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RESUMO

A dengue é causada por um dos quatro sorotipos do virus dengue (DENV 1-4), da Familia
F| givirid g. A doenga € encontrada em mais de 100 paises e aproximadamente 2,5 bilhoes de
pessoas vivem em dreas endémicas. O mosquito Aedes ggypti € o principal vetor da dengue.
Apods a ingestdo de um repasto sangiiineo infectante, os virus infectam e se replicam no
intestino do inseto e depois, quando os virus estio na hemolinfa, outros 6rgdos também
podem ser infectados, como, por exemplo, os ovdrios. Este estudo analisou a competéncia
vetorial de uma populagdo colonizada de A. ggypti ao DENV-2 além da existéncia da
transmissao vertical do virus por esta populacdo e a capacidade de transmissao vertical destas
fémeas. Fémeas de A. ggypti foram infectadas com o DENV-2 através de alimentagdo oral.
Para analisar se a infeccdo artificial funcionou insetos foram dissecados e imunomarcados
para o virus dengue e observados ao microscdpio laser confocal. Esta andlise mostrou que
intestinos, ovdrios e glandulas salivares apresentaram marcagdo para o virus. Para
confirmag@o dos dados de microscopia, fémeas foram analisadas por RT-PCR e também se
observou a positividade da infecgdo em 75% das amostras testadas. A presenca do virus nos
ovérios nos levou a testar a capacidade das fémeas em transmitir o virus para a sua progénie.
Para isso, mosquitos infectados puderam ovipor e as larvas do 3° e 4° estddios foram
separadas e analisadas por RT-PCR. Verificou-se que apds a primeira oviposi¢do 100% das
fémeas transmitiram o virus verticalmente e apds uma segunda oviposicdo duas fémeas das 25
positivas, ndo transmitiram o virus a sua progénie. Estes resultados mostram que a
metodologia utilizada para infec¢éo artificial foi bem sucedida e demonstrou que as fémeas da
coldnia sdo susceptiveis a infecc¢do. Isto prova que, além de se infectarem, as fémeas sdo
também capazes de transmitir o virus para a sua progénie. Estudos estdo em progresso para
que se entenda melhor o processo de invasao do virus dengue nos mosquitos do género Aedes.



ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by mosquitoes and caused by four viral serotypes
(DENV 1-4). The virus belongs to the F| yivirid g family. This mosquito-borne disease is a
major public health problem and a threat to more than 2.5 billion people, who live in endemic
areas. Aedes ggypti is the primary vector of dengue in the Americas. After ingesting an
infectious blood meal the virus infects and replicates in the insect midgut, and when the
virions are in the hemolymph other organs can be infected, such as the ovaries. The present
study analized the vector competence of a colony strain of A. ggypti to the DENV-2 and
detected the presence of vertical transmission in mosquitoes artificially infected with this
virus. A.  ggypti females from a laboratory colony were infected with DENV-2 using a
membrane feeding device. To analyze whether the infection really worked, insects were
dissected and immunolabeled to be analyzed by laser confocal microscopy (LCM), showing
that midguts, ovaries and salivary glands were positive for dengue virus. To confirm the LCM
data, females were analyzed by RT-PCR and we observed that 75% of the females tested were
positive.The presence of the virus in the ovaries lead us to test the capacity of the females to
vertically transmit DENV-2. For this, artificially infected females were allowed to lay their
eggs and only the larvae were tested by RT-PCR. It was observed that after the first
oviposition, 100% of the females were able to vertically transmit the virus and on the second
oviposition, 2 of the 25 positives females, weren’t able to transmit the virus to its progeny.
These results showed that the methodology used for the artificial infection with dengue virus
was successful and demonstrated that our colonized A. ggypti mosquitoes are susceptible to
DENV-2 infection. This proves that, not only the females of the colony tested have become
infected, but that they are also able to transmit the virus to its progeny. Studies are in progress
to better understand the invasion by dengue virus of Aedes mosquito.
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1-INTRODUCAO

1.1 - Historico

Os primeiros relatos de uma enfermidade semelhante a Dengue Cléssica aconteceram
em 1779 e 1780, quando casos ocorreram em Batavia (Jacarta), no Cairo e na Filadélfia. Essa
ocorréncia simultdnea de casos em trés continentes indica que o virus dengue, assim como o
mosquito vetor, apresentava uma distribui¢do mundial nos trépicos hd mais de 200 anos. Até
a Il Guerra Mundial, as epidemias de dengue aconteciam em intervalos de 10 a 30 anos.
Durante esse periodo a dengue era considerada uma doenga benigna de curso ndo fatal,

proveniente dos visitantes dos tropicos (Henchal & Putnak 1990, Mairuhu et al. 2004).

Apds uma epidemia de dengue em Brisbane (Austrdlia) em 1905, na qual se estimou
que um ter¢co da mao-de-obra ficou incapacitada de trabalhar, Bancroft, um médico clinico
geral que trabalhava na drea rural de Brisbane, demonstrou que os mosquitos da espécie Aedes

£8ypti que se alimentaram em pacientes com dengue, foram capazes de transmitir o virus

para pessoas sadias (Bancroft 1906 apud Aaskov 2003).

Em 1944, Sabin fez o primeiro isolamento do virus dengue, tendo identificado dois
sorotipos conhecidos como virus dengue tipo 1 e 2 (DENV-1 e DENV-2) (Sabin 1952 apud
Rudnik 1967).

Durante a II Guerra Mundial ocorreu a co-circulagdo de sorotipos do virus dengue no
Sudeste Asidtico com um aumento da atividade epidémica. A primeira descricdo de uma
epidemia de Febre Hemorrdgica do Dengue (FHD) foi em Manila no ano de 1953 (Gubler
1998a). Nesse periodo, foram isolados, em pacientes com esta nova sindrome, os virus
dengue tipo 3 e 4 (DENV-3 e DENV-4) (Hammon et al. 1960 apud Rudnik 1967). Juntamente
com o crescimento descontrolado das cidades, epidemias de FHD tornaram-se grandes

problemas de Sadde Publica em varios paises desta regido (Rigau-Pérez et al. 1998).

No periodo de 1950 até meados de 1970 era rara a ocorréncia de epidemias de dengue
no continente Americano, uma vez que o principal vetor da doenga, 0 A. ggypti havia sido
erradicado na maioria dos paises da América Central e do Sul, devido & campanha realizada

pela Organizacdo Pan-Americana de Satde. No final da década de 70, o programa perdeu



forcas e o mosquito voltou a ocupar os lugares dos quais havia sido eliminado. Nas ultimas
tr€s décadas do século XX, devido ao aumento da populagdo de vetores, t€m sido observados
a co-circulagdo de sorotipos, a endemicidade da febre hemorrdgica em vérios paises e o
aumento na freqiiéncia da atividade da dengue. Deste modo, a regido Sul Americana evoluiu
de uma area ndo-endémica ou hipoendémica para uma regido hiperendémica (Fig. 1) (revisdo

em Guzmdn & Kouri 2002, 2003).

TRENDS In Microbialogy

Fig. 1: Mapas representando a distribui¢do do Aedes ggypti no Continente Americano em diferentes

anos: 1930, 1970 e 2001 (Gluber 2002).

1.2 - Relevancia do estudo da doenca

Atualmente, a dengue constitui um sério problema de Saide Publica nas &reas
tropicais e subtropicais de todos os continentes. E uma doenca re-emergente encontrada em
mais de 100 paises onde aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas endémicas
(Guzman & Kouri 2002). Estima-se que ocorram anualmente 50-100 milhdes de casos de
Dengue Cldassica e 500.000 de Dengue Hemorragica (Monath 1994, Gubler 1998b) sendo
considerada a mais importante arbovirose que afeta o homem. Isto se deve a fatores tais
como: a inexisténcia de um controle adequado do mosquito vetor na maioria dos paises
endémicos, o crescimento populacional, a urbanizacdo nao planejada e descontrolada gerando
mudangas demograficas; o aumento do nimero de viagens aéreas facilitando o transporte de
patégenos como o do virus dengue entre centros urbanos, as péssimas condicdes de

saneamento bdsico, e finalmente a escassez de programas de Satide Publica adequados.



Portanto, nos dltimos anos tem se verificado um aumento no nimero das epidemias, e

conseqiientemente da co-circulacdo dos sorotipos e aparecimento da FHD em novos locais.

No Brasil ocorreu o relato da ocorréncia de uma epidemia no Rio de Janeiro em 1846
(Rego 1872 apud Figueiredo 2000). Todavia, no ano de 1958 o pais foi considerado livre do
mosquito, entretanto, em 1967 foi relatada a sua presenca nas cidades de Sdo Luis e Belém,
sendo que o inseto foi logo eliminado. A re-infestagdo do Aedes ggypti no pais ocorreu no
ano de 1976, com um foco do mosquito em Salvador (Franco 1976) e no ano seguinte no Rio
de Janeiro (Marques 1985). Em 1981-82 ocorreu uma epidemia de dengue na cidade de Boa
Vista (Roraima) causada pelos sorotipos 1 e 4 (Osanai et al. 1983). Todos os sorotipos
circulantes atualmente no pais foram detectados pela primeira vez no estado do Rio de
Janeiro: DENV-1 em 1986 (Nogueira et al. 1988), DENV-2 em 1990 (Nogueira et al. 1990) e
DENV-3 em 2000 (Nogueira et al. 2001). Contudo, € possivel que este fato se deva a

existéncia de um sistema de satde mais vigilante do que em outros estados.

Nos dltimos anos, o pais vem presenciando a expansdo geografica do virus dengue e
também do vetor, fazendo com que as epidemias ocorram em praticamente todo o territério
brasileiro. Em Novembro de 2006, segundo a Secretaria de Vigildncia em Saude (SVS) o
Brasil apresentava a seguinte distribuicdo de sorotipos: 24 estados com co-circulacdo dos
sorotipos 1, 2 e 3; um estado com co-circulagio dos sorotipos 1 e 3 e, dois estados (Santa

Catarina e Rio Grande do Sul) livres da circulacdo do virus (www.Saude.gov.br).

No ano de 2006, o Brasil registrou 345.922 casos de Dengue notificados e 67 mortes

(www.Saude.gov.br). Neste mesmo ano, o continente Americano notificou 464.969 casos de

Dengue Classica e de Dengue  Hemorrigica além de 180  mortes

(http://www.paho.org/English/AD/DPC/CD/ dengue-cases-2006.htm




1.3 - A doenca

1.3.1 - Manifestacoes clinicas

A infeccdo pelo virus dengue pode apresentar formas assintomdticas ou dois quadros
clinicos diferentes — a Dengue Classica (DC) e a Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome do

Choque da Dengue (FHD/SCD) (Guzmén & Kouri 2003).

2

A Dengue Cléssica ¢é caracterizada por sinais e sintomas ndo especificos,
principalmente em areas endémicas. Apds um periodo de incubacdo de 2 a 7 dias, a primeira
manifestacdo da doenga se caracteriza por subita elevagio da temperatura (39-40°C), seguida
de cefaléia (dor de cabecga), dor retroorbital, mialgia (dor nos musculos) generalizada,
prostragdo, artralgia (dor nas articulagdes) e eritema facial. O periodo febril dura de 3 a 7
dias e o paciente pode sentir mal-estar por varios dias. A melhora dos sintomas corresponde

com o término do periodo de viremia (Gubler 1998a, Rigau-Pérez et al. 1998).

A Febre Hemorrdgica do Dengue/Sindrome do Choque do Dengue (FHD/SCD) é
endémica no Sudeste Asidtico acometendo principalmente criancas e nas Américas, todos os
grupos etdrios sdo afetados, inclusive diferentes classes sociais. A FHD pode ocorrer durante
a primeira infeccao, porém esta forma estd associada, na grande maioria dos casos, a uma re-
infec¢d@o por sorotipo distinto. A presenca de anticorpos circulantes de uma primeira infecgao,
provenientes ou de uma infeccdo prévia ou passivamente adquiridos (através da via materna),
tem sido descrita como fator de risco para a ocorréncia da FHD (Solomon & Mallewa 2001).
Os anticorpos preexistentes, obtidos de uma infecgdo prévia por outro sorotipo viral, ndo
neutralizam o segundo virus infectante de sorotipo diferente e amplificam a infeccdo,
facilitando a penetracdo em macrdéfagos do novo tipo infectante. As particulas virais utilizam
a porcdo Fc dos anticorpos ligados ao envelope viral para a ligacdo com os receptores de
membrana Fcy, presentes na membrana dos macréfagos. Trata-se da teoria da facilitacdo de
infec¢do mediada por anticorpos ( gtiboby-dependent enh gcewent — ADE) (Figueiredo
1999).

Sugere-se que o aumento da permeabilidade capilar, uma das manifestagdes
caracteristicas da FHD, ocorreria devido a fatores imunes do hospedeiro, como liberacdo de

citocinas, interferon e a ativagcdo do sistema complemento (Kurane et al. 1994).



Os sintomas iniciais da FHD sdo semelhantes aos da doenga cldssica, porém hd um
agravamento do caso entre o terceiro e quarto dias de evolugdo, com o aparecimento de
manifestagdes hemorrdgicas. Os sangramentos como petéquias (hemorragias cutineas
semelhantes as picadas de pulga), epistaxe (sangramento nasal) e gengivorragia sdo
freqiientes, podendo, em certos casos, assumir maior gravidade na forma de hemorragia
digestiva, intracraniana e de outros érgaos nobres. A Febre Hemorragica da Dengue pode ser
identificada pela positividade na prova do lago (Monath & Heinz 1996, Rigau-Pérez et al
1998).

1.3.2 - Diagnéstico laboratorial

Para o diagnéstico da infec¢do pelo virus da dengue € necessdrio: (a) o isolamento
viral (método mais especifico para determinacdo do arbovirus responsavel pela infec¢do), (b)
a deteccdo de anticorpos especificos no soro do paciente (o ELISA de captura de IgM - MAC-
ELISA - € o teste usado para o diagndstico no Brasil, sendo um exame util para vigilancia,
porque requer somente uma amostra de soro na maioria dos casos, além de ser simples e

rapido) e (c) a deteccdo do RNA no soro ou tecido (Gubler 1998a, Brasil 2005).

1.3.2.3 - Diagnéstico molecular

A transcri¢do reversa — reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) pode ser usada para
o diagnéstico rdpido e sorotipo especifico do virus dengue. E um método rapido que permite a
deteccdo do virus no soro do paciente durante o periodo de viremia. Sdo usados
oligonucleotideos iniciadores (“primers”) especificos para os sorotipos do virus dengue
(Lanciotti et al. 1992). Além da utilizacdo do soro de pacientes, a técnica permite a utilizacio
de diferentes tipos de amostras, tais como: tecidos de casos fatais, cultura de células
infectadas e grupos de mosquitos ou de larvas. A técnica ainda permite a caracterizacio

genética das linhagens virais (revisdo em Guzman & Kouri 2002).

1.3.3 - Epidemiologia

O virus dengue € transmitido em um ciclo que envolve humanos e mosquitos,

sendo o A. ggypti o principal vetor. Estes mosquitos tém nos humanos a sua principal fonte



de sangue e nos utensilios (qualquer recipiente capaz de acumular 4gua) usados pelo homem,

locais primdrios para sua oviposicao e desenvolvimento larval.

Em algumas partes da Asia, e potencialmente na América do Sul e no Oeste da Africa,
0 mosquito Aedes abopigi s € considerado um importante vetor porque se utiliza tanto de
criadouros naturais quanto de criadouros artificiais. Introduzida h4 alguns anos nas Américas
e em 1986 no Brasil (Forattini 1986), esta espécie apresenta ampla dispersdo na Regido
Sudeste do Brasil, ja tendo alcancado 17 estados brasileiros (Fernandez & Forattini 2003),

mas até o momento nao foi associada a transmissao do virus dengue nas Américas.

Nas dreas tropicais do Novo Mundo, 0 A. ggypri € ativo durante todo o ano e casos de
dengue podem ocorrer ao longo do ano, com aumento bastante significativo no nimero de

notificacdes durante a estagdo chuvosa.

A transmissdo se faz pela picada de fémeas infectadas. Apds alimentar-se de sangue
infectado e se tornar um vetor potencial, a fémea estd apta a transmitir o virus, depois de 8 a
12 dias de incubacdo extrinseca. Nos humanos, a doenca clinica comeca em 2 a 15 dias apds a
picada do mosquito infectado (Brasil 2005). Humanos e mosquitos sdo os principais
hospedeiros do virus dengue, sendo que o vetor permanece infectado por toda a sua vida.
Tanto o A. jbopiGi s quanto o A. ggypti possuem também a capacidade de transmitir

verticalmente o virus dengue a sua progénie (Rosen et al. 1983).

1.3.4 - Controle/Prevenciao

Devido a auséncia de drogas antivirais efetivas e de vacinas, os esfor¢os no controle e
prevengdo da dengue baseiam-se exclusivamente na redugdo e/ou eliminagdo do mosquito
vetor. O controle quimico, utilizando inseticidas da familia dos organofosforados, € o mais
empregado hoje em dia e pode ser feito focando-se na eliminacdo das larvas, uma vez que se
sabe da ocorréncia da transmiss@o vertical do virus dengue. No caso de ocorréncias de surtos
ou epidemias, deve-se utilizar atividades de emergéncia como a aplicacdo de inseticida a ultra
baixo volume (UBV), usada para interromper a transmissao através da eliminacio de fémeas

adultas (Rigau-Pérez et al. 1998, Solomon & Mallewa 2001, Brasil 2005).

A participagdo da comunidade é de extrema importdncia para que o controle vetorial

alcance sucesso, evitando o acimulo de materiais que possam vir a ser utilizados como



criadouros artificiais. Assim como a melhoria do saneamento bdsico e um manejo ambiental

que impeca ou minimize a propagacio do vetor (Gubler 1998b, Brasil 2005).

E importante ressaltar que se deve saber e estudar mais o mosquito Aedes gbopigi s,
uma vez que é conhecido como transmissor da dengue na Asia e apresenta habitos diferentes

do Aedes ggypti (Neto et al. 2002).
1.4 - Biologia do vetor

Como dito anteriormente, no Brasil, o virus dengue € transmitido pela picada da fémea
infectada do mosquito A. ggypti, que também ¢ vetor da febre amarela urbana (Monath &
Heinz 1996). O A. ggypti pertence a Ordem Diptera, Familia Culicidae. Os Dipteros se
desenvolvem através de metamorfose completa (holometabolia), e o ciclo de vida compreende
quatro fases: ovo, larva (4 estddios larvarios), pupa e adulto (Fig. 2) (Consoli & Lourenco-de-

Oliveira 1994).
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Fig. 2: Desenho esquemdtico mostrando os estdgios de desenvolvimento do Aedes ggypti.

(www.prefeitura.unicamp.br/prefeitura/CA/ DENGUE/AEDES?2.¢gif).

Os ovos dos Aedes ggypti podem resistir a longos periodos de desseca¢do. Assim que
0s OVOs entram em contato com a dgua, ocorre a eclosdo das larvas. Apds um periodo que

varia de cinco a sete dias, a larva passa por quatro estadios (L1, L2, L3 e L4) e sua duracdo



depende da temperatura, disponibilidade de alimento e densidade larvdria no criadouro. A
fase larvéria é o periodo de alimentagdo e crescimento. Apds o quarto estiddio a larva passa a
fase pupal, durante a qual ndo se alimenta e sofre a metamorfose para a fase adulta (Neves &

Silva 1989, Consoli e Lourenco-de-Oliveira 1994).

O tempo médio de vida do mosquito adulto € de 30 dias e a cada oviposicdo, a fEémea
coloca de 50 a 200 ovos (Gadelha & Toda 1985). Ela € capaz de realizar inimeras posturas no
decorrer de sua vida, jid que copula apenas uma vez com o macho, armazenando os
espermatozdides em sua espermateca. Este 6rgdo € utilizado para o armazenamento de
esperma a partir da inseminagao até antes que os ovos estejam fertilizados (Chapman 1998).
Assim que o ciclo gonodotréfico (amadurecimento dos ovos) é completo, a fémea estd apta
para a postura. Os ovos sdo geralmente depositados em paredes internas e imidas dos locais
onde, apds um rapido desenvolvimento embriondrio, sdo capazes de se manter vidveis por

longos periodos (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994).

No caso do mosquito infectado, o virus dengue pode ser transmitido pela fémea
infectada a sua progénie através dos ovos, caracterizando a transmissdo vertical
(transovariana), onde um percentual varidvel de seus descendentes ja nasce infectado (Consoli

& Lourengo-de-Oliveira 1994).

1.4.1 - Aedes aegypti Linnaeus, 1762

O A. ggypti € origindrio do continente Africano, e de 14 se espalhou para a Asia e
Américas, principalmente pela existéncia do comércio maritimo (Rébelo et al. 1999). Foi
introduzido no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente na época do trafico de
escravos (Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994). Atualmente, o A. ggypti apresenta
distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais e se caracteriza por ser um mosquito de
comportamento estritamente urbano. E um mosquito escuro com faixas brancas na base dos

segmentos tarsais e um desenho de lira no térax (Fig. 3A) (Neves & Silva 1989).



Fig. 3: Fotos do mosquito Aedes ggypti. A) visdo frontal (www.cnes.fr), B) visdo lateral de uma

fémea se alimentando (http://pt.wikipedia.org/wiki/Aedes_aegypti).

Os mosquitos adultos ndo apresentam grande capacidade de dispersdo, sendo que os
machos tendem a permanecer proximos aos criadouros, onde ocorre o acasalamento. Macho e
fémea alimentam-se da seiva das plantas, presentes, sobretudo, no interior das casas (Brasil
2001). A fémea pratica a hematofagia (Fig. 3B), pois os nutrientes presentes no sangue siao
necessdrios para o desenvolvimento dos odcitos (Marzochi 1994). Esse repasto sanguineo
ocorre quase sempre durante o dia, principalmente nas primeiras horas da manhd e ao

anoitecer (Neves & Silva 1989).

O A ggypti, encontrou condigdes favordveis para uma rdpida expansdo,
principalmente pelos hédbitos da civilizacdo moderna como uma urbanizag¢do acelerada que
gera cidades com abastecimento de 4gua e limpeza urbana deficientes; hd utilizacdo
indiscriminada de recipientes descartiveis de plastico e de vidro, somados a atividade
humana, alguns fatores extrinsecos como chuva, temperatura, altitude, topografia e umidade
condicionam a sobrevivéncia desses vetores (Gadelha & Toda 1985, Brasil 2001). Assim, o A.

£8ypti se espalhou por vérios locais do mundo sendo que nas Américas estd ausente somente
no Canada e Chile, por razdes climdticas e de altitude (Gubler & Clark 1996, Rébelo et al.
1999).

E considerado um vetor eficiente por diferentes razdes: é altamente susceptivel ao
virus dengue; se alimenta preferencialmente em humanos; procria préximo a habita¢des
humanas; tem habitos diurnos; é um mosquito muito bem adaptado ao convivio com 0s
humanos, uma vez que um pequeno movimento do hospedeiro faz com que ele interrompa sua
alimentagdo, além de ser capaz de se alimentar por curtos periodos em diferentes hospedeiros

(Gibbons & Vaughn 2002).
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1.5 - Virus

1.5.1 - Caracteristicas do Género Flavivirus

Os virus do género F| yivig s apresentam mosquitos ou carrapatos como vetores,
sendo classificados ecologicamente como arboviroses - agentes virais que se replicam e sdo
transmitidos por membros do Filo Arthropoda (Monath 1988 apud Nasci & Miller 1996).
Além da classificacdo de acordo com o vetor, podem ser divididos por drea geogréfica ou

manifestacdes clinicas (Simpson 1996).

Sdo conhecidos mais de setenta membros deste género e aproximadamente metade
deles pode afetar o homem, sendo que destes, alguns possuem grande importancia médica,

como os virus da Dengue e da Febre Amarela (Solomon & Mallewa 2001).

Os F| givig s compartilham caracteristicas como: morfologia, estrutura gendmica e
determinantes antigénicos. Outra caracteristica comum do género é a presenca de envelope
lipidico, muito explorado em testes soroldogicos rapidos, porém podem existir reacdes
cruzadas que dificulta o diagndstico de algumas flaviviroses. As reacdes cruzadas podem
ocorrer entre os virus dengue e da febre amarela, da encefalite japonesa e do Oeste do Nilo
(Henchal & Putnak 1990). Um outro exemplo tipico € o diagndstico dos quatro sorotipos do

virus dengue (Monath 1997).

1.5.2 - Virus dengue

O virus dengue € classificado em quatro sorotipos antigenicamente distintos, DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, estando classificados como um complexo dentro da Familia
F| ﬁivirid & Os sorotipos do virus dengue podem ainda apresentar variacdes genotipicas. O
DENV-2, por exemplo, € filogeneticamente agrupado em 4 gendtipos, sendo que dois sdo os
mais usuais: o genétipo Americano, endémico no Hemisfério Ocidental e também em ilhas do
Pacifico Sul por cerca de cinco décadas (Rico-Hesse 1990), entretanto, atualmente esse
genotipo s6 é encontrado no Norte do México e Peru. Em contraste, o genétipo Sudeste

Asidtico foi detectado a principio nas Américas, durante uma epidemia de FHD em Cuba e

vem substituindo o gendtipo Americano (Rico-Hesse et al. 1997).



A particula viral madura é esférica com um didmetro de 50 nm e contém uma tnica
fita RNA, com polaridade positiva (mMRNA) contendo aproximadamente 11.000 nucleotideos

(Jones et al. 2003).

O genoma apresenta uma pequena regido 5° capeada e nio codificadora, uma regidao
aberta de leitura contendo mais de 10.000 nucleotideos, e a regido nao codificadora terminal
3’, que é desprovida de cadeia poli-A. A janela aberta de leitura codifica trés proteinas
estruturais na terminagdo 5°, que sdo as proteinas C (do capsideo), M (de membrana) e E (do
envelope) respectivamente (Fig. 4). A forma imatura do virus contém a proteina “prM”, uma

precursora da proteina M (Henchal & Putnak 1990, Monath & Heinz 1996).

A proteina C € a primeira a ser traduzida e se associa com o RNA para formar o
nucleocapsideo. A proteina “prM” € clivada apds a saida do virus da célula, deixando uma
pequena proteina estrutural M ancorada no envelope do virus e abandonando a maior parte, o
segmento (“pr”’) no meio extracelular (Monath & Heinz 1996). A formacdo da proteina M

parece ser crucial, finalizando o evento da morfogénese do virion (Henchal & Putnak 1990).

z

A glicoproteina do envelope € responsdvel por um grande espectro de atividades
bioldgicas incluindo: ligacdo aos receptores celulares do hospedeiro, fusio a membrana e
entrada nestas células, além do mais, ela estimula o sistema imune do hospedeiro através da

inducdo de protecdo (Saejung et al. 2006).

O genoma do virus dengue apresenta ainda sete proteinas ndo estruturais (NS). Essas
proteinas estdao codificadas apds a proteina E no genoma viral na seguinte ordem: NS1, NS2a,

NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Henchal & Putnak 1990).

A glicoproteina NS1 é essencial para a viabilidade do virus, apresentando papel
precoce na replicacio do RNA podendo ser encontrada intracelularmente ou
extracelularmente (Rice 1996, Alcon-LePoder et al. 2005). A regido de NS2 codifica para
duas proteinas: NS2a uma proteina hidrofébica necessaria para o processamento proteolitico
apropriado da regido C-terminal da NS1 e, NS2b também uma proteina hidrofébica atuando
como cofator essencial para a atividade de protease viral da proteina NS3 (Bera et al. 2007).
A proteina ndo estrutural 3 € altamente conservada entre os F| a/iviﬁ s (Monath & Tsai 1997)

sendo dotada com fungdes de: protease, helicase, nucleosideo 5’-trifosfato (NTPase) assim



como atividade de RNA trifosfatase, exercendo importante papel no processamento da
poliproteina e na replicacdo do genoma viral (Xu et al. 2005). As proteinas NS4a e NS4b
apresentam perfis hidrofébicos muito conservados entre os diversos virus dengue e os
F| givig s de modo geral. Em relacdo a fun¢do, ambas as NS4 podem ser envolvidas na
localizacdo de membrana dos complexos de replicacdo NS3 e NS5 através da interagdo da
proteina-proteina (Leitmeyer et al. 1999). Por fim, a proteina ndo estrutural 5 é a maior e
também a mais conservada das proteinas do género F| yivig s. Proteina bdsica e supde-se ser
polimerase RNA-dependente do RNA (RdRp) dos F| yivig s e tem funcdo também de
metiltransferase. E uma enzima chave para o processo de replicacio viral (Baleotti et al.

2003).

C.Protein

Positive strand RHA

Fig. 4: Desenho esquemitico mostrando a particula viral e estrutura do genoma dos F| yivig s.
Diagrama mostrando regides do genoma dos F| yivig s codificadoras de proteinas estruturais ¢ nao
estruturais. O polipeptideo é processado em trés proteinas estruturais (C, proteina do nucleocapsideo;
M, proteina associada & membrana; e E a proteina do envelope) e sete proteinas nao estruturais (NS1,

NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (www.dailycal.org/printable.php?id=7167).

1.5.3 - Ciclo replicativo

Os F| .giviﬁ s podem se replicar em cultivos celulares de mamiferos e artrépodes

(Henchal & Putnak 1990). Os eventos iniciais ndo estdo completamente caracterizados.

A primeira etapa da infec¢@o viral € a fixacdo ou interacdo da particula viral com um
sitio do receptor especifico sobre a superficie celular (Chambers et al. 1990). Qualquer

constituinte de membrana celular, incluindo carboidratos, lipidios e proteinas podem ser



receptores virais, dependendo do virus. Esses componentes celulares atuam em funcdes
celulares normais e sdo usados, pelos virus, para adesdo e entrada na célula (Mufioz et al.

1998).

Virios provaveis receptores para o virus dengue sorotipo 2 em diversas linhagens
celulares ja foram descritos. O DENV-2 parece se ligar a uma proteina de 100-kD na
superficie de células K-562 (Rothwell et al. 1996), a uma proteina de 65-kD na superficie das
linhagens celulares N1E-115 e SK-N-SH (Ramos-Castaneda et al. 1997) e a duas proteinas
de 67 e 80-kD na superficie de células C6/36 (Muifioz et al. 1998), além de mais quatro
proteinas de 27, 45, 67, e 87-kD presentes na superficie de macréfagos humanos (Moreno-
Altamirano et al. 2002). A proteina do envelope viral recombinante ¢ também relatada por se
ligar especificamente ao sulfato de heparan nas superficies das linhagens celulares Vero, CHO

e BHK (Chen et al. 1997, Hung et al. 1999).

Acredita-se que apds a adsorcdo, os virus penetram nas células por endocitose
mediada por receptor. Mudangas no pH do endossoma provocam fusdo entre a membrana
endossomal e o envelope viral, expelindo o nucleocapsideo no citosol, como conseqiiéncia, o
RNA gendmico viral é liberado. Em seguida, inicia-se a tradu¢@o da poliproteina precursora

(Leyssen et al. 2000).

Assim que o0 mRNA gendmico € traduzido, o processo de replicag@o se inicia com a
sintese de fitas complementares negativas. Estas fitas complementares funcionam como
molde para a producdo de mais fitas positivas. A sintese de fitas positivas a partir de moldes
de fitas negativas acontece através de um processo semiconservativo (Rice, 1996). As fitas
positivas e negativas devem ser produzidas aproximadamente em taxas iguais para permitirem

que a amplificagdo do RNA seja exponencial (Henchal & Putnak 1990).

A traduc@o normalmente tem inicio no primeiro AUG (metionina) da regido aberta de
leitura. As proteinas estruturais sdo codificadas a partir da regido préxima da extremidade 5’
do genoma, e as proteinas ndo estruturais sdo codificadas pelo restante do genoma (Rice

1996).

Andlises ultra-estruturais de células infectadas indicam que a replicagdo viral esta

intimamente relacionada com membranas intracelulares. Apds a replicacdo, o genoma viral é



encapsulado pelas proteinas do nucleocapsideo e dirigi-se ao reticulo endoplasmético ou para
outras estruturas membranosas induzidas pela infec¢do viral, onde a particula viral imatura é
cercada por um envelope lipidico contendo proteinas virais, inserido no limen. Apés a
passagem pela via secretoria, as proteinas do envelope viral tornam-se glicosiladas.
Finalmente, os virus maduros séo liberados no espago extracelular por exocitose (Leyssen et

al. 2000).
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Fig. 5: Esquema do ciclo replicativo dos F| yivig s. Etapas do ciclo replicativo: (1) e (2) adsor¢do da
particula viral a célula hospedeira; (3) e (4) endocitose mediada por receptor, fusdo do envelope viral
com a membrana do endossoma e liberacio do nucleocapsideo viral; (5) , (6) e (7) tradugdo e
processamento da poliproteina; (8) replicagdo do RNA associado a membrana; (9) e (10) morfogénese
do virion em vesiculas intracelulares; (11) transporte do virion e fusdo da vesicula na membrana

plasmadstica; (12) liberag@o do virion no meio extracelular (adaptado de Leyssen et al. 2000).

1.6 - Infeccao do virus dengue no mosquito vetor

O periodo que vai desde o repasto infectante até a capacidade de transmissdo do virus
pelo mosquito € designado como periodo de incubagio extrinseco (PIE). Apds ingestdo de

sangue contaminado com o virus dengue, as particulas virais precisam se ligar a receptores



especificos do intestino médio do mosquito para estabelecer a infeccdo no o6rgio e,
posteriormente, se replicar nas células epiteliais intestinais para poderem entdo, deixar o
intestino. Uma vez que o virus consegue deixar o intestino, ele passa para a hemocele
podendo infectar 6rgdos secundirios como os ovdrios e o corpo gorduroso. Por fim, é
necessdrio estabelecer a infecg@o na glandula salivar. Para que este mosquito seja considerado
apto a transmitir o virus, particulas virais precisam ser eliminadas juntamente com a saliva
durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado (Hardy et al. 1980, Woodring et al.

1996, Black IV et al. 2002).

Fig. 6: Etapas necessdrias para a infec¢io por F| ,giviﬁ s e transmissdo pelo vetor. As letras indicam os
locais de desenvolvimento viral e as setas indicam o caminho percorrido pelo patégeno dentro do
inseto. Apds a ingestdo de sangue infectado (A) os virus entram nas células epiteliais do intestino
médio (D), se replicam e deixam estas células alcancando a hemolinfa (E) e posteriormente, podem
infectar e se replicar em outros érgaos do inseto como, por exemplo, as glandulas salivares (H), onde,
durante um novo repasto sangiiineo, podem infectar um hospedeiro susceptivel. Neste desenho as
letras (C) indicam a matriz peritréfica e (F) os tibulos de Malpighi (modificado de Beerntsen et al.

2000).

As fémeas de Aedes ,ggypti permanecem infectadas por toda sua vida. Véarios artigos
demonstraram que patdgenos, incluindo pelo menos cinco virus (Grimstad et al. 1980, Tesh
1980, Turell et al. 1985, Faran et al. 1987, Weaver et al. 1988, 1992), podem afetar varios
aspectos da biologia do vetor incluindo a taxa de desenvolvimento (Tesh 1980), a producao de

ovos (Turell et al. 1985), a alimentacdo (Grimstad et al. 1980, Turell et al. 1985), a
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morfologia do intestino médio (Weaver et al. 1988, 1992), a atividade das proteinases no

intestino médio e a taxa de mortalidade (Faran et al. 1987).

A duragdo do periodo de incubagdo extrinseco (PIE) depende do vetor e do virus
envolvido e em geral, varia de 10 a 14 dias para F| yivig s (Woodring et al. 1996). O PIE ¢
influenciado por fatores ambientais como a temperatura e a umidade além de sofrer influéncia
de fatores intrinsecos do vetor com a competéncia vetorial e o gen6tipo viral envolvido (Black
IV et al. 2002). Apds o PIE, o vetor infectado pode transmitir o virus para novos hospedeiros
vertebrados durante tentativas de alimentacdo ou para sua progé€nie durante a oviposicdo

(Woodring et al. 1996).

1.6.1 - Transmissao vertical

A transmissdo vertical, na qual a fémea transmite o patégeno a sua progénie, ocorre
com alguns arbovirus. Em geral, duas rotas: a transovariana (no momento da oviposi¢do o
virus jd se encontra dentro do ovo) ou ‘7r gsoy #« (quando o virus estd na superficie do ovo)

(Woodring et al. 1996).

VERTICAL TRANSMISSION (FEMALE TO PROGENY - MALE & FEMALE)

/\% %m

TRANSOVARIAL TRANSOYUM
(Virus in egg) (Virus on egg surface)

Fig. 7: Formas de transmissao vertical do virus dengue (Woodring et al. 1996).

Existem evidéncias da transmissdo vertical na natureza e também em laboratdrio, e
que estas exibem diferentes niveis em algumas espécies de Aedes (Rosen et al. 1978, Khin &
Than 1983, Rosen et al. 1983, Hull et al. 1984, Barreau et al. 1997, Joshi et al. 1996,
Thenmozhi et al. 2000, Cecilio 2002, Joshi et al. 2002).



Os virus podem infectar varios 6rgdos do mosquito vetor. O tropismo tissular de uma
cepa viral parece ser um fator importante na sobrevivéncia do virus. Durante a transmissao
vertical particularmente, quando as particulas virais se multiplicam em embrides latentes, o
orgdo envolvido na multiplicacdo viral pode ser considerado um importante fator na
longevidade e sobrevivéncia daquele hospedeiro (Joshi et al. 2002). Quando os foliculos
ovarianos em desenvolvimento se tornam infectados, o virus se replica e persiste no inseto
durante a embriogé€nese, desenvolvimento larval e na metamorfose para o estagio adulto desta

geracdo (Woodring et al. 1996).

A transmissdo vertical apresenta importante papel na sobrevivéncia do virus. Acredita-
se que esteja relacionada com sua manutencio durante o periodo onde hd uma diminuicdo na
populacdo de adultos, ou quando h4 decréscimo ou auséncia de casos de infeccdo viral em
humanos (Rosen et al. 1983). Sabe-se que os ovos do A. .ggypti permanecem vidveis por
varios meses fora da dgua (Horsfall 1972 apud Forattini 2002), embora nem todas as espécies

do mesmo género apresentem tal caracteristica.

1.6.2 - Capacidade vetorial

A capacidade vetorial é definida quantitativamente e € relacionada por varidveis como
a densidade vetorial e a longevidade bem como a competéncia vetorial. Estimar a capacidade
vetorial leva em conta fatores ambientais, comportamentais, celulares e bioquimicos que
influenciam a associacdo entre vetores, os patdgenos transmitidos pelos vetores e do

hospedeiro vertebrado no qual o patégeno € transmitido (Beerntsen et al. 2000).

1.6.3 - Competéncia vetorial

Em contraste com a capacidade vetorial, a competéncia vetorial é a habilidade
intrinseca do vetor (espécie, populacdo e individuo) de transmitir o agente bioldgico da
doenca. A competéncia vetorial inclui a susceptibilidade a infeccdo, a “aceita¢do”, isto é, a
reproducdo do patégeno ou desenvolvimento, duracido do periodo de incubagdo extrinseco e
eficiéncia da transmissdo do patégeno. Deste modo, a competéncia vetorial é restrita ao

processo de interagdo vetor-patdgeno (Beerntsen et al. 2000).



A competéncia vetorial para os arbovirus estd associada com vdrias barreiras
anatdmicas que existem no inseto, as quais devem ser ultrapassadas pelos virus para se
estabelecer a infecc@o. Essas barreiras podem ser classificadas como: a barreira de infecgio
do intestino médio, a barreira de escape do intestino médio e a barreira da glandula salivar

(Black IV et al. 2002).

Barreira do IM
1. Estabelecimento da infecgdio
2. Replicagdo nas células epiteliais

/




presencga da “barreira da glandula salivar” torna o mosquito incapaz de transmitir o virus a um

hospedeiro vertebrado (Black IV et al. 2002).

Estudos tm mostrado que o A. ggypri exibe uma variagdo continua na sua
competéncia para transmitir F| ,giviﬁ s (Gubler et al. 1979, Black IV et al. 2002, Severson et
al. 2004, Gorrochotegui-Escalante et al. 2005) e esta variagdo parece ser controlada por, pelo
menos, dois genes ou grupos de genes, um controlando a “barreira de infeccdo do intestino

médio” e outro controlando a “barreira de escape do intestino médio” (Bennett et al. 2002).



1.7 - Justificativa

Ultimamente, vérios grupos de pesquisa vém focalizando o estudo dos insetos vetores
em todo o mundo, inclusive no Brasil. Esse interesse vem da necessidade de se aprofundar
nos conhecimentos da biologia de interacdo dos patégenos com seus respectivos vetores. Ao
compararmos dados da literatura sobre a interacdo patdgeno-hospedeiro vertebrado, vemos
que existe uma enorme quantidade de trabalhos que mostram como os patégenos afetam
células e o6rgaos destes hospedeiros, enquanto que os processos de invasdo do vetor pelo
patégeno sdo muito pouco estudados, o que gera uma defasagem na literatura sobre este

assunto.

Desta forma, existe a necessidade de avangos significativos no conhecimento basico
do processo da interacdo patogeno-vetor. O conhecimento dos mecanismos de invasdo e o
desenvolvimento da infecg¢do, certamente contribuirdo para estudos futuros que visam
bloquear as transmissdes de diversas doencas ou mesmo para o desenvolvimento de insetos

transgénicos.

Em especial, ¢ importante que se estude a competéncia vetorial de populagdes de
Aedes ggypti presentes em nosso pais, uma vez que o vetor estdi muito bem adaptado a
convivéncia com os humanos e estd espalhado por todo o territério brasileiro, além da

presenga de trés dos quatro sorotipos do virus dengue no Brasil.



2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral:

Estudar a competéncia vetorial da populagdo de Aedes ggypti estabelecida na colonia do

Laboratério de Entomologia Médica (CPqRR/FIOCRUZ/MG) em relagdo ao virus dengue.

2.2 - Objetivos especificos:

1) Desenvolver um modelo experimental de infeccdo artificial do A. ggypti com o virus

dengue sendo tanto o vetor quanto o patdgeno originarios do pais.

2) Determinar a taxa de infecgdo pelo virus dengue na populagdo de A. ggypri estudada.

3) Determinar a porcentagem de A. ggypti que completam o ciclo de vida do virus sendo

potenciais vetores.

4) Verificar a ocorréncia da transmissdo vertical em fémeas infectadas com o virus dengue.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Manutencao da colonia de mosquitos

Os mosquitos A. ggypti (cepa Goytacazes — originalmente coletados na cidade de
Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro) foram obtidos da coldnia estabelecida e
mantida no Laboratério de Entomologia Médica (LEM/CPgRR) desde 1999. Esses mosquitos
sdo mantidos em insetdrio climatizado com uma variagdo média de temperatura de 26-28°C e
umidade relativa do ar em torno de 70-80% em ciclos de 12 horas de claridade e 12 horas de
escuriddo. A alimentacdo destes insetos é feita através de solugcdo de glicose a 10% até o

momento dos experimentos.

3.2 - Cepa viral

A cepa utilizada para os experimentos de infeccdo dos mosquitos foi a DENV-2/SPH.
Esta foi isolada do soro de um paciente diagnosticado com Febre Hemorrdgica do Dengue na
cidade de Ribeirdo Preto no ano de 1991. Esta cepa foi obtida do banco de cepas de virus
congelados do laboratério do Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo do Laboratério de Virologia
do HCFMRP-USP no ano de 1998 e vem sendo mantida no Laboratério de Virologia e
Microbiologia Molecular, na Fundacio Ezequiel Dias, em células C6/36 originarias de larvas

de mosquito A. Z,;bopiqt S.

3.3 - Cultivo de células C6/36 e Multiplicacao viral

As células C6/36 foram cultivadas em meio de cultura Leibowitz L-15, contendo
20 pg/mL de gentamicina, 100 Ul/mL de penicilina, 5 pg/mL de fungizona, 25 pg/mL de
ciprofloxacina e 10% de soro fetal bovino (SFB) em B.O.D. a 28°C. Para os repiques de
monocamadas continuas de células, o meio de cultivo foi desprezado e as células lavadas com
PBS (tampdao fosfato salina). Assim que as células foram desprendidas da monocamada, elas
foram homogeneizadas em meio de cultivo celular e cerca de trés milhdes de células foram
distribuidas em garrafas de 25cm”. Quando a monocamada destas garrafas apresentou 80 a

90% de confluéncia, o virus dengue sorotipo 2 era inoculado. A infeccdo foi observada



através da formagdo de sincicios e do efeito citopatico caracteristicos da presenca da infeccdo

viral na cultura de células.

Ap6s a verificagdo da presenca do efeito citopdtico e positividade da multiplicagdo
viral, as células que ainda estavam aderidas na monocamada eram raspadas. Uma aliquota
desta mistura de sobrenadante com células era utilizada para a infec¢do oral dos mosquitos.
Outra aliquota da cultura infectada foi separada e utilizada como controle positivo das reagdes

de PCR.

3.4 - Titulacao viral e Cultivo de células LLCMK,;

A titulacdo viral foi feita em células LLCMK,  derivadas de rim do macaco Rheg s,
cultivadas em meio DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco — marca Gibco®)
contendo 50 pg/mL de gentamicina, 100 Ul/mL de penicilina, 5 pg/mL de fungizona e 5% de
SFB, mantidas em estufa de CO, a 37°C. Para a quantificacdo das unidades formadoras de
placas (PFU), as células LLCMK, foram cultivadas em placas de 12 camaras com meio
DMEM e 5% de SFB, sendo implantadas 1,5x10° células/cAmara. 450pL de uma série de
dilui¢des seriadas contendo o virus a ser titulado foram inoculadas em células com
monocamada recém-fechadas. Como controle foi utilizada uma camara com células ndo
infectadas. Apds incubag@o, o meio foi desprezado e as células lavadas com PBS. Em
seguida, foi adicionado o meio DMEM contendo 1,5% de carboximetilcelulose e as placas
foram incubadas a 37°C por sete dias. Observagdes foram realizadas apds coloragdo com
solugcdo de 1% de cristal violeta em PBS 1x para a determinagéo do titulo das amostras. O
titulo do DENV-2 utilizado para os nossos experimentos de desenvolvimento e padronizagio
da infeccdo oral foi de 4 x 10* PFU/mL. J4 para os experimentos de transmissdo vertical, o

titulo do virus utilizado foi de 1 x 10’ PFU/mL.

3.5 - Infeccao dos mosquitos

Grupos de 200 fémeas de A. ggypti com idade de 3 a 5 dias foram colocadas em
pequenas gaiolas. A solucdo de glicose 10% foi retirada 24 horas antes dos experimentos de
alimentacdo oral. As fémeas se alimentaram através de um aparato consistindo de alimentador

de vidro revestido com uma pele de codorna, o qual permanecia aquecido com dgua circulante



a 37°C durante o periodo de uma hora (Rutledge et al. 1964, Billingsley & Rudin 1992). O
alimento infectante era composto de uma mistura de 2/3 de sangue de camundongo inativado
e 1/3 de células C6/36 infectadas com o virus dengue sorotipo 2 (DENV-2). A este alimento
foi adicionada ATP (adenosina trifosfato — marca Sigma®) para atuar nos mosquitos como
fagoestimulante. Ao término do processo de alimentagdo, as fémeas ingurgitadas foram
mantidas no infectério em temperatura de 28°C e alimentadas com solucdo de glicose a 10%
até o momento da dissec¢do ou sacrificio, correspondendo até o final do periodo de incubacdo

extrinseco do virus.

Foram testados alguns parametros que poderiam influenciar na resposta dos insetos ao
processo de alimentagdo e conseqiiente infeccdo dos mosquitos. Os parametros testados

foram:

1) Horario da Alimentacido: A alimentacdo foi feita em diferentes horas do dia (as

10hs, as 12hs e as 14hs), pois 0 A.  ggypti mosquito tem habito hematéfago diurno.

2) Influéncia da Membrana: Foi testada também a influéncia de membranas que
cobriam os alimentadores no comportamento alimentar dos A. ggypti. Para isso, testamos
peles da regido peitoral de animais — galinhas jovens (G 4 s g # s) ou de codorna (Noth r 4
fef l0s J com idade variando de 3 a 5 dias, além disso, utilizamos “tripa” de porco (s s
scrof 3 comercial utilizada para a confecgdo de embutidos, as quais foram exaustivamente

lavadas para retirada de detritos e sais.

3) Fagoestimulante: O ATP € um conhecido fagoestimulante e largamente utilizado
em alimentagdes artificiais para mosquitos (Rutledge et al. 1964, Galun et al. 1984, Molina-
Cruz et al. 2005, Richardson et al. 2006). A sua utilizacdo foi testada em concentragdes que

variavam de 1 a 5 mM.

As etapas de infeccdo e manuten¢do dos mosquitos infectados foram feitas seguindo
normas internacionais de seguranca e executadas dentro do insetdrio de alta seguranca do

Laboratério de Entomologia Médica.



Mosquitos inteiros ou dissecados foram analisados para a positividade da infeccdo
pela técnica da RT-PCR (transcrigo reversa — reagdo em cadeia da polimerase) utilizando-se
iniciadores especificos ou pela localizacdo do virus nos 6rgdos do mosquito através da

Microscopia Laser Confocal.

3.6 - Verificacao da transmissao vertical

Para a verificacdo da transmissdo vertical foi realizada a oviposi¢cdo individual das
fémeas submetidas a alimentacdo infectante. Um dia ap6s a infec¢do oral, 30 fémeas foram
separadas aleatoriamente e colocadas em tubos tipo Falcon de 50 mL contendo &dgua
declorada e papel de filtro para que estas pudessem fazer a postura dos ovos. ApoOs a
oviposicdo, as fémeas foram retiradas assim como o papel filtro contendo os ovos. Para ser
conhecido o indice de postura, foi procedida a contagem dos ovos provenientes desta postura.
Logo apds a contagem, os ovos foram colocados em potes pldsticos com a numeracio da
respectiva fémea ‘mae’ contendo dgua declorada, para que ocorresse a eclos@o das larvas. As
fémeas foram reconduzidas aos seus respectivos tubos e foi oferecida uma nova alimentagio
sanguinea, desta vez, ndo infectante (camundongo anestesiado) repetindo-se o procedimento
de obtengdo e eclosdo dos ovos. Todo este processo — alimentagdo, postura dos ovos e
eclosdo das larvas — foi realizado por duas vezes, sendo que na primeira oviposi¢do
(Oviposigdo 1), os ovos foram provenientes da alimentacdo infectante, que correspondeu ao
primeiro ciclo gonodotréfico e, na segunda (Oviposicdo 2), foram provenientes de

alimentagdo de sangue ndo infectado, correspondente ao segundo ciclo gonodotréfico.

Assim que as larvas originadas de cada uma das oviposi¢des atingiam o terceiro ou
quarto estadio larvario, estas eram recolhidas, separadas em grupos de até 50 larvas por cada
microtubo do tipo Eppendorf, identificadas e armazenadas em freezer -70°C para posterior

detec¢do do virus dengue através da RT-PCR.

Ap6s a andlise dos grupos de larvas através da RT-PCR, calculou-se o Indice Minimo

de Infec¢do (Reeves & Hammon 1962 apud Walter et al. 1980).

Indice Minimo de Infec¢io =  Total de larvas analisadas

Total de grupos positivos analisados




3.7 - Disseccao dos mosquitos

Nos dias 3, 6, 9, 12 e 15 apds a alimentagdo infectante, as fémeas foram dissecadas
sob estereomicroscépio Stemi DV4 da marca Zeiss. Para tal, elas foram primeiramente
anestesiadas no gelo por 3 minutos, posteriormente procedeu-se a disseccdo de intestino,
ovério, carcaca e cabeca (incluindo a glandula salivar), em tampao fosfato salina. A seguir

este material foi separado e fixado para a observacao no Microscopio Laser Confocal.

3.8 - Microscopia Laser Confocal

3.8.1 - Imunomarcacio para o virus dengue

Os insetos dissecados nos tempos estabelecidos acima (3, 6, 9, 12, 15 dias apds
alimentacdo infectante) foram fixados em paraformaldeido 4% (Electron microscopy
sciences®) por duas horas a 4°C. Apo0s a fixagdo, foi feita a lavagem do material em PBS

filtrado (pH 7.2-7.4) por trés vezes de 5 minutos cada.

A seguir, o material foi incubado por duas horas em meio RPMI filtrado (Gibco®), em
temperatura ambiente. Logo apds, incubou-se as amostras em PBS/BSA (albumina de soro
bovino)/Triton 0,2% por 30 minutos (PBS/BSA 1:100). Posteriormente foi feita incubacio
‘overnight’ com o anticorpo primario anti-DENV-2 (mouse policlonal) 1:125 (preparado com
diluidor de anticorpos DAKO). Este anticorpo foi gentilmente cedido pelo Dr. William C.
Black IV do Laboratério de Arboviroses e de Doencgas infecciosas da Universidade Estadual

do Colorado de Fort Collins no Estados Unidos.

Apds a incubacdo com o anticorpo primdrio, as amostras foram lavadas em
PBS/BSA/Triton 0,2% por trés vezes de 5 minutos cada. Posteriormente foi feita a incubacado
do material com o anticorpo secundario FITC (Sigma®) 1:100 (preparado com diluidor de

anticorpos DAKO) durante duas horas.

Em seguida, as amostras foram lavadas novamente em PBS/BSA/Triton 0,2% por trés

vezes de 5 minutos cada e depois em PBS filtrado (pH 7.2-7.4) por trés vezes de 5 minutos



cada. Finalmente as amostras foram montadas em meio ‘anti-fading’ (Mowiol — Aldrich®) e

observadas sob 0 Microscépio Laser Confocal LSM-510 da marca Zeiss.

3.9 - Extracao do RNA

Utilizou-se o método da silica segundo Boom e colaboradores (1990). Apds
maceracdo das amostras (mosquitos individuais ou grupos de larvas) em meio Leibowitz L-
15, transferiu-se 60 Ll deste sobrenadante para um microtubo do tipo Eppendorf contendo
50 pl de silica e 200 pl de tampao de lise (contendo isotiocianato de guanidina, TRIS, EDTA
e Triton X-100). Ap6s homogeneizacdo e centrifugacdo, o sedimento foi lavado duas vezes
com tampdo de lavagem (contendo isotiocianato de guanidina e TRIS), seguido por duas
lavagens em solugdo de etanol 70% e uma lavagem com acetona. Apds centrifugagcdo o

sedimento foi ressuspenso em 50 Ul de 4gua DEPC (dietilpirocarbonato).

3.10 - RT-PCR

Uma aliquota de 7 pul do RNA extraido foi adicionada a 50 pmol do oligonucleotideo
iniciador anti-senso (D2) e aquecido a 70°C por 10 minutos. Apds incubagido no gelo, foi
adicionado: Tampao 5x (Tris-HCI a 250 mM pH 8,3; KCl a 375 mM e MgCl, a 15 mM),
mistura de dNTPs a 10 mM e DTT (ditiotreitol) a 0,1 M, seguido por pré-incubacio a 42°C
por 5 minutos e adigdo de 200 U da enzima transcriptase reversa (SuperScript I RT-
Invitrogen®). A reagdo foi entdo incubada por 50 minutos a 42°C, seguida por incubacio a

70°C por 15 minutos e resfriada no gelo.

Os oligonucleotideos iniciadores usados para o virus dengue foram descritos no
trabalho de Lanciotti e colaboradores (1992) e estdo descritos na Tabela 1. As reacdes “PCR
Supermix” (Invitrogen®) foram utilizadas para as reagdes de PCR contendo Tris-HCI a 22

mM (pH 8,4); KCl a 55 mM; MgCl, a 1,65 mM; 220 uM de cada dNTPs e 22 U de 4 DNA

polimerase resultando em um volume final de 22,5 pl.



Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores na regiao de juncao dos genes C/prM

Iniciadores |Sequéncia (5 —3’) Posicdo Fragmento
genoma

DI* TCAATAGCTGAAACGCGCGAGAACCG 134 - 161 511 pb

D2%** TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC | 616 — 644 511 pb

D4** CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232 - 252 119 pb

* Iniciador senso; ** Iniciador anti-senso

Na PCR, s@o utilizados os iniciadores D1 e D4 para amplificacdo do fragmento especifico

para o sorotipo 2 do virus dengue.

As reacdes para deteccdo do virus dengue foram processadas no termociclador M J
Research PTC 100. Os ciclos de PCR foram modificados em relagdo aos ciclos originais

citados em Lanciotti e colaboradores (1992). As condi¢des foram:

“PCR semi-nested”:

3 minutos a 95°C — 1 ciclo;

1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, 1 minuto a 72°C — 5 ciclos;
1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a 72°C — 30 ciclos;

10 minutos a 72°C — 1 ciclo.

3.11 - Fracionamento do DNA em PAGE

Para visualizagdo dos resultados obtidos pela PCR, 10 pl do produto da PCR foram
aplicados em géis de poliacrilamida 8%. Os géis foram submetidos a eletroforese utilizando-
se tampao TBE (contendo Tris-borato, dcido bérico e EDTA) para a corrida. Os géis foram
fixados em solucdo 1 (40% metanol, 10% &cido acético v/v) e solucdo 2 (10% etanol, 5%
acido acético v/v). Ap6s a incubacdo com solugdo oxidante (contendo dicromato de potdssio e
dcido nitrico) por 5 minutos, os géis foram corados com nitrato de prata (0,1g/50mL de 4dgua)
por 20 minutos. Em seguida os géis foram lavados com dgua deionizada por 5 minutos,
acrescentando-se a solucdo reveladora (contendo carbonato de sddio e paraformaldeido) por 5

minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de solugdo fixadora 1.



3.12 - Delianeamento experimental
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4 - RESULTADOS

4.1 - Padronizacao dos experimentos de infeccio dos mosquitos

Para a multiplicacdo viral e posterior infecgdo dos Aedes ggypti com o virus dengue

foram utilizadas células C6/36 de Aedes ,a;bopcit S.

As figuras 9 e 10 mostram respectivamente, cultura de células C6/36 nédo infectada
(controle) e cultura infectada com o DENV-2. A figura 9 mostra uma cultura de células ndo
infectadas, pode-se observar que as células possuem aspecto normal e estdo bem aderidas a
monocamada. Na figura 10 podemos verificar os efeitos da infec¢do viral nas células como,
por exemplo, a presenca da formagdo de sincicios e do efeito citopdtico, uma caracteristica da

infec¢do pelo virus dengue nestas células.

Apé6s a multiplicagdo do DENV-2 nas células C6/36, foram realizados experimentos
que visavam a padronizagdo da infec¢do dos A. ggypri com o virus dengue em nosso
laboratorio. Para isso, foram realizadas alimentagdes infectantes, testando alguns parametros
que poderiam influenciar na resposta dos insetos ao processo de alimentacdo e conseqiiente
infeccdo dos mosquitos. Os pardmetros testados foram: hordrio da alimentacdo, tipo de

membrana e uso do fagoestimulante.

Hordrio da Alimentagdo: Observamos que em qualquer um dos horérios testados, as fémeas

se alimentaram plenamente do alimento sanguineo infectante.

Influéncia da Membrana: O que se percebeu foi que a membrana de tripa se resseca
rapidamente, sendo necessdrio sempre hidratd-la para ndo atrapalhar na alimentacdo dos
mosquitos. O processo foi otimizado quando a tripa ficava embebida em PBS 1X por um dia
antes da realizagdo dos experimentos. Apesar de ndo termos quantificados 0s nossos
resultados, ndo houve influéncia significativa do tipo de membrana na alimentagdo das

fémeas.

Fagoestimulante: Percebeu-se que a presenca do ATP aumentou a eficdcia da alimentacio.
Entretanto, quando ocorria um excesso na quantidade de ATP adicionada ao alimento

infectante, algumas fémeas ficaram imobilizadas e cafram no fundo da gaiola sem



conseguirem se levantar, a ndao ser que fossem feitos movimentos nas gaiolas que as

ajudassem a se levantar. Concluimos que a quantidade ideal de ATP para este fim é de 1mM.

4.2 - Utilizacao da RT-PCR na detecc¢io do virus dengue

Através da RT-PCR foi possivel a deteccdo do RNA viral nas fémeas
analisadas. A presencga do virus dengue sorotipo 2 foi caracterizada por uma banda em gel de

poliacrilamida corado com nitrato de prata apresentando peso molecular de 119 pares de base.

O indice de infeccdo da populagdo de A. ggypti estudada foi considerado como a
porcentagem de fémeas que tiveram seus corpos e cabecas infectados apds o 15° dia da
infec¢do oral. Foi constatado que das 60 fémeas alimentadas, 45 foram positivas para o virus
dengue sorotipo 2 (Fig. 11A), gerando um indice de infec¢do igual a 75% mostrando que as

fémeas da colonia utilizadas, s@o susceptiveis ao virus.

Devemos ressaltar que das 15 fémeas consideradas negativas para o virus dengue

encontramos 5 fémeas que tiveram apenas o corpo positivo e ndo a cabeca (Fig. 11B).

4.3 - Utilizacao da Microscopia Laser Confocal na detecciao do virus dengue

4.3.1 - Imunomarcacao das células C6/36 infectadas pelo DENV-2: Através
da andlise pelo microscopio laser confocal foi possivel analisar a positividade da infeccdo
através da imunomarcacdo com anticorpo anti-dengue 2 (mouse policlonal). Esta andlise
também serviu para a padronizagdo da técnica de imunomarcagdo com o anticorpo anti-
dengue por nés utilizado em outros experimentos, como por exemplo, de tecidos de

mosquitos.

O “inset” da figura 10 mostra a imunomarcagdo especifica com o anticorpo anti-
dengue 2. A marcacdo fluorescente se concentra mais nas bordas das células. Este fato foi
previamente descrito e acontece porque o virus dengue realiza todo o seu processo replicativo

somente no citoplasma celular, ndo penetrando no nticleo da célula.



4.3.2- Imunomarcacao dos 6rgaos do A. aegypti infectados com o DENV- 2:

Foram observados os seguintes 6rgdos: intestino, ovarios e glandula salivar.

Intestino - Este 6rgdo foi escolhido devido a sua importincia durante o processo de
estabelecimento da infec¢do do virus dengue nas fémeas uma vez que, neste no intestino,
podem ocorrer duas barreiras — a de infeccdo e a de escape do intestino médio — contra a

infecgdo.

A figura 12 mostra um intestino médio infectado apds 3 dias da alimentacdo
infectante. Foi possivel observar grupos de células vizinhas localizadas no epitélio intestinal

contendo marcacao fluorescente mais intensa caracteristica da presenca do DENV-2.

A figura 13 mostra um intestino médio dissecado de uma fémea infectada (controle).
Para a confecg¢do deste controle foi realizado o protocolo de imunomarcagdo, entretanto
utilizou-se somente o anticorpo secunddrio (anti-mouse conjugado com FITC). Nota-se uma

autofluorescéncia ndo intensa e difusa caracteristica dos tecidos dos mosquitos.

Ovariolo e Odcito maduro - O ovério foi analisado, pois se sabe da capacidade que as fémeas
de A. ggypti t€m de transmitir verticalmente o virus dengue para sua progénie. A figura 14
mostra um ovariolo dissecado no terceiro dia apds alimentag@o infectante e processado para
imunomarcagio com o anticorpo anti-dengue 2. O ovariolo pode ser considerado como sendo
um tubo alongado no qual os vérios estddios do ciclo ovular estdo dispostos, sendo que quanto
maior o grau de desenvolvimento do odcito, mais proximo este se localiza do oviduto. A
andlise de vérias imagens também demonstrou a presenca do virus neste 6rgdo (dados ndo

mostrados).

Ainda nesta imagem pode-se verificar que a marcacdo para o virus dengue &
predominante no viteldrio, que corresponde a maior parte do ovariolo e onde estdo localizadas
as células em desenvolvimento (0s odcitos) e também os trofécitos. Observa-se, também, que
a parte apical do ovariolo praticamente ndo apresenta imunomarcacio para o virus dengue,

esta parte equivale ao germadrio, que contém células ainda pouco diferenciadas.

Ja na figura 16, o que se pode observar é um detalhe de um odcito maduro. O oodcito
maduro e os ovos sdo revestidos pelo cério, que é de natureza protéica e secretado pelas

células foliculares que circundam o odcito. Nos Culicideos é normalmente formado por duas



camadas, o exocdrion e o endocérion. O endocérion € a camada mais espessa € tem como
funcdo principal a protecdo mecanica. O exocério é sempre fino e responsavel pelo padrio
escultural do ovo. Nele se verifica a existéncia de saliéncias, em geral, essas projecdes sdo

designadas tubérculos do exocoério. As projecdes se dispdem de forma a constituir uma trama,



Tabela 2 — Namero de fémeas parentais positivas e negativas para o DENV-2 apés

alimentacao infectante.

Niuimero de fémeas adultas (geracio parental)

Positivos para o DENV-2 25

Negativos para o DENV-2 5

Para a andlise das progénies, as larvas foram coletadas e separadas em grupos que
continham até 50 larvas, de acordo com a sua geragao parental. Estes grupos foram analisados

por RT-PCR para a presencga do virus dengue.

Como resultado da andlise dos grupos de larvas da primeira oviposi¢do (progénie
proveniente do repasto infectante) verificou-se que todas as fémeas parentais que se
encontravam positivas foram capazes de transmitir o virus para a sua progénie, mostrando que

100% das fémeas positivas foram capazes de transmitir verticalmente o virus dengue.

Tabela 3 — Nimero de grupos de larvas provenientes do repasto infectante (primeira

oviposicao) positivas e negativas para o DENV-2 apés alimentacao infectante.

Grupos de larvas da Primeira Oviposicao

(progénie proveniente do repasto infectante)

Positivos para o DENV-2 25

Negativos para o DENV-2 5

Apds a oviposicdo proveniente de uma alimentagdo com sangue infectante foi
oferecido a estas mesmas fémeas uma alimentagio ndo infectante (sangue sem virus) para
testar a capacidade destas fémeas em continuar transmitindo o virus dengue para a sua
progénie mesmo apds repasto nio infectante. O processo de coleta dos ovos e de eclosio e
recolhimento das larvas para andlise por biologia molecular foi o mesmo realizado para a

primeira oviposi¢ao.



Tabela 4 — Numero de grupos de larvas provenientes da segunda oviposicao positivas e

negativas para o DENV-2 apés alimentacio nao infectante (sem virus).

Grupos de larvas da Segunda Oviposicao

(progénie proveniente do repasto nio infectante)

Positivos para o DENV-2

23

Negativos para o DENV-2

A andlise da tabela 4 mostra que apds a segunda alimentac@o (sem virus) apenas duas

das 25 fémeas positivas para o virus dengue ndo foram capazes de transmitir o virus a sua

progeénie.

Tabela 5 - Calculo do indice minimo de infec¢ao para a progénie da primeira oviposicao.

Niimero de grupos

Total de larvas

Indice minimo de

Fase examinada positivos / Nimero analisadas infeccao de
de grupos testados Aedes aegypti
Larval 25/30 430 1:17,2

Tabela 6 - Calculo do indice minimo de infec¢ao para a progénie da segunda oviposicao.

Numero de grupos

Total de larvas

Indice minimo de

Fase examinada positivos / Nimero analisadas infeccao de
de grupos testados Aedes aegypti
Larval 23/30 900 1:39,1

A andlise do indice minimo de infec¢do mostra que apds a alimentagdo infectante, o

indice foi de 1: 17,2 (Tabela 5) e para a segunda alimentacdo foi de 1: 39,1 (Tabela 6).

Os resultados acima indicam que a populagdo de fémeas de A. ggypti utilizada em

nosso estudo possui a capacidade de transmitir o virus dengue verticalmente a sua progénie.



Fig. 9 — Cultura de células C6/36 nao infectadas com o DENV-2
(controle).

Fig. 10 — Cultura de células C6/36 infectadas com o DENV-2. Nota-
se a formacgdo de sincicios (asteriscos). Inset - Imunomarcacdo de
células C6/36 infectadas com o DENV-2 utilizando anticorpo anti-
dengue. As setas indicam a marcagdo da presenca do virus. (Barra:
10um: obietiva de 40x: Filtro BP 505-550: Laser 488nm).




Fig. 11 — RT-PCR para detec¢cdo do DENV-2 em adultos e em grupos
de larvas de Aedes ggypti.

A = Adulto - cabeca e corpo. 1- cabeca positiva. 2- corpo positivo. 3-
marcador de peso molecular (100pb). 4- controle positivo para o
DENV-2. 5- controle negativo.

B = Adultos - cabecas e corpos. 1- marcador de peso molecular
(100pb). 2- controle positivo para o DENV-2. 3- corpo positivo. 4-
cabega negativa. 5- corpo positivo. 6- controle positivo para o DENV-2.
7- cabeca negativa. 8- corpo positivo.

C= Grupos de larvas. 1- controle negativo. 2- grupo de larvas da
primeira oviposi¢@o negativo. 3- grupo de larvas da segunda oviposi¢do
negativo. 4- marcador de peso molecular (100pb). 5- grupo de larvas da
primeira oviposi¢do positivo. 6- controle positivo para o DENV-2. 7-
fémea parental positiva. 8- grupo de larvas da segunda oviposi¢do
positivo.




Fig. 12 — Imunomarcacio de intestino médio infectado com o DENV-2
utilizando anticorpo anti-dengue. As setas indicam a marcacdo do virus.
(Barra: 10um; crop; objetiva de 40x; Filtro LP 505; Laser 488nm).

Fig. 13 — Imunomarcacio de intestino médio infectado com o DENV-2
utilizando somente o anticorpo secunddrio (controle). Nota-se
autofluoreséncia ndo intensa caracteristica do tecido. (Barra: 50u;
objetiva de 10x; Filtro LP 505; Laser 488nm).




Fig. 14 — Imunomarcag¢do de ovariolo infectado com o DENV- 2
utilizando anticorpo anti-dengue. As setas mostram a marcacdo do virus
no viteldrio. Os asteriscos mostram os germdrios negativos. (Barra:
50um; Objetiva 40x; Filtro LP 505; Laser 488nm).

Fig. 15 — Imunomarcag¢do de ovariolo infectado com o DENV- 2
utilizando somente o anticorpo secunddrio (controle). Nota-se
autofluoreséncia ndo intensa caracteristica do tecido. Os asteriscos
mostram o perfil dos o6citos nos ovariolos. (Barra: 50pm; objetiva de
20x; Filtro LP 505; Laser 488nm).




Fig. 16 — Imunomarcacdo de um odcito maduro infectado com o
DENV- 2 utilizando anticorpo anti-dengue. As setas mostram a
marcagdo para o virus ao redor dos tubérculos (asteriscos) do odcito.
(Barra: 10pum; Overlay; Objetiva 20x; Filtro LP 505; Laser 488nm)

Fig. 17 — Imunomarcacdo de um odcito maduro infectado com o
DENV-2 utilizando somente o anticorpo secundario (controle). Nota-se
autofluorescéncia ndo intensa caracteristica do tecido. Os asteriscos
indicam os tubérculos do o6cito (Barra: 10um; objetiva de 40x; Filtro
LP 505; Laser 488nm).




Fig. 18 — Imunomarcagdo de glandula salivar infectada com o DENV- 2
utilizando anticorpo anti-dengue. As setas mostram a marcagdo para o
virus no citoplasma das células secretoras. Os asteriscos indicam os
vesiculas secretoras. (Barra: 10um; Objetiva 40x; Filtro LP 505; Laser
488nm).

Fig. 19 — Imunomarcagdo de glandula salivar infectada com o DENV-2
utilizando somente o anticorpo secunddrio (controle). Nota-se
autofluorescéncia ndo intensa caracteristica do tecido. Os asteriscos
indicam as vesiculas secretoras. (Barra: 10um; objetiva de 63x; Filtro BP
505-550; Laser 488nm).




5- DISCUSSAO

Os mecanismos que governam a infeccdo, disseminagio e a transmissdo dos arbovirus
nos insetos vetores ndo sdo bem entendidos, entretanto, sabendo-se que as caracteristicas
genéticas, tanto da cepa do virus quanto da populacdo de mosquitos, influenciam no processo
de infeccdo (Black IV et al. 2002), o primeiro passo necessério para o nosso estudo, foi a

padronizag@o da infecgdo de Aedes ggypti com o virus dengue.

O estabelecimento e a padronizagéo da infeccdo do A. ggypti com virus dengue foi
extremamente importante para futuros projetos e também pelo fato de ter sido realizado pela
primeira vez em territério nacional. Até o momento, de acordo com o nosso conhecimento,
ndo existe na literatura informacdo de um laboratério nacional que tenha estabelecido esta
técnica. Os estudos de interacdo nesta drea t€m sido restritos a laboratérios estrangeiros,
apesar da importincia da dengue no nosso pais. A concretizacdo do estabelecimento da
infec¢do laboratorial do A. ggypti com o virus dengue criou um fato novo, abrindo a
perspectiva de vdrios projetos relacionados com a interacdo mosquito vetor/virus dengue -
inclusive com a colaboragdo de outros laboratdrios nacionais - poderem ser aprofundados e

estudados a contento.

A populagdo de A. ggypti colonizada no nosso laboratério mostrou-se composta de
individuos susceptiveis a infec¢do pelo virus dengue sorotipo 2. Este fato € importante, pois
agora temos no Brasil, um modelo de infec¢@o constituido de mosquitos vetores e de amostra
viral provenientes do nosso pais. Tal modelo é melhor representativo da realidade nacional do
que os modelos implantados em laboratérios estrangeiros, os quais geralmente utilizam
mosquitos de colOnias estabelecidas hd longo tempo e amostras virais isoladas em regides

distantes.

Muitos dos experimentos de interacdo mosquito vetor/virus dengue utilizam insetos
derivados de cepas mantidas a longo tempo em laboratdrio. A elucidag¢do do tropismo viral
em A. ggypti recentemente colonizados pode prover melhor conhecimento sobre o potencial
de transmissao e sobre as interacdes virus-vetor que condicionam a epidemiologia da dengue
e o seu potencial epidémico (Salazar et al. 2007). Contudo, conforme exposto acima, nds
decidimos coletar mosquitos A. ggypti em Campos dos Goytacazes no Estado do Rio de
Janeiro em 1999 quando estava ocorrendo um surto de dengue. Estudos t€m demonstrado uma

grande variabilidade na competéncia vetorial de mosquitos A. ggypti coletados em distintas



regides geograficas em outros paises, como por exemplo, no México, nos Estados Unidos
(Bennett et al. 2002) e na Taildndia (Mousson et al. 2002). A coleta na regido onde casos de
dengue estavam ocorrendo, aumentou a nossa possibilidade de trabalhar com A. ggypti que
apresentavam maior competéncia vetorial permitindo uma maior facilitacio do nosso
processo de padronizacdo da técnica de infec¢do laboratorial. Desta forma, acreditamos que
podemos realizar com sucesso estudos comparativos de infeccdo de outras populacdes de A.
£8ypti de distintas regides do Brasil, utilizando o protocolo desenvolvido com o modelo ji

estabelecido.

A maioria dos experimentos para avaliar os indices de infec¢@o de vetores da dengue,
tanto 0 A. ggypti quanto o A. Jbopigi s frente ao virus dengue prioriza a utilizagdo do
sorotipo 2 (DENV-2), provavelmente porque este sorotipo parece ser mais adaptado aos
mosquitos vetores (Joshi et al. 2002), e porque dispinhamos de um anticorpo primdrio anti-
dengue 2 para podermos realizar a imunomarcagdo dos tecidos dos A. ggypti infectados.
Além disso, Anderson e Rico-Hesse (2006) mostraram que o gendtipo viral envolvido na
infec¢do do A. ggypti com o DENV-2 influi tanto nos indices de disseminagdo do virus no

inseto, quanto na capacidade vetorial do mosquito infectado. Eles demonstraram que o



oligonucleotideos especificos para a amplificacdo do sorotipo 2, seguindo metodologia
estabelecida anteriormente (Lanciotti et al. 1992). Desta forma, foi possivel conhecer o indice
de infeccdo da populagdo de A.  ggypti estudada, assim como desenvolver os experimentos de

transmissdo vertical, como veremos a seguir.

O indice de infecgdo das fémeas de A. ggypri encontrado por nés foi de 75%. Estudos
de infecgdo de populagdes de A. ggypti no México mostraram uma variagéo de 24% a 83%
(Bennett et al. 2002). Lourengo-de-Oliveira e colaboradores (2004) mostraram que
populagdes brasileiras de campo de A. ggypri tiveram um indice de infecg¢do para o virus
dengue 2 que variou de 21,6% a 99%. Comparativamente, podemos deduzir que a populacdo
colonizada por nds e utilizada nestes experimentos apresenta um alto indice de infec¢do pelo

DENV-2.

Ainda, ao observarmos os dados obtidos por Lourenco-de-Oliveira e colaboradores
(2004), podemos estabelecer uma comparacio entre as populacdes provenientes do Estado do
Rio de Janeiro estudadas por este autor e a populacdo colonizada em nosso laboratdrio,
originalmente coletada naquele estado: o indice de infeccdo apresentado pelo autor acima
variou de 67,26% a 98,24%, enquanto que a nossa populacdo teve um indice de 75%,
provando novamente que, apesar de ja estar colonizada ha 7 anos, as fémeas da nossa coldnia

apresentam um perfil similar ao do percentual médio encontrado em populacdes de campo.

Como ja mencionado na metodologia, o indice de infeccdo foi obtido através da
porcentagem de fémeas infectadas que tiveram corpo e cabeca infectados. Entretanto, foram
encontradas cinco fémeas, dentro das consideradas negativas, que apresentaram positividade
para o virus dengue somente no corpo. Esses dados sugerem que algumas fémeas dentro da
populacdo em estudo, ndo foram capazes de estabelecer a infec¢do nas glandulas salivares, o
que € um fato importante, uma vez que a auséncia de infeccdo neste 6rgio pode significar que
estas fémeas s@o incapazes de infectar hospedeiros vertebrados durante um repasto sangiiineo.
Por outro lado, podemos inferir que a presenca do virus no corpo pode indicar positividade
nos ovarios, o que poderia fazer com que estas fémeas sejam capazes de transmitir o virus
para a sua progénie. Desta forma, este fato sugere que a transmissao vertical (via progénie) do

virus € independente da capacidade do vetor transmitir a infec¢do horizontalmente (via

picada).



A transmiss@o vertical ¢ definida como a passagem do virus a partir de uma fémea
infectada para a sua progénie (F1). Esse tipo de transmissao ja foi demonstrado para outros
F| ,giviﬁ s como o virus da Encefalite Japonesa (Rosen et al. 1978, 1989), Febre Amarela
(Aitken et al. 1979), Dengue (Rosen et al. 1983) e virus Kunjin (Tesh 1980). Também foi
demonstrado, na América do Norte, para o virus da encefalite de Saint Louis (Francy et al.
1981, Hardy et al. 1984, Nayar et al. 1986). Esse tipo de transmissdo apresenta grande
importancia epidemioldgica ja que, este €, provavelmente, um mecanismo de manutengdo do
virus dengue na natureza, principalmente no periodo onde ndo hd muita chuva e ocorre

reducdo da populagdo de vetores.

Deve-se enfatizar que a presenca do virus ou do antigeno viral no ovdrio das fémeas
ndo permite afirmar que o virus ird entrar nos odcitos e infectar a progénie. Por isso, foram
realizados experimentos de oviposi¢do para a confirmagcdo da existéncia da transmissdo
vertical nas fémeas em estudo. Os resultados apresentados neste trabalho mostram que as
fémeas infectadas pela via oral (através de alimentacdo infectante) foram capazes de
transmitir o virus verticalmente a sua progénie. Estes dados provam que as fémeas da colonia,

além de se tornarem infectadas, sdo capazes de transmitir os virus a sua progénie.

O indice de infec¢do encontrado no experimento de transmissdo vertical foi de
83,33%, enquanto o indice de infec¢do encontrado no experimento de padronizacdo da
infec¢do foi de 75%. Talvez tenha ocorrido esta pequena diferencga por néo ter sido utilizado o
mesmo titulo do virus dengue em ambos 0s experimentos (primeiro experimento: 4 x 10*

pfu/mL e segundo experimento: 1 x 10’ pfu/mL).

Em relacdo ao indice minimo de infeccdo, pode-se observar que para a Oviposicdo 1
(proveniente da alimentagcdo infectante), o indice foi de 1: 17,2 e para a Oviposi¢ao 2
(alimentacdo ndo infectante) foi de 1: 39,1. Geralmente, o indice de infec¢do encontrado na
natureza ¢ muito menor do que o encontrado aqui, isso pode ser devido ao fato de que em
estudos realizados em laboratdrio, praticamente todas as fémeas estdo infectadas, visto que, na
natureza o indice de infeccdo materna é muito menor. Por exemplo, Khin e Than (1983)
obtiveram um indice minimo de infeccdo de 1: 2.067 ao analisarem larvas de A. .ggypti,
coletadas em Rangoon (Sudeste Asidtico). Entretanto, quando a coleta dos insetos € feita em

época de intensa transmissao, a chance de se obterem elevados indices € maior.



Indices de infeccdo de fémeas obtidos em laboratdrio, apds a exposicdo oral ou por
inoculacdo intratoracica, podem superestimar os indices de transmissdo que ocorrem na
natureza devido a necessidade de sobrevivéncia dos mosquitos para que se produza um

segundo ciclo de oviposicdo (Dhom et al. 2002).

A identificagdo da transmissdo vertical nesta populacdo de A. ggypti mostra que estas
fémeas foram capazes de passar o virus para a sua progénie, porém no nos permite dizer com
certeza a quantidade de larvas infectadas em cada progénie, uma vez que foram analisados
grupos e ndo larvas individuais e que o indice minimo de infec¢do sugere que apenas um
individuo estd infectado dentro de cada grupo. Joshi e colaboradores (2002) mostrou que a
susceptibilidade de A. ggypti para o virus dengue estd associada com os indices de
transmissdo vertical, uma vez que altos indices deste tipo de transmissdo em uma populagio
podem estar relacionados com a presenca de um grande nimero de fémeas susceptiveis a

infeccao.

Um grande nimero de respostas do sistema imune inato de Aedes ggypti ¢ conhecido
para diferentes patégenos. Parece que poucas respostas de defesas sdo feitas contra os virus no
ovério, € que a transmissdo vertical seria um mecanismo aceitdvel para sua manuten¢do na
natureza. Os virus que passam pela via transovariana ganham a oportunidade de se
multiplicarem no embrido latente. E possivel que a multiplicagio em diferentes Grgdos
durante a embriogénese ou em estddios mais tardios de vida varie entre mosquitos devido ao
tropismo tissular, cepa viral e carga genética do hospedeiro. Estes fatores individualmente ou
cumulativamente podem contribuir para a diferenca na duracio da fase larval, na fecundidade

e na fertilidade em mosquitos infectados verticalmente (Joshi et al. 2002).

Os mecanismos que determinam se um arbovirus ird ser transmitido verticalmente ou
ndo pelas fémeas ainda permanecem desconhecidos. Deve haver um controle por mecanismos
genéticos, mas € dificil explicar porque alguns foliculos s@o infectados e outros ndo, no
mesmo inseto, uma vez que todos os foliculos ovarianos em uma fémea sdo geneticamente

idénticos (Tesh & Cornet 1981).

Rosen (1987) ao estudar a via venérea (machos infectados transmitindo o virus para
fémeas ndo infectadas) de transmissdo do virus dengue, confirmou que fémeas, ao ingerirem

alimentagdo sanguinea alguns dias antes da cépula, estavam mais aptas a se infectarem pelo



virus do que as que ndo se alimentaram de sangue antes da cépula. Entretanto eles se
surpreenderam em visualizar que alguns descendentes das fémeas que se alimentaram antes
da copula haviam se infectado com o virus dengue. Os ovdrios das fémeas comecam a se
desenvolver assim que estas se alimentam de sangue e, uma vez que os ovos maduros estao
recobertos por um fino cério apés 2 ou 3 dias, parece que o tnico modo pelo qual o virus
conseguiu ter acesso aos ovos teria sido através do micrépila (aparato especializado que se
localiza na porg¢do anterior do ovo e que permite que o espermatozdide alcance o ovo durante
a fertilizacdo). Desta forma, este poderia ser um dos caminhos pelo qual o virus entra nos
ovos e pode ser transmitido verticalmente. Todavia, os nossos resultados de imunomarcagio
através da microscopia laser confocal e de RT-PCR (dados ndo mostrados) sugerem que a
infeccdo pelo DENV-2 ja existe nos odcitos, mesmo antes da matura¢do e da postura dos

OVos.

Apesar de ter sido demonstrada tanto em laboratério quanto na natureza a importancia
epidemidlogica da transmissdo vertical do virus dengue ainda ndo é muito bem compreendida.
Os dados apresentados no trabalho de Joshi e colaboradores (2002) sugerem que a
persisténcia da transmissdo vertical em sucessivas geracdes de mosquitos é um importante
mecanismo de manutencdo do virus durante situacdes em que haja uma diminuicdo das
populacdes de mosquitos. Além disso, também ja foi demonstrado que mosquitos que se
tornaram infectados pela via vertical sdo capazes de transmitir o virus por via horizontal (do
mosquito para o hospedeiro vertebrado), sugerindo também que os mosquitos atuariam como

reservatorios deste virus.

A transmissdo vertical tem grande importincia epidemioldgica no ciclo da dengue por
vdrias razdes: (1) os mosquitos que jd nascem contaminados pelo virus podendo transmiti-lo
mais cedo do que aqueles que necessitam se infectar através de repasto sanguineo em
hospedeiro vertebrado infectado (Diallo et al. 2000); (2) sabe-se que os machos além de
poderem nascer infectados pela transmissdo vertical, também sio capazes de transmitir o virus
dengue venereamente as fémeas (Rosen 1987), desta forma, a transmissdo venérea poderia
aumentar a eficiéncia da transmissdo vertical na natureza (Dhom et al. 2002); e (3) a mais
divulgada das relevancias epidemioldgicas da transmissdo vertical é que em condig¢des
climaticas adversas — no caso da dengue, prolongados periodos secos — ou na auséncia de
hospedeiros vertebrados susceptiveis, teoricamente, esses virus poderiam ser mantidos

unicamente através da transmissdo vertical em populacdes de mosquitos por apenas uma ou



duas geragdes, até que as condi¢cdes ambientais sejam favordveis para o restabelecimento do

ciclo primario mosquito-homem (Tesh et al. 1977).

Assim, € importante que a prevencdo a dengue se focalize também nos ovos do A.
£8ypti, uma vez que estes podem apresentar diapausa e sobreviver por periodos varidveis.
Além disso, o principal estimulo para que a diapausa seja interrompida, parece ser o contato
com a agua e, apds eclosdo das larvas, pode surgir uma nova geragdo de insetos, ja infectados

pelo virus dengue.

A microscopia laser confocal foi uma ferramenta que se mostrou bastante eficiente
para a observagdo da distribuicdo do virus dengue pelos tecidos dos mosquitos além de

verificar se a infec¢@o nestes € localizada ou geral, se estendendo por todo o tecido.

A andlise do material pela microscopia confocal mostrou que a infeccdo do virus
dengue no intestino médio das fémeas ndo foi homogénea. Observa-se que a presenga da
fluorescéncia caracteristica da infeccdo viral estd localizada em algumas células epiteliais
vizinhas. Segundo Hardy e colaboradores (1983), a distribuicdo das células infectadas dentro
do intestino médio assim como o nimero de células infectadas pode variar apds a alimentacio
infectante. Resultados similares foram obtidos em outros testes de interagdo insetos-
patogenos: A. ggypti infectado com o DENV-1 (Chen et al. 1993), ¢ licoides v gripennis
infectado com o virus da lingua azul (Sieburth et al. 1991), A. ,abopiqt s infectado com
DENV-2 (Kuberski 1979), ¢ jex trit ,gniorhynch s (Doi et al. 1967) e ¢ jex
g ing ef gci g s (Doi 1970) infectados com virus da encefalite japonesa. Os antigenos virais
para o DENV-2 ndo foram encontrados na por¢do anterior do intestino (Kuberski 1979),
enquanto que os antigenos para o virus da encefalite japonesa foram detectados por todo o

intestino (Doi et al. 1967, Doi 1970).

Outra hipétese é a de que as células infectadas possam ser subpopulacdes celulares
atuando como receptores para a disseminag@o viral do intestino médio para a hemocele do
mosquito. Também, a quantidade de células infectadas pode estar relacionada com a

competéncia vetorial dos mosquitos.

Ensaios de infectividade feitos em intestinos dissecados de mosquitos que se

alimentaram de varios arbovirus indicam que o titulo viral diminui apds a ingestao inicial dos



virus e em seguida, aumenta rapidamente dentro de poucos dias (Hardy et al. 1983). Salazar e
colaboradores (2007) mostraram que a partir do segundo dia apés a infec¢io dos A. ggypti
com o DENV-2, alguns insetos jd apresentaram positividade da infec¢@o no intestino médio.
No dia seguinte, o foco da infec¢éo ja envolvia multiplas células. Percebeu-se que a infeccio
se espalhou lateralmente a partir do ponto inicial para as células vizinhas envolvendo todo o
orgdo entre os dias 7 e 10 apds a infec¢do oral. A partir do décimo dia foi observada uma
diminui¢do na quantidade de antigenos virais neste 6rgéo, sendo que no 14° dia, esta queda
foi mais expressiva. A andlise do intestino médio no 21° dia apds a infec¢do mostrou que
praticamente ndo se observava mais a presenca do antigeno viral. Em contraste, em outros
orgdos e tecidos, como o corpo gorduroso, as glandulas salivares e o sistema nervoso, pode-se

observar que a quantidade de antigeno viral aumentou com o passar dos dias.

O canal alimentar € frequentemente o Gnico ambiente interno dos artrépodes no qual
os patdgenos sdo expostos. Além do mais, um nimero significativo de fatores intrinsecos da
competéncia vetorial, sem ddvida, atua dentro deste canal. O ambiente do canal alimentar
pode falhar em prover algumas necessidades particulares para determinado patégeno. Por
exemplo, uma molécula receptora especifica de superficie pode ser necessaria para a adesio
ideal de um arbovirus. Havendo a falta deste receptor, ou uma densidade muito pequena deste,
ou ainda, sua oclusdo de algum modo, a entrada do virus na célula e sua subseqiiente
replicacdo podem ndo ocorrer. Outra forma na qual o canal alimentar pode atrapalhar o
patégeno é através da auséncia de sinais quimicos especificos que sdao necessdrios para
estimular a replicacdo ou mudancas ciclicas no patégeno, fazendo, deste modo, com que esta

etapa do processo ndo ocorra (Romoser 1996).

Sabe-se que os virus podem se replicar dentro da hemocele apenas apds atravessarem
a barreira do intestino médio (Kuberski 1979, Hardy et al. 1983, Schoepp et al. 1991, Chen et
al. 1993) e, quando isso acontece, as particulas virais se dispersam pela hemolinfa circulante e
se replicam em varios tecidos e 6rgdos, de maneira similar ao que ocorre com o virus da febre

do Rift Valley em ¢ (e pipiens (L.) (Faran et al. 1988).

Ao analisarmos os resultados obtidos por Salazar e colaboradores (2007), observamos
um achado novo e com uma possivel relevancia na disseminac¢io do virus dengue a partir do
intestino médio do inseto. Foram encontrados antigenos virais no sistema traqueal dos A.

gg&ypti infectados pelo DENV-2 e segundo Engelhard e colaboradores (1994) e, Bowers e



colaboradores (1995) este sistema poderia atuar como um ‘“canal” para a disseminacido de
diferentes virus em insetos. O sistema traqueal € ainda suspeito de ser o canal de escape do
intestino médio para o virus da encefalite eqiiina Venezuela em Och erot ¢ st gniorhynch s

(Romoser et al. 2004).

A andlise dos orgaos reprodutivos do A. ggypti mostrou o mesmo padrdo de infecgdo
visualizado no intestino médio. Os virus foram detectados mais especificamente em uma parte
dos ovariolos (viteldrio), sugerindo que a infec¢do se localiza no epitélio folicular. A presenga
de infeccdo viral no foliculo epitelial, nas células nutritivas (trof6citos) e em odcitos também
foi observada por Chandler e colaboradores (1998) ao estudar a infeccdo dos ovérios de Aedes
triseri i scomo virus La Crosse e também por Tesh e Cornet (1981) estudando A. ,abopiqt s

infectado com o virus San Angelo.

Os virus também foram detectados em outros 6érgdos como o corpo gorduroso (dados
ndo mostrados) e nas glandulas salivares, demonstrando que essa populagdo de mosquitos é
susceptivel a cepa de virus dengue utilizada. Apds a infec¢do da glandula salivar, o virus deve
escapar para o limen da glandula onde ele pode ser transmitido a hospedeiros vertebrados
durante o repasto sangiiineo (Woodring et al. 1996). A presenca do virus dengue na glandula
salivar indica que o virus é capaz de se multiplicar neste 6rgdo. Entretanto, este fato ndo
permite que se afirme que esta populagdo é capaz de transmitir o virus, uma vez que nao

foram feitos testes de transmissdo oral dos virus pelas fémeas.

A maioria das evidéncias indica que a infeccdo da glandula salivar acontece via
hemolinfa. Postula-se que exista um valor minimo de particulas virais para que se estabeleca a
infeccdo neste 6rgdo. Os virus passam pela membrana basal que circunda a glandula salivar
para ter acesso a membrana celular das células secretoras. Em geral, apenas os 16bulos laterais
das glandulas se tornam infectados e, da mesma forma que ocorre com o intestino, apenas
algumas células de cada I6bulo se tornam infectadas. Os antigenos virais sdo vistos a principio
na porcao distal destas células e posteriormente na por¢do apical, onde a imunofluorescéncia
se torna extremamente brilhante (Chamberlian & Sudia 1961 apud Hardy et al. 1983).
Contudo, os nossos estudos ndo foram direcionados no sentido de estabelecer a cinética de

invasdo da glandula salivar.



6 - CONCLUSAO

O estudo em questdo € a parte inicial, porém muito importante de um projeto maior
que visa estudar a competéncia vetorial das populaces brasileiras de Aedes ggypti e se faz
relevante porque, para analisar estas populagdes é necessdria uma metodologia eficiente de
infecgdo das fémeas de A. ggypti com o virus dengue. As fémeas utilizadas nos experimentos
mostrados nesta dissertacdo, servirdo como controle positivo das infecgdes com as populagdes
que serdo coletadas em campo, uma vez que a populacio colonizada se mostrou susceptivel a
infeccdo pelo DENV-2. Além disso, este estudo também gerou um conhecimento mais
detalhado sobre a interacdo A. ggypti/virus dengue, mostrando a infecgdo do virus em
diferentes o6rgios e focalizando na transmissdo vertical, que apresenta uma importancia

epidemioldgica muito grande no controle da doenca.

Além disso, concluimos que em relagc@o aos objetivos deste projeto, foi possivel:

1) Desenvolver uma metodologia de infec¢do com o virus dengue eficiente e que faz uso de
mosquitos vetores e também de cepa viral origindrios do Brasil, o que facilita posteriores

estudos de intera¢do patégeno-vetor nacionais.

2) Utilizar a técnica de RT-PCR para estimar os indices de infeccdo com o virus dengue da

populagdo em estudo.

3) Determinar a porcentagem de fémeas de A. ggypti que foram capazes de completar o

periodo de incubagdo extrinseco do virus, sendo potenciais vetores.

4) Determinar que as fémeas infectadas em laboratério se mostraram capazes de transmitir o
virus dengue através de duas posturas, sendo que o segundo repasto consistiu de sangue nao
infectado. Além disso, observou-se que a RT-PCR € sensivel para detectar o RNA viral em

grupos de larvas.



5) Verificar que as fémeas de A. ggypti em estudo, apesar de serem provenientes de uma
coldnia, apresentam indices de infec¢do préximos aos de fémeas de populacdes brasileiras

coletadas em campo e infectadas em laboratério com o virus dengue.
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ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by mosquitoes and caused by four viral serotypes
(DENV 1-4). This mosquito-borne disease is a major public health problem and a threat to
more than 2.5 billion people, who live in endemic areas. Aedes .ggypti is the primary vector
of dengue in the Americas. The present study shows the susceptibility of a colony strain of A.
ggypti to Dengue 2 virus (DENV-2). A, ggypri females from a laboratory colony were
infected with DENV-2 using a membrane feeding technique. The engorged females were
dissected in different days (3, 6, 9, 12 and 15). The midguts, ovaries, carcasses and heads
were separated. The samples were fixed and immunolabeled with anti-DENV-2 antibody to
be analyzed by laser confocal microscopy (LCM). Infected mosquitoes from the 15" day had
their heads and bodies dissected, separated and analyzed by RT-PCR with specific primers.
Immunolabeling of the midguts and ovaries showed the presence of DENV-2 in the
mosquitoes dissected from the third day until the last day of the experiment. The RT-PCR
reactions of the heads and the bodies confirmed the mosquito infection with DENV-2. These
results showed that the methodology used for the artificial infection with dengue virus was
successful and demonstrated that our colonized A. ggypri mosquitoes were susceptible to
artificial dengue infection. Future studies are in progress to better understand the process of

invasion by dengue virus in Aedes mosquito.



INTRODUCTION

Dengue viruses (genus F| yivig s, family Flaviviridae) are the most important arboviruses
affecting humans. There are four distinct serotypes of dengue viruses (DENV 1-4) that co-
circulate in many tropical regions of the world (Rigau-Perez et al. 1998). Dengue viruses are a
threat to more than 2.5 billion people (WHO 2002). Recently, in Brazil, three of the four
serotypes are present in the majority of the country and the vector, Aedes ( $egoryi | £8ypti

(Linnaeus, 1762), is spread throughout the country (SVS 2005, Schatzmayr 2000).

Arboviruses are naturally maintained in cycles by hematophagous arthropods that biologically
transmit the virus between vertebrate hosts (Woodring et al. 1996). The most common vector
of dengue fever is A. .ggypti (Gubler 2002), a container-breeding mosquito that has adapted
to cohabitation with humans and has a cosmopolitan distribution in tropical and subtropical

areas (Bennett et al. 2002).

Vector competence is defined as the intrinsic permissiveness of a vector to infection,
replication and transmission of a virus (Hardy 1988, Woodring et al. 1996). Studies have
shown that A. ggypti exhibits continuous variation in its competence to transmit flaviviruses
(Black IV et al. 2002, Severson et al. 2004, Gorrochotegui-Escalante et al. 2005). As the
susceptibility varies among mosquito strains, it is important to evaluate the competence of

these vectors in each epidemic and endemic area (Chen et al. 1993).

In this work the oral susceptibility of a colony strain of A. ggypti to infection with DENV-2

were experimentally tested. This study is the first step, in our laboratory, for establishing



artificial infection of the mosquitoes with the dengue virus. This strain of A. ggypti, is going

to act as a positive control when testing mosquitoes collected in the field.

MATERIAL AND METHODS

Mosquitoes — A. ggypti mosquitoes (Campos dos Goytacases — Rio de Janeiro State strain)
were obtained from a colony established and kept in the Laboratory of Medical Entomology,
Centro de Pesquisas René Rachou-Fiocruz in the state of Minas Gerais. The mosquitoes were
kept in an acclimated insectary with an average temperature of 26-28°C and relative air
humidity around 70-80%, in a cycle of 12 hours in the dark and 12 hours in the light. The
mosquitoes were provided with 10% glucose solution and water g (ibjj . until the time of

experiments.

Virus strain — The virus strain used in the mosquito infection was DENV-2/SPH. This strain
was isolated from a serum sample of a dengue hemorrhagic fever case in the city of Ribeirdo
Preto (Sdo Paulo State) during 1991. To prepare stock viruses, frozen DENV-2 samples was
amplified in C6/36 cells. The titer was determined by plaque-forming units on LLC-MK; cells

and the titer was 4 x 10*,

Oral infection of mosquitoes - Two hundred five-day-old A. ggypri females were deprived
of sucrose solution 24 hours before the experiments. Then, they were allowed to feed through
a chick-skin membrane in a glass feeder apparatus heated by circulating water at 37°C during
1 hour (Rutledge et al. 1964, Billingsley & Rudin 1992). The infected blood meal was
constituted of two-thirds of heat-inactivated heparinized mouse blood mixed with one-third of

virus-infected C6/36 cells and adenosine triphosphate as a phagostimulant. The engorged



females were preserved in cages at 28°C and provided with 10% glucose solution, for

extrinsic incubation of the virus.

Mosquito dissection - At days 3, 6, 9, 12 and 15 after the artificial feeding, females were: 1)
anesthetized on ice for 3 minutes; 2) dissected in phosphate buffer solution (PBS, pH 7,2); 3)

midguts, ovaries, carcasses and heads were separated and stored until use.

Immunolabeling for Dengue Virus - The samples dissected were fixed in 4% formaldehyde
for 2 hours at 4°C. The fixed-samples were washed three times with PBS, incubated in RPMI
medium for 2 hours, then with PBS/bovine serum albumin (BSA)/Triton and finally with anti-
DENV-2 antibody overnight. Afterwards, the samples were washed three times with
PBS/BSA/Triton. Subsequently the samples were incubated with a FITC secondary antibody
for 2 hours. After this procedure, samples were washed three times in PBS/BSA/Triton and
then three times with PBS. The samples were mounted with anti-fading medium (Mowiol)

and observed under Laser Confocal Microscopy (LCM).

Detection of the viral RNA using RT-PCR - On the 15" day post infection, females had
their bodies and heads separated and the viral RNA was extracted using a silica methodology
(Boom et al. 1990). RT-PCR for detection of dengue virus was performed according to
Lanciotti et al. (1992). Briefly, after reverse transcription, the cDNA was used in a first PCR
and a subsequent semi-nested PCR reaction was completed in order to confirm the dengue
virus serotype. PCR products were visualized on 8% polyacrylamide gel electrophoresis

(PAGE) with a positive control of DENV-2 and stained with silver nitrate.

RESULTS



The A. ggypti females fed successfully on a blood meal containing the virus and infected
C6/36 cells (Figures 1 and 2). The presence of the virus in the samples was observed using

RT-PCR and Laser Confocal Microscopy.

The samples analyzed under the Laser Confocal Microscopy showed infection after the
contagious blood meal. On the 3 day post infection, midgut (Figures 3 and 4) and ovary
(Figures 5 and 6) were positive for dengue virus and this observation was confirmed until the
last day of the experiment. The infection of the salivary glands (Figures 7 and 8) was

observed only in the samples collected on the 15" day post infection.

The infection rate was defined as the percentage of mosquitoes that had both heads and bodies
infected among all surviving engorged females. This rate was achieved by the analysis of
mosquitoes through RT-PCR on the 15" day post infection. Sixty orally infected mosquitoes
were tested for the presence of dengue viruses. From these mosquitoes, forty-five were

positive for the dengue virus, with an infection rate of 75%.

DISCUSSION

The analysis of the material by LCM showed that the infection of the dengue virus in the
midgut was not homogeneous. It was observed that only certain epithelial cells showed
specific fluorescence characteristic of viral infection. Similar results were reported with A.
g8ypti infected with DENV-1 (Chen et al. 1993), Aedes gbopigi s infected with DENV-2,
@ lextrit gniorhynch s, & e pipiens infected with Japanese encephalitis virus (Hardy et al.
1983) and ¢ jicoides v i,:iipennis infected with blue tongue virus (Sieburth et al. 1991).

Therefore, these infected cells may be subpopulations of cells acting as receptors for virus



dissemination from the midgut to the hemocoel . In addition, the amount of infected cells in

the midgut could be related to mosquito competence.

It is known that the virus can replicate in tissues within the hemocoel only after passing the
midgut barrier (Kuberski 1979, Hardy et al. 1983, Schoepp et al. 1991, Chen et al. 1993) and
when this happens, virions disperse in circulating hemolymph and replicate in many tissues
and organs, similar to the Rift Valley fever virus in ¢ e pipiens (Faran et al. 1988). The
analysis of the A. ggypti reproductive organs showed the same pattern of infection visualized
in the midgut. Viruses were detected in only one part of the ovaries (oocytes), suggesting that
the infection is located in the follicular epithelium. Although verification of vertical
transmission did not occur in this study, the detection of the virus in the ovaries suggests that

these mosquitoes are capable of transmitting the virus to its progeny (Cecilio et al. 2004).

In addition, dengue virus infection was detected in the fat body (not shown) and in the
salivary glands, demonstrating that this mosquito strain was susceptible to this virus strain.
After the infection of the salivary glands, the virus must escape into the lumen of the gland,
where it can be transmitted to vertebrates during a blood meal (Woodring et al. 1996). The
presence of the virus in the salivary glands indicates that the virus is able to replicate within
this organ. Even so, this fact does not allow us to affirm that the mosquitoes are capable to

transmit the virus, because the saliva of these samples were not tested.

In order to confirm the infection and estimate the infection rate, the methodology chosen was
RT-PCR for its high sensitivity and specificity. The infection rate obtained in our experiment
was 75%. Lourenco-de-Oliveira et al. (2004) showed a variation on the infection rates
towards DENV-2 of mosquitoes collected in different parts of Brazil (21,6% to 99,0%). When

we compare these results to ours (75%) is it possible to say that our colony has a similar



behavior to other Brazilian mosquitoes towards DENV-2 infection. Although many authors
suggest that the colonization process could affect the susceptibility of the mosquitoes to
DENV infection (Leake 1984, Vazeille et al. 2003, Moncayo et al. 2004), this data is not yet

confirmed.

According to our results, the methodology used for the artificial infection with dengue virus
was successful. Moreover, the laser confocal microscopy presented itself as a great tool for
visualization of the presence of DENV in different organs of A. ggypti. Future studies are in

process to better understand the invasion of the Aedes mosquito by dengue viruses.
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PLATE 1.

Fig. 1 - Infected C6/36 cells. Vision of the sincicium, a characteristic of cells infected with dengue
virus by interferential contrast. Fig. 2 - Cells infected with dengue virus. The viral particles (arrows)
are surrounding the nucleus of the cells. Fig. 3 - Midgut negative control - Midgut without dengue
infection. The mosquito midgut presents self-fluorescence. Fig. 4 - Positive Midgut on the third day
post infection. The bright points (arrow) are the fluorescence characteristic of viral infection. Fig. 5 -
Ovary negative control - Ovary without dengue infection. The mosquito ovary presents self-
fluorescence. Fig. 6 - Positive Ovary on the sixth day post infection. The bright points (arrow) are the
viral particles. Fig. 7 - Salivary gland negative control — Salivary gland without dengue infection. Fig.
8 - Positive Salivary gland. The bright points (arrow) are the fluorescence characteristic of viral

infection.
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Plate 2.

Fig. 9 - Polyacrilamide Gel Electrophoresis (PAGE 8%) of PCR products of C/PrM
Jjunction. Lanes: 1- ladder (100bp); 2- negative control; 3- positive head sample; 4- positive
head sample; 5- positive body sample; 6- positive body sample; 7- negative body sample; 8-

positive DENV-2 control (119bp).



