiota foi realizada na col6nia Tet, durante duas geragbes
consecutivas, como parte fundamental para os experimentos de competéncia
vetorial. Todos os experimentos realizados neste trabalho foram conduzidos apoés

€SSe processo.
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Figura 2: Tratamentos com tetraciclina na colonia wMelBr, de A. aegypti, para a eliminagdo de
Wolbachia. O grafico expressa os trés tratamentos realizados, consecutivamente, nas geragdes da
colénia wMelBr, para a obtengdo de um grupo controle com o mesmo background genético que a
colénia com Wolbachia. Cada figura geométrica representa uma Unica fémea adulta de A. aegypti.
wMel AUS: linhagem de mosquitos australianos com Wolbachia; C+: Controle positivo; C-: Controle
negativo. A linha tracejada demonstra o limite entre amostras positivas e negativas.

5.2 Transmissao vertical

5.21 Infecgao oral

Os experimentos de infecgdo oral foram realizados com o objetivo de avaliar se a
transmissao vertical do virus dengue ocorre, como em um sistema natural,
simulando as condi¢des de campo. Assim, virus dengue proveniente de cultivo de
células foi misturado a sangue humano total e os mosquitos foram alimentados
através de alimentadores artificiais. Para esses experimentos foram realizadas as
analises de fecundidade, fertilidade, suscetibilidade e carga viral do virus, para a
geragao parental e a analise da progénie dos parentais infectados. Foram realizadas

duas réplicas bioldgicas, com DENV-4, Experimentos 1 e 2.

Em relagdo a fecundidade pode-se observar que comparando-se Tet e Mel

infectados com o virus, os mosquitos Tet apresentaram maior produgdo de ovos
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(Modelo linear generalizado; W = 51,518; df = 2; P < 0,0001), demonstrando que a
co-infecgdo Wolbachia e o virus pode estar causando um custo bioldgico aos
mosquitos (Figura 3). Quando compara-se mosquitos do grupo controle Mock com
os respectivos grupos infectados, Mel e Tet, tém-se que ambos o0s controles
apresentam maior fecundidade em Tet infectado comparado com Tet Mock (Modelo
linear generalizado; W = 14,887; d.f. = 1, P < 0,0001), e em Mel infectado
comparado com Mel Mock (Modelo linear generalizado; W = 57,059; d.f. = 1; P <
0,0001). Esses resultados reafirmam a possibilidade da infecgéo pelo virus dengue
causar um custo aos aspectos biolégicos do mosquito, independente da infecgao
pela Wolbachia.
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Figura 3: Fecundidade dos mosquitos A. aegypti infectados oralmente com o DENV-4, 20 dias ap6s a
infecgdo (Experimento 1). Cada ponto representa o nimero de ovos proveniente de uma unica fémea.
Os asteriscos mostram a significancia entre os grupos (P < 0,0001, modelo linear generalizado). A
linha vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o intervalo
interquartil.

Na fertilidade, medida pelo niumero de larvas eclodidas, pode-se observar que,
comparando-se mosquitos Tet e Mel infectados, a fertilidade também é maior em
mosquitos Tet (Modelo linear generalizado; W = 292,826; d.f. = 1; P < 0,0001),
sugerindo que a co-infecgdo com Wolbachia e o virus dengue também pode diminuir

o numero de larvas (Figura 4). Quando se compara o controle Mel Mock com o
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grupo infectado Mel, a fertilidade permanece maior no grupo controle (Modelo linear
generalizado; W = 14,976, d.f. = 1; P < 0,0001). Porém, quando se compara o
controle Tet Mock com os mosquitos do grupo Tet infectado a fertilidade € maior nos
mosquitos do grupo infectado (Modelo linear generalizado; W = 27,44, d.f. =1; P <
0,0001). Portanto, em nossas condigdes, a infeccdo pelo virus dengue néo afeta a
fertilidade na auséncia da Wolbachia, estando a infeccéo favorecendo o numero de

larvas viaveis.
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Figura 4: Fertilidade dos mosquitos A. aegypti infectados oralmente com o DENV-4, 20 dias apds a
infeccdo (Experimento 1). Cada ponto representa o numero de larvas proveniente de uma Unica
fémea. Os asteriscos mostram a significancia entre os grupos (P < 0,0001, modelo linear
generalizado). A linha vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical
representam o intervalo interquartil.

Apds as analises de fecundidade e fertilidade, os mosquitos com 20 dias apds o
repasto infectante foram analisados quanto a suscetibilidade ao virus dengue, com o
intuito de verificar se a presenga da Wolbachia interfere nessa infecgao. As taxas de
infecgdo dos mosquitos foram 40,00% (24 em um total de 60) e 45,68% (37 em um
total de 81), em Tet e Mel, respectivamente (Figura 5). As analises foram feitas pelo
teste de Regressao logistica binaria e mostraram n&o haver diferengca na

suscetibilidade dos mosquitos ao virus dengue (W = 2,702; d.f. = 1; P = 0,100), ou
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seja, ndo ha diferenca na porcentagem de mosquitos Tet e Mel infectados,
demonstrando que a Wolbachia nao afetou a taxa de infecgéo.

MOSQUITOS MEL MOSQUITOS TET

DENV-4 DENV-4
ORAL ORAL

mINFECTADOS = NAO INFECTADOS = INFECTADOS = NAO INFECTADOS

Figura 5: Suscetibilidade ao virus dengue entre os mosquitos A. aegypti Tet e Mel, 20 dias apds a
infecgcao oral. O grafico representa a porcentagem de mosquitos que tornaram-se infectados, onde,
Tet n = 60 (24 infectados) e Mel n = 81 individuos (37 infectados). Analises estatisticas ndo apontam
diferencas entre os grupos (P = 0,100; regresséo logistica binaria).

Visto que a suscetibilidade dos mosquitos Tet e Mel ndo foi alterada pela presenga
da Wolbachia, a carga viral dos mosquitos foi analisada, representada pelo numero
de copias virais em cada amostra. Os mosquitos Tet apresentaram uma carga viral
maior quando comparados aos mosquitos Mel (U = 271,0; P = 0,0089; Mann-
Whitney U) (Figura 6). Esse resultado demonstra que, apesar da porcentagem de
mosquitos que se tornam infectados ser igual, a carga viral € maior nos mosquitos
gue nao possuem a Wolbachia, revelando a interferéncia ao virus dengue conferida

pela bactéria.
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Figura 6: Carga viral do virus dengue nos dois grupos de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, da geragao
parental, 20 dias apés a infeccdo oral. (Experimento 1). A carga viral foi determinada por
quantificacdo absoluta, com a utilizacdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue.
Cada ponto representa um Unico individuo. Os asteriscos mostram a significancia entre os grupos (U
=271,0 e P =0,0089). A linha vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical
representam o interquartil. Teste estatistico utilizado, Mann-Whitney U.

Nestes experimentos apesar de um longo periodo apds a infecgdo (20 dias), e
considerando a idade dos mosquitos, estes apresentaram-se saudaveis e
consequentemente tiveram uma boa fecundidade. Portanto, as larvas foram
coletadas em pool de 10 individuos. Apos todas as analises com a geragéo parental,
0os pools de larvas provenientes dos mosquitos positivos para dengue, foram
analisados. Um total de 108 pools, com 773 larvas (379 Tet e 394 Mel), foram
testados quanto a presenga do virus dengue (Figura 7). Neste experimento foram
detectados 4 pools positivos (1 Tet e 3 Mel), onde a carga viral deste pode ser

observada (Figura 8).
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Figura 7: Pools de larvas provenientes de fémeas A. aegypti, Tet e Mel, infectadas oralmente com
DENV-4, 20 dias ap6s a infecgdo oral. Cada pool contém até 10 larvas. Foi analisando um total de
773 larvas (379 Tet e 394 Mel).
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Figura 8: Carga viral de pools de larvas de A. aegypti positivos para dengue, infectados oralmente
com DENV-4, 20 dias ap6s a infec¢éo oral dos parentais. Cada forma geométrica representa um pool
de larvas. Cada pool contém até 10 larvas.

O Experimento 2 foi uma réplica com menor numero de mosquitos (Tet n = 11 e Mel
n = 17) e nao foi detectado nenhum mosquito positivo para o virus dengue (taxa de

infeccdo de 0% em Mel e Tet). Nenhuma andlise foi realizada com esse

68



experimento, porém os resultados encontrados confirmam os do Experimento 1, que
mostrou uma baixa taxa de infecgdo nos mosquitos, sendo necessario um grande
numero de amostras para se obter uma quantidade representativa de mosquitos

positivos.

5.2.2 Infecgoes artificiais

Uma vez que as infeccdes orais nao demonstraram um alto indice de transmissao
vertical do virus dengue, foram realizadas as infecgdes artificiais (nanoinjegcdes
intratoracicas) com o intuito de aumentar a carga viral das infecgées nos mosquitos
de forma a favorecer a ocorréncia da transmissao vertical. Uma vez que o virus nao
necessita passar pela barreira do intestino, sendo injetado diretamente na hemolinfa,

estima-se que seja mais facil os ovarios se tornarem infectados.

As nanoinjegbes normalmente causam danos aos mosquitos por ser um meétodo
invasivo de infecgdo, e desta forma repercute na sobrevivéncia dos mosquitos ao
longo do experimento. Fatores como, a experiéncia do profissional nas aplicagées, o
preparo adequado das agulhas e o manuseio cauteloso, porém rapido, dos
mosquitos, representaram um grande obstaculo no sucesso das infecgbes e
sobrevivéncia dos mosquitos. Apesar de nestes experimentos a sobrevivéncia
necessaria dos mosquitos para as coletas dos ovos ser menor (11 dias ap6s a
infeccao), em relagcédo aos experimentos de infecgao oral (20 dias apds a infecgéo), a

taxa de mortalidade foi maior comparado aos mosquitos infectados oralmente.

Para esses experimentos foram avaliados a fecundidade, fertilidade e a carga viral
entre 0os mosquitos parentais, e a porcentagem de pools infectados no pool de
larvas. A suscetibilidade ao virus dengue nao foi avaliada nesses experimentos, pois
a taxa de infeccdo variou em torno de 99% em todos os experimentos. Foram
realizadas nanoinje¢gdes com os virus DENV-1, -3 e -4, onde realizou-se, uma réplica
biologica com o DENV-1, uma réplica biolégica com o DENV-3 e trés réplicas
biolégicas com o DENV-4 (Experimento 1-3).
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5.2.2.1 Nanoinjegées com o virus dengue 1

Nas infeccbes com DENV-1 ao comparar a fecundidade entre os dois grupos
infectados, observou-se um maior numero de ovos nos mosquitos com Wolbachia
(Modelo linear generalizado, W = 33,386; d.f. = 1, P < 0,0001) onde, nesse
experimento, a co-infecgdo da Wolbachia com o virus favoreceu a produgao de ovos
(Figura 9). O mesmo ocorreu em relacdo a fertilidade (Figura 10), onde os
mosquitos com Wolbachia apresentaram um maior numero de larvas comparado
com o grupo Tet (Modelo linear generalizado, W = 22,629; d.f. = 1; P < 0,0001).
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Figura 9: Fecundidade dos mosquitos A. aegypti infectados por nanoinje¢des com DENV-1, 11 dias
apos a infecgdo. Cada ponto representa o total de ovos provenientes de uma Unica fémea. Os
asteriscos mostram a significancia entre os grupos (Modelo linear generalizado; W = 33,386; d.f = 1;
P < 0,0001). A linha vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical
representam o intervalo interquartil.

70



FERTILIDADE

@ 1207 : ek :

S 1001

©

o 80

T 60"

O B

a-_) 40- o0e® _-_-

E 20- ® : :

= eole . Ly

Z 0- LX) 'Y o ]
Tet Mel
=28 n= 48

Dengue 1

Figura 10: Fertilidade dos mosquitos A. aegypti infectados por nanoinje¢gdes com o DENV-1, 11 dias
apos a infecgdo. Cada ponto representa o nimero de larvas provenientes de uma unica fémea. Os
asteriscos mostram a significancia entre os grupos (Modelo linear generalizado; W = 22,629; d.f. = 1;
P < 0,001). A linha vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical
representam o intervalo interquartil.

Em um periodo de 11 a 13 dias apdés a infecgdo, as taxas de infecgdes dos
mosquitos foram de Tet = 100% e Mel = 95,65% (1 mosquito ndo infectado em um
total de 23 individuos), onde, entre os mosquitos infectados nao apresentou
diferenga significativa entre os grupos (Mann-Whitney U; U = 215,0; P = 0,2862),
sendo assim, nesse experimento a Wolbachia nao interferiu na infecgdo ao DENV-1
(Figura 11).
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Figura 11: Carga viral do virus dengue nos grupos de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, da geracao
parental, 11 dias apds as nanoinje¢des. A carga viral foi determinada por quantificagao absoluta, com
a utilizagdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um Unico
individuo. “ns” representa nao significativo (Mann-Whitney U, U = 215; P = 0,2862). A linha vermelha
horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.

Os pools de larvas provenientes de mosquitos infectados com DENV-1, foram
processados e analisados quanto a infeccdo pelo virus dengue. Foram analisados
um total de 265 pools, totalizando 1.050 larvas (277 Tet e 773 Mel). Foram
encontrados um total de 4 pools positivos (1 Tet e 3 Mel) no experimento (Figura
12).

POOL DE LARVAS - MEL POOL DE LARVAS - TET
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Figura 12: Pools de larvas provenientes de fémeas A. aegypti, Tet e Mel, infectadas por nanoinje¢des
intratoracicas com DENV-1, de 11 a 13 dias ap6s a infec¢do. Cada pool contém até 5 larvas. Foram
analisados um total de 1050 larvas (277 Tet e 773 Mel).
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5.2.2.2 Nanoinje¢ées com o virus dengue 3

Nas infecgdes com DENV-3, ao comparar-se a fecundidade e fertilidade, as analises
mostraram n&o haver significancia em relacdo a estes aspectos (Modelo linear
generalizado; W = 0,768; d.f. = 1, P = 0,381) (Figura 13) e (Modelo linear
generalizado; W = 1,453; d.f. = 1; P = 0,228) (Figura 14), respectivamente. Ou seja,
a Wolbachia nao afetou esses parametros reprodutivos do hospedeiro na condi¢gao

testada de infegdo com DENV-3.

Em um periodo de 11 a 13 dias apds a infeccdo, as taxas de infecgdes dos
mosquitos foram de, Tet = 100% e Mel = 96,87% (1 mosquito ndo infectado/ em um
total de 32 individuos). A analise da carga viral entre os grupos também nao
demonstrou diferenga significativa (Mann-Whitney U; U = 266,0; P = 0,5757),
mostrando que a Wolbachia nao interfere na infeccdo ao DENV-3, nessas condi¢des
(Figura 15).
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Figura 13: Fecundidade dos mosquitos A. aegypti infectados por nanoinjegbes com DENV-3, 11 dias
apos a infecgdo. Cada ponto representa o total de ovos provenientes de uma unica fémea. “ns”
representa nao significativo (Modelo linear generalizado; W = 0,768; d.f. = 1; P = 0,381). A linha
vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o intervalo
interquartil.
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Figura 14: Fertilidade dos mosquitos A. aegypti infectados por nanoinje¢gdes com o DENV-3, 11 dias
apos a infecgdo. Cada ponto representa um Unico individuo. “ns” representa nao significativo (Modelo
linear generalizado; W=1,453; d.f. =1; P=0, 228). A linha vermelha horizontal representa a
mediana e as linhas pretas na vertical representam o intervalo interquartil.
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Figura 15: Carga viral do virus dengue nos grupos de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, da geracao
parental, 11 dias apds as nanoinje¢des. A carga viral foi determinada por quantificagéo absoluta, com
a utilizagao de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um unico
individuo. “ns” representa nao significativo (Mann-Whitney U; U = 266,0; P = 0,5757). A linha
vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.
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Os pools de larvas provenientes dos mosquitos infectados com DENV-3, foram
processados e analisados quanto a infeccédo pelo virus dengue. Foram analisados
um total de 141 pools, totalizando 597 larvas (211 Tet e 386 Mel). Foi encontrado

somente 1 pool positivo (Mel) no experimento (Figura 16).

POOLS DE LARVAS - MEL

DENV-3
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Figura 16: Pools de larvas provenientes de fémeas A. aegypti, Tet e Mel, infectadas por nanoinjegbes
intratoracicas com DENV-3, de 11 a 13 dias ap6ds a infecgdo. Cada pool contém até 5 larvas. Foram
analisados um total de 597 larvas (211 Tet e 386 Mel).

5.2.2.3 Nanoinjegcdes com o virus dengue 4

Para os experimentos com Dengue 4 foram realizadas 3 réplicas biologicas
(Experimento 1-3). As analises estatisticas demonstraram que os experimentos n&o
poderiam ser avaliados em conjunto, pois as réplicas apresentaram um fator
significante entre si, demonstrando que a variagao entre os experimentos foi alta e
por isso ndo poderiam ser avaliadas em conjunto (Modelo linear generalizado; W =
14,479; d.f. = 2; P = 0,001). Em relagdo a fecundidade, todos os experimentos
apresentaram-se significativos quanto ao aumento no numero de ovos dos
mosquitos Tet comparados com os mosquitos Mel, onde: Experimento 1 (W =
32,053; d.f. = 1; P < 0,0001); Experimento 2 (W = 49,201; d.f. = 1; P < 0,0001) e
Experimento 3 (W = 8,597; d.f. = 1; P < 0,003) (Figura 17). As analises de fertilidade
e fecundidade foram analisadas pelo teste de modelo linear generalizado.
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Quanto a fertilidade, o Experimento 1 e 3 também apresentaram um maior numero
de larvas no grupo Tet em relagédo ao grupo Mel, Experimento 1 (W = 32,85; d.f. = 1;
P < 0,0001) e Experimento 3 (W = 51,89; d.f. = 1; P < 0,0001). Ja no Experimento 2,
essa diferenga ndo ocorreu (W = 0,21; d.f. = 1; P = 0,647), ndo havendo diferengas
entre os grupos, o que pode ser atribuido ao numero reduzido de fémeas no grupo
Tet (Figura 18).
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Figura 17: Fecundidade dos mosquitos A. aegypti infectados por nanoinjegcdes com DENV-4, 11 dias
apos a infecgdo, em 3 experimentos independentes. Cada ponto representa um Unico individuo. Os
asteriscos mostram a significancia entre os grupos, sendo Exp 1 (Modelo linear generalizado, W =
32,053; d.f. = 1; P < 0,0001); Exp 2 (Modelo linear generalizado, W = 49,201; d.f. = 1; P < 0,0001) e
Exp 3 (Modelo linear generalizado; W = 8,597; d.f. = 1; P = 0,003). A linha vermelha horizontal
representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o intervalo interquartil.
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Figura 18: Fertilidade dos mosquitos A. aegypti infectados por nanoinjegdes com DENV-4, 11 dias
apos a infecgdo, em 3 experimentos independentes. Cada ponto representa um unico individuo. Os
asteriscos mostram a significancia entre os grupos e "ns” corresponde a nao significativo, sendo: Exp
1 (Modelo linear generalizado; W = 32,85; d.f. = 1; P < 0,0001); Exp 2 (Modelo linear generalizado, W
=0,21; d.f. =1; P =0,647) e Exp 3 (Modelo linear generalizado, W = 51,89; d.f. = 1; P < 0,0001). A
linha vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o intervalo
interquartil.

Em um periodo de 11 a 13 dias apds a infeccdo, as taxas de infecgdes dos
mosquitos nos experimentos foram as seguintes: Experimento 1, Tet = 100% e Mel =
100%, Experimento 2, Tet = 100% e Mel = 96,3% (1 mosquito nao infectado/em um
total de 27 individuos) e Experimento 3, Tet = 100% e Mel = 100%. Quanto a carga
viral, os experimentos foram diferentes entre si, sendo: o Experimento 1, nao
apresentou diferenga nas quantidades de virus entre os grupos Tet e Mel (U= 200,0;
P = 0,6858); no Experimento 2, o grupo Tet teve uma maior carga viral em relagéao
ao grupo Mel (U = 45,0; P = 0,007) e no Experimento 3, o grupo Tet também
apresentou uma maior carga viral em relagéo ao grupo Mel (U = 208,0; P = 0,0432),
porém menos significativa que o Experimento 2 (Figura 19). Todos os experimentos

foram avaliados pelo teste Mann-Whitney U.
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Figura 19: Carga viral do virus dengue nos grupos parentais de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, 11
dias apds as nanoinjegbes, em 3 experimentos independentes. A carga viral foi determinada por
quantificagdo absoluta, com a utilizacdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue.
Cada ponto representa um unico individuo. Os asteriscos mostram a significancia entre os grupos,
sendo: Exp 1 (Mann-Whitney U; U = 200,0, P = 0,6858); (Mann-Whitney U; U = 45,0, P=0,007) e Exp
3 (Mann-Whitney U; U = 208,0; P = 0,0432). A linha vermelha horizontal representa a mediana e as
linhas pretas na vertical representam o interquartil.

Os pools de larvas provenientes dos mosquitos infectados com DENV-4, foram
processados e analisados quanto a infeccéo pelo virus dengue. Foram analisados
um total de 331 pools, totalizando 1.510 larvas (710 Tet e 800 Mel). Foram
encontrados um total de 8 pools positivos nos experimentos, onde: no Experimento
1, detectou-se 4 pools positivos (3 Tet e 1 Mel) (Figura 20); no Experimento 2,
detectou-se 2 pools positivos (2 Mel) (Figura 21) e no Experimento 3, detectou-se 2

pools positivos (1 Tet e 1 Mel) (Figura 22).
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Figura 20: Pools de larvas provenientes de fémeas A. aegypti, Tet e Mel, infectadas por nanoinjecbes
intratoracicas com DENV-4, de 11 a 13 dias apods a infecgéo, experimento 1. Cada pool contém até 5
larvas.
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Figura 21: Pools de larvas provenientes de fémeas A. aegypti, Mel, infectadas por nanoinjegbes
intratoracicas com DENV-4, de 11 a 13 dias ap6s a infecgéo, experimento 2. Cada pool contém até 5
larvas. Nao foi detectado pools positivos Tet neste experimento.
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Figura 22: Pools de larvas provenientes de fémeas A. aegypti, Tet e Mel, infectadas por nanoinjegbes
intratoracicas com DENV-4, de 11 a 13 dias apds a infec¢éo, experimento 3. Cada pool contém até 5
larvas.
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5.2.2.4 Carga viral dos pools positivos por nanoinjegoes

Ao agrupar todos os pools positivos, dos experimentos de nanoinjegdes, para uma
analise global do numero de cépias virais, pode-se observar que 0Ss pools
provenientes de fémeas infectadas com DENV-4 apresentam maior carga viral em

relagéo aos outros sorotipos (Figura 23).
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Figura 23: Carga viral de pools de larvas de A. aegypti positivos para dengue, infectados através de
nanoinjecbes com DENV-1, -3 e -4. Cada forma geométrica representa um pool de larvas, de
experimentos diferentes, diferenciados pelas cores, onde: vermelho representa DENV-1; verde
representa DENV-3 e azul representa DENV-4.

5.2.2.5 Nanoinjecdes em A. albopictus com o virus Dengue 3 e 4

Em paralelo as infecgdes nos mosquitos A. aegypti também realizou-se algumas
infeccbes com os mosquitos A. albopictus, que apesar de nao ser o foco desse
trabalho, é tido na literatura como um vetor que apresenta taxas de transmissao
vertical mais elevadas (BUCKNER et al., 2013; CASTRO et al., 2004; LEE; ROHANI,
2005). O mosquito A. albopictus é infectado naturalmente pela Wolbachia na
natureza, porém neste experimento nao realizou-se comparagdes com o controle

sem a Wolbachia, uma vez que esse nao era o foco do estudo.

A fecundidade e fertilidade dos mosquitos foi comparada entre infeccdbes com dois
sorotipos diferentes DENV-3 e DENV-4. Os mosquitos A. albopictus apresentaram
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uma alta mortalidade apds as nanoinje¢des o que reduziu significativamente o
numero de individuos. Devido ao baixo numero de amostras nao foi possivel aplicar
nenhuma analise estatistica (Figura 24). Entretanto, pode-se observar que os
mosquitos infectados com o DENV-3, mesmo em pequeno numero, apresentam uma
mediana de numero de ovos e larvas mais elevada, quando comparada as infec¢des
com DENV-4, podendo demonstrar uma possivel diferenga nos parametros

reprodutivos em relagao ao sorotipo.
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Figura 24: Fertilidade e fecundidade dos mosquitos A. albopictus infectados por nanoinje¢gdes com o
DENV-3 e -4. Cada ponto representa um unico individuo. A linha vermelha horizontal representa a
mediana e as linhas pretas na vertical representam o intervalo interquartil.
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Em um periodo de 11 a 13 dias apds a infecgdo os mosquitos A. albopictus
apresentaram uma taxa de infecgdo de 100% nas infeccbes com DENV-3 e -4.
Quanto a carga viral ndo houve diferengas entre os grupos (Mann-Whitney U; U =
52,0; P = 1,00), porém quando compara-se a carga viral destes com as infecgdes
com A. aegypti pode-se observar que estas foram ligeiramente mais elevadas
(Figura 25).
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Figura 25: Carga viral do virus dengue nos grupos parentais de mosquitos A. albopictus, em 2
experimentos independentes. A carga viral foi determinada por quantificagdo absoluta, com a
utilizagdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um Unico
individuo. “ns” representa nao significativo (Mann-Whitney; U = 52,0; P = 1,00). A linha vermelha
horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.

Os pools de larvas provenientes dos mosquitos infectados com DENV-3 e -4, foram
processados e analisados quanto a infecgéao pelo virus dengue. Nas infec¢gdes com
DENV-3, foram analisados um total de 27 pools, totalizando 149 larvas. Foram
encontrados 2 pools positivos (7,41%). Nas infeccbes com DENV-4, foram
analisados um total de 52 pools, totalizando 262 larvas (Figura 26). Foram
encontrados 15 pools positivos no experimento (28,84%), demonstrando que a taxa
de transmissao vertical do virus dengue € bem mais elevada em A. albopictus

comparado ao vetor A. aegypti (Figura 27).
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Figura 26: Pools de larvas provenientes de fémeas A. albopictus, infectadas por nanoinje¢des
intratoracicas com DENV-3 e -4, de 11 a 13 dias apds a infecgdo. Cada pool contém até 5 larvas.
Foram analisados um total de 149 larvas, para DENV-3, e 262 larvas, para DENV-4,
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Figura 27: Carga viral de pools de larvas de A. albopictus positivos para dengue, infectados através
de nanoinjegdes com DENV-3 e -4. Cada forma geométrica representa um pool de larvas, contendo
até 5 larvas.

5.3 Deteccgéao de virus dengue nos ovarios

Apds a analise da infeccdo dos mosquitos parentais e dos pools de larvas
provenientes destes, os ovarios foram dissecados, para avaliar se a Wolbachia
influencia na propor¢do destes que se tornam infectados. Os ovarios sao

considerados o0 6rgao chave da transmissao vertical, e portanto, se a Wolbachia
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influenciar na infecgdo destes pelo virus dengue, possivelmente tera alguma

repercussao no que diz respeito a transmissao do virus verticalmente.

5.3.1 Ovarios na infecgao oral

Ovarios foram dissecados, 20 dias apds o repasto infectante, para avaliagdo da
infeccao pelo virus dengue. Foi realizada a infecgdo oral com os sorotipos DENV-3 e
DENV-4. Na infecgdo com DENV-3, a taxa de infecgdo dos ovarios foi de 91,30% e
53,57%, em Tet e Mel, respectivamente. Quanto a suscetibilidade dos ovarios a
infecgdo pelo virus dengue, a infecgdo com Wolbachia reduz significativamente as
chances da infec¢do do virus dengue (Regresséo logistica binaria, W = 7,055; d.f. =
1, P = 0,008) (Figura 28). A carga viral foi analisada onde na infecgdo com DENV-3
nao houve diferenga entre os grupos (Mann-Whitney U; U = 59,0; P = 0,0545),
porém a mediana do numero de copias virais apresentou-se maior no grupo Tet,

5.014, quando comparada ao grupo Mel, 1.851 (Figura 29).
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Figura 28: Suscetibilidade entre os ovarios de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, ao DENV-3 infectado
através de infecgao oral. O grafico representa a proporgéo de ovarios que tornaram-se infectados,
onde: Mel n =28 (15 infectados) e Tet n = 23 (2 infectados). A Wolbachia reduz significativamente as
chances de infecgdo dos ovarios pelo DENV-3 (Regresséo logistica binaria, W = 7,055; d.f. = 1; P =
0,008)
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Figura 29: Carga viral do virus dengue nos ovarios de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, infectados
oralmente com o virus dengue 3. A carga viral foi determinada por quantificagdo absoluta, com a
utilizacdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um Unico
ovario. “ns” representa néo significativo, (Mann-Whitney; U = 59,0; P = 0,0545). A linha vermelha
horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.

Na infeccao com DENV-4, a taxa de infecgdo dos ovarios foi de 76,19% e 25%, em
Tet e Mel, respectivamente. Quanto a suscetibilidade dos ovérios a infeccéo pelo
virus dengue, a Wolbachia também reduz significativamente as chances da infec¢ao
do virus dengue (Regresséo logistica binaria, W = 11,92; d.f. = 1; P = 0,001) (Figura
30). A carga viral foi maior no grupo Tet (Mann-Whitney; U = 4,0; P = 0,0003),
demonstrando que a Wolbachia nao sé influencia na propor¢do de ovarios

infectados com também na quantidade de virus presentes nestes (Figura 31).
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Figura 30: Suscetibilidade entre os ovarios de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, ao DENV-4 infectado
através de infecgao oral. O grafico representa a proporgédo de ovarios que tornaram-se infectados,
onde: Mel n =32 (8 infectados) e Tet n = 21 (16 infectados). A Wolbachia reduz significativamente as
chances de infecgdo dos ovarios pelo DENV-4 (Regressao logistica binaria, W = 11,92; df. = 1; P =
0,001).
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Figura 31: Carga viral do virus dengue nos ovarios de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, infectados
oralmente com o virus dengue 4. A carga viral foi determinada por quantificacdo absoluta, com a
utilizagdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um unico
ovario. Os asteriscos representam a significancia, (Mann-Whitney U; U = 4,0; P = 0,0003). A linha
vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.

Os mosquitos do grupo Mel co-infectados com a Wolbachia e o virus, apresentaram
alteragées morfoldgicas nos ovarios, em cerca de 20% dos mosquitos. No grupo Tet
infectado, ndo foram observadas tado frequentemente estas alteragdes, sendo
visualizado em apenas 1 mosquito destes experimentos. Dentre estas alteragoes,
encontramos ovarios com ovos arredondados e ligeiramente menores e alteragbes
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nas formas dos ovarios (um normal com ovos maduros e o outro de menor tamanho
com ovos arredondados e ndo desenvolvidos). Também observamos ovos ja
melanizados com formato normal. Este novo fendétipo identificado principalmente na
co-infecgdo entre a Wolbachia e o virus dengue ainda ndo foi descrito e mais
experimentos necessitam ser realizados para a sua melhor caracterizagéo (Figura
32).
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Ovarios imaturos Ovarios maduros
(sem repasto sanguineo) (72 horas apés repastoe sanguineo)
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Figura 32: Ovarios de mosquitos A. aegypti com Wolbachia. A) Ovarios sem infecgdo com virus
dengue, imaturos (sem repasto sanguineo) e maduros (72 horas apds repasto sanguineo) e B)
Ovarios com alteragdes morfoldgicas, visualizadas 20 dias apds repasto infectante com DENV-4.
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5.3.2 Ovarios na infeccao artificial

Ovarios foram dissecados, 10 dias apds as nanoinjec¢des, para avaliagao da infecgao
pelo virus dengue. As inje¢des foram realizadas com os sorotipos DENV-1 e DENV-
4. Nas infecgdes com DENV-1 a taxa de infecgdo dos ovarios foi de 100% e 95%,
em Tet e Mel, respectivamente. A carga viral foi analisada entre os grupos Tet e Mel,
onde na infecgcdo com DENV-1 o grupo Tet infectado apresentou maior nimero de
copias virais (Mann-Whitney U; U = 116,0; P = 0,0389) (Figura 33). Na infecgdo com
DENV-4, a taxa de infec¢cdo dos ovarios foi de 90,47% e 100%, em Tet e Mel,
respectivamente. A carga viral foi maior no grupo Tet (Mann-Whitney U; U = 97,0; P
= 0,0057), demonstrando que a Wolbachia influencia na infeccdo dos ovarios
(Figura 34).

Nestes experimentos de nanoinje¢cdes também foram possiveis observar as
alteragbes morfoldgicas presentes nos ovarios conforme as acimas citadas. Estando
presente em 20% do grupo Mel infectado. Porém nesses experimentos n&o foi
possivel a visualizagéo das alteragdes no grupo Tet infectado.
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Figura 33: Carga viral do virus dengue nos ovarios de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, infectados por
injecbes com o virus dengue 1. A carga viral foi determinada por quantificagdo absoluta, com a
utilizagdo de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um Unico
ovario. O asterisco representa a significancia, (Mann-Whitney U; U = 116,0; P = 0,0389). A linha
vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.
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Figura 34: Carga viral do virus dengue nos ovarios de mosquitos A. aegypti, Tet e Mel, infectados por
injecdes com o virus dengue 4. A carga viral foi determinada por quantificacdo absoluta, com a
utilizacao de plasmideos contendo um fragmento do virus dengue. Cada ponto representa um Unico
ovario. Os asteriscos representam a significancia, (Mann-Whitney U; U = 97,0; P = 0,0057). A linha
vermelha horizontal representa a mediana e as linhas pretas na vertical representam o interquartil.
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6 DISCUSSAO
6.1 Metodologias utilizadas

Para a padronizagdo de uma metodologia adequada para avaliar a transmisséo
vertical através de infecgdo oral, alguns fatores foram limitantes. A primeira réplica
biolégica do experimento foi realizada com uma quantidade inicial de mosquitos
bastante grande, correspondendo a centenas de mosquitos. Apesar de ser uma
quantidade representativa de mosquitos, pudemos observar que, ao longo do
experimento as quantidades decairam exponencialmente em cada etapa da
metodologia (primeiro e segundo repasto, e oviposi¢éo individual) e, além disso, na
etapa de secagem dos ovos, onde alguns ovos ndo eclodiram. Ao fim do
experimento restaram apenas 60 mosquitos Tet e 81 mosquitos Mel. Este fato, foi o
maior obstaculo encontrado nos experimentos de infecgao oral, com a dificuldade
em se obter uma quantidade representativa final de mosquitos infectados.
Confirmando essa dificuldade, o segundo experimento, de menor propor¢gao, nao
apresentou mosquitos positivos para o virus dengue, em nenhum dos grupos. Este
fato realca a necessidade da utilizagdo de uma grande quantidade de mosquitos

inicial.

A estratégia de infeccdo para a metodologia de nanoinjegbes intratoracicas foi
utilizado, onde apesar do método de infecgao ser artificial, ndo invalida o objetivo do
estudo, que é de avaliar se a Wolbachia influenciaria na transmisséao vertical do virus
dengue, assim como no bloqueio da infecgdo. As infec¢des artificiais foram
realizadas com o intuito de garantir que a infecgdo ocorra, de forma a induzir a
transmissao vertical. Essa indugéo se baseia no fato de que as inje¢cdes ocorreram
diretamente na hemolinfa dos mosquitos, dificultando a agdo de grande parte das
defesas primarias do mosquito frente as infec¢des (barreiras bioldgicas e ativagao
do sistema imune). Varios trabalhos tém utilizado nanoinjegdes intratoracica para
infeccbes com o virus dengue (FRANZ et al., 2006; JOSHI et al., 2002; MOREIRA et
al., 2009; OSBORNE et al., 2012).

6.2 Fecundidade e fertilidade
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A fecundidade e fertilidade nos mosquitos infectados com DENV-4, oralmente,
apresentou-se mais elevada nos mosquitos nao infectados com a Wolbachia,
quando ambos estavam infectados com o virus dengue (Figuras 3 e 4). A
comparagao dos controles Mock, também demonstrou que a infecgdo com o virus
dengue causa uma diminuicdo nos parametros reprodutivos (exceto na fertilidade
em Mock Tet), ndo necessariamente correlacionado com a presenca da Wolbachia.
Em resumo, a fecundidade e fertilidade sdo alteradas nos mosquitos co-infectados

com Wolbachia e o virus dengue ou apenas infectados com o virus.

Nos experimentos de infecgdo por nanoinjegdes os resultados referentes a
fecundidade e fertilidade foram diversos entre si (Figuras 9, 10, 13, 14,17 € 18). Em
outros trabalhos, infecgdes orais com DENV-1, demonstraram n&o haver um custo
associado a infecgdo, em mosquitos A. aegypti (BUCKNER et al., 2013) e infecgbes
intratoracicas com DENV-3 em fémeas de mosquitos A. aegypti demonstrou que a
fecundidade e fertilidade das fémeas infectadas foram diminuidas (JOSHI et al.,
2002). Uma analise global entre os experimentos de gendtipos diferentes, podemos
observar a existéncia de padroes de resposta as infecgdes diferentes entre si,
demonstrando ser especifica de cada isolado, ja que nao pode-se estabelecer uma

correlagdo com a dose de PFU injetados e o efeito ocasionado.

Os resultados de associagdo positiva da fecundidade e fertilidade, com a auséncia
da Wolbachia e/ou do virus dengue, estdo em acordo com outros estudos, que
demonstram haver um custo no fitness do hospedeiro quando este apresenta-se
infectado com cepas especificas de Wolbachia ou com o virus dengue. Por exemplo,
a cepa wMelPop é considerada uma cepa virulenta ao mosquito interferindo
drasticamente no fitness e na sobrevivéncia deste (MCMENIMAN et al., 2009), e a
cepa wMel apesar de ser considerada benigna, também causa um custo na
fecundidade (TURLEY et al., 2013). Ja foi descrito que a Wolbachia é capaz de
influenciar também a fertilidade e fecundidade em D. simulans naturalmente
infectadas, em fémeas (SNOOK et al., 2000) e em machos, reduzindo a habilidade
competitiva dos espermatozoides, o que influencia diretamente na fertilidade
(CHAMPION DE CRESPIGNY; WEDELL, 2006). Mosquitos A. albopictus

transfectados com a cepa wPip (CALVITTI et al., 2010) e mosquitos C. pipiens, com
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alta densidade de Wolbachia (DURON et al., 2006), também tiveram a fecundidade

reduzida.

Os efeitos da infeccdo ao virus dengue sado incoerentes na literatura. Em
concordancia com o0s nossos resultados Maciel-de-freitas e colaboradores
demonstraram que fémeas de A. aegypti desafiadas com DENV-2 apresentaram
uma diminuigdo na taxa de longevidade e fecundidade (MACIEL-DE-FREITAS et al.,
2011). Por outro lado, um recente estudo realizado com mosquitos A. aegypti
infectados naturalmente por repastos sanguineos em pacientes positivos para
dengue, no Vietham, demonstrou que a infecgdo pelo virus da dengue causa um
efeito minimo na sobrevivéncia dos mosquitos e portanto provavelmente nao
afetando os outros aspectos bioldgicos (CARRINGTON et al., 2015). Em resumo, 0s
estudos acerca da interagao patdogenos/hospedeiro apresentam resultados variaveis
no que diz respeito aos aspectos reprodutivos e devem ser avaliados de acordo com

o contexto do estudo.

Efeitos no fitness do hospedeiro sdo importantes principalmente no contexto da
utilizacdo da Wolbachia como estratégia de controle da dengue, e particularmente
neste caso, na transmissao vertical do virus dengue. Efeitos podem influenciar tanto
no contexto da Wolbachia quanto no contexto de transmissdo do virus. As
alteragdes nos parametros reprodutivos do mosquito podem afetar a distribuicao da
Wolbachia na populagdo, uma vez que a Wolbachia é transmitida maternalmente
e/ou a capacidade do hospedeiro em transmitir o virus, portanto, influenciado
diretamente na probabilidade do virus ser transmitido verticalmente. Assim nos
nossos experimentos, a co-infecgdo da Wolbachia e do virus reduzir a quantidade de
ovos e larvas produzidos, trazem um beneficio para a menor ocorréncia da

transmissao vertical.

6.3 Infeccdao dos mosquitos e carga viral

Esperavamos que os mosquitos que tivessem uma menor carga viral tivessem uma
menor chance de causar a transmissao vertical. Apds cerca de 20 dias do repasto
sanguineo infectante, a Wolbachia ndo alterou a suscetibilidade dos mosquitos ao
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virus dengue (Figura 5). Por outro lado, ao avaliarmos a carga viral dos mosquitos,
pudemos observar que houve uma diferenga significativa quanto ao numero de
copias virais presentes nos grupos, ocorrendo a interferéncia a patdgenos
promovida pela Wolbachia (Figura 6). Em relagdo as nanoinjegdes, a suscetibilidade
foi alta (acima de 90% em todos os experimentos) representando que o efeito da
Wolbachia em bloquear a infecgao foi sobrecarregado. Observamos a interferéncia a
patdgenos promovida pela Wolbachia apenas nas infeccbes com DENV-4 (Figuras
11,15 e 19).

O fendtipo de interferéncia a patégenos ja € conhecido e caracterizado com o virus
dengue e a Wolbachia (BIAN et al., 2010; MOREIRA et al., 2009; WALKER et al.,
2011). E importante mencionar, que a cepa wMel n&o promove o bloqueio total ao
virus, e sim o bloqueio parcial (MOREIRA et al., 2009). Um aspecto importante
nessa analise € a carga viral, contida nas glandulas salivares, necessaria para
infectar um individuo. O fato do mosquito estar infectado nao necessariamente
ocasiona na transmissao do virus durante um repasto, podendo assim, a Wolbachia
influenciar na redugcdo da infecgdo pela diminuicdo da carga viral. Assim foi
demostrado por Mousson e colaboradores, onde a Wolbachia em mosquitos A.
albopictus n&o afeta a replicagdo do virus mas reduz a infecgao viral nas glandulas
salivares limitando a transmissdo (MOUSSON et al.,, 2012). Além disso, nas
glandulas salivares ha uma alta densidade de Wolbachia, constituindo um forte sitio
de interacdo entre Wolbachia e o virus (FRENTIU et al., 2014; WALKER et al.,
2011). Por isso, destacamos a necessidade de um estudo mais ampliado, em que a
saliva dos mosquitos, de ambos os tratamentos, seja analisada quanto a presenga
do virus dengue (HADDAD et al., 2012).

A interferéncia a patdégenos promovida pela Wolbachia, esta associada com a
interacado entre a bactéria e o virus, sendo o intestino, um sitio de ampla interagao. A
densidade da bactéria quando transfectada artificialmente em A. aegypti, em cepas
especificas, se encontra maior no intestino, ovarios e glandulas salivares, sendo
estas as interagbdes mais importantes no bloqueio a patégenos (MOREIRA et al.,
2009; WALKER et al., 2011). Porém, outros tecidos que a Wolbachia também esta

presente, como, corpo gorduroso, tubulos de Malpighi e tecidos nervosos, também
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ocorrem interagbes e impacta no bloqueio do virus. Desta forma, essa interagao
pode ser bastante diminuida quando a forma de infec¢do é através das
nanoinjegdes, por serem aplicadas diretamente na hemolinfa do mosquito. Por isso a
analise do mosquito inteiro, pode ndo demonstrar a interferéncia a patdégenos
conferida pela Wolbachia, podendo ocorrer, por exemplo, a inibigdo da presenga do
virus nas gléndulas salivares. A dindmica de infecgdo dos diferentes isolados,
também & um aspecto importante a ser considerado nas infecgbes (SALAZAR et al.,
2007). Ainda existe pouca informagao sobre a dindmica e tropismo dos diferentes
genotipos no corpo do mosquito, tdo pouco, através de infecgdes por nanoinjegoes.
O tropismo do virus possui uma importante correlacdo com a distribuicdo da
Wolbachia nos diferentes tecidos do mosquito ja que esta interagéo esta diretamente

relacionando com o bloqueio da infecgao.

Por outro lado, nos sorotipos DENV-1 e -3, nao foi possivel observar diferengcas na
carga viral entre os grupos. Especificamente, o DENV-3, pode ter tido uma boa
interagdo com as células do hospedeiro, onde a Wolbachia nédo conseguiu conferir
resisténcia ao virus. Resultados anteriores de infecgcdo em nosso laboratoério (dados
nao publicados) apontam o DENV-3 como o sorotipo mais infeccioso (entre os
sorotipos utilizados neste trabalho e em adicional o sorotipo 2), tanto por infecgdes
orais quanto nanoinje¢cdes. Essas observagdes também demonstram que a
Wolbachia € capaz de conferir o fendtipo de interferéncia a patogenos frente a
ambos métodos de infecgdo. Porém, os mosquitos foram testados com um menor
periodo apo6s infecgédo (7 e 14 dias apos a infecgédo para infecgdes orais e 5 dias
apos a infecgdo para nanoinjegbes), em relagdo ao periodo de infecgao testadas
neste estudo (cerca de 11 dias apds a infecgdo). Este virus, dentro dos sorotipos
testados, € o que foi isolado mais recentemente (em 2012), onde sabe-se que,
longos periodos de manutengdo do virus em cultivos de células tornam a cepa
menos infectiva (ALVAREZ et al., 2001; ANEZ et al., 2009). O fato de ndo haver
diferenga entre os grupos, pode se dar pela alta infectividade do sorotipo ou por
mosquitos mais velhos infectados com a Wolbachia serem menos efetivos para o
bloqueio do virus, ja que a densidade de Wolbachia pode variar ao longo da vida do
mosquito (TORTOSA et al., 2010).

96



6.4 Deteccao do virus dengue nos pools de larvas

Ja dentro do contexto da transmissao vertical, foi possivel detectar pools de larvas
positivos em ambos os métodos de infecgdo. Nas infecgdes orais, foram detectados
4 pools de larvas positivos (1 Tet e 3 Mel) (Figura 7), e nas infec¢des artificiais
foram detectados: 4 pools positivos em DENV-1 (1 Tet e 3 Mel), 1 pool positivo em
DENV-3 (1 Mel) e 8 pools positivos em DENV-4 (4 Tet e 4 Mel) (Figuras 12, 16, 20,
21 e 22). Nao foi possivel observar a influéncia direta da Wolbachia na transmissao
vertical do virus dengue, uma vez que, em ambos 0s grupos, a propor¢cao de pools
infectados foi aproximadamente a mesma. Porém as cargas virais dos pools
apresentam-se ligeiramente diminuidas nos pools provenientes de individuos com a
Wolbachia, e apesar de mais experimentos serem requeridos para essa analise, isto
pode indicar que a carga viral nos pools é influenciada pela presenga da bactéria.
Ainda assim, a baixa carga viral nos pools Mel detectados pode ndo ser
suficientemente infectante para a transmissao do virus através dos mosquitos. Por
exemplo, em um estudo que utilizou-se mosquitos alimentados com altos titulos
virais (10°) estes apresentaram um numero reduzido de particulas virais na saliva,
21 dias apo6s a infecgao. Esse valor pode ser ainda mais diminuido nas larvas que
adquirem o virus por transmisséao vertical (HADDAD et al., 2012). Outra hipdtese é a
da existéncia de uma imunidade coletiva adquirida, em comunidades endémicas que
estdo frequentemente em contato com o virus, necessitando assim, de titulos virais
mais altos para que a infeccéo ocorra (LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014).

E importante mencionar que, a taxa de transmissdo materna da Wolbachia néo
ocorre em 100% dos mosquitos. Sendo em mosquitos australianos, wMelPop e
wMel, em torno de 99% (MCMENIMAN et al., 2009; WALKER et al., 2011). Dados
ainda ndo publicados, desenvolvidos em nosso laboratério, estima que a taxa de
transmissdo materna da cepa wMelBr seja de 96-100% de transmissdo. Assim,
destacamos a possibilidade de alguma larva dentro de um dos pools positivos Mel,
nao estar infectada ou possuir uma densidade mais baixa de Wolbachia, gerando
uma superestimativa nos resultados. De acordo com a metodologia empregada, ndo
€ possivel realizagédo o screening da Wolbachia nos pools positivos, pois 0 RNA total

do pool é extraido, impossibilitando as larvas de serem individualizadas. Porém néao
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consideramos a taxa de transmissdo materna seja completamente responsavel por

todos os pools positivos.

Avaliando os possiveis aspectos que contribuiram para baixa ocorréncia da
transmissao vertical da dengue, nas infecgdes orais, caracterizamos a concentragao
final do titulo viral no sangue, utilizado nas infec¢des, como baixa, e portanto, pode
ter sido insuficiente para ultrapassar as barreiras de infecgdo do intestino e infectar
apropriadamente os ovarios. Um estudos apontou que a dose infectiva necessaria
para infectar 50% dos mosquitos (MIDsy) para os sorotipos DENV-1 a -4, varia entre
6,29 a 7,52 log10 copias de RNA/mL de plasma, sendo esta superior a dose usada
neste trabalho (NGUYEN et al., 2013). O titulo viral € um aspecto muito importante
nao so6 na infeccdo dos mosquitos, como também na disseminacgao e transmissao do
virus no mosquito. Um estudo com A. albopictus demonstrou que mosquitos
oralmente infectados com DENV-2 tiveram suas cabegas e glandulas salivares
dissecadas, e apresentaram taxas de infeccdo em torno de 35% e 12%,
respectivamente. Porém, quando avaliada a taxa de infecgdo na saliva, nenhuma foi
encontrada positiva. Apés o aumento do titulo viral utilizado nas infecgdes, houve um

aumento da taxa de infec¢do das salivas para 38% (HADDAD et al., 2012).

Além do titulo viral, a interagdo gendtipo-gendtipo, do virus e do hospedeiro, pode
ser incompativel quando avalia-se a transmissdo do virus, e ndo apenas a infecgao
dos mosquitos. Visto que, o gendtipo de DENV-4 utilizado, foi isolado em Boa
Vista/RO, provavelmente nao circulou na mesma populagédo de mosquitos A. aegypti
provenientes do Rio de Janeiro, entdo ndo se sabe sobre a compatibilidade desta
inteiracdo. Essa relagdo gendtipo-gendtipo € muito importante no sucesso da
infeccao e provavelmente repercutindo também na transmissao vertical do virus
(HANLEY et al., 2008). Possivelmente a utilizagdo de outro gendtipo, ou até mesmo,

outro sorotipo, repercutisse em resultados diferentes, quanto a transmisséao vertical.

Além dos aspectos bioldgicos que podem ter influenciado na transmisséao vertical do
virus dengue, devemos levar em consideracdo que, nestes experimentos, as
barreiras biolégicas dos mosquitos atuam diretamente no controle da infecgdo. A
barreira de infecgdo (MIB) e a barreira de escape (EB), ambas no intestino, séo
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fatores limitantes na disseminagéo do virus do intestino para a hemolinfa (BENNETT
et al., 2002). No entanto, mesmo quando essas barreiras foram ultrapassadas, nos
experimentos de nanoinjecao, a prevaléncia geral da transmissao vertical foi muito
baixa. Estes resultados indicam que mecanismos ainda desconhecidos atuam sobre
a transmisséo vertical. O tropismo do virus pelos 6rgaos do hospedeiro ainda €&
pouco conhecido, mas estima-se que também esteja relacionado com a interagéo
gendtipo-gendtipo (SALAZAR et al., 2007).

Apesar da transmissao vertical ja ter sido relatada em mosquitos, outro aspecto
importante a se considerar é o estagio de vida do mosquito em que esta sendo
avaliada a presenga do virus. Alguns trabalhos mais antigos demonstram a
dificuldade em se obter pools positivos de larvas. Em alguns casos, nao foi possivel
a detecgao de nenhum pool positivo onde retrataram ser a avaliagdo da transmissao
vertical facilitada quando utiliza-se pools de adultos (CHOW et al., 1998; GUNTHER
et al.,, 2007). Porém, nestes trabalhos, técnicas de biologia molecular menos
sensiveis foram utilizadas para a detecgéo do virus, com a RT-PCR, o que pode ter
ocasionado na dificuldade em se detectar pools de larvas positivos. Destacamos que
a eficiéncia de detecgdo nas nossas reagcdes sdao muito sensiveis, detectado até 1
copia do virus. A suscetibilidade das larvas a infecgdo do virus dengue, foi
demonstrada de forma interessante, onde os pesquisadores expuseram o habitat de
criagdo das larvas (agua) a duas formas: expondo as larvas a sobrenadante viral e
cultura de tecidos infectados. Interessantemente, as larvas se infectaram através
das duas formas avaliadas e assim como os adultos emergidos (BARA et al., 2013).
Esses resultados, afirmam que, em ambiente natural, as larvas sdo suscetiveis a
infeccdo pelo virus dengue e isso pode contribuir com a persisténcia da dengue na

populagao.

Em geral, os resultados aqui encontrados, afirmam que a transmissao vertical do
virus dengue € um evento raro. Comparando-se as duas formas de infeccao,
podemos observar que mecanismos mais complexos estdo associados com a
infeccdo do virus nos ovos, visto que, mesmo manipulando a infec¢do para
promover a transmisséo vertical, as taxas ainda persistem baixas. Isto pode sugerir

que, mesmo em infecgdes com titulos mais elevados a Wolbachia pode manter a
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transmissao vertical em indices mais baixos. Por outro lado, um estudo em que se
infectou fémeas de A. aegypti através de nanoinjeg¢des intratoracicas, com DENV-3,
foi demonstrado que a transmissao vertical pode ocorrer em sucessivas geragoes,
sendo detectada até a sétima geragdo apos a infecgdo, se a pressao seletiva de
transmissao vertical for mantida entre as geragdes (JOSHI et al., 2002).

6.5 A transmissao vertical em mosquitos A. albopictus

Para comparar as taxas de transmissao vertical dos mosquitos A. aegypti, fizemos
em paralelo, algumas nanoinje¢cdes nos mosquitos A. albopictus, que apesar dessa
comparagao nao ser o foco deste trabalho, este vetor é descrito na literatura por
apresentar taxas de transmissdo vertical mais elevadas. Foram realizadas
nanoinjegcdes com os sorotipos DENV-3 e -4, onde os mosquitos infectados com
DENV-3 apresentaram uma alta mortalidade, possivelmente associada a algum

trauma pelas nanoinjegdes.

Em contraste com os experimentos com A. aegypti, a carga viral dos parentais
apresentou-se mais elevada do que todos os sorotipos testados (Figura 25). As
porcentagens de pools infectados foram de 7,41% e 28,85%, para DENV-3 e-4,
respectivamente (Figura 26). Enquanto é dificil de associar os dados da infecgao
com DENV-3, devido ao baixo numero de individuos, nas infeccbes com DENV-4
podemos observar claramente que a taxa de transmissdo vertical € mais alta,
comparada a de mosquitos A. aegypti infectados com o mesmo sorotipo. Estes
dados estdo em acordo com diversos trabalhos que apontam a transmissé&o vertical
mais elevada em mosquitos A. albopictus (ANGEL; JOSHI, 2008a; CASTRO et al.,
2004; MARTINS et al., 2012). Além disso, ao compararmos a carga viral dos pools
positivos entre os experimentos, podemos observar que, nos pools provenientes de
A. albopictus esta se encontra mais elevada (variando de 10" a 10’) do que em A.
aegypti (10° e 10*) (Figura 27).

A maioria dos trabalhos tem como foco a transmissao vertical em mosquitos A.
aegypti, por ser o vetor primario da dengue na maior parte dos paises. Porém os
dados obtidos neste trabalho com infeccbes artificiais em laboratério, corroboram

com resultados de campo de estudos anteriores que indicam ser o mosquito A.
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albopictus o principal responsavel pela transmissdo vertical do virus dengue.
Contudo, destacamos a necessidade da realizagdo de experimentos através de
infecgbes orais, para uma melhor correlacdo destes dados com os aspectos

naturais.

6.6 Deteccao de virus dengue nos ovarios

No contexto da transmissado vertical, os ovarios sao os 6rgaos chave para a
transmissao do virus. As analises das infecgdes dos ovarios correlacionam dados
importantes com todos os outros parametros avaliados e os dois métodos utilizados
para as infecgdes trazem uma melhor compreensao acerca da dindmica de infeccao
dos virus na transmissao vertical. A suscetibilidade dos ovarios nas infecgdes é
drasticamente reduzida nos ovarios infectados oralmente (Figuras 28 e 30),
comparado com os resultados de todo o corpo dos parentais. Como esperado, nas
nanoinjegcdbes, ambos os grupos se infectaram. Porém em todos os ovarios
analisados a Wolbachia diminui a carga viral (exceto em DENV-3, que nenhum efeito
foi observado) (Figuras 29, 31, 33 e 34). Estes resultados constituem um excelente

beneficio na utilizagdo da Wolbachia como bloqueio da transmisséao vertical.

O DENV-3 ter sido o unico virus a nao interferir na carga viral dos ovarios, reforga a
ideia deste sorotipo realmente ser mais infectivo ao mosquito, como observado em
todos os outros aspectos avaliados neste trabalho, ndo haver diferengcas entre os
grupos. Isto explica o fato dos ovarios terem tido uma maior suscetibilidade de
infecgdo ao virus quando comparado com o DENV-4. Acreditamos que a
inexisténcia de diferenga entre os grupos se da pelo fato do sorotipo ter sido o ultimo
a ser isolado (em 2012), e portanto, ter menor efeito na perda da infectividade,
ocasionada pela manutengédo do virus em cultivo celular (ALVAREZ et al., 2001;
ANEZ et al., 2009). Nas infeccdes com DENV-4 encontramos exatamente o efeito
oposto, onde, em todos os aspectos analisados, a Wolbachia favoreceu
positivamente o hospedeiro, frente as infeccoes. Estes resultados analisados em
conjunto, sédo satisfatérios do ponto de vista da utilizagdo da Wolbachia como
estratégia de controle da dengue, pois podemos observar que, além da reducado da
transmissao horizontal ja caracterizada (BIAN et al., 2010; MOREIRA et al., 2009;
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WALKER et al., 2011), a Wolbachia influencia, de forma indireta na transmissao

vertical.

O periodo de 20 dias apos as infecgdes orais, foi necessario para o virus ultrapassar
as barreiras do intestino e se disseminarem pelo corpo do mosquito. Apesar de nao
termos testado a presenga do virus nas glandulas salivares, o periodo de incubagao
extrinseco do virus, provavelmente foi alcangado uma vez que foi suficiente para
infectar os ovarios. Nas nanoinjegcdes o periodo de incubagao extrinseco do virus
deveria ser mais curto, devido as inje¢cbes ocorrerem diretamente no térax, como
esperado (TJADEN et al.,, 2013). Considerando que ha variagdo no periodo de
acordo com o sorotipo e hospedeiro, periodos mais longos podem aumentar a
propor¢ao de ovarios infectados (SALAZAR et al., 2007), e de acordo com a
sobrevida do mosquito em campo, aumentar a transmissao vertical do virus dengue.
Em campo estima-se que a longevidade média de mosquitos seja de
aproximadamente 30 dias (BRADY et al.,, 2013), assim, correlacionando com o0s
dados obtidos no nosso trabalho, a partir do primeiro dia que o mosquito adquirisse
o virus (considerando a idade de 5 dias de vida) o mosquito teria que realizar o
segundo repasto sanguineo em um periodo de no minimo 16 dias apos a infecgao,
onde a data de oviposigao do segundo ciclo gonotréfico ja seria no limite de sua
longevidade. Ou seja, a proporgdo de mosquitos estimada em sobreviver ao longo
do tempo de infecgao realizando dois ciclos gonotréficos, provavelmente é pequena,
ainda assim, a fecundidade e fertilidade provavelmente estaria reduzida, quando
comparado com mosquitos mais novos. Sendo assim, a Wolbachia poderia ter

grande influéncia na transmisséao vertical diante desta proporgéo.

As alteragdes morfoldgicas observadas nos ovarios co-infectados com Wolbachia e
o virus dengue, apesar de nado estar claro, justificam a diminuicdo dos aspectos
reprodutivos nestes experimentos. Destacamos a necessidade da realizacdo de
mais experimentos para a caracterizagdo deste novo fendtipo encontrado nos
ovarios. Porém, se avaliarmos que encontramos diminuicbes na fecundidade e
fertilidade nos mosquitos co-infectados com a Wolbachia e o virus, podemos inferir
que estas alteragdes morfoldgicas estejam associadas com essa diminui¢do. Assim,
a reducéao da fecundidade e fertilidade teria um impacto na redugcao da populagao de
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mosquitos e na transmissdo vertical, onde a Wolbachia estaria influenciando
indiretamente na quantidade de ovos e larvas produzidas, podendo reduzir, a
probabilidade da ocorréncia da transmissao vertical. A infecgdo por Wolbachia em
mosquitos tem sido reportada causar varias alteragdées na morfologia e durabilidade
dos ovos. Estas alteragbes provavelmente sdo devido a altas taxas de densidade
bacteriana nos ovarios (MCMENIMAN et al., 2011; MCMENIMAN; O’'NEILL, 2010).

Em relagdo aos ovarios extraidos nas infecgdes por nanoinje¢des a suscetibilidade
dos ovarios foi acima de 90%, assim como nas infecgoes com a geragao parental.
Isso evidencia a utilizagdo da metodologia de infecgao artificial para promover um
maior numero de mosquitos infectados. Comparando-se o sorotipo 4, que foi
utilizado nas duas formas de infecgao, podemos observar que interessantemente, a
capacidade de bloqueio da Wolbachia foi maior na infecgéo oral, apesar do bloqueio
na geragao parental ter sido parecido entre as formas de infecgdo. Esse resultado
evidéncia que a interagao da Wolbachia, em outros tecidos além do intestino,
também possui efeito na infecgdo da dengue, similar ao observado em D. simulans e
o virus C de Drosophila (OSBORNE et al., 2012). A importancia dos ovarios no
fendtipo de bloqueio €, em circunstancias gerais, pouco conhecida. Porém, isto pode
explicar, porque nos mosquitos wMelPop injetados com o virus dengue existe um
bom bloqueio a infecgdo (MOREIRA et al.,, 2009). Nas infecgdes com DENV-1,
encontramos uma relagcdo diversa dos padrbes de resposta: a Wolbachia que
favoreceu os aspectos reprodutivos e ndo apresentou diferenga na carga viral dos
parentais entre os grupos, reduziu a carga viral dos ovarios. Destacamos a
importancia de se analisar o papel de outros tecidos no bloqueio da dengue para
correlacionar se outros efeitos sdo similares aos observados no bloqueio avaliando o

corpo inteiro.

Podemos constatar que as nossas metodologias para andlise de transmisséo
vertical, tanto através de infec¢des orais quando por nanoinjegdes, mostrou-se
eficiente, uma vez que, em ambos os métodos de infecgdes pudemos obter ovarios
infectados no grupo sem a Wolbachia. A partir das analises dos ovarios infectados
oralmente, podemos concluir que, a baixa taxa de transmissao vertical ndo se da

pelo fato dos ovarios nao se infectarem, mas sim por outros motivos associados, que
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ainda ndo estdo bem entendidos. Em outro contexto, a Wolbachia encontra-se em
alta densidade dentro dos ovarios, para garantir sua propagag¢do, uma vez que a
bactéria € transmitida maternalmente. Enquanto a densidade esta altamente
associada com o bloqueio da Wolbachia ao virus dengue (LU et al., 2012;
MOUSSON et al., 2012), quando esta possui uma alta densidade nos ovarios, ela
também pode prejudicar os aspectos reprodutivos, dependendo da cepa em
questao, como no caso da wMelPop (MCGRAW et al., 2002).

6.7 Visao geral da Wolbachia na transmissao vertical

A utilizacdo da bactéria Wolbachia ja vem sendo empregada em campo como
estratégia de redugdo da transmissdo da dengue. Desde 2011, os mosquitos ja
foram liberados, na Australia, onde demonstrou a invasédo e estabilidade da cepa
wMel nas populagdes de campo (HOFFMANN et al., 2014) persistindo o bloqueio
viral apds trés anos de associagao com as populagbes de campo, similar aos
resultados demostrados com as colbnias de laboratério (FRENTIU et al., 2014).
Muitos aspectos relacionados a interagado patdégeno-hospedeiro, ainda necessitam
serem elucidados, como por exemplo, 0 mecanismo especifico utilizado pela
bactéria no bloqueio as infecgdes virais. Apesar de varias pesquisas ao redor do
mundo, direcionarem sua atencéo aos diversos efeitos que a Wolbachia causa em
seu hospedeiro, nunca foi caracterizado se a Wolbachia possui alguma influéncia
sobre a transmissao vertical do virus dengue. Apesar de muito antiga a hipétese de
que a transmissdo vertical do virus dengue, pode estar relacionada com a
manutencdo do virus nos periodos inter-epidémicos, ainda nao criou-se um
consenso em relagdo a isto. Assim, neste trabalho objetivou-se fazer uma
caracterizagdo primaria desta influencia utilizando andlises relacionadas a
fecundidade, fertilidade, carga viral dos parentais, detec¢gdo do virus dengue nos

pools e ovarios.

A utilizagcao de varios sorotipos foi realizada, sabendo-se que, o perfil de resposta
frente a infecgdo da dengue, pode variar muito de acordo com o sorotipo testado. E
dois métodos de infeccdo foram selecionados para ampliar as chances de

ocorréncia da transmisséo vertical, ja que esta é caracterizada com um evento raro e
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variavel, podendo n&o ocorrer em algumas regides. Os resultados encontrados
neste trabalho, em linhas gerais, demonstram que: 1) Os aspectos reprodutivos
(fecundidade e fertilidade) s&o alterados na co-infecgdo da Wolbachia com o virus
dengue; 2) Apos longos periodos de infeccdo (10 dias na infecgdo artificial e 20 dias
na infeccdo oral) o fendtipo de bloqueio a patégenos € observado; 3) A
suscetibilidade dos mosquitos infectados oralmente, n&o foi alterada pela Wolbachia;
4) Foram encontrados pools positivos (Mel e Tet) em ambos os métodos de
infeccao, porém a carga viral dos pools provenientes de fémeas com Wolbachia,
geralmente, € mais baixa; 5) Foi possivel a obtengédo de ovarios infectados com o
virus dengue, onde a Wolbachia reduz fortemente a propor¢cdo de ovarios que
tornaram-se infectados. Englobando todos os resultados, pode-se concluir que a
Wolbachia influencia, de forma indireta, a transmissédo vertical do virus dengue,
causando o efeito de interferéncia a patégenos desde os mosquitos parentais as
larvas infectadas. Ao final do estudo, a questdo central passa a ser: se a Wolbachia
bloqueia a dengue no mosquito e nos ovarios, porque a proporgao de pools Mel e
Tet se infectam na mesma proporgdo? Assim, mas experimentos necessitam
realizados para a caracterizagdo mais ampla da influéncia da Wolbachia na

transmissao vertical da dengue.
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7 CONCLUSOES

Poucos trabalhos focam no estudo da transmissao vertical do virus dengue e
portanto, muitos aspectos ainda ndo sado entendidos. Contudo, a maioria dos
estudos apontam a transmissédo vertical como um evento raro, dependente de
fatores como o sorotipo e gendtipo do virus e os aspectos biologicos dos
hospedeiros vertebrados e o mosquito vetor. Este trabalho constituiu a primeira

avaliagao da influéncia da Wolbachia na transmissao vertical do virus dengue.

A partir deste estudo, avaliou-se que a presenca da bactéria Wolbachia introduzida
em uma linhagem de mosquitos brasileiros, influenciou na transmisséo vertical do
virus dengue. Esta influéncia nao se deu de forma direta, impedindo os pools de
tornem-se infectados, mas sim, indiretamente, reduzindo a carga viral nos pools
positivos e alterando a proporgao de ovarios que se tornaram infectados. A utilizagéao
de duas formas diferentes de infecgdo, oral e artificial, promoveu o entendimento
mais aprofundado do comportamento do virus frente a longos periodos de infeccgéo.
E a comparacéao entre estas, demostrou que, independente da forma de infecgao, a

transmissao vertical ocorreu, apresentando taxas diferentes entre elas.

Os dados obtidos nestes experimentos apontam que a transmisséao vertical do virus
dengue ocorre, em pequenas taxas, de acordo com outros trabalhos. Além disso,
pudemos constatar que, as metodologias utilizadas para a analise da transmissao
vertical, mostraram-se eficientes, uma vez que, 76-90% e 90-100% dos ovarios do
grupo sem a Wolbachia, se infectaram com o virus, através das infecgbes orais e

artificiais, respectivamente.

Além do bloqueio a transmissdo horizontal do virus, a Wolbachia pode
potencialmente ser responsavel pela redugcao da transmissao vertical em campo.
Isto é considerado um grande avango no controle da dengue, se for comprovada que
a transmissao vertical € a responsavel pela manutengdo do virus da dengue, em
periodos inter-epidémicos. Portanto pode-se refor¢car que a estratégia de utilizagéo
da Wolbachia, como forma de controle da transmissdo da doenca, se mostra cada

vez mais evidente.
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