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RESUMO
As doengas transmitidas por mosquitos correspondem a uma das principais causas de
morbidade e mortalidade humana em areas tropicais e subtropicais do mundo. Dentre estas,
Dengue virus (DENV) ¢ de longe o arbovirus mais importante, causando cerca de 100
milhdes de casos sintomaticos a cada ano em 125 paises ao redor do mundo. Entretanto,
através da recente associacdo com casos de desordens congénitas e neuroldgicas, Zika virus
(ZIKV) também emergiu como uma doenga transmitida por vetor, de grande importancia
clinica, expandindo sua presenca em mais de 70 paises em apenas alguns anos. Analisando-se
em conjunto, o impacto na saude humana causado por apenas estes dois virus enfatiza a
necessidade de abordagens inovadoras para controlar as populagdes de mosquito,
especialmente Aedes aegypti, o vetor primdrio de ambas doencas em 4reas urbanas. Dada a
habilidade de reduzir ou at¢é mesmo bloquear a infec¢do de uma variedade de patogenos,
Wolbachia é uma estratégia promissora a qual esta sendo testada contra doengas transmitidas
por mosquitos. Neste trabalho, através da infeccao oral das linhagens de Ae. aegypti contendo
(wMel Br) ou nao (Br) Wolbachia, com dois distintos isolados de ZIKV atualmente
circulantes no Brasil, n6s demonstramos que a cepa wMel de Wolbachia ¢ um forte inibidor
da infec¢ao por ZIKV, reduzindo a prevaléncia, intensidade, disseminacao e transmissao deste
virus. Ademais, através da coinfeccdo destas mesmas linhagens de mosquito com dois
sorotipos distintos de DENV e ZIKV (DENV-1 / ZIKV; DENV-3 / ZIKV), nés
demonstramos que Wolbachia ainda interfere fortemente no desenvolvimento viral,
apresentanto niveis similares de inibicdo ao observado na mono-infeccdo por ZIKV, e que
estd infecgdo por Wolbachia causa a ativagdo de genes especificos de imunidade do
hospedeiro. Finalmente, nds mostramos a existéncia de competicdo assimétrica entre os virus,
com distintos niveis de dominancia. De forma geral, nossos resultados salientam o uso
promissor da cepa wMel de Wolbachia como uma ferramenta limitante da transmissdo de

arbovirus em campo.

Palavras-chave: Wolbachia, dengue, Zika, coinfec¢do



ABSTRACT
Mosquito-transmitted diseases are one of the leading causes of human morbidity and
mortality in tropical and subtropical areas of the world. Amongst these, Dengue virus
(DENV) is by far the most important arboviral agent, causing around 100 million
symptomatic cases a year in 125 countries worldwide. However, through recent association
with cases of congenital and neurological disorders, Zika virus (ZIKV) has also emerged as a
vector-borne disease of great clinical importance, expanding its presence to over 70 countries
worldwide in just a few years. Taken together, the burden on human health resulting from
only these two viruses emphasizes the need for new and innovative approaches for controlling
mosquito populations, especially Aedes aegypti, the primary vector of both diseases in urban
settings. Given its ability to reduce, or even block infection with a variety of pathogens, the
bacterial endosymbiont Wolbachia is a promising strategy that is currently being trialed
against mosquito-transmitted diseases. Here, through orally challenging Wolbachia-infected
(wMel Br) and uninfected (Br) lineages of Ae. aegypti mosquitoes with two distinct ZIKV
isolates currently circulating in Brazil, we show that the wMel strain of Wolbachia is a strong
inhibitor of ZIKV infection, lowering viral prevalence, intensity, dissemination and
transmission. Furthermore, by co-infecting these same mosquito lineages with two distinct
DENV serotypes and ZIKV (DENV-1 / ZIKV; DENV-3 / ZIKV), we show that Wolbachia
still greatly impairs viral development, displaying a similar level of viral inhibition to what
was observed with ZIKV mono-infection, and that Wolbachia infection causes the
upregulation of specific host immune genes. Finally, we show asymmetric competition
between viruses, with distinct dominance levels. Taken together, our results highlight the
promising use of the wMel strain of Wolbachia as tool for limiting arbovirus transmission in

the field.

Keywords: Wolbachia, dengue, Zika, co-infection



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: distribui¢do de Ae. aegypti nas Américas durante o periodo de 1930-
2011

Figura 2: mapa da distribuigdo dos vetores Ae. aegypti (A) e Ae. albopictus (B) no
continente europeu

Figura 3: distribui¢do da incidéncia de Zika e casos notificados a) e confirmados
b) de microcefalia no Brasil durante 2016

Figura 4: mapa com casos autoctones de ZIKV em humanos até dezembro de 2016
Figura 5: fémea do mosquito Ae. aegypti durante o repasto sanguineo

Figura 6: ciclo de vida de Ae. aegypti

Figura 7: principais vias de resposta imune em mosquitos

Figura 8: tipos de incompatibilidade citoplasmatica (IC)

Figura 9: repasto sanguineo artificial de Ae. aegypti em alimentador de vidro
Figura 10: ensaio de salivagdo de fémeas do Ae. aegypti

Figura 11: avaliagdao da dinadmica do fenétipo antiviral da cepa wMel frente a
infec¢do por ZIKV

Figura 12: Infecg@o por Wolbachia restringe a infegdo por ZIKV em mosquitos Ae.
aegypti.

Figura 13: prevaléncia da infecgdo por ZIKV ¢ DENV-1 nos tecidos das linhagens
wMel Bre Brde de. aegypti

Figura 14: Wolbachia restringe a infecgdo e disseminac¢do de ZIKV e DENV-1 em
mosquitos Ae. aegypti no periodo analisado de 4 a 21 dpi (A-D)

Figura 15: dindmica de infeccdo por DENV-1 e ZIKV em Ae. aegypti com
(wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi

Figura 16: quantificagdo de ZIKV ¢ DENV-1 em cenarios de coinfeccdo em Ae.
aegypti com (wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi
Figura 17: razdo entre o numero de copias virais de DENV-1 e ZIKV em cenarios
de coinfec¢ao em Ae. aegypti com (wMel Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo
analisado de 4 a 21 dpi

Figura 18: prevaléncia da infec¢do por ZIKV e DENV-3 nos tecidos das linhagens
wMel Br e Br de Ae. aegypti

Figura 19: Wolbachia restringe a infecg¢do e disseminacgdo de ZIKV e DENV-3 em
mosquitos Ae. aegypti no periodo analisado de 4 a 21 dpi (A-D)

23

31

34

35

42

43

45

54

64

65

72

76

79

81

82

84

85

88

90



Figura 20: dinadmica de infeccdo por DENV-3 e ZIKV em Ae. aegypti com
(wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi

Figura 21: quantificagdo de ZIKV ¢ DENV-3 em cenarios de coinfec¢do em Ae.
aegypti com (wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi
Figura 22: razdo entre o numero de copias virais de DENV-3 e ZIKV em cenarios
de coinfec¢ao em Ae. aegypti com (wMel Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo
analisado de 4 a 21 dpi

Figura 23: verificacdo da infectividade da saliva de de. aegypti coinfectados com
DENV-3 e ZIKV no periodo analisado de 4 a 21 dpi (A-D)

Figura 24: prevaléncia da infec¢ao por ZIKV, DENV-1 ¢ DENV-3 na cabega +
torax das linhagens wMel Br e Br de Ae. aegypti

Figura 25: deteccao via IFA de DENV-1 no intestino de Ae. aegypti a 7dpi

Figura 26: deteccdo via IFA de DENV-3 no intestino de Ae. aegypti a 7dpi

Figura 27: deteccdo via IFA de ZIKV no intestino de Ae. aegypti a 7dpi

Figura 28: Relagéo entre densidade de Wolbachia e infecgdo viral

Figura 29: regulagdo de genes de imunidade em resposta a infec¢do por DENV-1 e

ZIKV em Ae. aegypti contendo Wolbachia

LISTA DE TABELAS
Tabela 1: potenciais espécies de mosquitos vetores de ZIKV
Tabela 2: competéncia vetorial para ZIKV de algumas espécies de mosquitos
Tabela 3: Efeito de interferéncia a patégenos (IP) em mosquitos contendo
diversas cepas e tipos de associacdo de Wolbachia
Tabela 4: identificagdo do virus e seu respectivo titulo viral utilizado nos
experimentos de infeccdo de mosquitos
Tabela 5: identificagdo dos genes utilizados no ensaio de expressdo génica, e
suas respectivas fungdes conhecidas

Tabela 6: Efeitos de Wolbachia na prevaléncia de ZIKV

Tabela 7: porcentagem de reducdo na prevaléncia de infec¢do por DENV-1 ¢
ZIKV causada pela presenca de Wolbachia nos tecidos das linhagens wMel Br e
Br

Tabela 8: porcentagem de coinfecgdo por DENV-1 e ZIKV nos tecidos das
linhagens wMel Br e Br

91

92

93

95

96

99

100

101

104

39

41

56

62

70
74

77

78



Tabela 9: porcentagem de redugdo na prevaléncia de infec¢do por DENV-3 e
ZIKV causada pela presenga de Wolbachia nos tecidos das linhagens wMel Br
e Br

Tabela 10: porcentagem de coinfecgao por DENV-3 e ZIKV nos tecidos das
linhagens wMel Br e Br

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
ML - microlitros
Cas9 — CRISPR associated gene 9
CDC — Center for Disease Control and Prevention
cDNA — DNA complementar
CHIRYV — Chikungunya virus
CRISPR - clustered regularly interspaced short palindromic repeats
DENV — Dengue virus
DNA — 4cido desoxirribonucleico
dpi — dias pds-infeccao
ECDC — European Center for Disease Control and Prevention
IFA — Indirect fluorescence assay
HEGS — homming endonuclease genes
MM — milimolar
Ng - nanogramas
OMS - Organiza¢ao Mundial de Saude
PAHO — Organizagao Pan-Americana de Satude
PFU — unidades formadoras de placa
RIDL — release of insects carrying a dominant lethal gene
RNA — acido ribonucleico
Rps17 — Proteina ribossomal S17
RT-PCR — transcricdo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase
RT-gPCR - transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
SE — Semana epidemiologica
SFB — soro fetal bovino
SGB - sindrome de Guillain-Barré
SgRNA — single guide RNA
SIT — sterile insect technique

WD0513 — proteina hipotética expressa exclusivamente na cepa wMel de Wolbachia

86

87



WNV — West Nile virus
YFV — Yellow Fever virus
ZIKV — Zika virus



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Arboviroses
1.2 Coinfecgao viral: ocorréncia e fatores associados a seu surgimento
1.3 Dengue: uma breve visao geral
1.4 Zika virus no mundo: historico e situagado atual
1.4.1 Relevancia
1.4.2 Historia
1.4.2.1 Isolamento viral em primatas nao-humanos
1.4.2.2 Isolamento viral em mosquitos
1.4.2.3 Isolamento viral em humanos
1.4.3 Epidemiologia
1.4.3.1 Inquéritos sorolodgicos
1.4.3.2 Africa e Asia
1.4.3.3 Oceania
1.4.3.4 Europa
1.5 Zika virus nas Américas: historico e situagao atual
1.6 Ecologia do Zika virus
1.6.1 Hospedeiros e reservatorios naturais
1.6.2 Vetores
1.6.3 O Aedes aegypti
1.6.3.1 O sistema imune
1.7 Breve relato sobre formas classicas de controle de vetores
1.7.1 Controle mecanico
1.7.2 Controle quimico
1.8 Novas formas de controle do vetor sendo desenvolvidas em laboratorio
1.8.1 Homing endonuclease genes (HEGS)
1.8.2 CRISPR/Cas9
1.9 Formas alternativas de controle do vetor ja aplicadas em campo
1.9.1 A técnica dos insetos estéreis (SIT)
1.9.2 Liberacao de insetos carregando um gene letal dominante (RIDL)
1.9.3 A bactéria Wolbachia

1.9.4 O uso de Wolbachia no controle de arboviroses

18
18
19
21
23
23
24
24
25
25
26
26
26
27
29
32
36
36
37
42
43
46
46
46
48
48
49
50
51

53
55



1.9.4.1 Estratégias alternativas de controle envolvendo o uso de Wolbachia
1.9.4.1.1 A estratégia auto-limitante
1.9.4.1.2 A estratégia autossustentavel
2 JUSTIFICATIVA
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
3.2 Objetivos especificos
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Criagdo dos mosquitos
4.2 Isolamento, cultivo de ZIKV / DENV e avaliagao de bloqueio in vitro de ZIKV
por Wolbachia
4.3 Infec¢ao dos mosquitos com ZIKV e DENV
4.4 Coleta de saliva
4.5 Confirmacao da infectividade da saliva contendo ZIKV ¢/ ou DENV
4.6 Analise de ZIKV / DENV e Wolbachia via qPCR
4.7 Microscopia de fluorescéncia
4.7.1 Imunofluorescéncia indireta
4.7.2 Anticorpos e marcadores fluorescentes
4.8 Expressao génica
4.9 Anélises estatisticas
5 RESULTADOS
5.1 Efeito in vitro de Wolbachia sobre a infec¢do por ZIKV
5.2 Efeito de Wolbachia sobre a competéncia vetorial de Ae. aegypti
monoinfectados com dois distintos isolados de ZIKV
5.3 Efeito de Wolbachia sobre a competéncia vetorial de Ae. aegypti coinfectados
com DENV e ZIKV
5.3.1 Coinfec¢ao ZIKV + DENV-1
5.3.2 Coinfecgdo ZIKV + DENV-3
5.4 Coinfecgdo DENV e ZIKV: dados preliminares do experimento n°® 3
5.5 Expressao de genes de imunidade em resposta a infec¢ao viral
6 DISCUSSAO
6.1 A relagao Wolbachia e ZIKV em mosquitos Ae. aegypti
6.2 Wolbachia reduz a competéncia vetorial de Ae. aegypti mono e coinfectado por

ZIKV e DENV.

57
58
58
59
59
59
60
60

61
62
64
65
65
67
67
68
68
71
71
71

72

77
77
86
95
102
105
105

107



6.3 Ativagdo de genes de imunidade em resposta a presenca de Wolbachia e 98

infecgao viral 114

7 CONCLUSAO 117

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 118

ANEXOS 140
Anexo I - Projeto: Desenvolvimento de uma dieta artificial para mosquitos

infectados por Wolbachia 140

Anexo II - Projeto: Paratransgénese como uma ferramenta no controle de Malaria 140

Anexo III - Produgao cientifica 141



1 INTRODUCAO
2

2.1 Arboviroses

Os arbovirus, nomenclatura derivada do termo em inglés Arthropod-borne virus, sao
em sua maioria virus contendo RNA como material genético, [com a unica exce¢do até hoje
conhecida do virus da febre suina africana (African swine fever virus), o qual possui DNA
como base de seu genoma (SMIETANKA et al., 2016)]. Eles sdo mantidos na natureza
através de um ciclo bioldgico de transmissdo entre hospedeiros vertebrados e artropodes
vetores hematéfagos (dieta baseada em sangue) como mosquitos, flebotomineos,
triatomineos, pulgas e carrapatos. Em termos de impacto na saude publica, acredita-se que
entre os anos de 1990-2013, as doengas transmitidas por tais vetores representaram
mundialmente um valor de 58% na taxa DALY (do inglés Disability Adjusted Life Years),
indicador criado pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS) e que representa os anos de vida
perdidos, seja por morte prematura ou incapacidade, em relacdo a esperanca de vida
(STANAWAY et al., 2016).

A transmissdo de determinado patdégeno pode ser dividida em duas categorias: a
decorrente de um 1) vetor mecanico e de um 2) vetor bioldgico. No primeiro caso, o artrépode
apenas transporta o agente infeccioso, sem que ocorra a replicacdo do mesmo nos seus Orgaos.
Tais patdogenos se dispersam através do contato fisico entre as partes infectadas do corpo do
vetor e o animal vertebrado. J4 os vetores bioldgicos sdo aqueles que agem ndo apenas
transportando o organismo patogénico, mas participando ativamente no seu ciclo de vida,
onde o agente infeccioso deve se desenvolver dentro do organismo do hospedeiro antes de ser
transmitido (defini¢do de vetor mecanico e biologico — European Food Safety Authority:
http://tinyurl.com/z3tclf5 [acessado em 05 de janeiro, 2017]).

O foco desta tese serd nos vetores biologicos, nos quais a transmissdo de determinado
patodgeno para o hospedeiro vertebrado (no caso humanos) ocorre pela saliva durante o repasto
sanguineo. Neste modo de transmissdo, a competéncia vetorial (capacidade do vetor em
adquirir, manter e transmitir determinado agente infeccioso) ¢ diretamente afetada por fatores
intrinsecos de origem genética (discutidos a seguir) e os de origem fisica como as barreiras
teciduais.

Dentre estas barreiras teciduais pode-se citar a barreira de infeccdo do intestino, a
barreira de escape do intestino, a barreira de infeccdo da glandula salivar e a barreira de
escape da glandula salivar (BLACK 1V et al., 2002). No caso de mosquitos, para se haver

uma infec¢do bem-sucedida, o agente infeccioso deve 1) iniciar a infec¢do no intestino, 2)

18



expandir-se pelo epitélio deste tecido, 3) disseminar-se via hemocele, para os Orgdos
secundarios, 4) infectar e desenvolver-se nos diversos 6rgaos além do intestino, 5) atingir as
glandulas salivares, e por fim 6) atingir os dutos salivares de forma a ser transmitido
horizontalmente para um hospedeiro vertebrado, como extensivamente discutido em (FRANZ
etal.,2015).

Vale ainda ressaltar a existéncia da transmissao destes agentes da mae para a sua prole
(transmissdo vertical ou materna) (MARTINS et al., 2012; THANGAMANI et al., 2016a),
além da transmissdo venérea do macho infectado para a fémea, durante a copula (MAVALE
et al., 2010), de forma que o impacto epidemioldgico dessas vias € controverso (GRUNNILL;
BOOTS, 2016).

Na natureza, de forma geral, os arbovirus circulam entre animais silvestres, no que ¢
conhecido como ciclo de transmissao silvestre (ou silvatico), causando doengas em humanos ¢
animais domésticos de forma acidental (conhecidos como eventos de spillover) (KREUDER
JOHNSON et al., 2015). Esses eventos sdo relativamente raros, mas podem se tornar mais
frequentes devido a fatores intrinsecos e / ou extrinsecos. No primeiro caso, agora discutindo
os de origem genética, pode-se citar mudancas na eficiéncia de transmissdo de algumas
espécies vetoras causado pela rapida taxa evolutiva apresentada por virus de RNA
(WEAVER, S C, 2005).

No que diz respeito aos fatores externos, as mudangas na dinamica populacional do
inseto vetor pelo uso abusivo de inseticidas quimicos (MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014),
mudangas climaticas (CAMPBELL et al., 2015; GOULD & HIGGS, 2009; SHUMAN, 2010),
desmatamento (GOULD & HIGGS, 2009) e o aumento na frequéncia do trafego de pessoas
(KILPATRICK & RANDOLPH, 2012), dentre outros, sdo fatores de grande importancia. Em
conjunto, ambos fatores acabam por elevar o risco de que a transmissdao de determinado
patdgeno evolua de um ciclo silvestre para urbano (ou antroponoético), envolvendo o homem,
aumentando consideravelmente o potencial epidémico da doenca (WEAVER, S C, 2005),

como foi o caso do Dengue virus (DENV), discutido abaixo.

1.2 A Coinfecgdo viral: ocorréncia e fatores associados ao seu surgimento

Antes de adentrar na revisdo sobre os variados aspectos de DENV e Zika virus
(ZIKV), principalmente no que diz respeito a interagdo ao nivel do vetor entre esses diferentes
virus, deve-se discutir a questdo da coinfecgao viral. Com relagdo a epidemiologia de DENV
e ZIKV, fica claro em diversos cendrios epidemioldgicos como o Brasil, a co-circula¢do dos
dois virus no ambiente, vide os nimeros de casos reportados mensalmente pelo Ministério da
Satde, de forma que em varias cidades, sao registrados casos de doencas causadas por ambos
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os agentes infecciosos (atualizagdo semanal dos boletins epidemiologicos disponibilizados
pelo Ministério da Saude: http://tinyurl.com/jfy2ldg [acessado: 07 de janeiro, 2017]).

No que diz respeito 8 DENV, em regides endémicas, onde todos os quatro tipos virais
estdo presentes, o que se observa € a variagdo periddica na predominancia de cada tipo. No
Brasil, avaliando retrospectivamente a ocorréncia dos quatro tipos virais, observa-se que em
2014, 82% das amostras de pacientes analisadas apresentavam infec¢do por DENV-1, seguido
de 16% de infec¢do por DENV-4. No ano seguinte, a predominancia de DENV-1 subiu para
93% das amostras analisadas, acompanhada de 4% de infeccdo por DENV-4. Por fim, no ano
de 2016, o ultimo boletim epidemiologico sobre a questdo revela que DENV-1 ainda continua
sendo o tipo viral dominante no pais (90%), entretanto DENV-4 acabou perdendo o posto de
segundo colocado em predominancia de infec¢do, para DENV-2 (5,7%) (atualizagdo semanal
dos  boletins  epidemioldgicos  disponibilizados pelo  Ministério da  Sauade:
http://tinyurl.com/jfy2ldg [acessado: 07 de janeiro, 2017]).

A extingdo e emergéncia de novos sorotipos € seus respectivos gendtipos virais ao
longo dos anos pode ser atribuida a diferentes fatores, sejam eles 1) eventos estocasticos
associados a gargalos genéticos no tamanho da populacdo viral ou 2) diferencas na eficiéncia
de transmissdo associadas a mutagdes ao nivel nucleotidico. Em 2005, Myat e colaboradores
observaram que a extingdo dos gendtipos asidticos de DENV-1 pertencentes ao clado A,
seguido do estabelecimento dos clados B € C do mesmo sorotipo viral ndo estava associado a
selecdo natural positiva ao nivel de aminoacidos, ou nucleotideos, ou estruturas secundarias
de RNA, mas sim a eventos estocasticos alternados envolvendo periodos de seca e chuva, o
que afetou diretamente a populacdo de mosquitos vetores (MYAT et al., 2005).

Ademais, fatores como a heranga imune adquirida apos uma infeccdo também afeta
diretamente a prevaléncia de determinado sorotipo viral em detrimento a outro, como ja
descrito em estudo publicado na Tailandia (ZHANG et al., 2005). Com relagdo ao segundo
caso, Armstrong e colaboradores demonstraram em 2001 que populac¢des de Aedes aegypti
coletadas no Texas — EUA e Iquitos — Peru apresentaram uma maior susceptibilidade de
infeccdo aos gendtipos invasores asiaticos de DENV-2 do que os genotipos americanos,
corroborando a predominancia de um genétipo particular de DENV-2 asidtico em algumas
localidades das Américas, em detrimento de um certo gendtipo americano (ARMSTRONG &
RICO-HESSE, 2001).

Assim como este estudo de 2001 atribuiu mudancas ao nivel nucleotidico como
responsavel pela eficiéncia de transmissdo de diferentes genotipos de DENV-2, diversos
autores ja demonstraram o papel de mutagdes deletérias e selecdo natural positiva como
fatores importantes de modelagem da dindmica da populagado viral circulante (BENNETT et
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al., 2006; DUONG et al., 2013). Ademais, fatores como eficiéncia de replicagdo viral em
humanos, responsavel por controlar o nivel de viremia no paciente, juntamente com a
interagdo genotipo x genotipo entre hospedeiro vertebrado e vetor sdo essenciais na
distribuicdo das linhagens virais (LAMBRECHTS et al., 2009; NGUYET et al., 2013).

Por fim, com relagdo ao vetor, ja se observou na natureza a presenca de tanto Ae.
aegypti quanto Aedes albopictus infectados por multiplos sorotipos e seus respectivos
genotipos de DENV na Tailandia (THAVARA ef al., 2006) e no Brasil (PESSANHA et al.,
2011). Destaque para o fato de que o estudo brasileiro foi realizado na cidade de Belo
Horizonte, onde detectou-se que aproximadamente 11% das 293 larvas de Ae. aegypti
analisadas estavam coinfectadas (22 larvas coinfectadas com DENV-1 e DENV-2; 10 larvas
coinfectadas com DENV-2 e DENV-3). Acredita-se que tal fato possa ocorrer quando o vetor
realiza vérios repastos sanguineos em mais de um paciente infectado com diferentes tipos
virais, ou entdo ainda em um mesmo paciente portando mais de um tipo de DENV (BHARAJ

et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2011).

1.3 Dengue: uma breve visao geral

Os casos de dengue sdo causados pelo virus envelopado DENV, o qual possui RNA
fita simples, senso-positivo e genoma de aproximadamente 11kb. Pertencentes ao género
Flavivirus e familia Flaviviridae, esses sao agrupados em quatro sorotipos geneticamente
distintos (DENV 1-4), os quais subdividem-se em distintos genotipos (CHEN &
VASILAKIS, 2011). O virus ¢ transmitido de forma autdctone (transmissdo local) por
mosquitos do género Aedes em regides tropicais e subtropicais do mundo.

No que diz respeito as manifesta¢des clinicas da infeccdo por DENV em humanos, a
doenca se caracteriza como sendo complexa, com a ocorréncia de quadros totalmente
assintomaticos a uma ampla variedade de sintomas comuns a demais infec¢des virais
(GUBLER, 1998a). Em casos sintomaticos, a maioria dos pacientes apresentam um quadro
febril subto, o qual persiste por 2 a 7 dias, acompanhado de dores nas articulagdes (artralgia),
nos musculos (mialgia), além de dor de cabeca, de garganta e possiveis manchas
avermelhadas pelo corpo (do inglés, rash) (GUBLER, 1998a).

Ademais, a doenga pode evoluir para um quadro hemorragico (dengue severa),
resultante de uma baixa quantidade de plaquetas circulantes no sangue (trombocitopenia) e
elevada permeabilidade vascular (GUBLER, 1998a). Estima-se que a taxa de letalidade gire
em torno de 0,5% - 3,5% no continente asiatico (HALSTEAD et al., 1999).
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Estima-se que existam cerca de 100 milhdes de casos sintomaticos de dengue a cada
ano, com 4 bilhdes de pessoas, em 125 paises, vivendo em areas em que a transmissao ¢
endémica (BRADY et al., 2012). Em termos de satde publica, os gastos com essa doenca
também sdo elevados, de forma que somando-se as medidas de controle do vetor e os
cuidados com os enfermos, estipula-se que DENV custe aos cofres publicos mundiais de 8 a 9
bilhdes de dolares anualmente (SHEPARD et al., 2016), sendo que apenas no Brasil, estima-
se que os valores variem de 370 milhdes a 1,2 bilhdes de ddlares por ano (MARTELLI et al.,
2015).

O histdrico de transmissdo de dengue em humanos ¢ antigo. Casos concretos da
doenga ja eram descritos nos tropicos durante o século XVIII (HOWE, 1979). Ademais,
varios aspectos relacionados a origem e evolu¢do de DENV ainda permanecem um mistério,
entretanto, dados epidemioldgicos de uma doenca febril similar a dengue ja eram descritos
nos primdrdios das dinastias chinesas, (265-992 D.C.) (GUBLER, 2011).

Evidéncias sugerem que inicialmente a transmissao de DENV seguia o ciclo silvestre,
tendo o virus se adaptado ao ambiente urbano e semiurbano de transmissdo entre humanos ao
longo da histéria (WEAVER & REISEN, 2010). DENV provavelmente originou-se na Africa,
e foi introduzido nos tropicos durante o periodo colonial, expandindo ainda mais a sua
distribuicdo durante a Segunda Guerra Mundial e subsequente expansdo comercial
(GUBLER, 2011). Dengue atualmente ¢ endémica em diversos paises das Américas; Sul e
Sudeste da Asia e no Pacifico Ocidental, com casos esporadicos acontecendo na Europa
(STANAWAY et al., 2016) e América do Norte, sendo a maioria dos casos nestas duas
ultimas regides, aloctones (importados — adquiridos fora do pais de residéncia) (REZZA,
2014).

A América Latina serve como um bom exemplo de ressurgimento de dengue. Iniciado
em 1947, houve um programa eficaz de erradicagdo de vetores sob o comando da
Organizacdo Pan-Americana de Saide (PAHO) envolvendo 19 paises latino-americanos, o
que levou a um acentuado declinio no numero de casos da doenca (GUBLER, 2011).
Entretanto, com o fim do programa na década de 1970, dengue ressurgiu acompanhada de
grandes surtos epidémicos. A partir dos anos 1990, ainda na América Latina, o principal vetor
da doenca, o mosquito Ae. aegypti reconquistou a sua distribui¢ao inicial, estando presente em

virtualmente todos os paises da regido (STANAWAY et al., 2016) (Fig. 1).
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Figura 1: distribuicdo de Ae. aegypti nas Américas durante o periodo de 1930-2011.
Fonte: Gubler, 2011.

Atualmente, o Brasil é o pais da América Latina mais afetado por dengue, com o vetor Ae.
aegypti bem estabelecido por todo o pais (Boletim Epidemiologico divulgado pelo Ministério
da Saude: http://tinyurl.com/hn3bmbs [acessado em 09 de janeiro, 2017]). Em 2015
(completadas as 52 semanas epidemiologicas — [SE]) foram registrados quase 1,7 milhdes de
casos provaveis da doenga no pais, ja em 2016, até o més de novembro (SE = 49), foram
registrados virtualmente o mesmo numero de casos da enfermidade (Boletim Epidemiologico
divulgado pelo Ministério da Saude: http://tinyurl.com/jno38tt [acessado em 09 de janeiro,
2017)).

1.4 Zika virus no mundo: historico e situacéo atual
1.4.1 Relevancia

Nos ultimos anos, uma série de arboviroses restritas a determinadas regides do globo
se tornaram verdadeiras pandemias, como ¢ o caso do Virus do Oeste do Nilo (WNV — West
Nile virus), Chikungunya virus (CHIKV) (GUBLER, 2002) e mais recentemente, ZIKV
(SAIZ et al., 2016). Tracar a sequéncia de eventos desde a descoberta de determinado
patogeno até o estado atual de conhecimento sobre o mesmo, além de exercer papel crucial no
entendimento da doenca, atua como ferramenta de grande relevancia na elaboracdo de
politicas de saude publica direcionadas. Prova disso ¢ a atual pandemia do ZIKV, o qual

desde a sua descoberta em 1947 até dezembro de 2015, possuia menos de 300 artigos
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indexados no banco de dados Pubmed. J& em 2017, at¢é o més de janeiro, o nimero de
publicacdes sobre o tema chegou préoximo a 2150.

No que tange a relevancia epidemioldgica de ZIKV, deve-se citar, antes de mais nada,
as manifestagoes clinicas causadas por esta arbovirose. Assim como DENV, a grande maioria
dos casos de Zika sdo assintomaticos (como podera ser observado mais adiante no item 1.4.3,
no que diz respeito aos dados epidemioldgicos). Entretanto, os pacientes que apresentam
sintomas da doenca desenvolvem um quadro febril autolimitante acompanhado de febres e
dores de cabeca, o qual dura em torno de 7 dias. Ainda de forma similar a infeccdo por
DENV, o paciente infectado com ZIKV pode apresentar artralgia, mialgia e dor retro-orbital.
Alguns enfermos ainda apresentam quadro de conjuntivite e rash (FLORES et al., 2016).

O grande alarde gerado em torno de ZIKV nos anos recentes, diz respeito a sua
associa¢do a quadros neurologicos como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), o qual afeta os
nervos periféricos do sistema nervoso, levando a quadros de paralisia, e complicacdes fetais
(microcefalia) que culminam em uma diminui¢ao no tamanho do cérebro de recém-nascidos,
associada a degeneragdes no trato espinhal e calcificagdes no cortex cerebral (FLORES et al.,

2016; OLIVEIRA MELO et al., 2016).

1.4.2 Historia

1.4.2.1 Isolamento viral em primatas ndo-humanos

Durante os anos de 1914 a 1970, diversos virus foram isolados (ou seja: detectados,
amplificados em cultivo celular, concomitante a sua caracterizagdo e classificagdo) por um
grupo de pesquisadores britdnicos e americanos, em um programa de pesquisa sobre a
ocorréncia natural de febre amarela (YFV — Yellow fever virus) em Uganda, patrocinado pela
Fundagao Rockfeller. Dentre os achados, se encontrava o Zika virus (DICK; KITCHEN;
HADDOW, 1952).

Em abril de 1947, seis gaiolas sentinelas contendo macacos rhesus (Macaca mulata)
foram colocadas no dossel da floresta de Ziika, perto do Lago Victoria, em Uganda, por G. W.
A. Dick, area onde presumidamente estes macacos serviriam como potencial hospedeiro para
a populacdo local de mosquitos, conhecida por transmitir YFV. Apos alguns dias, o macaco
sentinela n° 776, ao apresentar quadro febril, teve amostra de sangue coletada e inoculada em
camundongos Swiss (intracerebral e intraperitoneal), e via subcutanea em outro macaco do
mesmo género (n° 771). Dos animais inoculados, todos os camundongos injetados via
cerebral apresentaram sinais de doenca 10 dias ap6s infecc¢ao (dpi). Posterior homogeneizagao

do tecido cerebral destes camundongos levou ao isolamento de diversos virus, dentre eles a
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linhagem Zika virus 776 (nomeado em consideracdo a area ¢ ao macaco em que foi isolado).
Interessante notar que durante o periodo de observacdo, nenhum sintoma de infec¢ao foi
observado tanto no macaco n° 776 quanto no n° 771, porém ZIKV foi isolado no soro de

ambos, cerca de um més apos contato com o virus (DICK & HADDOW, 1952; DICK, 1953).

1.4.2.2 Isolamento viral em mosquitos

No ano de 1948, periodo subsequente ao primeiro isolamento de ZIKV, o pesquisador
S. F. Kitchen ao tentar isolar YFV de mosquitos na floresta de Ziika, obteve grupo de
mosquitos Aedes africanus infectados com ZIKV, especulando-se assim que este virus estava
sendo mantido de forma endémica via ciclo silvestre envolvendo mosquitos e diferentes
espécies de macacos (13 espécies catalogadas nesta floresta, na época). Sessenta e oito
mosquitos desta espécie foram coletados, macerados e o produto inoculado em camundongos
e macaco rhesus (n°. 758). Dois camundongos apresentaram sintomas de infecgio, de forma
que o primeiro morreu 6 dpi e o segundo apresentou sintomas 14 dpi. A linhagem de ZIKV
isolada desses mosquitos foi denominada ZIKV (E/1). O macaco 758 permaneceu
assintomatico, porém, ao se inocular o seu soro via cerebral em trés camundongos swiss, dois
morreram e um se tornou sintomatico (DICK & HADDOW, 1952).

Estudos posteriores demonstraram que as linhagens isoladas em primatas e mosquitos
(ZIKV 776 e ZIKV E/1, respectivamente) produziam a mesma resposta no teste de
neutralizagdo cruzada, e o resultado diferia do perfil obtido por YFV e DENV. Ademais, fora
do continente Africano, ZIKV foi isolado pela primeira vez em mosquitos Ae. aegypti em

1969, na Malasia (MARCHETTE et al., 1969).

1.4.2.3 Isolamento viral em humanos

Acreditava-se que somente sete anos apds a detec¢do de ZIKV em primatas nao-
humanos é que o virus foi isolado no homem. Trés pacientes com sintomas de ictericia
buscaram ajuda médica e tiveram a confirmacdo de infeccdo por ZIKV via ensaio de
anticorpos neutralizantes. Ao se inocular, individualmente, o soro desses enfermos em
camundongos, conseguiu-se isolar virus em apenas um dos casos: uma garota nigeriana de 10
anos de idade (MACNAMARA, 1954). Entretanto, dados recentes sugerem que o primeiro
isolamento viral de ZIKV em humanos aconteceu em Uganda, por Simpson em 1964, 10 anos
apods o primeiro relato errdneo em humanos por Macnamara, onde alega-se que o isolamento
viral publicado em 1954 foi de um virus similar a ZIKV, denominado Spondeweni virus

(WIKAN & SMITH, 2017).
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Um estudo na década de 1970 demonstrou que 40% da populacao da Nigéria possuia
anticorpos neutralizantes contra ZIKV, demonstrando assim a elevada prevaléncia de infec¢ao
por este virus no pais (FAGBAMI, 1979). Fora do continente africano, o virus foi detectado
pela primeira vez em humanos em 1977-1978, em residentes da Indonésia (OLSON et al.,

1981).

1.4.3 Epidemiologia

1.4.3.1 Inquéritos soroldgicos

Existe na literatura cientifica, uma série de metodologias para o diagnostico molecular
de infec¢des virais as quais sdo extensamente discutidas, como revisado por Domingos e
Moreli (DOMINGO et al., 2011; MORELI & DA COSTA, 2013), entretanto, abordarei a
seguir os levantamentos sorologicos para arboviroses, mais especificamente Flavivirus, de
forma que existe uma gama de metodologias aplicadas na literatura, das quais a mais utilizada
¢ a inibicdo de hemaglutinacdo (KOKERNOT et al., 1965).

A interpretacdo dos resultados sorologicos para flavivirus ¢ dificil devido ao alto grau
de reacdo cruzada que ocorre dentro deste grupo, como demonstrado em testes onde o soro de
pacientes foi testado por diferentes técnicas (FAGBAMI, 1979; KIRYA & OKIA, 1977) ou
até mesmo pela mesma metodologia (METTLER et al., 1971). Além disto, nem sempre os
painéis de levantamento sorologico em estudos antigos incluiam antigenos para ZIKV,
somente para virus mais proximos (DICKINSON et al., 1965), o que faz com que os dados
epidemioldgicos de ZIKV devam ser interpretados com certa cautela. Contudo, fica evidente
que ZIKV ¢ endémico da Africa e algumas areas do sudeste asiatico, como confirmado pelo
isolamento do virus em vetores e hospedeiros vertebrados em cada uma destas regides
(MUSSO & GUBLER, 2016).

Ademais, até o presente momento de redacdo desta tese, 71 paises ao redor do mundo
relataram casos de circulagdo autdctone ativa do virus em seus paises, 29 deles apresentando
quadros de microcefalia (OMS — Boletim epidemiolégico sobre Zika no mundo:

http://tinyurl.com/jshn94;j [acessado: 13 de janeiro, 2017]).

1.4.3.2 Africa e Asia

Estudos soroldgicos e entomologicos relataram surtos de ZIKV em varias partes da
Africa, desde o seu primeiro isolamento em 1964 em Uganda (SIMPSON, 1964). O virus ja
foi isolado em paises como Quénia (GESER et al., 1970), Serra Leoa (ROBIN &
MOUCHET, 1975), Senegal (MONLUN e al, 1993) e¢ Republica Central da Africa
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(SALUZZO et al, 1981), de forma que considerando os estudos publicados, a
soroprevaléncia para ZIKV variou de 1,3-52% na populacao desse continente.

De acordo com o ultimo boletim liberado pela OMS, hd atualmente registros de
circulagdo ativa de ZIKV no continente africano apenas em Cabo Verde, onde foram
registrados de acordo com a ultima atualizagdo disponivel até o momento, englobando os
meses de outubro de 2015 a maio de 2016, 7557 casos suspeitos da doenca, relatando-se trés
casos de microcefalia e nenhum registro da SGB (OMS — Boletim epidemiolégico:
http://tinyurl.com/gqcpzu4 [acessado: 11 de janeiro, 2017]). Entretanto, vale ressaltar que
muito provavelmente os casos de ZIKV na Africa sio subestimados, visto que ocorrem em
areas onde ha co-circulacio de DENV e CHIKYV, doencas que apresentam sintomatologia
similar & ZIKV e que pecam pela falta de ensaios sorologicos de reagdo cruzada, visando
caracterizar a infecgdo viral existente (GRARD et al., 2014).

No que tange o continente asiatico, os dados epidemioldgicos antigos também devem
ser considerados com cautela, devido a prevaléncia de estudos baseados em sorologia. Dito
isto, na década de 1950, houveram registros de ZIKV em vérios paises do continente,
destacando-se: India, (SMITHBURN et al., 1954), Malasia (MARCHETTE et al., 1969),
Filipinas (HAMMON et al., 1958), Vietnam e Tailandia (POND, 1963), com a existéncia de
anticorpos para a infec¢do por ZIKV variando entre 8-75% na populagdo, dependendo da éarea
estudada.

Mais recentemente, alguns casos esporadicos de ZIKV foram documentados no
Cambodia (HEANG et al., 2012), em um turista que retornava da Indonésia (KWONG et al.,
2013), e alguns casos positivos em pessoas que adquiriram a doenga na Tailandia
(BUATHONG et al., 2015), além disto, transmissao local de ZIKV foi registrada em dois
pacientes no Vietnd (OMS - Boletim epidemioldgico: http://tinyurl.com/hckffw8 [acessado:
11 de janeiro, 2017]).

1.4.3.3 Oceania

Até o ano de 2006, apenas 14 casos humanos de infeccdo por ZIKV haviam sido
registrados no mundo. Porém, em 2007, na Ilha de Yap, pertencente a um dos quatro Estados
da Micronésia, houve a primeira grande epidemia da doenca, durando trés meses ¢ de origem
até o momento desconhecida. Inicialmente creditava-se o surto a DENV, dado a semelhanca
de sintomas entre as duas arboviroses, ¢ também devido ao fato de que DENV ja havia
circulado anteriormente na ilha (DURAND et al., 2005; SAVAGE et al., 1998), porém ao

longo do surto, esta hipotese foi descartada.
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Durante o surto, foram registrados 185 casos suspeitos de ZIKV, dos quais 26,5%
confirmados laboratorialmente, 31,9% catalogados como casos provaveis (onde ha resultados
laboratoriais equivocos), € 38,9% continuaram suspeitos. Ao todo, RNA de ZIKV foi
detectado em 15 de 45 soros de pacientes coletados até 10 dias apds inicio dos sintomas da
doenca (MUSSO & GUBLER, 2016). Analises soroldgicas em 557 individuos indicaram que
74% das pessoas testadas tiveram contato com ZIKV, onde 37,7% dessas eram sintomaticas.
Acredita-se, com base em dados soroldgicos posteriores, que aproximadamente 73% da
populacdo da ilha teve contato com ZIKV, das quais 18% foram sintomaticas. Nao houve
neste surto, uma unica internagdo registrada por conta da doencga, assim como nenhum caso
grave ou morte (DUFFY et al., 2009).

Posteriormente, um estudo de filogenia demonstrou que o virus responsavel pelo surto
em Yap, denominado linhagem EC Yap (EC = epidemiological consensus, do inglés), obtido
a partir do isolamento de RNA viral do soro de quatro pacientes, originou-se no sudeste
asiatico. Esta conclusdao tornou-se ainda mais plausivel devido a curta distancia geografica
entre a Ilha de Yap e os paises da Indonésia e Malasia (HADDOW. et al., 2012).

Desde a epidemia de ZIKV na Ilha de Yap, o virus se espalhou rapidamente pelo
mundo. Em 2013 ocorreu o segundo grande surto da doenga, desta vez na Polinésia Francesa,
pais anteriormente ameagado somente pela circulacdo de DENV (CAO-LORMEAU. et al.,
2014). Acredita-se que ZIKV tenha sido introduzido neste pais de forma independente, a
partir da Asia, ndo sendo uma extensdo da linhagem circulante em Yap (GATHERER &
KOHL, 2016).

Os casos na Polinésia Francesa tiveram inicio em outubro de 2013, onde membros de
uma familia apresentaram sintomas tipicos de uma infec¢ao viral. Ao serem testados pela
técnica molecular de RT-PCR, os enfermos apresentaram resultado negativo para DENV,
CHIKYV e WNV, além de resultados duvidosos para ZIKV. Entretanto, duas semanas apds o
ocorrido, outro paciente foi diagnosticado positivamente para ZIKV via RT-PCR (CAO-
LORMEAU et al., 2014) e o resultado confirmado via sequenciamento da regido codificadora
da proteina PrM/E (LANCIOTTI et al., 2008).

Concomitante a confirmagao do primeiro caso de ZIKV no pais, autoridades sanitérias
da Polinésia Francesa relataram um aumento no numero de pacientes sintomaticos, atingindo
um pico de 30.000 casos suspeitos da doenca e cerca de 11% da populacdo do pais afetada
(CAO-LORMEAU. et al., 2014; MUSSO & CAO-LORMEAU, 2014), com uma taxa de
infeccdo variando entre 50 a 66% (AUBRY et al., 2015). Acredita-se que a magnitude da
doenca foi devida a dois fatores: auséncia de uma imunidade prévia ao virus pela populagdo, e
a alta densidade de vetores competentes para transmissao de ZIKV (AUBRY et al., 2015).
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Importante notar que pela primeira vez as autoridades registraram um aumento de vinte vezes
no numero de casos da SGB, mas sem que qualquer associac¢ao direta com ZIKV tenha sido
experimentalmente demonstrada (OEHLER et al., 2014).

Subsequente ao surto epidémico na Polinésia Francesa, aconteceram surtos em paises
como Nova Caledonia e Ilhas Cook. Na Nova Caledonia, os casos foram importados da
Polinésia Francesa em novembro de 2013, e em janeiro de 2014 houve o primeiro caso
autoctone da doenga no pais, culminando em 1385 casos (0,8% da populacdo)
laboratorialmente confirmados (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015). Acredita-se que
fatores como diferentes populacdes de vetores (Ade. aegypti € Aedes polynesiensis na Polinésia
Francesa vs. apenas Ade. aegypti na Nova Caledonia), associado a diferengas climaticas
(auséncia de clima frio na Polinésia Francesa vs. clima frio na Nova Caledo6nia) e nas politicas
de controle de doencas contribuiram para a diferenga observada na prevaléncia da doenga
entre os paises.

Paralelamente, a Australia registrou em 2012 o primeiro caso de infec¢do por ZIKV no
pais, em um turista ao retornar de viagem da Indonésia (KWONG et al., 2013). Desde entao
s6 hé registros de casos aldctones (importados) da doenga. Isto ndo exclui o risco de
transmissdo local, visto que o pais possui o vetor Ae. aegypti estabelecido em algumas regides
(governo da Australia — Departamento de Saude “Zika fact sheet’: http://tinyurl.com/z6jftwu
[acessado 9 de janeiro, 2017]).

1.4.3.4 Europa

Até a data de redacdo deste trabalho, ndo ha registro de casos autoctones de ZIKV no
continente europeu. Todos os casos registrados até o momento foram importados de pessoas
que viajaram para paises os quais o virus estava circulando. O primeiro caso de ZIKV na
Europa foi registrado no final de 2013, na Alemanha, em um residente de 50 anos que acabara
de voltar de viagem da Tailandia (TAPPE et al., 2014). Desde entdo, casos aloctones de ZIKV
téem se espalhado pelo velho continente, atingindo paises como Noruega, Italia, Espanha,
Eslovénia, Finldndia, Portugal, dentre outros (de um total de 21 paises até janeiro, 2017,
segundo a OMS - http://tinyurl.com/hp52gh5 [acessado: 15 de janeiro, 2017]), incluindo
casos de transmissdo sexual da doenca, o qual teve o seu primeiro relato confirmado na
Franca (HILLS et al., 2016).

Nao se deve excluir de imediato o risco de circulacao local de ZIKV na Europa, visto
que existe um estabelecimento de Ae. aegypti em parte da Russia ocidental (Fig. 2A). Além
disto, o0 mosquito Aedes albopictus, capaz de transmitir a doenga (CHOUIN-CARNEIRO et
al., 2016; GRARD et al., 2014; HEITMANN et al., 2017) se encontra estabelecido em
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diversas partes do velho continente, principalmente na area do Mediterraneo (KRAEMER et
al., 2015; MEDLOCK et al., 2012) (Fig. 2B). Prova do risco deste vetor se da inclusive pela
confirmagdo de casos autdctones de CHIKV na Franga (DELISLE et al., 2015) e na Italia
(REZZA et al., 2007), além de DENV na Croacia (GJENERO-MARGAN et al., 2011).
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Figura 2: mapa da distribuicédo dos vetores Ae. aegypti (A) e Ae. albopictus (B) no continente europeu. Verde = vetor ausente; amarelo = vetor

A
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introduzido; vermelho = vetor estabelecido. Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (www.ecdc.europa.eu) [acessado: 15

de janeiro, 2017].
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1.5 Zika virus nas Américas: historico e situacéo atual

ZIKV ¢ de fato uma nova ameaga ao continente americano (DYER, 2015; FAUCI,
MORENS, 2016; GATHERER & KOHL, 2016). Os primeiros relatos de pacientes com um
quadro de doenga exantematica associado a conjuntivite e artralgia comegaram a surgir ainda
no final de 2014 no Brasil (CARDOSO et al., 2015), primeiro pais afetado pela doenga no
continente. Em fevereiro de 2015, o Ministério da Satde confirmou um surto no quadro de
doenca exantemdtica no pais, afetando milhares de pessoas principalmente na regido
Nordeste, nos estados do: Maranhdo, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba e Sergipe
(ECDC, 2015). Em abril do mesmo ano, veio a confirmagdo de casos autoctones de ZIKV
(CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015).

Acredita-se que até o final de 2015, os casos suspeitos de ZIKV variaram de 440.000 a
1.300.000 (HENNESSEY et al., 2016), com o virus circulando em 18 estados (OMS —
Boletim epidemiolégico Zika: http://tinyurl.com/hb3hscb [acessado: 14 de janeiro, 2017]). J&
em 2016, até o més de novembro, casos autdctones da doenga foram confirmados em todos os
26 estados do Brasil (Fig. 3), com aproximadamente 212 mil casos provaveis (boletim
epidemioldgico do Ministério da Saude: http://tinyurl.com/jno38tt [acessado: 14 de janeiro,
2017)).

Além dos casos convencionais de ZIKV no Brasil, o virus foi associado com
microcefalia (CALVET et al., 2016; OLIVEIRA MELO et al., 2016) e a SGB (ARAUJO &
NASCIMENTO, 2016; BRASIL et al., 2016), esta ultima inicialmente proposta durante o
surto na Polinésia Francesa (CAO-LORMEAU et al., 2016). Até o dia 31 de dezembro de
2016, foram notificados cerca de 11 mil casos suspeitos de microcefalia no Brasil, dos quais
2366 ja foram confirmados (Fig. 3A e 3B). Com relagdo a SGB, o ultimo boletim
epidemioldgico da OMS indica que entre o periodo de janeiro a novembro de 2015 houveram
no Brasil cerca de 2000 casos registrados desta sindrome (OMS - Boletim epidemiolédgico de
SGB: http://tinyurl.com/zzthek3 [acessado: 14 de janeiro, 2017]).

Tracando-se a rota de dispersao de ZIKV, inicialmente acreditava-se que o virus fora
introduzido no Brasil durante a Copa do Mundo, a qual aconteceu durante os meses de junho
e julho de 2014, entretanto, nenhum pais endémico para a arbovirose participou da
competicdo (MUSSO, 2015). Isto ndo exclui totalmente a possibilidade de introducdo do virus
nesta época, dado que torcedores advindos de paises endémicos para a doenca possam ter
vindo ao pais e assim introduzido o virus. Entretanto, um estudo posterior sugeriu que o virus
possa ter entrado no pais durante o IV FVa’a World Elite and Club Sprint Championship,
campeonato internacional de canoagem que aconteceu em agosto de 2014 no Rio de Janeiro e
possuia participantes de quatro paises endémicos para ZIKV: Nova Caledonia, Polinésia
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Francesa, Ilhas Cook e Ilha de Pascoa (MUSSO, 2015), fato refor¢ado por evidéncias
moleculares as quais também sugerem que a linhagem circulante no pais ¢ de origem asiatica

(FARIA et al., 2016).
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Figura 3: distribuicdo da incidéncia de Zika e casos notificados a) e confirmados b) de microcefalia no Brasil durante 2016. Adaptado de

boletins epidemioldgicos para: Zika (http://tinyurl.com/jno38tt) e microcefalia (http://tinyurl.com/hm2ag4g) [acessados: 14 de janeiro, 2017].
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Desde os relatos iniciais no Brasil, at¢ o més de janeiro de 2017, 50 paises ou
territorios do continente americano ja relataram casos autdctones de infecgao por ZIKV (CDC
— lista de paises e territorios com transmissao autdctone de ZIKV: http://tinyurl.com/z7q6143
[acessado: 12 de janeiro, 2017]) (Fig. 4). Isto fez com que a OMS declarasse no inicio de
2016, ZIKV como uma questdo de emergéncia em saude publica (OMS — Declaracao de Zika
como emergéncia em saude publica: http://tinyurl.com/z3ewuyy [acessado: 12 de janeiro,
2017]), perdendo este status ao final deste mesmo ano (OMS — Atualizagdo do status de Zika:

http://tinyurl.com/hwl925y [acessado: 12 de janeiro, 2017]).
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Figura 4: mapa com casos autéctones de ZIKV em humanos até dezembro de 2016.
Center for Disease Prevention and Control - CDC, 2017 (www.cdc.gov) [acessado: 15 de

janeiro, 2017].

Apesar da epidemia de ZIKV ter acontecido majoritariamente em paises / territorios
caribenhos e da América do Sul e Central, casos autoctones da doenga foram registrados nos
Estados Unidos, onde até janeiro de 2017 houveram 216 casos em Estados americanos, e
4650 casos importados (CDC — Pégina dedicada ao virus Zika: http://tinyurl.com/jjjSbew

[acessado: 14 de janeiro, 2017]), além de 439 casos aloctones no Canada durante o mesmo
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periodo (governo do Canad4d — Pagina dedicada ao virus Zika: http://tinyurl.com/zfnccyz
[acessado: 14 de janeiro, 2017]).

O fato de os vetores de ZIKV estarem presentes em baixa densidade em ambos os
paises (CHAMPION & VITEK, 2014; GIORDANO et al., 2015), ndo exclui a capacidade da
doencga de se estabelecer e alastrar em tais localidades. A ocorréncia de casos de transmissao
local em regides dos Estados Unidos, assim como a competéncia de suas populacdes de
mosquitos do género Aedes em transmitir o virus (WEGER-LUCARELLI et al., 2016), além
do historico de transmissdo local de outros flavivirus em ambos territorios (MARTIN-
ACEBES & SAIZ, 2012; MURRAY et al., 2013; RADKE et al., 2012) ainda mantém ambos

0s paises em alerta.

1.6 Ecologia do Zika virus
1.6.1 Hospedeiros e reservatorios naturais

Apesar da participacao de humanos no ciclo de transmissao de ZIKV ja ser conhecida,
a maioria das arboviroses circula no ambiente sem a dependéncia do homem, nos conhecidos
ciclos silvestres (THIBOUTOT et al., 2010). Nao raramente, essas doencas podem sair de um
ciclo de transmissdo silvestre para o ciclo humano, devido a proximidade deste com o vetor
(CHARREL et al., 2007; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2006).

Estudos sorologicos na Asia demonstraram que ao se testar ambos humanos e
orangotangos, a prevaléncia de anticorpos contra ZIKV foi quase seis vezes maior em
humanos. Os autores sugerem que os orangotangos, nesta regido, possam ter sido infectados
com o virus a partir de um ciclo silvestre recém-estabelecido, atuando assim como
hospedeiros do virus na natureza (KILBOURN et al., 2003; WOLFE et al., 2001).

Ademais, também através de sorologia, diversos pesquisadores foram capazes de
detectar anticorpos contra ZIKV em morcegos (ANDRAL et al., 1968), ovelhas, cabras e
roedores (DARWISH et al., 1983). A interpretagdo de tais dados deve ser cautelosa, devido a
inerente reatividade cruzada entre flavivirus como ja citado, entretanto, estes estudos sugerem
que ZIKV ndo possui uma clara associagdo com uma Unica espécie em particular. Vale
ressaltar até o momento, a escassez de estudos buscando-se isolar o virus em hospedeiros nao-
primatas, deixando ainda obscuro o papel que outras espécies possuem na distribuicdo da
doenca (HAYES, 2009).

Acredita-se que no continente africano, ZIKV ¢ mantido circulando no ambiente via
associacdo entre mosquitos e animais silvestres, no ciclo silvatico da doenga. Entretanto, em
areas como a Ilha de Yap e Polinésia Francesa (HADDOW et al., 2012), teoriza-se que o
virus seja mantido em dependéncia com humanos, de forma que este tenha se adaptado ao
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homem como hospedeiro final. Porém, at¢ o momento ndo foram conduzidos estudos
envolvendo animais silvestres em tais localidades, o que nao exclui entdo a possivel

existéncia de outros hospedeiros ou possiveis reservatdrios naturais.

1.6.2 Vetores

O ciclo natural de transmissao de ZIKV envolve majoritariamente a picada de fémeas
de mosquitos do género Aedes (DIAGNE et al., 2015; LI, et al., 2012), entretanto, outras
espécies em potencial exercem papel na disseminacdo da doenga (Tab. 1). Como citado
anteriormente, o virus foi isolado pela primeira vez em Ae. africanus no ano de 1948 (DICK
et al., 1952), na Africa, vetor que realiza repasto sanguineo preferencialmente em humanos,
mas inclui em sua dieta: roedores, aves e répteis, os quais podem agir como reservatorios
naturais da doenca (HADDOW et al., 1964). Desde entdo, ZIKV tem sido majoritariamente
isolado em Ae. aegypti, seu principal vetor (MARCHETTE et al., 1969), e em Ae. albopictus
(GRARD et al., 2014).

Determinada espécie s6 pode ser denominada vetor de uma doenca se a sua capacidade
de transmitir o patdgeno for verificada. No caso de Ae aegypti, este teve a sua competéncia
vetorial comprovada pela primeira vez em 1956, em experimentos envolvendo camundongos
e macacos, onde demonstrou-se que o periodo extrinseco de incubagdo do virus (intervalo de
tempo entre a infec¢ao do vetor e quando ele se torna capaz de transmitir o patégeno) no vetor
foi de aproximadamente 15 dias (BOORMAN; PORTERFIELD, 1956).

Com relacdo a Ae. albopictus, sua competéncia vetorial também foi demonstrada
como sendo eficiente por diferentes estudos (PAUPY et al., 2009; WONG. et al., 2013). Um
deles demonstrou que em 7 dpi, 73% dos mosquitos Ae. albopictus possuiam particulas virais
infecciosas em sua saliva. Tal fato associado a ampla distribuicdo de Ae. aegypti e Ae.
albopictus (KRAEMER et al., 2015), sugerem que esses vetores sejam responsaveis pela
maioria dos casos observados no mundo. Entretanto, o papel de demais vetores ainda precisa
ser confirmado, como discutido abaixo.

Recentemente, um estudo identificou o mosquito Culex quinquefasciatus como
potencial vetor de ZIKV, algo ainda controverso. Guedes e colaboradores, em um artigo ainda
em producdo demonstraram que ao infectar artificialmente este vetor, houve infeccdo com
ZIKV até mesmo quando uma baixa carga viral foi oferecida (sem que a infec¢ao conseguisse
atingir a glandula salivar). Ao se oferecer uma carga viral elevada, Cx. quinquefasciatus foi
capaz de se infectar e de transmitir o virus em sua saliva, como detectado em ensaios de

salivacdo a 7 e 14 dpi; infeccdo viral esta confirmada por microscopia eletronica das
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glandulas salivares deste mosquito. Por fim, estes autores ainda detectaram ZIKV em Cix.
quinquefasciatus coletados em campo (GUEDES et al., 2016).

O trabalho pioneiro brasileiro sobre Cx quinquefasciatus fez com que houvesse uma
busca por populagdes susceptiveis desta mesma espécie nas mais diversas partes do mundo.
Estudo realizado com populagdes naturais deste mosquito na cidade do Rio de Janeiro
demonstraram que Cx quinquefasciatus desta localidade ndo sdo capazes de transmitir ZIKV
(FERNANDES et al., 2016).

Resultado semelhante foi observado em populagdes de mosquitos da Florida, nos
Estados Unidos (HUANG et al., 2016) na Itilia e Alemanha (BOCCOLINI et al., 2016;
HEITMANN et al., 2017). Entretanto, estudo conduzido na China demonstrou que a
populagdo local deste vetor foi capaz de se infectar e transmitir ZIKV, como observado por
Guedes e colaboradores no Brasil (GUO et al., 2016), o que levanta a questdo da interagdo
gendtipo x gendtipo entre virus e vetor, descrito anteriormente na introducao deste trabalho,
como possivel fator governante da infec¢do nesta espécie, além de indicar o potencial

epidemioldgico deste mosquito na ocorréncia de ZIKV no mundo.
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Tabela 1: potenciais espécies de mosquitos vetores de ZIKV. Adaptado de Saiz et al. 2016

Argumento Origem e ano da
Espécie emfavorda | ineira identificagdo
categorizagao (Referéncia)
como vetor

Aedes africanus Isolamento®  Zika Forest (Uganda), 1948

(Dick et al., 1952)
Aedes aegypti Isolamento Malaysia, 1966

(Marchette et al., 1969)
Aedes luteocephalus Isolamento Saboya Forest (Senegal), 1968

(Haddow et al., 2012;

Diallo et al., 2014)
Aedes vittatus Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Aedes dalzieli Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Aedes metallicus Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Mansonia uniformis Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Aedes fowleri Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Aedes minutus Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Aedes neoafricanus Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)
Aedes tarsalis Isolamento Senegal 1968

(Haddow et al., 2012)

Aedes apicoargenteus  Isolamento Central African Republic, 1969
(Diagne et al., 2015)

Aedes furcifer-taylori Isolamento Bandia (Senegal), 1969
(Diallo et al., 2014)

Annopheles gambiae s.l.  |solamento Bandia (Senegal), 1969
(Diallo et al., 2014)

Aedes opok Isolamento Central African Republic,
1976-1980
(Berthet et al., 2014)

Aedes taylori Isolamento Kédougou region (Senegal), 1988-1991

x (Monlun et al., 1993)

Aedes albopictus Epidemiolégico  Gabon, 2007
(Grard et al., 2014)

Aedes hirsutus Epidemiolégico  Kédougou region (Senegal), 2011,
(Diallo et al., 2014)

Aedes unilinaetus Epidemiolégico  Kédougou region (Senegal), 2011,
(Diallo et al., 2014)

Culex perfuscus Epidemiologico  Kédougou region (Senegal), 2011,

(Diallo et al., 2014)

Anopheles coustani  Epidemioldgico  Kédougou region (Senegal), 2011,
(Diallo et al., 2014)

* Critério de isolamento: baseado na detecgdo em mosquitos individuais e posterior cultivo viral em cultura de

células.

**Critério epidemioldgico: baseado apenas na deteccdo viral em pools de mosquitos.
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Laboratorialmente, além das principais espécies supracitadas, outras ja tiveram a sua
competéncia vetorial testada (Tab. 2). Isto acaba por levantar a importancia em se verificar a
distribuicao de vetores no mundo, de forma a se evitar a transmissao local de ZIKV e outras
arboviroses em areas onde o vetor se encontra presente.

Apesar da sua distribuicdo predominante em paises de clima tropical, recentemente foi
predito que o mosquito Ae. aegypti possa em breve colonizar algumas regides do sudeste
europeu, assim como locais de clima temperado na América do Norte e Australia
(KRAEMER et al., 2015; MESSINA et al., 2016). Contrario a Ae. aegypti, o0 mosquito Ae.
albopictus, além de também seguir um padrao de estabelecimento em paises tropicais, teve a
sua circulagio confirmada na América do Norte, Australia, algumas partes da Africa e no
sudeste da Europa, onde nas ultimas duas décadas foi capaz de se dispersar para a Franga,
Alemanha, Italia e Espanha (DYER, 2016; PAUPY et al., 2009). Isto se deve principalmente
a sua capacidade de hibernar e sobreviver (capacidade conhecida pelo termo técnico de
diapausa) em climas de temperaturas mais amenas (THOMAS et al., 2012).

Um estudo entomologico conduzido na Ilha de Yap demonstrou que devido a sua
abundancia e a prévia associacdo com casos de DENV na ilha (SAVAGE et al., 1998), Aedes
hensilii foi provavelmente o vetor responsavel pelos casos de ZIKV em 2007, especialmente
ap6s se comprovar a sua (ainda que baixa) competéncia vetorial para esta arbovirose
(LEDERMANN et al.,, 2014). Ja4 na segunda grande epidemia de ZIKV, na Polinésia
Francesa, além de Ae. aegypti, outro vetor foi acusado como parcialmente responsavel pela
transmissdo da doenga, o mosquito Ae. polynesiensis (GUILLAUMOT, 2005).

Durante o surto, pesquisadores coletaram 238 fémeas de Ae. polynesiensis, 286 de Cx.
quinquefasciatus ¢ 2039 de Ae. aegypti, onde encontraram via RT-PCR, apenas um pool de
fémeas de Ae. aegypti infectado. Além do mais, estudos posteriores de competéncia vetorial
na regido demonstraram uma taxa de disseminacdo de 75% de ZIKV em Ae. Aegypti, porém
apenas 8% das fémeas apresentaram infeccdo na glandula salivar (MUSSO & GUBLER,
2016).

Interessante ainda ressaltar que em um estudo realizado em 2011, no Senegal, coletou-
se um grande nimero de mosquitos de diferentes espécies, de forma a se verificar a presenca
de ZIKV. De um total de 1700 pools de mosquitos, 31 foram positivos para o virus. Porém, o
que mais chama a atencdo foi a detec¢do de machos de Aedes furcifer e Aedes vittatus
infectados pelo virus, sugerindo a transmissao vertical de ZIKV (DIALLO et al., 2014), fato
corroborado  por demais  pesquisadores (THANGAMANI et al, 2016b).
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Tabela 2: competéncia vetorial para ZIKV de algumas espécies de mosquitos. Adaptado de Waddell et al. 2016.

Pais Ano em ) Taxa de disseminagdo Taxa de transmissdo Proporgdo  Proporgdo
que o Espécie D — Infectado  de ZIKV
— ) estudc_ de ) Infecdo disseminado
Africa  fol conduzido  Mosquita 3dpi  Sdpi 8dpi  10dpi 15dpi  20-80dpi 4dpi  Tdpi  10dpi 15dpi
Senegal 2015 Ae. aegypti Maior 0% 0-10%  0-50% 55% 5.80%
10dpi
Ae.unilineatus ~ Maior 0-10% 18.70% 5.30%
10dpi
Ae. vittatus Maior 0% 0-100% 0-100% 20-50% 14.40% 27%
10dpi
Ae. Maior % 0-100% 20-50% 75% 42.20%

luteocephalus 15dpi

Senegal 2011/04- Ae. aegypti,
2011112 Ae. africanus,

Ae. dalzielii,
As. furcifar,
Ae. vittatus,
Cx. perfuscus,
Ap. taylori, Ae.
hirsutus and
Ae. metallicus,
Ae. unifineatus,
Ma. Unif, An.
coustani, An.
andoustani
Senegal 1976 Ae. asgypli 88%  79-100%
(7-30dpi)/
Titulo 2-6
Nigéria 1956 Ae. aegypti 1034 gt7 058
Asia
Singapura 2013 Ae. albopictus 100% em  25%+  S50%+ 100% +  100% + 100% + Primeiro 100%+
3dpl Isolado +
Singapura 2012 Ae. aegypti B87.5% em 62%%+ 100%+ 100%+
3 dpi, obs 4
100% dpi +
em 6 dpi
2007/04— Ae. 7.1% 0%
llhas Yap
2007/07 (Stegomyia)
henali (4.9 titulo) (4,9% titulo*)
80% 12.5%
(5,7 titulo) (5,7 titulo)
86.1% 22.5%
(5.9 titulo) (5.9 titulo)

* logl0 PFU/mL, 70% umidade relativa e 28°C, dpi = dias pos-infecgdo, + taxa de disseminagdo = Razdo entre o numero de glandulas

salivares e o nimero total de mosquitos com intestinos infectados.
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1.6.3 O Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ o principal vetor de DENV,
CHIKV e ZIKV no mundo. O mosquito possui coloragdo clara, localizagdo doméstica e
associacgdo antropofilica (TAKKEN & VERHULST, 2011). Em sua forma adulta apresenta o
corpo levemente enegrecido, com escamas ornamentais formando um padrdo de manchas /
faixas prateadas ao longo do corpo, com presenga de duas listras no formato de lira em seu
torax (Fig. 5).

Possui habitos preferencialmente diurnos, realiza o repasto sanguineo especialmente
(mas ndo de forma exclusiva) durante as primeiras horas da manha e, ao entardecer. A fémea
hematofaga atua de forma persistente sobre a sua fonte preferencial de alimentacdo: os
humanos (TAKKEN & VERHULST, 2011). Esta se alimenta mais de uma vez durante o
periodo de oviposi¢do (discordancia gonotrofica), em especial quando ¢ perturbada antes que

tenha se alimentado por completo (BARATA et al., 2001).

Figura 5: fémea do mosquito Ae. aegypti durante o repasto sanguineo.

Fonte: Vectorbase.org [acessado: 08 de janeiro, 2017].

Os ovos de Ae. aegypti podem ser encontrados tanto em criadouros naturais como em
vaos de rochas, cascas de frutas e internddios de bambus, quanto em criadouros artificiais, que
incluem caixas d’agua, pneus, latas, recipientes plasticos, piscinas, entre outros. (Fundagao
Oswaldo Cruz — criadouros naturais e artificiais de Ae. aegypti: http://tinyurl.com/hcgcsd3
[acessado: 16 de janeiro, 2017]).

O ciclo de desenvolvimento de Ae. aegypti possui quatro diferentes estagios, sendo:
ovo, larva (4 estadios: L1-L4), pupa e inseto adulto, dividido em duas fases: aquatica e alada
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(na figura representada pelo termo “terrestre””) (Fundagdo Oswaldo Cruz — ciclo de vida de
Ae. aegypti: http://tinyurl.com/hcgcsd3 [acessado: 16 de janeiro, 2017) (Fig. 6).

O ciclo tem inicio quando as fémeas depositam os ovos na parede interna de depositos
com agua parada, levando a eclosdo dos ovos assim que estes entram em contato com a agua
(ap6s o periodo necessario para completar o desenvolvimento do embrido no ambiente seco).
Essas larvas alimentam-se de microrganismos ¢ matéria organica particulada, trocando sua
cuticula corpdrea por trés vezes, indo do estadio L1 ao L4 até realizarem metamorfose e se
transformarem em pupas. Em seguida ocorrem diversas mudancas fisiologicas e anatdmicas,
levando ao surgimento dos mosquitos adultos, os quais atingem o meio terrestre, (fase
aquatica para a alada).

Todo o ciclo de vida aquatico do mosquito, seja ele macho ou fémea, leva cerca de
7~10 dias (sendo que os machos geralmente completam primeiro o seu desenvolvimento) no
meio ambiente, dependendo de fatores como densidade larval, a taxa de alimentacdo das

larvas e a temperatura ambiente (MOORE & WHITACRE, 1972).

Terrestre Aquatico

» w — 'y —

2.Larva

Terrestre

Aquatico

3. Pupa

Figura 6: ciclo de vida de Ae. aegypti. Modificado de CDC - http://tinyurl.com/hmbogl8

[acessado: 08 de janeiro, 2017].

1.6.3.1 O sistema imune
Em insetos, ao tratarmos da resposta por parte do hospedeiro a infecgdes provocadas
por agentes externos, em especial mosquitos, foco desta tese, podemos dividir o tema em duas

principais vias: a 1) resposta celular e a 2) resposta humoral.
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No que diz respeito ao primeiro cenario, tém-se os hemocitos como sendo os
principais responsaveis pelo combate ao agente infeccioso. Através da circulacao constante
pela hemolinfa, considerada o componente sanguineo do inseto, estas células sanguineas
podem tanto fagocitar quanto encapsular o invasor, como forma de defesa (HILLYER et al.,
2003).

Com relacdo ao segundo cenario, a resposta a patdogenos envolve melanizacao e
secrecdo de peptideos antimicrobianos (antimicrobial peptides — AMPs). Em insetos, a
producdo dessas moléculas efetoras estd sob o controle de trés principais vias de resposta
imune, conhecidas como a via Toll, via da imunodeficiéncia (IMD) e a via de sinalizagdo
Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcricdo (JAK-STAT) (Fig.7),
ativadas pela interag@o entre os receptores de reconhecimento de padrdes (pattern recognition
receptors - PRRs) e os padroes moleculares associados a patogenos (pathogen associated
molecular patterns — PAMPs) (JUPATANAKUL et al., 2014). PAMPs sdo porcoes
conservadas entre diversos agentes infecciosos € que nao estdo presentes no hospedeiro (ex.:
componentes da parede celular ou RNAs de dupla fita). Paralelamente a isto, existe também a
a ativagdo da via do RNA de interferéncia (RNA1), responsavel pelo combate a infec¢do viral.
Para mais informagdes sobre a via RNA1, favor referir-se a JUPATANAKUL et al., 2014.

A via Toll, inicialmente descrita em Drosophila melanogaster (LEMAITRE et al.,
1996), ¢ comumente associada a infec¢ao por fungos e bactérias gram-positivas (LEMAITRE
et al., 1996), sendo também demonstrada a sua associagdo com a infeccdo viral
(CHRISTOPHIDES et al., 2002). Nesta via, apos a interagdo entre o agente infeccioso e os
PRRs, ocorre uma cascata proteolitica que culmina na ativagdo da citocina Spéetzle, que por
sua vez se liga ao receptor transmembranar da via toll. Este receptor ira interagir com a
proteina adaptadora MyD88 juntamente com demais proteinas acessorias, levando a
degradacdo do regulador negativo da via (Cactus). A degradagdo de Cactus por sua vez
permite a translocacdo de Rell para o nucleo, levando a transcricdo dos AMPs efetores
(JUPATANAKUL et al., 2014).

Estudos ja demonstraram que em cenarios de infec¢do por DENV, hé a ativagdo de
componentes-chave da via Toll, como Spietzle, Toll e RellA (XI et al., 2008). Em Ae.
aegypti ja foi demonstrado inclusive que o silenciamento, via RNAi, de Cactus reduziu
significativamente o titulo viral de DENV, enquanto que o silenciamento de MyD88 produziu

efeito oposto (XI et al., 2008).
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Figura 7: principais vias de resposta imune em mosquitos. Retirado de JUPATANAKUL
etal., 2014.

A via IMD tem o seu papel reconhecido na defesa do organismo contra bactérias
gram-negativas (GEORGEL et al., 2001). Em Drosophila, assim como a via Toll, esta ¢
ativada a partir da interagdo entre PRRs e PAMPs (AGGARWAL; SILVERMAN, 2008).
Através de uma complexa cascata de sinalizacdo intracelular envolvendo a proteina
adaptadora IMD e diversas caspases / quinases, a via se ramifica em dois caminhos, o
primeiro compartilha caracteristicas com a via JAK-STAT, discutida a seguir, ¢ o segundo
culmina na ativac¢ao do fator de transcricdo NF-kB denominado Rel2 em mosquitos, o qual na
sua forma ativa, expde a regido carboxi-terminal responsavel pela translocagdo nuclear
fazendo com que uma vez no nucleo, Rel2 ative a transcricdo de AMPs (revisado em
JUPATANAKUL et al., 2014).

Dados indicam que em mosquitos, a ativagdo da via IMD, através do silenciamento
por RNAIi de Caspar, ndo resultou em alteracdo na carga viral de DENV no intestino (XI et
al., 2008). Porém alguns autores ja demonstraram que houve um aumento na carga viral de
DENV em Ae. aegypti silenciados para alguns componentes da via IMD, valendo ressaltar
que estes mosquitos eram naturalmente resistentes a infec¢ao pelo virus (SIM et al., 2013).

Por fim, com relagdo a via JAK-STAT, esta também foi inicialmente caracterizada em
D. melanogaster (ARBOUZOVA; ZEIDLER, 2006). De forma resumida, a ativacao desta via

ocorre quando o peptideo ndo-pareado Upd se liga (no meio extracelular) ao receptor
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transmembranar Dome. Isto faz com que haja a dimerizagdo deste receptor, seguida de uma
série de eventos de fosforilagdo de quinases associadas ao receptor (Janus kinases [JAKSs]).
JAKS entdo fosforilam a porg¢ao citoplasmatica de Dome, gerando sitios de recrutamento para
as proteinas STAT. As STATS apos recrutadas sdo fosforiladas pelo complexo Dome/JAK o
que resulta na ativacdo das mesmas. Apoés a ativagdo, os dimeros de STAT se translocam para
o nucleo e induzem a expressao de genes efetores (ARBOUZOVA; ZEIDLER, 2006).

Ja foi demonstrado que no caso de D. melanogaster, a via JAK-STAT modula o perfil
de infeccdo por Drosophila C virus (DCV), reduzindo a carga viral e assim aumentando a
sobrevivéncia das moscas (DOSTERT et al., 2005). Ja em Ae. aegypti, estudos demonstraram
que o silenciamento, via RNA1, da via JAK-STAT, causou um aumento da infec¢cdo por
DENYV no intestino do mosquito. De forma contraria, a super-expressao da via, através do
silenciamento da proteina PIAS (regulador negativo da via), causou uma queda na carga viral

(SOUZA-NETO et al., 2009).

1.7 Breve relato sobre formas cléssicas de controle de vetores
1.7.1 Controle mecénico
A forma mais simples e eficiente de combate a vetores responsaveis pela transmissao
de patogenos € o controle ativo dos focos de criacdo do mosquito. A eliminacdo da agua
parada em recipientes naturais (cascas de frutas, vaos de rochas, internodios de bambus, entre
outros) e artificiais (caixa d’agua, pneu, vaso de planta, vaso sanitario, entre outros) evita o
surgimento do mosquito adulto e com isso interrompe o ciclo de transmissdo e contaminagao.
A eficiéncia de tal estratégia depende diretamente do engajamento da populagdo para
que nao deixe dgua acumular, sendo necessarios apenas 10 minutos semanais para a remog¢ao
dos focos de criagdo do mosquito e reducao dos casos da doenga, como observado em estudo
realizado em Cingapura, onde interrompeu-se o pico de epidemia no pais com agdes semanais
da populacao dentro de suas residéncias, por apenas 10 minutos, para limpeza dos criadouros

de Ae. aegypti (FIOCRUZ — 10 minutos contra a dengue - http://tinyurl.com/hvferlq).

1.7.2 Controle quimico

Uma das maiores revolugdes no combate aos vetores com potencial danoso a humanos
foi a criagdo de compostos quimicos com ag¢do inseticida. Atualmente os inseticidas, cuja
origem pode ser organica ou inorganica, correspondem, apds o controle mecanico ativo pela
populacdo, a maior parte do combate ao vetor por parte da vigilancia epidemiologica em todo
o mundo (GUBLER, 1998b).
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Dentre os inseticidas mais utilizados mundialmente, destaca-se a classe dos
organofosforados descobertos subsequentemente ao desenvolvimento dos organoclorados,
que tém como principais representantes o temephos para o combate de larvas e o malation
para o combate de insetos adultos. Existe ainda a classe dos piretroides, compostos bastante
estaveis e que, assim como os organofosforados, sdo biodegradaveis e ndo se acumulam em
tecidos, apresentando o preco como desvantagem em relagdao aos demais (VALLE, 2007).
Entretanto ambas as classes ja apresentam elevados casos de resisténcia em diversas regides
do mundo, incluindo o Brasil (BELLINATO et al., 2016).

Atualmente, os inseticidas reguladores do desenvolvimento de insetos (insect growth
regulators - IGRs, em inglés) se destacam no combate a vetores por conterem substancias que
retardam ou até mesmo inibem o crescimento de artropodes (MULLA, 1995). Apresentam
baixa toxicidade a humanos e baixa reatividade perante a biota ndo-alvo, como peixes, aves,
incluindo invertebrados (MULLA, 1995). Os IGRs dividem-se em duas classes, os analogos
do hormonio juvenil e os inibidores da sintese de quitina.

Atualmente, um método inovador no uso de tal classe de composto quimico, consiste
na aplicacdo do IGR Pyriproxifen em criadouros de mosquitos, de forma que assim que o
vetor entra em contato com a agua, este ira se impregnar com o composto e transporta-lo pelo
meio ambiente, contaminando um criadouro adjacente ao entrar em contato com o mesmo,
assim dispersando o composto quimico pela natureza. Esta estratégia estd sendo aplicada no
Brasil, mais especificamente na cidade de Manacapuru, no estado do Amazonas, onde
observou-se uma queda dréstica no contingente populacional de mosquitos selvagens do
género Aedes (ABAD-FRANCH et al., 2017).

Para uma detalhada revisao sobre o uso de IGRs e seus mecanismos de acdo, acesse
http://tinyurl.com/zlomvbo [Avaliacdo do efeito da sele¢do com inibidor de sintese de quitina
e da exposicao a doses parcialmente letais de inseticidas em populagdes de campo de Aedes
aegypti — tese de doutorado, Thiago Belinato, 2012].

Em areas altamente afetadas por arboviroses como o Brasil, a evolucao do perfil de
resisténcia a inseticidas pode ocorrer de forma acelerada, acarretando consequéncias
indesejadas (MACIEL-DE-FREITAS et al.,, 2014). Prova disto ¢ a documentacdo de
resisténcia em todas as principais espécies vetoras do mundo, permitindo que a populacio
local de mosquitos se restabeleca rapidamente (ARSLAN et al., 2016; MULAMBA et al.,
2014). No campo, uma variedade de mecanismos de resisténcia ja foram selecionados em
populacdes naturais, incluindo sequestro metabolico ou detoxificagdo do composto quimico
(elevada produgdo, ou indug¢do de carboxiesterases, esterases, glutationa-S-transferases, e
monoxigenases dependentes da enzima de detoxificagdo P450), além de mutagdes pontuais
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capazes de tornar o sitio-alvo de inseticidas menos sensivel ao componente ativo dos
compostos quimicos (como acetilcolinesterases, receptores dos canais de sodio) (VALLE,
2007).

Tomadas em conjunto, a selecdo do fendtipo de resisténcia aos inseticidas quimicos
acaba por exigir metodologias alternativas que sejam eficazes no combate das arboviroses
transmitidas por insetos vetores ao redor do mundo. Abaixo iniciaremos a discussdo de
estratégias inovadoras que estdo sendo desenvolvidas em laboratério, assim como métodos ja

aplicados em campo.

1.8 Novas formas de controle do vetor sendo desenvolvidas em laboratorio
1.8.1 Homing endonuclease genes (HEGS)

Em se tratando de abordagens genéticas para o controle de arboviroses ainda em fase
de desenvolvimento, restritas apenas ao ambiente controlado de laboratério, tém-se a
utilizacdo de Homing endonuclease genes (HEGS), os elementos genéticos do tipo egoista
como uma estratégia interessante cujos resultados de prova de conceito demonstraram-se
eficazes.

Descobertos inicialmente em fungos, estes genes codificam endonucleases capazes de
reconhecer e clivar sequéncias especificas de DNA de aproximadamente 30 pb. Apds a
clivagem, os HEGS se introduzem nestas sequéncias especificas de forma a se proteger de sua
propria agdo de clivagem. Em heterozigotos, a HEG inserida em uma cépia do gene (um
cromossomo) ira se clivar e se inserir na outra copia deste gene, resultando em um individuo
homozigoto. Como ¢ possivel criar HEGS capazes de clivar sequéncias especificas, logo ha a
possibilidade de se criar elementos que irdo interferir diretamente nos genes envolvidos na
competéncia vetorial (WINDBICHLER et al, 2011), assim como pode-se utilizar tal
abordagem com o intuito de reduzir o tamanho populacional, seja via esterilizacdo ou reducao
do tempo de vida dos mosquitos (BURT, 2003; DEREDEC et al., 2011).

Estudos buscando provar a viabilidade da técnica ja foram realizados em D.
melanogaster, no qual o desenvolvimento do esperma, assim como a linhagem germinativa da
fémea foram alvo de modificagio (CHAN et al., 2011), onde também se observou que a
eficiéncia de tal técnica ¢ extremamente sensivel a variagdes de temperatura (CHAN et al.,
2013), o que pode afetar diretamente a aplicabilidade de tal estratégia em campo. O sistema
de gene drive utilizando HEGS também ja foi aplicado in vivo em Anopheles gambie, onde se
observou que a eficiéncia de transformacao foi ainda maior que em D. Melanogaster, ao se

utilizar a mesma endonuclease (WINDBICHLER et al., 2011).
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Entretanto, apesar de promissor, o uso de tal técnica tem caido drasticamente em
desuso, perdendo espago para técnicas mais simples € com um menor custo, como o sistema

de edigdo génica CRISPR/Cas9.

1.8.2 CRISPR/Cas9

CRISPR, do inglés clustered, regularly interspaced short palindromic repeats
(repeticdes palindromicas curtas agrupadas e regularmente espacadas) caracteriza-se como
sendo uma série de aproximadamente 20-50 pares de base repetidas, separadas por
espacadores unicos de tamanho similar, antecedidas por uma sequéncia lider rica em
nucleotideos adenina e timina (7ATA box; uma regido promotora). Estas regides foram
descritas pela primeira vez em 1987 em Escherichia coli, entretanto, somente em 2007, 20
anos ap6s a sua descoberta ¢ que pesquisadores demonstraram o seu papel na imunidade
adaptativa de bactérias (BARRANGOU et al., 2007).

Atualmente, o sistema CRISPR ¢ dividido em duas classes. Enquanto a classe I utiliza
multiplas proteinas associadas a regido CRISPR, as chamadas Cas (do inglés CRISPR
associated genes) para degradar acidos nucleicos invasores, a classe II, descoberta em
Streptococus pyogenes e adaptada para edi¢do génica em células de mamiferos (CONG et al.,
2013; JINEK et al., 2012; MALI et al., 2013) utiliza uma unica endonuclease denominada
Cas9 (MAKAROVA et al., 2015), a qual possui dois sitios cataliticos (HuvC e HNH).

Mecanisticamente falando, o sistema de classe II de CRISPR/Cas9 apenas requer,
portanto, dois componentes para atuar: a endonuclease de DNA Cas9 e uma pequena
sequéncia especifica de RNA denominada RNA guia (do inglés Single quide RNA). Apos a
ligacdo do sgRNA a endonuclease Cas9, esta serd direcionada para uma regiao especifica no
genoma, clivando a dupla fita de DNA-alvo, no que ¢ conhecido como corte-duplo (do inglés:
double strand break). Isto ird ativar o sistema de reparo celular de forma a corrigir o corte
feito, através do sistema de reparo nao-homologo (do inglés non-homologous end joining
(NHEJ). Durante este processo, pares de base sao inseridos ou deletados do DNA genomico
na sequéncia do corte, causando mutagdes do tipo indels (inser¢ao/dele¢do), o que geralmente
resulta em alteracdes no codon de leitura (do inglés: frameshift), causando a desativacdo do
gene de interesse (WRIGHT et al., 2016).

Recentemente, pesquisadores tém criado diferentes tipos de Cas9 visando aumentar a
especificidade da técnica. Um destes avancos diz respeito a modificacdo, via engenharia
genética, de Cas9, criando a Cas9 nickase. Esta Cas9 geneticamente modificada possui
atividade de endonuclease em apenas um de seus sitios cataliticos, ou seja, ela realiza o corte
em apenas uma das fitas de DNA. A ideia por detras do uso da Cas9 nickase, ¢ a introdugdo
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de dois desses complexos proteicos ao mesmo tempo, cada um com o seu sgRNA, de forma
que cada uma destas endonucleases realizara apenas um corte, fazendo com que o sistema de
reparo do hospedeiro passe a ser por homologia, o que reduz drasticamente a chance de erro
no reparo pela maquinaria do hospedeiro, e consequentemente, mutagdes indesejadas
(WRIGHT et al., 2016).

No que diz respeito a insetos vetores, o sistema CRISPR/Cas9 ja esta sendo aplicada
em algumas espécies (REEGAN et al., 2016), incluindo o mosquito Ae. aegypti onde ao
realizar o knockout do gene determinante de machos (Nix), foi possivel criar machos
fenotipicamente feminizados (HALL et al., 2015). Entretanto ¢ em mosquitos do género
Anopheles que os estudos estdo mais avancados. Gantz e colaboradores, ao trabalharem com
An. stephensi, conseguiram uma taxa de transmissdo de genes anti-Plasmodium de 99,5% em
populacdes selvagens em poucas geracdes (GANTZ et al, 2015). J& Hammond e
colaboradores, ao trabalharem com An. gambie, conseguiram uma taxa similar de transmissao,
entretanto estes autores utilizaram trés genes ligados a fertilidade das fémeas. No mesmo
estudo, os autores conseguiram manipular a propor¢ao sexual da prole, fazendo com que a
taxa de machos na populagdo fosse de aproximadamente 90%, o que por sua vez teria a
capacidade de reduzir drasticamente a populagdo de campo em poucas geragdes, de forma

similar a técnica de RIDL e SIT, discutidas abaixo (HAMMOND et al., 2016).

1.9 Formas alternativas de controle do vetor ja aplicadas em campo

Em uma andlise retrospectiva, percebe-se que uma parcela expressiva da comunidade
cientifica tem focado apenas no desenvolvimento de vacinas e drogas como forma de controle
de doengas transmitidas por insetos vetores. Entretanto, até o momento, ndo existe nenhuma
vacina ou tratamento totalmente efetivo disponivel de forma comercial para as principais
arboviroses no mundo, com exce¢do da febre amarela, a qual ainda assim continua sendo uma
ameaga cada vez mais presente (VASCONCELOS & MONATH, 2016).

No inicio do Século XX, guiada pelo controle efetivo de diversas populacdes de
vetores, em especial os responsaveis pela transmissdo de febre amarela e malaria (GUBLER,
1998b), a comunidade cientifica estava relativamente otimista de que a erradicacdo de
arboviroses era possivel via o uso de inseticidas ¢ drogas anti-patégenos. Entretanto, esta
empolgacdo nao perdurou. Associada a dificuldades financeiras e operacionais na aplicagao
de inseticidas no campo, a questdo de resisténcia a inseticidas se tornou um problema real e
crescente (GUBLER, 1998b).

Hoje, o aumento no numero de casos de DENV, ZIKV, CHIKV, YFV ¢ WNV ao redor
do mundo tem demonstrado que politicas publicas de conscientizagcdo possuem pouco efeito
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sobre a populagdo. Além disto, apesar do uso de inseticidas ter se mostrado eficaz em
determinados contextos no passado, faz-se necessario o uso de métodos complementares para
o combate ao vetor. Os altos custos associados a aplicagdo dos agentes quimicos podem tornar
o0 seu uso impraticavel, seja pela logistica associada a aplicacdo nas areas altamente
urbanizadas até areas remotas, ou pela selecdo do fenotipo de resisténcia nas populagdes do
vetor (MARCOMBE et al., 2012; NKYA et al., 2013).

Portanto, buscando-se desenvolver formas alternativas e eficientes de controle, as
praticas desenvolvidas nos ultimos anos e que estdo sendo aplicadas em campo focam em

duas formas principais para combater a doenca: a redugdo da populagdo de mosquitos € o

bloqueio da transmissao do virus pelo proprio mosquito.

1.9.1 A técnica de insetos estéreis (SIT)

A técnica de insetos estéreis (SIT em inglés), inicialmente proposta em 1955
(KNIPLING, 1955), ¢ a forma mais antiga e mais utilizada de modificagdo genética de
vetores. Utiliza-se machos como base para o controle populacional. Estes sdo expostos a
radiacdo gama ou a agentes quimicos esterilizantes, o que causa uma série de danos a nivel
cromossomico, ou mutagdes dominantes letais no esperma destes individuos. Em seguida,
faz-se a liberagdo macica destes machos, em niimero idealmente muito superior aos machos
presentes no ambiente. Apos a copula com fémeas selvagens, ndo ha producdo de prole
viavel, reduzindo-se assim, ao longo do tempo, o contingente populacional de mosquitos
(ALPHEY, 2014).

Alguns pontos devem ser levados em consideragcdo na hora da liberacdo de machos
nesta técnica. O primeiro ¢ a garantia de que ndo ocorrera a liberacdo de fémeas, pois isto
acarretaria no aumento da populacdo de vetores e até na introducdo de genes mutados via
esterilizagdo. Em segundo lugar, ha a probabilidade que os machos ndo sejam completamente
estéreis. Isso faz com que haja a transferéncia de genes mutados para a populagdo selvagem.

Migracao € outro ponto importante; caso nao ocorra a eliminagao total dos vetores no
ambiente, novas liberacdes sdo necessarias para reduzir agora o novo contingente
populacional resultante de migragdo entre areas. Outra questdo relevante ¢ o fato de a técnica
de SIT nao afetar os bancos de ovos ja depositados na natureza, o que faz com que apos a
eclosdo dos mesmos, a populacdo em determinada area se reestabeleca.

O controle via SIT ja apresentou resultados positivos ao redor do mundo. Dentre estes,
inclui-se a eliminag¢do de Anopheles albimanus, um vetor local de malaria, em uma area de
15km? em El Salvador (BENEDICT & ROBINSON, 2003), a eliminacao de Cochliomyia
hominivorax nos Estados Unidos, responsavel por casos de miiase (KNIPLING, 1960), e por
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sua vez, a eliminacdo da mosca Tsé-ts¢ em Zanzibar (VREYSEN et al., 2000). Entretanto,
nem sempre o uso de tal abordagem se mostrou eficaz. Uma revisao detalhada sobre fracassos
e sucessos no uso de SIT na natureza ao longo das décadas pode ser encontrada em
(BENEDICT & ROBINSON, 2003).

No que diz respeito aos anos recentes, alguns autores propdem o uso de SIT de forma
individual (OLIVA et al., 2012) ou concomitantemente com Wolbachia (ZHANG, D. et al.,
2015), de forma a se combater o mosquito Ae. albopictus, onde entdo a técnica de SIT seria
aplicada inicialmente pare reduzir o contingente populacional de mosquitos no campo, para s
entdo iniciar a liberagdo de fémeas portando a bactéria Wolbachia. Tal estratégia garantiria
que a frequéncia de equilibrio instavel (termo referido como o menor contingente
populacional a ser liberado para que Wolbachia se estabeleca no ambiente) fosse o menor

possivel, reduzindo assim o intervalo de tempo necessario para a liberagdo de mosquitos.

1.9.2 Liberacéo de insetos carregando um gene letal dominante (RIDL)

A técnica de liberacdo de insetos carregando um gene letal dominante, ou release of
insects carrying a dominant lethal gene (RIDL) em inglés, pode ser considerada como um
aprimoramento da técnica de liberagdo de machos estéreis (SI7), desta vez tendo a fémea
como foco. Neste sistema, os machos carregam e transmitem (ao copularem com fémeas
selvagens) transgenes para a prole e consequentemente para a populagao.

Existem duas principais abordagens genéticas quando se trata de RIDL. Na primeira, o
transgene construido atua reduzindo a expressao de um gene ativo na musculatura de voo das
fémeas. Como resultado, a prole dos machos transgénicos liberados nao consegue voar, o que
impede a sua alimentacdo ou cdpula no meio ambiente (BARGIELOWSKI et al., 2012).

A segunda abordagem envolve um transgene que induz a morte em uma determinada
etapa de vida do vetor, seja no estagio de pupa (PHUC et al., 2007), ou no estagio adulto
(BARGIELOWSKI et al., 2011). A criagdo desta linhagem de mosquitos em laboratdrio
envolve um processo de selecao via uso de antibidtico. Nesse sistema, o transgene construido
estd sob controle de um repressor que ¢ ativado na presenga do antibidtico tetraciclina. A
vantagem desta abordagem ¢ que o efeito sob o fitness do macho transgénico ¢ menor em
comparagdo ao SI7, visto que a transcricdo do transgene s6 acontece em fémeas ¢ em
promotores especificos de determinados estagios de vida (WISE DE VALDEZ et al., 2011) .

No que diz respeito a aplicagdo da técnica, as liberagdes em campo comecaram em
2009-2010, nas IlThas Cayman, onde demonstrou-se supressdao na ordem de 80% da populagao
selvagem de Ade. aegypti. Neste estudo, ocorreu a liberacdo de machos de uma linhagem
denominada OX513A. Interessante ressaltar o elevado montante de mosquitos necessario para
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um controle eficaz. Neste trabalho, os autores liberaram 3,3 milhdes de mosquitos ao longo de
23 semanas, equivalente a 4.000 mosquitos por hectare, na propor¢cdo de 10 mosquitos
machos transgénicos para cada macho selvagem (HARRIS et al., 2012). Este nlimero massivo
compensaria por vez os custos ao fitness do hospedeiro geneticamente modificado
(BARGIELOWSKI et al., 2011).

Cabe ressaltar que em campo, a taxa de dispersao destes mosquitos modificados varia
de acordo com o ambiente analisado (BARGIELOWSKI et al., 2011, 2012; LACROIX et al.,
2012; WINSKILL et al., 2015), onde quanto maior a densidade populacional de hospedeiros,
menor serd a movimentacdo do vetor no ambiente. Entretanto, a publicagdo ndo incluiu
resultados de monitoramento populacional dos mosquitos apds cessarem as liberagdes.

No Brasil, as liberagcdes da linhagem de machos transgénicos “OXS513A” esta a
encargo da empresa OXITEC (www.oxitec.com.br). O processo de soltura iniciou-se no
interior da Bahia, e durou cerca de um ano. Na etapa inicial de liberagdo, a qual ocorreu trés
vezes por semana, durante seis semanas, liberou-se cerca de 10.000 machos transgénicos por
vez. Os autores relatam que o uso de tal técnica reduziu em 95% a populagao selvagem de Ae.

aegypti, na area de liberagdo (CARVALHO et al., 2015).

1.9.3 A bactéria Wolbachia

Wolbachia pipientis foi observada pela primeira vez nos tecidos reprodutivos do
mosquito Cx. pipiens e deste entdo, define-se o género Wolbachia como sendo organismos
procariotos, gram-negativos, intracelulares obrigatérios, pertencentes a ordem Rickettsiales
(HERTIG & WOLBACH, 1924) presente em cerca de 40% de todas as espécies conhecidas
de artropodes terrestres (ZUG & HAMMERSTEIN, 2012), e em 52% dos artropodes
aquaticos (SAZAMA et al., 2017). Demonstrando-se recentemente, inclusive, a transferéncia
horizontal ativa da bactéria entre plantas e artropodes (LI et al., 2016).

O primeiro trabalho a caracterizar fidedignamente tais bactérias foi publicado em
1924. Realizado em um estudo sazonal de disseccao que incluiu machos e fémeas de Cix.
pipiens, pelos pesquisadores Marshall Hertig e S. Burt Wolbach, a bactéria foi descrita como
sendo “organismo gram-negativo, intracelular pleomorfico, em forma de bastonete, sé
observada nos ovarios e nos testiculos e que estd presente nos ovos € consequentemente na
progénie das fémeas” (HERTIG & WOLBACH, 1924).

Na década de 1950, realizando cruzamentos com Cx. pipiens, Ghelelovitch observou
incompatibilidade em determinados cruzamentos intraespecificos, onde havia o nascimento de
poucos individuos ou, ndo raramente, nenhum (GHELELOVITCH, 1952). Posteriormente,
Laven determinou que este fator de incompatibilidade possuia na verdade um padrdao de
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heranca citoplasmatica (heranga através das fémeas e ndo dos machos). Tal fator passou entdo
a ser chamado pelos autores de “incompatibilidade citoplasmatica” (IC) (Fig. 8) (LAVEN,
1951).

Somente 20 anos apos as descobertas da década de 1950 que se fez conexdo entre
incompatibilidade citoplasmatica e Wolbachia, através de um experimento no qual os
pesquisadores Yen e Barr curaram uma linhagem de Cx. pipiens com antibidtico. Com isso,
voltaram a observar a produgao normal de progénie pelas fémeas nos cruzamentos onde estas
estavam infectadas por Wolbachia e os machos curados (YEN & BARR, 1974).

O que antes havia sido observado somente em Cx. pipiens, passou a ser notado nos
mais diversos grupos de insetos ao redor do mundo (WERREN et al., 2008). Posteriormente,
foi ainda demonstrado por diversos autores, a existéncia de IC bidirecional (Fig. 8), onde o
cruzamento entre hospedeiros portando cepas distintas de Wolbachia também leva ao
nascimento de poucos ou nao raramente, nenhum individuo (DOBSON, 2004; MERCOT &
POINSOT, 2009; POINSOT et al., 2003).

FEMEA

MACHO

o X | XX |/

Figura 8: tipos de incompatibilidade citoplasmatica (IC). A e B sao infecgdes por apenas

uma cepa de Wolbachia (A, B) ou duas cepas ao mesmo tempo (AB) em mosquitos. A area
em azul representa IC unidirecional, drea em verde IC bidirecional. “X” representa um
cruzamento incompativel (ndo produz descendentes) e “V” um cruzamento compativel

(produz descendentes). Adaptado de (HOFFMANN, 2005).
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1.9.4 O uso de Wolbachia no controle de arboviroses

Apesar de Wolbachia ser encontrada na natureza infectando pelo menos 40% de todas
as espécies conhecidas de artropodes terrestres, incluindo-se algumas espécies de mosquitos
de importancia médica, (ZUG & HAMMERSTEIN, 2012), destaca-se a sua completa
auséncia em Ae. aegypti, o principal vetor de arboviroses no mundo (BROWNSTEIN et al.,
2003). Recentemente na Africa encontrou-se na natureza, mosquitos do género Anopheles,
mais especificamente as espécies An. gambie e Anopheles coluzzii, naturalmente infectadas
pela cepa wAnga de Wolbachia (BALDINI et al., 2014; SHAW et al., 2016).

A auséncia de Wolbachia em Ae. aegypti foi contornada inicialmente em 2005 (XI et
al., 2005), via introducao estavel (processo conhecido pelo termo transinfec¢ao estavel) da
cepa wAIbB, originaria de Ae. albopictus, a qual apresentou uma elevada taxa de IC.
Posteriormente, McMeniman e colaboradores transinfectaram a cepa wMelPop, originaria de
D. melanogaster no mosquito (MCMENIMAN et al., 2009). Em seguida, foi demonstrado
que esta cepa possuia grande capacidade em interferir no desenvolvimento de DENYV,
CHIKYV, YFV e inclusive Plasmodium (MOREIRA et al., 2009; VAN DEN HURK et al.,
2012). Entretanto wMelPop compromete severamente o fitness do mosquito vetor, reduzindo
assim a sua vantagem competitiva na natureza (YEAP et al., 2011). Logo, outra linhagem de
Ae. aegypti foi entdo gerada, desta vez contendo a cepa wMel, também originaria de D.
melanogaster. Esta por sua vez ainda exerce o efeito de interferéncia a patdogeno no
hospedeiro sem alterar severamente o seu fitness (WALKER et al., 2011a), caracteristica
comprovada pela sua eficiente dissemina¢do no campo (HOFFMANN et al., 2011).

Atualmente, diversos estudos ja buscaram analisar o efeito de interferéncia a
patogenos causado por diferentes cepas de Wolbachia, seja via associagdes naturais, onde
Wolbachia ¢ encontrada naturalmente no hospedeiro, via associacdes transientes, onde a
bactéria ¢ artificialmente introduzida no vetor adulto, restringindo a sua distribui¢do aos
tecidos somaticos, e por fim, as transinfecgcdes estaveis, descritas acima. A tabela 3 abaixo

resume os efeitos de diferentes cepas de Wolbachia sobre uma série de patdogenos.
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Tabela 3: Efeito de interferéncia a patégenos (IP) em mosquitos contendo diversas cepas
e tipos de associacdo de Wolbachia. Adaptado de (JOHNSON, 2015).

Hospedeiro Associacéo Cepa Patdgeno Efeito IP Referéncia
Culex . . - .
. . Natural wPip WNV Carga viral e transmissdo reduzidas (GLASER, 2010)
quinquefasciatus
Culex. pipiens Natural wPip WNV Sem efeito (MICIELL, 2014)
Culex tarsalis Transiente wAIbB WNV Infecgdo aumentada (DODSON, 2014)
WAIbA e DENV Sem efeito (LU, 2012)
Natural WAIbB
CHIKV Sem efeito (MOUSSON, 2010)
Aedes albopictus
edes aibopicius DENV Transmissdo reduzida (BL/%OGlI;())VE,
Transinfecgdo
estavel wMel
CHIKV Transmissdo reduzida (BLAGROVE,
2013)
Aedes Transinfeccio Carga viral reduzida. Transmissio
Co Tlece wAIbB DENV reduzida (comparagdo com infec¢do (BIAN, 2013)
polynesiensis estavel
natural por wPolA)
DENV Infecgdo, carga V1r.al e transmissao (MOREIRA, 2009)
reduzidas
CHIKV Infecgao e carga viral reduzidas (MOREIRA, 2009)
wMelPop
WNV Infecgéo, carga v1r.al e transmissao (HUSSAIN, 2013)
reduzidas
YFV Infecgdo e carga viral reduzidas (VAN DEN HURK,
2012)
Transinfeccdo Taxa de infoccio. i ——
estavel DENV axa de feceao, disseminagao carga (WALKER, 2011a)
viral e transmisséo reduzidas
Aedes aegypti CHIKV Infecgdo, disseminagio e carga viral (ALIOTA, 2016)
reduzidas ’
wMel WNV Transmissdo reduzida (HUSSAIN, 2013)
. . (VAN DEN HURK,
YFV Carga viral reduzida 2012)
ZIKV Infec¢do, disseminagédo e carga viral (ALIOTA, 2016)
reduzidas (DUTRA, 2016)
WNV Infecgio, diss§minag€10 C'flrga viral e (JOUBERT, 2017)
transmissdo reduzidas
Transiente wAIbB
DENV Infecgio, dlssgminag:ao carga viral e (BIAN, 2010)
transmissdo reduzidas
Anop h?les Transiente wAIbB P. berghei Infecg¢@o aumentada (HUGHES, 2012)
gambiae
Anophel. P. laca ti t
nop e.?s Natural wAnga . Correlagao neg'f\ iva entre prfesenc;a de (SHAW, 2016)
coluzzii falciparum Wolbachia e Plasmodium
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1.9.4.1 Estratégias alternativas de controle envolvendo o uso de Wolbachia
As estratégias focadas no uso de Wolbachia para o controle de doencas transmitidas
por vetores podem ser divididas em duas categorias: 1) estratégias autossustentdveis e 2)

estratégias auto-limitantes (BURT, 2014).

1.9.4.1.1 A estratégia auto-limitante

Nesta estratégia de supressdo populacional, mosquitos machos contendo Wolbachia
sdo liberados no campo. Denominada “técnica do inseto incompativel (Incompatible insect
technique - IIT, em inglés), esta abordagem faz uso do fendtipo da IC causada pela bactéria
(descrita no item 1.9.3) (WERREN et al., 2008), fazendo com que os machos liberados atuem
como machos estéreis, de forma semelhante a estratégia SIT (descrita no item 1.9.1). Nesta
estratégia denominada “libera¢do inundativa”, ha a necessidade constante de se liberar um
elevado nimero de mosquitos machos no campo para que a abordagem tenha sucesso, caso
contrario, a populagao liberada ird decair em frequéncia e desaparecer ao longo do tempo.

A IIT, assim como qualquer outra estratégia, possui pontos positivos e negativos.
Como beneficio, tem o potencial de ser mais eficaz do que a SI7, devido ao fato de que esta
abordagem ndo se baseia na utilizacdo de radiagdo para esterilizar os machos, um processo
que resulta em elevado custo ao fitness do hospedeiro (MCGRAW & O’NEILL, 2013). Ja em
se tratando dos pontos negativos, pode-se citar a necessidade constante de liberagdo de
mosquitos no campo como um processo oneroso € limitante desta estratégia. Ademais,
imigragdo ¢ algo que deve ser sempre levado em consideragdo nesta abordagem (CURTIS et
al., 1982), devido a possibilidade de cruzamentos compativeis entre machos contendo a
bactéria e fémeas selvagens de outras areas as quais possuem a mesma cepa de Wolbachia.

A liberagdo acidental de fémeas contendo Wolbachia ¢ algo preocupante na estratégia
do IIT, visto que isto acabaria por neutralizar o efeito de esterilidade causado pelos machos
(HANCOCK, 2012; O’CONNOR et al., 2012). Dados indicam que aproximadamente 1% de
fémeas sdao acidentalmente liberadas em conjunto com machos infectados devido a
ineficiéncia das estratégias atuais em separar o sexo dos individuos utilizados
(BALESTRINO et al., 2014), restando ao desenvolvimento de mecanismos genéticos de
sexagem como uma estratégia promissora (PAPATHANOS et al., 2009).

Apesar do crescente interesse na estratégia do //7 como controle de arboviroses, esta
abordagem ja vem sendo utilizada em campo hd mais de 40 anos, principalmente na
agricultura para o controle de pragas, em vérias partes do globo (APOSTOLAKI et al., 2011;
ZABALOU et al., 2009; ZABALOU et al., 2004). Seu uso iniciou-se na década de 1960, em
Burma (Mianmar) e India, como forma de controle de Cx. quinquefasciatus, vetor da filariose
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linfatica (LAVEN, 1967), onde os pesquisadores eliminaram a populagdo local deste vetor em
apena 12 semanas de liberacdo de mosquitos.

Atualmente, a estratégia do //T vem produzindo resultados animadores no controle de
Cx. quinquefasciatus (ATYAME et al., 2011), Cx pipiens palles (CHEN et al., 2013), no
continente asiatico, além do controle de Ae.albopictus nos Estados Unidos

(www.mosquitomate.com) e na China (www.wolbachia.cn).

1.9.4.1.2 A estratégia autossustentavel

Nesta abordagem de substituicdo da populagdo, gragas aos efeitos de bloqueio na
replicacdo de patogenos discutidos no item 1.9.4, mosquitos fémeas contendo a bactéria sao
liberadas no campo. Devido aos fenotipos de transmissdo materna e IC causados por
Wolbachia, ha uma tendéncia inerente de que a frequéncia de mosquitos contendo o
endossimbionte ira crescer ao longo do tempo, sendo necessaria apenas algumas liberagdes de
mosquitos por um periodo de tempo, no que ¢ conhecido como “liberacao inoculativa”. Esta
forma de controle estd sendo aplicada em vérias partes do mundo como parte do programa
sem fins lucrativos “Eliminar a Dengue” (www.eliminatedengue.com), inclusive no Brasil,
sobre coordenacdo da FIOCRUZ.

Interessante citar que algumas abordagens tém sido propostas de forma a se maximizar
a eficiéncia de ambas as estratégias baseadas em Wolbachia acima citadas (supressdao /
substituicdo da populagdo). A liberacdo de mosquitos contendo Wolbachia e que sejam
resistentes a inseticidas quimicos como forma de garantir a dispersdo da bactéria no ambiente
(HOFFMANN & TURELLI, 2013) e a supressdao prévia da populagdo de mosquitos de
campo, seja via /IT ou através da liberagao de uma cepa distinta de Wolbachia, de forma a
reduzir o contingente populacional selvagem e assim facilitar a dispersdo da cepa de interesse
de Wolbachia via liberagdo de um niimero menor de individuos.

Ja se propos ainda o uso da cepa virulenta wMelPop, como forma de reduzir a
populagdo de campo antes da liberacdo da cepa menos agressiva wMel na abordagem

autossustentavel (RITCHIE et al., 2015).

2 JUSTIFICATIVA

ApOs anos restrita a certas areas do globo terrestre, causando casos esporadicos em
humanos, Zika finalmente se tornou uma doenca de grande relevancia na satde publica
mundial. As infec¢des causadas por ZIKV foram acompanhadas por um aumento exacerbado

nos casos da debilitante Sindrome de Guillain-Barré, juntamente com disturbios de
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desenvolvimento do feto, como a microcefalia (ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA MELO et
al., 2016).

Associados ao aumento no fluxo de viagens, a auséncia de imunidade prévia por parte
da populacdo, e a ampla distribuicdo do principal vetor da doenga, o mosquito Ae. aegypti,
Zika se tornou uma doenca de propor¢des globais, afetando principalmente paises das
Américas (WIKAN & SMITH, 2016).

Apesar do grande esforco global para o rapido desenvolvimento de vacinas contra tal
arbovirose (DOWD et al., 2016; LAROCCA et al., 2016), ainda ndo existe nenhum produto
comercialmente disponivel para se combater a doenca. Ademais, é improvavel que apenas a
imunizagao da populagdo sera suficiente para erradicar o virus de vez, como observado para
doencas como a febre amarela, a qual continua apresentando risco a paises como o Brasil
(VASCONCELOS & MONATH, 2016). Portanto, o controle da populacdo de vetores
apresenta-se atualmente como a tnica forma disponivel e eficaz ao controle de arboviroses.

Dentre as estratégias atualmente disponiveis, a bactéria endossimbionte Wolbachia
apresenta-se como uma forma de controle promissora. Estudos anteriores demonstraram a
capacidade desta em bloquear de forma eficiente a transmissdo de arbovirus como DENV,
CHIKV, YFV, WNV, incluindo patégenos Plasmodium (JOUBERT & O’NEILL, 2017;
MOREIRA et al., 2009; VAN DEN HURK et al., 2012; WALKER et al., 2011b).

Portanto, dado que diversas cepas de Wolbachia interferem no desenvolvimento de
patdgenos, nds hipotetizamos que a cepa wMel de Wolbachia, atualmente utilizada como
parte alternativa de controle da dengue no Brasil, possa ser capaz de limitar a infec¢do pelo
Sflavivirus ZIKV, e interferir na transmissdo desta arbovirose por Ae. aegypti, assim como
demonstrar-se eficiente em cenarios onde o mesmo vetor esteja coinfectado por DENV, o

qual Wolbachia j4 se mostrou eficiente em cenarios de monoinfecgao viral.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade da cepa wMel de Wolbachia em reduzir a competéncia vetorial do Ae.

aegypti mono e coinfectado por ZIKV e DENV.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade de Wolbachia em bloquear a replicagdo de ZIKV, em cultura de
células de Aedes aegypti (Aag2).

e Desafiar mosquitos contendo e ndo contendo Wolbachia (transinfeccao estavel), com dois

recentes isolados circulantes de ZIKV no Brasil.
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e Expor mosquitos contendo e ndo contendo Wolbachia a cenarios de coinfec¢ao
envolvendo DENV-1, DENV-3 ¢ ZIKV.

e Testar a capacidade dos mosquitos contendo Wolbachia em bloquear a infeccdo e a
disseminagdo por ZIKV, DENV-1 e DENV-3.

e Realizar ensaios de salivagdo para detectar a presenca de particulas virais na saliva do
vetor.

e Testar a infectividade da saliva de 4e. aegypti infectados com ZIKV, DENV-1 ¢ DENV-
3.

e Checar a densidade de Wolbachia, via PCR em tempo real, e a sua relagdo com a carga
viral nos mosquitos contendo a bactéria.

e Verificar, via imunofluorescéncia, o perfil de infec¢dao de ZIKV, DENV-1 ¢ DENV-3 no
intestino de mosquitos contendo ou nao Wolbachia.

e Avaliar a resposta de determinados genes de imunidade, e a sua relacdo com a infec¢ao

viral em mosquitos contendo Wolbachia.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Criacdo dos mosquitos

Todos os experimentos envolveram duas linhagens de Ae. aegypti. A primeira
(wMel Br) foi gerada através da introdug¢do da cepa wMel de Wolbachia no background
genético dos mosquitos brasileiros através de retrocruzamento (DUTRA et al., 2015). Os
experimentos foram realizados 35 geragdes apds o retrocruzamento inicial. A segunda, (Br),
designacdo criada para indicar mosquitos brasileiros selvagens, (com o background genético
brasileiro, ndo infectados por Wolbachia) foi uma linhagem F; (ou seja, a primeira geragdo de
descendentes da geracdo parental) selvagem derivada de material coletado de ovitrampas no
bairro da Urca, RJ, Brasil no inicio de 2016. Essa linhagem nunca teve qualquer contato com
mosquitos infectados por Wolbachia.

Por 25 geragdes antes dos experimentos, 200 machos brasileiros F;-F, para cada 600
fémeas wMel Br foram introduzidos nas gaiolas da colonia de wMel Br a cada geragdo, para
prevenir efeitos de endogamia e manter o background genético similar entre as duas
linhagens. Todos os mosquitos foram mantidos em insetdrio com condigdes climaticas

controladas como anteriormente descrito (DUTRA et al., 2015).
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4.2 Isolamento, cultivo de ZIKV / DENV e avaliacdo de bloqueio in vitro de ZIKV por
Wolbachia

Os virus dengue utilizados neste trabalho pertencem aos sorotipos DENV-1 e DENV-3
(genomas ndo sequenciados). Ambos foram isolados em soro humano coletado de pacientes
sintomaticos da cidade de Contagem, MG, Sudeste do Brasil. DENV-1 isolado em 2015 (pelo
nosso laboratorio, sob a responsabilidade da Dr. Marcele Rocha) (DENVI/H.
sapiens/Brasil/MV09/2015), e DENV-3 em 2013 (cedido pelo Dr. Jodo Marques - UFMGQG)
(DENV3/H. sapiens/Brasil/MG20/2013).

J& os genotipos do Zika virus aqui utilizados foram isolados em 2015 em soro humano
coletado de dois pacientes sintomaticos, o primeiro de Recife, PE, no Nordeste do Brasil
(ZIKV/H. sapiens/Brasil/BRPE243/2015) (genoma sequenciado - codigo de acesso:
KX197192.1), e o segundo em Sumaré¢, SP, no Sudeste do pais (ZIKV/H.
sapiens/Brasil/SPH/2015), descrito em 2016 (FARIA et al., 2016). Ambos isolados virais
foram gentilmente cedidos pelo Departamento de Virologia e Terapia Experimental (Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes /FIOCRUZ) e pelo Laboratorio de Isolamento Viral (Instituto
Evandro Chagas), respectivamente.

Estoques virais foram passados em linhagens celulares de Ae. albopictus (C6/36)
crescidas em meio Leibowitz L-15 suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB), 1%
penicilina/estreptomicina (Gibco), e mantidos a 28°C, como anteriormente descrito (HAMEL
et al., 2015). O sobrenadante fresco das células C6/36 infectadas foi coletado de 5 a 7 dias
pos-infeccdo e usados para infectar via oral os mosquitos, sem ter sido previamente
congelado, visto que o processo de congelamento viral reduz efetivamente a taxa de infecgao,
disseminagdo e transmissdo de ZIKV em Ae. aegypti, como recentemente demonstrado
(WEGER-LUCARELLI ef al., 2016). Os titulos virais (em PFU/mL) de cada virus utilizado
para infeccdo estdo representados na tabela 4.

Células de tecido embrionario de Aedes aegypti (Aag2) foram previamente
transfectadas com a cepa wMel de Wolbachia (processo realizado na Australia) (Aag2 wMel).
Em seguida, estas foram utilizadas no estudo da capacidade de bloqueio in vitro a ZIKV.

A manutencdo celular consistiu na utilizagdio de meio de cultura Schneider
suplementado com 10% de soro fetal bovino, e armazenamento a 26-28 °C. Estas foram
repicadas a cada 4-5 dias. O ensaio de bloqueio foi realizado em placas de cultura de 24
pogos, utilizando as linhagens celulares 4ag2, 4ag2 wMel.

Adicionou-se no experimento, 5x10° células 4ag2 por pogo. Apds 16-18h, (adicionou-
se o isolado viral ZIKV/H. sapiens/Brasil/BRPE243/2015 utilizando-se como base, MOI
(multiplicidade de infeccdo — relagdo entre o niumero de particulas virais € o nimero de
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células-alvo) de 0,01, em um volume final de 200 uL de meio de cultivo celular. Ao término
do processo de adsor¢do viral (1h de incubacao), acrescentou-se 300 uL de meio Schneider
suplementado com 10% de SFB. Os sobrenadantes de cultura foram coletados a 0, 1,3, 5¢e 7
dpi e armazenados a -80 °C para posterior realizagdo da quantificacdo viral pelo método de
ensaio de placa. Controle de células constitiu de células Aag2, A4ag2 wMel acrescidas apenas

de meio de cultivo, sem contato com virus.

Tabela 4: identificacdo do virus e seu respectivo titulo viral utilizado nos experimentos

de infeccdo de mosquitos

10 20 30
experimento  experimento  experimento
Isolado viral (infeccéo) (coinfeccédo™®) (coinfeccao)
ZIKV/H. sapiens/Brasil/BRPE243/2015 5x10° 3,5x10° 2,5x10°
ZIKV/H. sapiens/Brasil/SPH/2015 8,7x10° Nao utilizado ~ Nao utilizado
DENV1/H. sapiens/Brasil/MV09/2015  Nao utilizado 3,5x10’ 3x10°
DENV3/H. sapiens/Brasil/MG20/2013  Nio utilizado 4,5x10° 2,2x10’

* Este experimento contou apenas com grupos coinfectados, sem que houvesse em paralelo, a

presenca de grupos infectados por apenas um virus.

4.3 Infecgdo dos mosquitos com ZIKV e DENV

ZIKV e DENV foram coletados do sobrenadante de cultura de células de mosquito
C6/36, e ressuspendidos em sangue humano fresco de forma a se obter 2 partes de virus e 1
parte de sangue humano total ndo-desfibrinado, quando se tratou apenas da infec¢do simples
(monoinfec¢do — experimento n° 1), e 1 parte DENV: 1 parte ZIKV: 1 parte sangue humano
nos experimentos de coinfec¢do viral (experimentos n° 2 e 3). Cultivo de células contendo
apenas meio de cultura, sem nenhuma particula viral foram utilizados como controle
(intitulados “mock”). Importante ressaltar que apenas no experimento n° 2 (tab. 4), devido a
um artefato matematico na titulacao/dilui¢ao detectado ao fim do experimento, DENV-1 foi
adicionado na propor¢ao estimada de 300 partes virais para 1 parte de ZIKV.

Fémeas adultas com quatro dias de vida foram deixadas sem qualquer fonte alimentar
por 24h antes do repasto infectante, e em seguida, foram desafiadas com uma mistura de
sangue-virus por lh usando alimentadores de vidro envoltos em intestino de porco, como
membrana, e mantidos aquecidos a 37°C usando um banho-maria (Fig. 9). Ap6s o repasto

infectante, os mosquitos que ndo se alimentaram foram removidos.
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Mosquitos infectados foram mantidos em contengdo dupla (gaiolas dentro de gaiolas

maiores) no infectério NB-2 (DOU — processo n°: 01200.6193/2001-16) do insetario do grupo

de Mosquitos Vetores do CPqRR e tiveram acesso, ad libitum, a solu¢do de sacarose a 10%.

De 10 a 20 fémeas foram coletadas a 1, 4, 7, 14 e 21 dpi, de acordo com os grupos descritos

abaixo, e armazenadas a -80°C até que fossem processadas para os niveis de expressiao génica

(item 4.8), imunofluorescéncia, (item 4.7), prevaléncia (n°® de mosquitos / tecidos infectados

em relacdo ao total analisado), a intensidade (carga viral presente nos mosquitos), dindmica de

infeccdo (variagdo da carga viral ao longo do tempo) e a taxa de transmissdo viral

(quantificacao da carga viral presente na saliva do vetor/ infectividade da saliva).

e wMel Br: Mock

e wMel Br: ZIKV

e wMel Br: DENV-1

e wMel Br: DENV-3

e wMel Br: ZIKV + DENV-1
e wMel Br: ZIKV + DENV-3

Br
Br
Br
Br
Br
Br

: Mock

: ZIKV

: DENV-1

: DENV-3

: ZIKV + DENV-1
: ZIKV + DENV-3
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: . | |
Figura 9: repasto sanguineo artificial de Ae. aegypti em alimentador de vidro.: Fonte:

Imagem da esquerda por Marcele Rocha, imagem da direita por Conor McMeniman

[http://tinyurl.com/jhwkfxg — acessado 22 de janeiro, 2017].

4.4 Coleta de saliva

A saliva de cada mosquito foi coletada individualmente de mosquitos infectados (14 e
21 dpi), de acordo com protocolo previamente descrito, com leves modificacdes
(ANDERSON et al. 2010). Resumidamente, um dia antes, mosquitos foram deixados sem
qualquer fonte alimentar. No dia de coleta, fémeas de Ae. aegypti foram anestesiadas via CO,
e mantidas a 4°C enquanto suas patas e asas eram removidas. A proboscide de cada mosquito
foi inserida em uma ponteira estéril de 10 pL contendo 5 uLL de uma solugdo 1:1 de SFB
estéril e 30% sacarose, permitindo-se que salivassem por 30 minutos (Fig. 10).

Mosquitos foram checados visualmente via realizagdo de qualquer movimento, de
forma a indicar que ainda estavam vivos. O contetdo de cada ponteira foi coletado em tubos
de 0,5 mL estéreis, e armazenados a -80°C antes de serem processados. No experimento n° 1,
envolvendo apenas ZIKV, um ter¢o das amostras de saliva foram usadas para microinjecao,

enquanto que o restante foi usado para quantificagdo direta de particulas virais.

64



Figura 10: ensaio de salivacdo de fémeas do Ae. aegypti. Descri¢do do procedimento

encontra-se localizado no item 4.4.

4.5 Confirmacéo da infectividade da saliva contendo ZIKV e/ou DENV

Fémeas de Ae. aegypti (F1 de mosquitos de campo) foram injetadas via intratoracica
com a saliva coletada de fémeas wMel Br ou Br infectadas com apenas ZIKV, no
experimento de monoinfec¢do (Tab. 4 — experimento 1), ¢ com DENV-3 e ZIKV nos
experimentos de coinfeccdo (Tab. 4 — experimento 2), de forma a determinar se a saliva
continha virus infeccioso. Mosquitos foram injetados utilizando o nanoinjetor manual
Nanoinject I (Drummond), como descrito anteriormente (MOREIRA et al., 2009).

Cada amostra de saliva foi usada para inocular entre 4-14 mosquitos, com cada um
recebendo de 138-345nL. No experimento de coinfecgdo, antes de se injetar a saliva, avaliou-
se o status de infec¢do do mosquito doador via RT-qPCR, de forma a se correlacionar a
detecgdo especifica de determinado virus na cabeca + térax de Ae. aegypti com o perfil de
infec¢do desenvolvido no mosquito nanoinjetado.

Para evitar contaminacdo, um capilar novo foi usado para cada saliva. Mosquitos
foram coletados 5 dpi, e a presenca ou auséncia do virus foi determinada via andlise por RT-
gPCR de em média 8 mosquitos individuais por grupo, de acordo com o método descrito

abaixo. Os mosquitos foram processados inteiros.

4.6 Anélise de ZIKV/DENV e Wolbachia via gPCR
Mosquitos adultos inteiros tiveram o corpo cortado em duas partes: cabeca/térax e

abdome, e estes foram homogeneizados e processados independentemente, como
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anteriormente descrito (MOREIRA et al., 2009). O RNA foi extraido dos tecidos dos
mosquitos usando o kit High Pure Viral Nucleic Acid (Roche) seguindo recomendagdes do
fabricante. Quantificou-se o RNA total diretamente de cada amostra individual de saliva,
tendo como base o mesmo protocolo, porém utilizando metade do volume recomendado de
cada reagente para cada etapa do processo de extracao.

As amostras de RNA foram diluidas para 50 ng/uL em &agua livre de nuclease, e
armazenadas a -80°C. Os niveis de ZIKV e / ou DENV nessas amostras foram quantificados
via RT-qPCR usando o LightCycler® 96 (Roche) e iniciadores / sondas previamente descritos
(ZIKV 835; ZIKV91lc — ZIKV 860-FAM / DENV1-4) (FRENTIU et al., 2014; LANCIOTTI
et al., 2008). A densidade de Wolbachia foi quantificada para todas as amostras wMel Br
usando o gene WDO0513, uma proteina hipotética, constitutivamente expressa e exclusiva da
cepa wMel de Wolbachia (YEAP et al., 2014). As condi¢des de ciclagem foram as seguintes:
etapa inicial de transcri¢do reversa a 50°C por 5 min.; inativagdo da transcriptase reversa /
desnaturagao inicial a 95°C por 20 seg, 35 ciclos a 95°C por 3 seg e 60°C por 30 seg. O
volume total de reagdo foi de 10 uL (4x TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix
(ThermoFisher Scientific), contendo 1 uM de cada par dos iniciadores e sondas, além de 125
ng de RNA molde).

Cada amostra foi testada em duplicada para ZIKV e / ou DENV, além de Wolbachia,
via gene WD0513, e o gene ribossomal S17 (rpsl17) de Ae. aegypti, que serviu como controle
da reagao (MOREIRA et al., 2009). As amostras foram analisadas por quantificagdo absoluta,
via compara¢do com diluicdes seriadas de cada produto génico, clonado e amplificado no
plasmideo pGEMT-Easy (Promega), de acordo com instru¢cdes do fabricante. Amostras de
controle negativo foram normalizadas entre as placas, e usadas como referéncia para
determinar o limite minimo de positividade das amostras. Os niveis de ZIKV / DENV e
Wolbachia foram calculados como niimero total de copias por tecido ou por amostra de saliva.

As carcagas de Ae. aegypti provenientes do experimento de imunofluorescéncia (IFA)
(descrito abaixo) foram utilizadas para se verificar a correlagdo entre a densidade de
Wolbachia e o status de infeccdo dos respectivos intestinos processados via
imunohistoquimica. O gene WD0513 foi analisado em duplicata, e a sua expressdo relativa
média normalizada obtida através do Q-Gene (SIMON, 2003), utilizando o gene rpsi/7 do
hospedeiro como referéncia. As condigdes de ciclagem foram as seguintes: uma etapa inicial
de desnaturacdo a 95°C por 10 min, seguida por amplifica¢do de 45 ciclos a 95°C por 15 seg e
60°C por 30 seg. O volume total de reacdo foi de 10 pL, composta por 3,34 uL de FastStart
Essential DNA Probes Master Mix (Roche), 0,3 uL e 0,25 pL do par de iniciadores rpsi7 ¢
WDO0513 (10 uM), respectivamente, além de 0,06 pL de sonda rps/7 e 0,15 uL da sonda
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WDO0513 (10 uM), ambas previamente descritas (DUTRA et al., 2016; FRENTIU et al.,
2014), além de 3,34 pL de agua livre de nuclease ¢ 1 uL de DNA molde (aproximadamente
100 ng).

4.7 Microscopia de fluorescéncia
4.7.1 Imunofluorescéncia indireta

O ensaio de IFA foi realizado em duas etapas, sendo a primeira realizada no insetario
do grupo de pesquisas Mosquitos vetores: endossimbiontes e interacdo patdogeno-vetor (MV),
no Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ (CPqRR-FIOCRUZ). Nesta, ap6s 7 dias da
monoinfeccdo com distintos isolados virais (como descrito no item 3.3), 10 fémeas de Ae.
aegypti das linhagens wMel Br (contendo Wolbachia) e Br (sem Wolbachia) (com excegao
do grupo Br — DENV-3, o qual continha menos individuos disponiveis, coletando-se entdo 5)
foram anestesiadas com auxilio de CO; e mantidas em placa de Petri sobre o gelo durante o
processamento. Logo em seguida, estas tiveram o seu intestino dissecado e submerso
(individualmente) em 50uL de solugdo de tampao fosfato-salina (PBS) 1X gelada, em placa
de 96 pogos (fundo chato).

Apds a disseccdo de todos os intestinos, englobando todos os grupos do desenho
amostral, os tecidos foram fixados em 50uL de solucdo paraformaldeido (PFA) 4% por 30
min a temperatura ambiente (TA). Em seguida, as amostras foram lavadas em solucao de PBS
1X (3 lavagens de 5 min cada) e armazenadas a 4°C para inicio da imunomarcagao.

As carcagas de cada fémea da linhagem wMel Br foram coletadas e identificadas
(individualmente) de forma a se correlacionar o intestino com seu respectivo mosquito de
origem, para posterior confirmacao, via qPCR, da preseng¢a de Wolbachia. O DNA das
amostras foi extraido via squash buffer, como previamente descrito (BATON et al., 2013). A
detec¢do da bactéria e o controle da reagdo se deram via utilizagdo dos pares de iniciadores e
sondas descritos no item 4.6.

Na segunda etapa da IFA, os intestinos pertencentes aos grupos monoinfectados
fixados no CPqRR-FIOCRUZ foram transportados para o Laboratorio de RNA de
interferéncia, na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e processados/analisados
pela Dr. Tatiane Toledo, no Centro de Aquisi¢do ¢ Processamento de Imagens (CAPI) —
ICB/UFMG, tomando como base metodologia previamente descrita (SALAZAR et al., 2007).
Brevemente, as amostras foram incubadas por 1 h em soluc¢do de bloqueio contendo PBS 1X
+ albumina do soro bovino (BSA) 1% + detergente Triton X-100 0,1%, sob constante

agitacdo a TA.
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Apbs etapa inicial, as amostras foram incubadas overnight com o anticorpo primario
4G2 (ATCC, HB-112), reativo contra a proteina de E do envelope viral de virus do género
Sflavivirus (incluidos DENV e ZIKV), diluido 50X em solucdo de bloqueio, sob agita¢do e a
4°C. Na manha seguinte, as amostras foram lavadas em solu¢do de bloqueio (5 vezes de 5 min
cada), e incubadas por 1h com anticorpo secundario fluorescente e corantes (descritos abaixo)
em suas respectivas diluicoes, sob agitacdo a TA. Posteriormente foram realizadas 2 lavagens
de 1:30 h com solu¢do de bloqueio seguidas de montagem em lamina/laminula com
Hydromount (National Diagnostics). As laminas foram mantidas protegidas de luz a 4°C para

analises posteriores analises em microscopio Apotome.2 (Zeiss).

4.7.2 Anticorpos e marcadores fluorescentes

Os anticorpos secundarios utilizados neste trabalho foram os seguintes: anticorpo
cabra anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa 488 (Molecular Probes) diluido 1:500;
marcador de actina, Faloidina-rodamina (Molecular Probes) diluido 1:500 e por fim, marcador

nuclear Hoechst 33342 (Trihydrochloride, Trihydrate — Molecular Probes) diluido 1:500.

4.8 Expressao génica

O ensaio de expressao génica foi realizado pelo Dr. Eric Caragata, colaborador do
projeto e membro do grupo de pesquisas MV. Um total de 20 fémeas com aproximadamente 7
dias de vida, pertencentes as linhagens wMel Br e Br foram coletadas 1 dia apos infec¢ao
(1dpi) com os distintos isolados virais (DENV-1 / ZIKV — grupos monoinfectados e
coinfectados). Nao se utilizou neste experimento, o sorotipo 3 de dengue. Em paralelo, como
controle de infeccdo, coletou-se 5 mosquitos de ambas as linhagens alimentados apenas com
sobrenadante de cultivo viral (descrito no item 3.2) sem adi¢do de virus (grupo mock). Os
mosquitos foram armazenados a -80°C.

As extracdes de RNA total e a sintese de cDNA foram realizadas de acordo com
protocolo previamente descrito (CARAGATA et al., 2016). Brevemente, mosquitos foram
homogeneizados em 200 puL de TRIzol (ThermoFisher Scientific) usando um mini beadbeater
(Biospect products). As amostras foram quantificadas para os seus niveis de acidos nucleicos,
via NanoDrop 2000 UV — Vis spectrophotometer (ThermoFisher Scientific), e 1 pg de RNA
total utilizado na sintese de cDNA seguindo recomendagdes do fabricante, via uso da enzima
M-MLV transcriptase reversa (Promega). Ao término do processo, os cDNAs foram entdo
diluidos (1:10) em agua livre de nucleases e armazenados a -20°C.

Cinco genes foram analisados para todas as amostras. Suas identificacdes, respectivas
fungdes conhecidas e sequéncia dos iniciadores utilizados (alguns desenhados através do
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software Primer 3 V0.4.0 [www.bioinfo.ut.ee/primer3-04.0], outros obtidos a partir da
literatura) estdo descritas na tabela 5. A especificidade e eficiéncia de cada par de iniciadores
foram testadas através da curva de dissociagdao e diluicao seriada do cDNA (90-100% de
eficiéncia obtida na concentracdo de cDNA utilizada nos experimentos), respectivamente.

Todos os genes foram analisados em duplicata, ¢ a sua expressdo relativa média
normalizada obtida através do Q-Gene (SIMON, 2003), utilizando o gene rpsi7 do
hospedeiro como referéncia. As condi¢des de ciclagem foram as seguintes: uma etapa inicial
de desnaturagdo a 95°C por 5 min, seguida por amplificagdo de 35 ciclos a 95°C por 15 seg e
60°C por 30 seg. O volume total de reagdo foi de 10 puL, composta por 5 pL de SYBR Green
PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), 0,5 pL de cada par dos iniciadores (10 uM), 2
nL de 4gua livre de nuclease e 125 ng de RNA molde).
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Tabela 5: identificacdo dos genes utilizados no ensaio de expressao génica, e suas respectivas fungdes conhecidas

ID

Gene

Funcéo conhecida

Sequéncia dos iniciadores

AAELO003832-RA

Defensina C

Peptideo antimicrobiano

F-5-TTGTTTGCTTCGTTGCTCTTT-3"
R -5-ATCTCCTACACCGAACCCACT-3’
(XI; RAMIREZ; DIMOPOULOQS, 2008)

AAEL008415-RA

Proteina hipotética

Ligante de acidos nucleicos

F - 5'-GGGATAGTTGCAACGTGGAG-3'
R - 5-GGGATAGTTGCAACGTGGAG-3'

AAELO009531-RA

Proteina Niemann-Pick tipo
C-1b

Transportador intracelular de colesterol

F - 5-ACACCTTTTGCGAATCCTGCCC-3'
R - 5'-CATGGACGTTCAGATGACCGGC-3'

AAELO11045-RA

Proteina da cuticula de pupa

Componente da cuticula de pupa

F - 5-GGTGTCGTCCCATTGGCC-3'
R - 5-CGGCTCTCGACCTGGGATTTC-3'

AAELO015458-RA

Transferrina

Transporte celular de ferro

F -5 GTTCCGGTACAACCTGGAGA-3’

R - 5> TTCAGCTCGATCAGGGAAGT-3’
(KAMBRIS et al., 2009)
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4.9 Analises estatisticas

A prevaléncia de ZIKV e DENV nos tecidos dos mosquitos (incluindo o ensaio de
IFA) e amostras de saliva (somente ZIKV) foram comparadas usando o teste exato de Fisher.
Os dados de intensidade de infec¢do e a relagdo entre densidade de Wolbachia e a presenga de
infec¢do viral no intestino (IFA) foram comparados utilizando o teste U de Mann-Whitney. O
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para se comparar a razdo entre DENV e ZIKV nos
tecidos analisados, acompanhado do pos-teste de Dunn nas andlises que correlacionaram a
densidade de Wolbachia e o tipo de infec¢do viral na IFA. O teste T ndo pareado foi utilizado
na analise in vitro do efeito de Wolbachia sobre ZIKV. Todas essas andlises supracitadas
foram realizadas no Prism V6 (Graphpad).

Os dados de densidade de Wolbachia foram comparados entre mosquitos wMel Br
infectados e ndo infectados para ambos os isolados de ZIKV através da analise multivariada
de wvariancia permutacional (PERMANOVA), via a fun¢do adoni() no Rstudio
(www.Rstudio.com), através da interface GUSTA ME (mb3is.megx.net/gustame)
(BUTTIGIEG & RAMETTE, 2014). A correlagdo de Spearman foi utilizada para determinar
se houve uma correlacdo entre ZIKV e os niveis de WD0513 em mosquitos wMel Br
infectados por ZIKV (Prism Vo6).

Os niveis de expressdo génica normalizados foram tratados para a identificagdao e
remogao de outliers via regressao robusta e remocao de outliers (Robust regression and
Outlier removal — ROUT, do inglés), utilizando o coeficiente Q, responsavel por delimitar o
quado agressivo serda a detec¢do/remocdo de outliers, equivalente a 1% (dentro de uma
variagdo disponivel de 0,1% - 10%) (MOTULSKY & BROWN, 2006). Em seguida, a
intensidade de expressao génica foi comparada entre os grupos das linhagens wMel Br e Br
através do teste U de Mann-Whitney também via Prism V6 (Graphpad).

Os efeitos da infeccdo viral e presenca / auséncia de Wolbachia sob os niveis de
expressao dos genes foram considerados utilizando-se modelos lineares de regressao (MLR)
via SPSS V17 (IBM). Ademais, no experimento de IFA, quantificou-se a densidade
bacteriana da cepa wMel de Wolbachia nas carcagas dos mosquitos os quais o intestino foi

utilizado para a imunohistoquimica.

5 RESULTADOS
5.1 Efeito in vitro de Wolbachia sobre a infec¢éo por ZIKV
Inicialmente, caracterizamos em cultura de células, a capacidade da cepa wMel de

Wolbachia em bloquear a replicacdo de ZIKV (Fig. 11). Observou-se neste experimento
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Wolbachia efetivamente reduziu a carga viral infectiva (teste T ndo pareado, P <0,05)a3,5¢

7 dpi, com excegao de 0 e 1 dpi (teste T nao pareado, P > 0,05).

MOI 0,01

Bl Aag2
Bl Aag2 wMel

Titulo ZIKV (PFU / mL)

dpi

Figura 11: avaliacdo da dinamica do fenétipo antiviral da cepa wMel frente a infeccéo
por ZIKV. Células Aag2 contendo (4ag2 wMel — barras verticais verdes) ou ndo (4ag2 —
barras verticais pretas) Wolbachia foram infectadas com ZIKV a 0,01 MOI e a dindmica de
infeccdo acompanhada ao longo de 7 dias. A quantificagdo do numero de unidades
formadoras de placa (PFU / mL) foi realizada em duplicata, via ensaio de placa. Barras pretas
horizontais representam o intervalo minimo e méximo observados. Valor de P obtido via

Teste T nao pareado, * < 0,05.

5.2 Efeito de Wolbachia sobre a competéncia vetorial de Ae. aegypti monoinfectados com
dois distintos isolados de ZIKV

A respeito da monoinfec¢do de Ae. aegypti com os isolados de ZIKV do Estado de
Pernambuco  (ZIKV/H. sapiens/Brasil/BRPE243/2015) e Sao Paulo (ZIKV/H.
sapiens/Brasil/SPH/2015), observamos que a prevaléncia da infeccdo por ZIKV foi
significativamente reduzida entre os mosquitos infectados por Wolbachia (Tabela 6, analise
através do teste exato de Fisher, p < 0,0001 a menos que indicado). Para o isolado BRPE
(Figura 12A), Wolbachia reduziu a prevaléncia de ZIKV em 35% nos abdomens, apesar de
que ndo houve diferenga significativa para este tecido (p > 0,05), em 100% na cabeca/torax a

7 dpi, e em 65% e 90% a 14 dpi, respectivamente. Para o isolado SPH (Figura 12B),
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Wolbachia reduziu a prevaléncia em 95% e 67% na cabega/torax e abdomens (p = 0,0002),
respectivamente, a 7 dpi, e em 74% e 68% na cabega/torax e abdomens, respectivamente, a 14
dpi.

Da mesma forma, a intensidade da infe¢do por ZIKV foi muito reduzida nos
mosquitos wMel Br para ambos os tecidos ¢ em ambos os tempos de coleta (teste U de
Mann-Whitney, p < 0,0001). Adicionalmente, nds observamos que os titulos medianos de
ZIKV na cabega/torax dos mosquitos Br aumentaram ao longo do tempo para ambos os
isolados (teste U de Mann-Whitney; BRPE, p < 0,0001; SPH, p = 0,0094), enquanto que nao
houve tal efeito nos mosquitos wMel Br.

Ao analisarmos a presenga de particulas virais na saliva de mosquitos com (wMel Br)
e sem (Br) Wolbachia, infectados com o isolado BRPE de ZIKV, de acordo com desenho
experimental anteriormente descrito (item 4.4), observamos que a infeccdo por Wolbachia
reduziu a prevaléncia de ZIKV nas amostras individuais de saliva em 55% (Teste exato de
Fisher, p < 0,0001) e a mediana de copias de ZIKV em aproximadamente 5 logs (Teste U de
Mann-Whitney, p < 0,0001) (Fig. 12C).
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Tabela 6: Efeitos de Wolbachia na prevaléncia de ZIKV

wMel Br Br wMel Br Br wMel Br Br
Isolado  Titulo ZIKV Dias pds-infecgao Taxa de infecao Taxa de infecao Taxa de infecao saliva
(UFP/mL) cabega/torax abdome
BRPE 5.0x10° 7 0 65 55 85 - -
14 10 100 35 100 45 100
SPH 8.7x10° 7 5 95 30 90
14 25 95 30 95 - -

Ae. aegypti foram infectados oralmente com ZIKV fresco e de baixa passagem. Titulo viral inicial foi determinado pelo ensaio de formagdo de placa. Infeccdo na saliva foi
examinada apenas a 14 dpi com o isolado BRPE. Taxas de infec¢do sdo dadas como porcentagens. N =20 por grupo, caso ndo especificado. ZIKV = Zika virus. UFP =
unidades formadoras de placa. BRPE = ZIKV/H. sapiens/Brasil/BRPE243/2015. SPH = ZIKV/H. sapiens/Brasil/SPH/2015. wMel Br = Infectado por Wolbachia. Br = Nao
infectado por Wolbachia



Dado a detec¢ao de ZIKV na saliva de mosquitos de ambas as linhagens, buscamos
investigar se as mesmas possuiam particulas infectivas, ou seja, se eram capazes de infectar
novos mosquitos quando estes eram nanoinjetados com a saliva (delineamento experimental
descrito no item 4.5).

No geral, a taxa de mortalidade entre os mosquitos injetados foi de 11,93%. A
presenca ou auséncia de infecdo por ZIKV foi determinada a 5 dpi em oito mosquitos
injetados com cada saliva, somando uma média proporcional amostrada de 0,68. Dos 80
mosquitos injetados com saliva Br, 68 (85%) se tornaram infectados com ZIKV, com todas as
amostras de saliva Br produzindo pelo menos um mosquito infectado. Em contraste, nenhum
dos 80 mosquitos injetados com a saliva de wMel Br se tornou infectado (teste exato de
Fisher, p <0,0001; razao probabilistica 882,3 95% IC, 51,3-15187) (Fig. 12D).

Por fim, de forma a determinar se havia uma relagao entre a densidade de Wolbachia ¢
a prevaléncia e intensidade de ZIKV, n6s medimos os niveis totais do RNA de Wolbachia nos
mosquitos wMel Br utilizados nos ensaios de infeccdo com ZIKV, usando o ensaio de qRT-
PCR descrita anteriormente (item 4.6). Observamos que a infec¢do por ZIKV explicou menos
que 5% da variagdo na densidade de Wolbachia que foi observada entre mosquitos wMel Br
infectados e ndo infectados por ZIKV a ambos 7 dpi ou 14 dpi e ndo foi um preditor
significativo (PERMANOVA; p > 0,05). Além do mais, ndés ndo observamos relagcdo entre a
densidade de Wolbachia e a carga viral de ZIKV entre os mosquitos wMel Br que se
tornaram infectados com o virus (correlagdo de Spearman; cabeca/torax, » = 0,5952, p =

0,1323; Abdomens, r=-0,01891, p = 0,9210).
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Figura 12: Infeccdo por Wolbachia restringe a infecdo por ZIKV em mosquitos Ae.
aegypti. Mosquitos infectados por Wolbachia (circulos verdes) e ndo infectados (circulos
pretos) foram desafiados via oral com os isolados de ZIKV (A) BRPE, ou (B) o SPH.
Infec¢do por Wolbachia reduziu tanto a prevaléncia quanto a intensidade de infeccdo por
ZIKV na cabega/torax e abdomens dos mosquitos a 7 e 14 dias pds-infecgdo. Saliva foi entdo
coletada dos mosquitos infectados com o isolado BRPE de ZIKV, a 14 dpi (C), ¢ nods
observamos que a saliva dos mosquitos infectados por Wolbachia teve uma queda significante
na taxa de infec¢do salivar, e na carga viral mediana. (D) quando essas amostras de saliva
foram injetadas em mosquitos Br ndo infectados com ZIKV, todas as amostras de saliva de
BR continham virus infeccioso, enquanto que nenhuma saliva de wMel Br produziu uma
infecdo subsequente (Colunas: preta = porcentagem infectado, branca = porcentagem nado
infectado; + = saliva continha virus infeccioso, - = saliva ndo continha virus infeccioso).
Numero absoluto de copias de ZIKV foram quantificados via RT-qPCR. Nos painéis A-C,
cada circulo representa tecido ou saliva de uma fémea adulta (N = 20 por grupo). Linhas
vermelhas indicam a mediana de copias de ZIKV. *** = P < (,0001, analise pelo teste U de
Mann-Whitney. No painel D, cada coluna representa mosquitos injetados com uma amostra

de saliva.
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5.3 Efeito de Wolbachia sobre a competéncia vetorial de Ae. aegypti coinfectados com
DENV e ZIKV

No presente trabalho, dado a correlagdo negativa observada entre a presenca de wMel
e ZIKV, nds entdo buscamos testar a capacidade desta mesma cepa de Wolbachia em reduzir
a competéncia vetorial do Ae. aegypti mono e coinfectados por dois distintos membros da
familia flaviviridae: ZIKV e DENV (ver item 4.2 para detalhes na obtencao de tais linhagens).

Mosquitos foram infectados artificialmente, via oral, com ZIKV / DENV-1 / DENV-3,
(ver item 4.3 para detalhes sobre a infec¢do dos mosquitos) em dois experimentos
independentes. Os dados de prevaléncia, intensidade, disseminacdo, potencial infectivo,
dinamica de infeccdo, IFA e expressdo génica foram analisados. Os resultados estdao
apresentados abaixo, agrupados de acordo com o sorotipo de DENV em estudo, de forma a se

facilitar a leitura.

5.3.1 Coinfecgédo ZIKV + DENV-1

O primeiro cenario de coinfecgdo envolveu DENV-1 (3,5x10" PFU/mL) e ZIKV
(3,5x10° PFU/mL — Tab. 4). A prevaléncia de infecgdo por ambos arbovirus esta representada
para os abdomens (Fig. 13A), (responsavel por indicar a taxa de infec¢dao), onde houve uma
baixa propor¢cao de mosquitos de ambas linhagens infectados apenas com ZIKV. Ja na cabega
+ torax (Fig. 13B) (responsavel por indicar a taxa de dissemina¢do), ndo houve em nenhuma
das linhagens estudadas, a deteccao isolada de ZIKV.

Em todos os intervalos de tempo analisados para ZIKV, Wolbachia reduziu a
prevaléncia de infec¢do em no minimo 50%. Paralelamente, em DENV-1, com exce¢do de 14
dpi (abdome) e 21 dpi, onde os valores de redugdo ficaram abaixo de 50%, o resultado obtido

foi semelhante ao observado para ZIKV (Tab. 7).

Tabela 7: porcentagem de reducdo na prevaléncia de infeccdo por DENV-1 e ZIKV
causada pela presenca de Wolbachia nos tecidos das linhagens wMel_Br e Br
4 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi

Abd Cab  Abd Cab Abd Cab Abd Cab
ZIKV 91,6 ND 93,3 100 50 100 61,7 904
DENV-1 474 100 55,5 94,4 35,7 75 42,1 44,6

ND = efeito nao observado devido a auséncia de infec¢do em ambas linhagens: wMeL Br e
Br. Abd = abdome; Cab = cabeca + térax; dpi = dias pds-infecgao.
Ademais, analisou-se também a prevaléncia de coinfec¢do viral nas linhagens

wMel Br e Br (Tab. 8), assim como a infec¢do tecidual predominante a cada intervalo de
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tempo (Fig. 13C). Nestes dados, observou-se que no grupo contendo a bactéria, todos os
intervalos de tempo apresentaram porcentagens de mosquitos simultaneamente coinfectados
por DENV-1 e ZIKV iguais (4 dpi — cabega) ou inferiores (demais intervalos) a linhagem sem
a bactéria, com exce¢do do abdome a 14 dpi. A porcentagem de coinfec¢do nos diferentes
tempos de coleta variou de 5 a 24% nos abdomens e de 0 a 5% para a cabega + térax em
wMel Br. Em contrapartida, no grupo sem Wolbachia (Br) essa porcentagem variou de 35 a
83% nos abdomens e 0 a 55% na cabega + torax (Tab. 8).

Na linhagem Br, com excec¢do de 4 dpi, todos os demais tempos de coleta registraram
valores acima de 90% para a ocorréncia de infeccdo por pelo menos um dos flavivirus, tanto
na cabega + torax quanto no abdome. Ja em wMel Br o cenario foi o oposto, com 36 a 56%
dos individuos, ao longo de diferentes intervalos de tempo, negativos para a infec¢do viral no
abdome e cabeca + torax (Fig. 13C).

Analisando-se o efeito de Wolbachia sobre a prevaléncia de infec¢do nos diferentes
tecidos, observou-se que com excecdo da cabeca + torax a 4 dpi (Teste exato de Fisher, P =
0,1050), todos os tecidos, nos diferentes intervalos de tempo, apresentaram uma proporcao de
individuos infectados por DENV-1 e / ou ZIKV, inferior na linhagem wMel Br em

comparagdo a Br (Teste exato de Fisher, P <0,05).

Tabela 8: porcentagem de coinfeccdo por DENV-1 e ZIKV nos tecidos das linhagens
wMel Bre Br

4 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi

Abd Cab Abd Cab Abd Cab Abd Cab
wMel_Br 5 0 6 0 24 0 21 5
Br 63 0 83 11 35 29 55 55

Abd = abdome; Cab = cabeca + torax; dpi = dias pds-infeccao.
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Figura 13: prevaléncia da infeccdo por ZIKV e DENV-1 nos tecidos das linhagens

C)

LT I R o |
+

ceoee®

w

wMel_Br e Br de Ae. aegypti. Graficos de pizza representando a prevaléncia de infecgdo nos
abdomens (A), cabega + torax (B), assim como a propor¢do de infecgdo tecidual (C) de Ae.
aegypti da linhagem wMeL Br (com Wolbachia) e Br (sem Wolbachia). Sinal negativo “-”
representa auséncia de infecgdo viral e sinal “+” representa presenca. C: cabeca + torax; A:

abdome.
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Assim como observado para a prevaléncia, viu-se que, com exce¢do de 14 dpi (Mann-
Whitney; P = 0,0699) para Zika (Fig. 14C), a intensidade de infeccdo por ZIKV ¢ DENV-1
foram reduzidas no abdome de mosquitos wMel Br em todos os intervalos de tempo
analisados (Mann-Whitney; P < 0,01) (Fig. 14A-D).

Com relagdo a intensidade da disseminacdo da infec¢do, representada pela deteccao
dos virus na cabega + térax dos mosquitos, a qual acontece em torno de 7 dpi para flavivirus
(CHAN & JOHANSSON, 2012), houve também uma reducdo significativa no numero de
copias virais detectadas em wMel Br, em comparagdo a mosquitos da linhagem Br, a medida
em que a infecgdo progrediu (de 4 a 21 dpi) (Fig. 14A-D) para ambos os virus estudados
(Mann-Whitney; P < 0,05).

De forma critica, a mediana de coOpias virais na cabeca + torax, fator importante ao se
analisar o potencial de transmissdo da doenga em campo, permaneceu zerada em ZIKV ao
longo de 21 dias para wMel Br, ja para DENV-1 este valor elevou-se apenas a 21 dpi em
mosquitos com a bactéria, permanecendo seu valor 42 vezes menor em comparagao ao grupo

de mosquitos sem Wolbachia (Br) (Mann-Whitney; P < 0,0001) (Fig. 14D).
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Figura 14: Wolbachia restringe a infeccdo e disseminacdo de ZIKV e DENV-1 em
mosquitos Ae. aegypti no periodo analisado de 4 a 21 dpi (A-D). Mosquitos contendo
(wMel Br - circulos verdes) ou ndo (Br - circulos pretos) Wolbachia foram infectados via oral
com ZIKV e DENV-1. A quantificagdo absoluta do nlimero de copias virais (expresso como
logaritmo do niimero de copias virais por tecido) foi realizada via qRT-PCR. Cada grupo
representado ¢ composto pelo respectivo tecido de 19 fémeas individuais. Linhas vermelhas
horizontais representam a mediana de copias virais. Valor de P obtido via Teste U de Mann-

Whitney, * <0,05; ** <0,01, *** <0,001.

Ao longo de 21 dias, os abdomens de Ae. aegypti Br apresentaram um aumento na
mediana de copias virais de ZIKV (variagio da mediana = 323 mil - 9,88x10’ copias do
genoma viral de ZIKV / tecido), com excecdo do ponto de coleta 14 dpi, de forma que este
valor permaneceu constantemente baixo para os mosquitos wMel Br (Fig. 15A). Ja na cabega
+ térax dos mosquitos sem Wolbachia, houve um aumento gradual na propor¢ao de fémeas
com infecgdo disseminada, onde a mediana do nimero de cdpias virais aumentou apenas a 21
dpi (mediana = 9,7x10° copias do genoma viral de ZIKV / tecido), valor este que permaneceu

baixo em wMel Br em todos os intervalos de tempo considerados (Fig. 15B).
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Para DENV-1, também ao se analisar a dindmica do numero mediano de copias virais,
nota-se que os valores aumentaram nos abdomens dos mosquitos Br ao longo de 21 dpi
(variagio da mediana = 4,95x10" - 1,98x10® copias do genoma viral de DENV / tecido). Em
contrapartida, em wMel Br a variagdo mediana foi de 536 mil - 2,63x10” copias do genoma
viral de DENV / tecido, no mesmo intervalo de tempo (Fig. 15A). A cabega + torax foi o
tecido que apresentou maior diferenca na dindmica viral entre os dois grupos analisados.
Houve um aumento gradual de copias do genoma viral de DENV-1 nos mosquitos sem
Wolbachia (variagdo da mediana = 0 — 1,4x10” copias do genoma viral de DENV / tecido),
valor mediano este que foi de apenas 326 mil copias virais a 21 dpi para Ae. aegypti com a
bactéria (Fig. 15B).
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Abdome Abdome
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Figura 15: dindmica de infeccdo por DENV-1 e ZIKV em Ae. aegypti com (wMel_Br) e
sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi. Mosquitos contendo (wMel Br) ou
nao (Br) Wolbachia foram infectados via oral com ZIKV (circulos vermelhos) ¢ DENV-1
(circulos azuis). A quantificacdo absoluta do nimero de copias virais (expresso como
logaritmo do nimero de copias virais por tecido; A = Abdome, B = cabeca + torax) foi
realizada via qRT-PCR. Tamanho amostral (n) representado em cima de cada grupo. Linhas

pretas horizontais representam a mediana de copias virais.
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No cenério de coinfecg¢do viral, ao se considerar o mosquito inteiro, em ambos os
grupos estudados (wMel Br e Br), nota-se que a mediana de coOpias virais, assim como a
propor¢ao de mosquitos infectados por ZIKV, foi menor do que o observado para DENV-1
em todos os intervalos de tempo considerados (Mann-Whitney; P < 0,05). Ademais, em todos
0s cenarios, a carga viral em wMel Br foi menor do que a observada para o grupo Br (Mann-
Whitney; P < 0,0001) (Fig. 16).

Ao analisarmos a razdo entre as cargas virais de DENV-1 e ZIKV em diferentes
intervalos, percebe-se que a medida em que o tempo avanga, ha uma diminui¢do na propor¢ao
do numero de copias virais entre estes dois virus na linhagem de mosquitos Br, tanto no
abdome (Kruskal-Wallis; P < 0,0001), quanto na cabega + térax (Kruskal-Wallis; P <0,0001),
padrdo este que ndo esta presente nas fémeas contendo Wolbachia. Na cabeca + torax das
fémeas da linhagem wMel Br, a alta prevaléncia de individuos ndo infectados dificultou a

analise (Fig.17).
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Figura 16: quantificacdo de ZIKV e DENV-1 em cendrios de coinfecgdo em Ae. aegypti
com (wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi. Mosquitos
contendo (wMel Br) ou nao (Br) Wolbachia foram infectados via oral com ZIKV (circulos
vermelhos) e DENV-1 (circulos azuis). A quantificacdo absoluta do numero mediano de
copias virais (expresso como logaritmo do nimero de cdpias virais por mosquito) foi
realizada via qRT-PCR. Cada grupo representado ¢ composto pela jun¢do de dados do
abdome e a cabeca + torax. O tamanho amostral de cada grupo foi de 38, 36 e 34 tecidos a 4,
7 e 14 dpi, respectivamente. A 21 dpi, foram analisados 38 tecidos no grupo wMel Br e 20 no
Br. Linhas pretas horizontais representam a mediana de cdpias virais. Valor de P obtido via

Teste U de Mann-Whitney, * < 0,05; ** <0,01, *** <0,001.
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Figura 17: razdo entre o numero de copias virais de DENV-1 e ZIKV em cenarios de
coinfeccdo em Ae. aegypti com (wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de
4 a 21 dpi. Mosquitos contendo (wMel Br) ou nao (Br) Wolbachia foram infectados via oral
com ZIKV e DENV-1. A relagao entre DENV-1 e ZIKV foi obtida a partir da quantificagdo
absoluta do numero de copias virais realizada via qRT-PCR. *, P < 0,05; andlises feitas via

teste de Kruskal-Wallis.
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5.3.2 Coinfeccdo ZIKV + DENV-3

O segundo cenario de coinfec¢do envolveu DENV-3 (4,5x10° PFU/mL) e ZIKV
(3,5x10° PFU/mL) (Tab. 4). Assim como demonstrado para o sorotipo 1 de dengue (item
5.1.1), a prevaléncia da infeccdo de DENV-3 e ZIKV estad representada para os abdomens
(Fig. 18A) e cabega + torax (Fig. 18B). No primeiro tecido, ao se avaliar os mosquitos sem
Wolbachia, a prevaléncia de fémeas monoinfectadas por ZIKV ao longo do tempo variou de 7
a 13% (valor maior que o observado para DENV-1 e ZIKV, de forma que neste cenario de
coinfeccdo, ZIKV s6 ndo foi identificado de forma isolada a 21 dpi).

Em contrapartida, ao se analisar os abdomens da linhagem wMel Br, percebe-se uma
alta prevaléncia de individuos nao infectados em todos os pontos de coleta (4 - 21 dpi). Esse
resultado foi semelhante ao observado para a mesma linhagem na coinfec¢do envolvendo
DENV-1 e ZIKV, entretanto aqui, para DENV-3 e ZIKV, a redugdo foi ainda maior
(prevaléncia de individuos ndo infectados = 78-100% para DENV-3 / ZIKV, contra 42-95%
para DENV-1/ ZIKV). A presen¢a de Wolbachia foi responsavel por reduzir a prevaléncia de

infec¢do em todos os intervalos de tempo analisados (Tab. 9).

Tabela 9: porcentagem de reducdo na prevaléncia de infeccdo por DENV-3 e ZIKV
causada pela presenca de Wolbachia nos tecidos das linhagens wMel_Br e Br
4 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi

Abd Cab  Abd Cab Abd Cab Abd Cab
ZIKV 85,19 ND 100 100 86,11 85 82,50 88,33
DENV-3 86,32 100 100 100 85,91 100 90 86

ND = efeito nao observado devido a auséncia de infec¢cdo em ambas linhagens, wMeL Br e
Br. Abd = abdome; Cab = cabega + torax; dpi = dias pos-infecgao.

Por fim, verificou-se a ocorréncia de infec¢do simultanea por DENV-3 e ZIKV nos
tecidos de Ae. aegypti das linhagens wMel Br e Br (Tab. 10), assim como o tipo de infec¢ao
tecidual predominante a cada intervalo de tempo (Fig. 18C). Em todos os intervalos de tempo
analisados, a linhagem wMel Br apresentou porcentagens de mosquitos coinfectados
inferiores ao observado para a linhagem Br (com excec¢do da cabeca a 4 dpi, onde nao houve,
como esperado, infeccdo em ambos os grupos).

A porcentagem de coinfec¢@o nos diferentes tempos de coleta variou de 0 a 11% nos
abdomens e de 0 a 5% para a cabega + térax em wMel Br (de forma similar a observada para
DENV-1 e ZIKV). Entretanto, no grupo sem Wolbachia (Br) essa porcentagem variou de 63 a
86% nos abdomens e 0 a 64% na cabega + torax (Tab. 10).

86



Ao se verificar a prevaléncia de infeccdo por DENV-3 e / ou ZIKV no abdome e na
cabeca + torax da linhagem Br, em todos os tempos de coleta, percebe-se que os valores de
coinfecgdo viral observados variaram de 5 a 93% (Fig. 18C). Na linhagem wMel Br o cendrio
se manteve baixo, onde de 4 a 21 dias de coleta houve uma prevaléncia de infeccao
simultanea no abdome e na cabega + térax de Ae. aegypti por DENV-3 e / ou ZIKV de no
maximo 11% (Fig. 18C).

Por fim, com excecdo da cabeca + térax a 4 dpi (Teste exato de Fisher, P > 0,05),
todos os tecidos, nos diferentes intervalos de tempo, apresentaram uma propor¢ao de
individuos infectados por DENV-3 e / ou ZIKV, inferior na linhagem wMel Br em

comparacao a Br (Teste exato de Fisher, P <0,05).

Tabela 10: porcentagem de coinfeccdo por DENV-3 e ZIKV nos tecidos das linhagens
wMel_Br e Br

4 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi

Abd Cab  Abd Cab  Abd Cab Abd Cab
wMel_Br 0 0 0 0 11 0 5 5
Br 63 0 80 13 72 20 86 64

Abd = abdome; Cab = cabega + torax; dpi = dias pos-infeccao.
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Figura 18: prevaléncia da infecgdo por ZIKV e DENV-3 nos tecidos das linhagens
wMel_Br e Br de Ae. aegypti. Graficos de pizza representando a prevaléncia de infecgdo nos
abdomens (A), cabega + torax (B), assim como a propor¢do de infecgdo tecidual (C) de Ae.
aegypti da linhagem wMeL Br (com Wolbachia) e Br (sem Wolbachia). Sinal negativo “-”
representa auséncia de infec¢do viral e sinal “+” representa presenca. C: cabeca + torax; A:

abdome.

88



A capacidade de Wolbachia em interferir na replicacdo viral, demonstrada via analise
da intensidade de infec¢do para DENV-1 e ZIKV, também ¢ evidente ao consideramos a
coinfeccdo DENV-3 e ZIKV. Em todos os intervalos de tempo analisados (Fig. 19A-D), a
intensidade de infec¢do foi significativamente menor na linhagem wMel Br em comparagdo a
linhagem sem a bactéria (Br) tanto para DENV-3 quanto para ZIKV (Mann-Whitney; P <
0,001).

Em se tratando da infec¢do na cabeca + torax de Ae. aegypti de ambas as linhagens
estudadas, observa-se que para ZIKV, wMel Br apresentou um valor mediano de infec¢ao
menor que o detectado para a linhagem Br a 7, 14 e 21 dpi (Mann-Whitney; P < 0,001) (Fig.
19B-D). Ja para DENV-3, a diferenca comecou a ser observada a 14 dpi, extendendo-se para
21 dpi (Mann-Whitney; P <0,001) (Fig. 19C-D).

Por fim, assim como considerado para DENV-1 e ZIKV, observou-se que a mediana
de copias virais na cabega + térax de Ae. aegypti se manteve zerada em todos os intervalos de
tempo considerados, porém desta vez ambos DENV-3 e ZIKV (Fig. 19A-D).

Com relagdo a dindmica de infec¢@o, os abdomens de Ae. aegypti Br apresentaram um
aumento na mediana de cOpias virais tanto para ZIKV (variagio da mediana = 1,51x10° -
6,23x10° copias ZIKV / tecido) quanto DENV-3 (varia¢io da mediana = 2,7x10° - 5,13x10’
copias DENV / tecido) ao longo de 21 dias de infec¢do, permanecendo constantemente baixo
para os mosquitos wMel Br (Fig. 20A).

J& na cabeca + torax dos mosquitos sem Wolbachia, houve um aumento gradual na
propor¢ao de fémeas com infeccdo disseminada, de forma que o nimero mediano de copias
virais aumentou a partir de 14 dpi para ZIKV (variacio da mediana = 3,12x10" - 3,04x10"
copias ZIKV / tecido) e em 21 dpi para DENV-3 (mediana = 1,1x10° copias DENV / tecido),
valor este que permaneceu baixo em wMel Br em todos os intervalos de tempo considerados

(Fig. 20B).
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Figura 19: Wolbachia restringe a infeccdo e disseminacdo de ZIKV e DENV-3 em
mosquitos Ae. aegypti no periodo analisado de 4 a 21 dpi (A-D). Mosquitos contendo
(wMel Br - circulos verdes) ou ndo (Br - circulos pretos) Wolbachia foram infectados via oral
com ZIKV e DENV-1. A quantificagdo absoluta do nlimero de copias virais (expresso como
logaritmo do nimero de copias virais por tecido) foi realizada via qRT-PCR. Cada grupo
representado ¢ composto pelo respectivo tecido de 19, 18 e 17 fémeas individuais a 4, 7 ¢ 14
dpi, respectivamente. A 21 dpi, foram analisados 19 fémeas individuais no grupo wMel Br e
20 no Br (para cada tecido) Linhas vermelhas horizontais representam a mediana de copias

virais. Valor de P obtido via Teste U de Mann-Whitney, * < 0,05; ** <0,01, *** <0,001.
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Figura 20: dindmica de infeccdo por DENV-3 e ZIKV em Ae. aegypti com (wMel_Br) e
sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi. Mosquitos contendo (wMel Br) ou
ndo (Br) Wolbachia foram infectados via oral com ZIKV (circulos vermelhos) e DENV-3
(circulos azuis). A quantificacdo absoluta do numero de copias virais (expresso como
logaritmo do numero de copias virais por tecido A = Abdome, B = cabega + torax) foi
realizada via qRT-PCR. Tamanho amostral (n) representado em cima de cada grupo. Linhas

pretas horizontais representam a mediana de copias virais.

Ao considerarmos o mosquito inteiro das linhagens wMel Br e Br, ao contrario do que
foi observado para DENV-1 e ZIKV onde os niveis de ZIKV foram menores que o do
sorotipo 1 de dengue; na coinfeccdo envolvendo DENV-3 e ZIKV, a carga viral mediana de
ZIKV foi maior que a de DENV-3 nas fémeas de Ae. aegypti da linhagem Br, porém este
efeito foi observado apenas nos intervalos de tempo de 14 dpi (Mann-Whitney; P = 0,0003) e
21 dpi (Mann-Whitney; P < 0,0001), nos demais, os niveis permaneceram estatisticamente
semelhantes (Mann-Whitney; P > 0,05). Nao houve também qualquer diferenciacdo entre
ambos arbovirus na linhagem wMel Br (Mann-Whitney; P > 0,05). Em todos os casos, a

carga viral em wMel Br foi inferior a Br (Mann-Whitney; P < 0,0001) (Fig. 21).
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Por fim, ao se verificar a razdo entre as cargas virais de DENV-3 ¢ ZIKV ao longo de
21 dias apos infeccao viral, nota-se 0 mesmo padrao de diminui¢do da propor¢do do niimero
de copias virais presentes entre DENV-1 e ZIKV (Fig. 20), para o abdome (Kruskal-Wallis; P
<0,0001), e a cabega + torax (Kruskal-Wallis; P <0,0001) de mosquitos da linhagem Br. Este
padrdo esta ausente na linhagem de Ae. aegypti contendo Wolbachia, onde mais uma vez, a
alta prevaléncia de individuos nao infectados dificultou a analise dos mosquitos inteiros (Fig.

22).
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Figura 21: quantificacdo de ZIKV e DENV-3 em cenarios de coinfeccdo em Ae. aegypti
com (wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de 4 a 21 dpi. Mosquitos
contendo (wMel Br) ou ndo (Br) Wolbachia foram infectados via oral com ZIKV (circulos
vermelhos) e DENV-3 (circulos azuis). A quantificacdo absoluta do nimero mediano de
copias virais (expresso como logaritmo do niimero de copias virais por mosquito) foi
realizada via qRT-PCR. O tamanho amostral (n) foi de: 4 dpi (wMel Br = 18; Br = 33). 7 dpi
(wMel Br = 38; Br = 30), 14 dpi (wMel Br = 36; Br = 30), 21 dpi (wMel Br = 40; Br = 28).
Linhas pretas horizontais representam a mediana de copias virais. Valor de P obtido via Teste

U de Mann-Whitney, *** <0,001.
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Figura 22: razdo entre o numero de copias virais de DENV-3 e ZIKV em cenarios de
coinfeccdo em Ae. aegypti com (wMel_Br) e sem (Br) Wolbachia no periodo analisado de
4 a 21 dpi. Mosquitos contendo (wMel Br) ou nao (Br) Wolbachia foram infectados via oral
com ZIKV e DENV-3. A relacao entre DENV-3 e ZIKV e foi obtida a partir da quantificagao
absoluta do ntimero de copias virais realizada via qRT-PCR. *, P < 0,05; andlises realizadas

via o teste de Kruskal-Wallis.
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O préximo passo consistiu em verificar a infectividade da saliva de mosquitos da
linhagem wMel Br e Br coinfectados com DENV-3 e ZIKV (procedimento de coleta e
nanoinje¢do de saliva descritos nos itens 4.4 e 4.5). Ao todo, 24 amostras de salivas (16
provenientes da linhagem Br e 8 da linhagem wMel Br) foram utilizadas para nanoinjetar 187
mosquitos sem Wolbachia (Br). A maioria das amostras de saliva analisadas foram coletadas
21 dpi (11 amostras Br e 6 amostras wMel Br), de forma a garantir o cumprimento do
periodo de incubagdo extrinseco do virus (CHAN & JOHANSSON, 2012; KRAMER et al.,
2003; TJADEN et al., 2013). Em paralelo, parte das amostras foram verificadas a 14 dpi (5
amostras Br e 2 amostras wMel Br) (Fig. 23).

Do total de mosquitos da linhagem Br selecionados como doadores de saliva (n = 16),
a checagem prévia de infec¢do viral via RT-qPCR correlacionou-se com o perfil de infeccao
desenvolvido no mosquito injetado em apenas 31,25% das amostras (n = 5), sendo apenas
uma delas proveniente de 14 dpi. J4 na linhagem wMel Br, esta porcentagem de correlagao
foi igual a 37,5% (n = 3), sendo apenas 1 destas proveniente de 14 dpi (Fig. 23).

Para ZIKV, 22,2% das amostras preditas como positivas para este virus (2 positivas
em 9 avaliadas), resultaram em infecc¢ao por este virus ao serem nanjoinjetadas. Para DENV-3
este valor foi de 33,3% (1 positiva em 3 avaliadas). No caso da coinfecgdo DENV-3 / ZIKV,
50% das amostras (3 positivas em 6 avaliadas) resultaram no perfil de infeccao predito. Por
fim, para as amostras preditas como nao infectadas, 33,3% resultaram no perfil esperado (2
positivas em 6 avaliadas). Logo, o indice de confian¢a na avaliagdo da cabeca + torax como
preditor de infeccdo viral a ser desenvolvida pelo hospedeiro nanoinjetado foi de 33,3% (Fig.
23).

Apesar do baixo indice de correlagdo entre o perfil de infeccao predito e o obtido na
nanoinjecdo, fica evidente a baixa taxa de infectividade da saliva proveniente de Ae aegypti

contendo a cepa wMel de Wolbachia em comparagdo ao grupo sem a bactéria (Fig. 23).
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Figura 23: verificagédo da infectividade da saliva de Ae. aegypti coinfectados com DENV-
3 e ZIKV no periodo analisado de 4 a 21 dpi (A-D). Mosquitos contendo (wMel Br) (B e
D) ou nao (Br) (A e C) Wolbachia tiveram a sua saliva coletada nos intervalos de tempo de 14
e 21 dpi, e injetada via intratoracica em mosquitos Br, apds prévia caracterizagdo do status de
infeccdo de sua cabega + torax via qRT-PCR. Barras verticais representam entre 4-14
mosquitos inoculados com saliva de uma fémea doadora. Mosquitos foram coletados 5 dpi, e
a presenca ou auséncia do virus foi determinada em mosquitos inteiros também via RT-qPCR.
As siglas N; D, Z e DZ representam o status predito de infeccdo da saliva, baseado em analise
da cabega + térax dos mosquitos onde N = ndo infectado; D = infectado por DENV-3, Z =

infectado por ZIKV; DZ = coinfectado por DENV3 e ZIKV.

5.4 Coinfeccdo DENV e ZIKV: dados preliminares do experimento n° 3

Por fim, de forma a se reafirmar os dados obtidos nos experimentos n° 1 e n° 2, demos
inicio ao experimento n® 3, o qual envolveu DENV-1 (3x10° PFU/mL), DENV-3 (>10°
PFU/mL) e ZIKV (2,5x10® PFU/mL — Tab. 4). Os dados ainda sio preliminares, de forma que
até o momento, se avaliou a infeccdo em 7 (IFA) e 14 dpi (prevaléncia de infec¢do via RT-
gPCR) levando-se em consideracdo a importancia do tempo extrinseco de incubacdo e a

transmissdo viral em campo (CHAN & JOHANSSON, 2012; KRAMER et al., 2003).
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A prevaléncia de infeccdo por cada flavivirus esta representada para a cabega + torax
(preditor de disseminagao da infec¢ao) de Ae. aegypti (Fig. 24). Houve uma baixa proporg¢ao
de mosquitos da linhagem wMel Br infectados (variagdo de 10% a 20% de infec¢do). Ja na
linhagem Br, a propor¢ao de infectados foi maior (variando de 30 a 100% de infecg¢do).

Na linhagem Br, todos os mosquitos avaliados a 14 dpi apresentaram infec¢do por
DENV-1 e ZIKV nos grupos monoinfectados, enquanto em DENV-3, a infeccao foi de 40%.
Em cenarios de coinfecgdo, 80% dos individuos apresentaram-se como coinfectados (DENV-
1 e ZIKV), ja para DENV-3 e ZIKV, houve uma domindncia de ZIKV, onde 40% das
amostras estavam coinfectadas e outros 30% infectados apenas por ZIKV.

Ao comparar a prevaléncia de infec¢ao entre as linhagens estudadas, viu-se que com
exce¢do da monoinfeccdo por DENV-3 (Teste exato de Fisher, P = 0,0867), todos os outros
cenarios apresentaram uma reducdo na propor¢do de individuos infectados por virus, na

presenga de Wolbachia (Teste exato de Fisher, P <0,05).

Prevaléncia da infec¢cao — Cabecas
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DENV-1 DENV-3 ZIKV DENV-1/ZIKV DENV-3/ZIKV  @zikv
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Figura 24: prevaléncia da infec¢do por ZIKV, DENV-1 e DENV-3 na cabeca + torax das
linhagens wMel_Br e Br de Ae. aegypti. Graficos de pizza representando a prevaléncia de
infec¢cdo na cabega + torax de Ae. aegypti da linhagem wMeL Br (com Wolbachia) e Br (sem
Wolbachia), provenientes do experimento n° 3.

De forma a corroborar o perfil de bloqueio observado nos mais distintos experimentos

ao longo deste trabalho, via RT-qPCR, decidimos analisar via IFA, a deteccdo viral em
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intestinos de Ae. aegypti nas linhagens wMel Br e Br a 7 dpi, usando como fémeas do
mosquito provenientes do experimento n ° 3.

No cenario de monoinfec¢do por DENV-1, viu-se que em todos os intestinos onde
Wolbachia se fez presente (n = 10), ndo foi detectado a presenca de particulas virais. Em
contraste, todos os intestinos da linhagem sem a bactéria (Br; n = 10), apresentaram-se como
infectados pelo virus (Teste exato de Fisher, P < 0,0001) (Fig. 25).

Se tratando da monoinfeccdo por DENV-3, observou-se a existéncia de trés perfis de
“area de infeccdo viral do intestino”, em mosquitos da linhagem Br (n = 5), sendo estes
classificados arbitrariamente por nds como: < 10%, 25 a 50% e > 50 % de area infectada. Ja
para wMel Br (n = 10), observou-se apenas o perfil “< 10%”, sendo a propor¢do de infec¢ao
entre as duas linhagens (considerando apenas infectado vs. ndo-infectado, sem levar em
consideragdo as taxas de infeccdo), estatisticamente distinta (Teste exato de Fisher, P =
0,0256) (figs. 26).

Com relagao a ZIKV, houve também padrdes distintos de area infectada, presente em
ambas as linhagens estudadas (wMel Br = 10 intestinos analisados; Br = 10 intestinos
analisados). Estes foram classificados também de forma arbitraria como: < 10%, < 25%, 25 a
50% e por fim > 50 % de area infectada. Neste cenario, a cepa wMel de Wolbachia nao
reduziu a proporc¢ao de intestinos infectados (Teste exato de Fisher, P = 0,1409) (Figs. 27).

Quantificou-se a densidade relativa de Wolbachia de forma a verificar se havia um
padrdo entre este parametro e o status de infeccao dos intestinos pertencentes a Ae. aegypti da
linhagem wMel Br (Fig. 28A), e entre a densidade desta bactéria e algum flavivirus
especifico (Fig. 28B). Escolhemos tal metodologia devido a dificuldade que encontramos em
se realizar a marcagdo via histoquimica, desta bactéria nos intestinos de Ae. aegypti.

Nao houve qualquer ligacdo entre a densidade bacteriana e o status da infeccdo
(infectado ou ndo infectado por virus), de forma que em ambos os grupos, a densidade
bacteriana foi semelhante (Mann-Whitney, P = 0,9486). (Fig. 28A). Além disto, ndo houve
um padrdo entre a presenca de algum flavivirus especifico e a densidade de Wolbachia

observada (Kruskal-Wallis, P = 0,5991) (Fig. 28B).
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Figura 25: deteccdo via IFA de DENV-1 no intestino de Ae. aegypti a 7dpi. Mosquitos Ae.
aegypti com (wMel Br) e sem (Br) Wolbachia realizaram repasto sanguineo infectante com
DENV-1, em seguida, tiveram seus intestinos dissecados a 7 dpi e testados via
imunofluorescéncia com o anticorpo anti-flavivirus 4G2. Actina (vermelho) foi marcada com
Faloidina-rodamina ¢ DNA (azul) com Hoechst 33342 (descrigdo no item 4.7.2).

Todos os intestinos aqui representados foram analisados utilizando aumento de 10X.
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Figura 26: deteccdo via IFA de DENV-3 no intestino de Ae. aegypti a 7dpi. Mosquitos Ae.
aegypti com (wMel Br) e sem (Br) Wolbachia realizaram repasto sanguineo infectante com
DENV-3, em seguida, tiveram seus intestinos dissecados a 7 dpi e testados via
imunofluorescéncia com o anticorpo anti-flavivirus 4G2. Actina (vermelho) foi marcada com
Faloidina-rodamina ¢ DNA (azul) com Hoechst 33342 (descri¢ao no item 3.7.2). Todas as
imagens foram tiradas utilizando aumento de 10X. Imagem em destaque representa aumento
de 63X. Al: area infectada, corresponde a porcentagem de infecgdo do epitélio intestinal em

relagdo a toda area do 6rgao.
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Figura 27: deteccdo via IFA de ZIKV no intestino de Ae. aegypti a 7dpi. Mosquitos Ae.
aegypti com (wMel Br) e sem (Br) Wolbachia realizaram repasto sanguineo infectante com
ZIKV, em seguida, tiveram seus intestinos dissecados a 7 dpi e testados via
imunofluorescéncia com o anticorpo anti-flavivirus 4G2. Actina (vermelho) foi marcada com
Faloidina-rodamina ¢ DNA (azul) com Hoechst 33342 (descricao no item 3.7.2). Todas as
imagens foram tiradas utilizando aumento de 10X. AIl: érea infectada, corresponde a

porcentagem de infec¢do do epitélio intestinal em relacdo a toda area do oOrgdo.
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Figura 28: Relacédo entre densidade de Wolbachia e infec¢éo viral. Mosquitos contendo
Wolbachia (wMel Br) foram infectados via oral com ZIKV, DENV-1 ¢ DENV-3 (de forma
independente), em seguida, tiveram seus intestinos dissecados a 7 dpi e testados via
imunofluorescéncia. A quantifica¢do relativa da densidade de Wolbachia (expresso como a
razdo entre o nimero de copias do gene WD0513 de Wolbachia e o gene ribossomal rpsi7 de
Ae. aegypti) foi realizada via qPCR (detalhe no item 4.6). Analisou-se o (A) status de
infecgdo viral e o (B) tipo da infecg¢do viral. Cada grupo representado é composto por < 10
carcagas individuais. Linhas pretas horizontais representam a mediana do numero relativo de

copias do gene WD0513 em relacdo a rpsli7.
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5.5 Expressao de genes de imunidade em resposta a infeccdo viral

No presente estudo avaliamos como a coinfec¢do por DENV-1 e/ou ZIKV afetaria a
expressdo de cinco genes em mosquitos Ae. aegypti das linhagens contendo Wolbachia
(wMel Br) ou nao (Br) (Fig. 29).

Em todos os cendrios de infecgdo viral envolvendo a presenga de wMel (destaque para
o grupo mock, onde ndo havia a infec¢ao por qualquer arbovirus), o gene Defensina-C (defc),
um peptideo antimicrobiano estimulado pelas vias de resposta imune IMD e Toll (CHENG et
al., 2015) foi altamente expresso (Fig. 29A) (Mann-Whitney; P < 0,001). Vale destacar ainda
que nos grupos onde a bactéria estava presente, a mediana de expressao de tal gene aumentou
a medida que se passou do cenario de monoinfecgdo com DENV-1 para a monoinfec¢do com
ZIKV, atingindo o seu pico de expressdao no grupo de individuos coinfectados.

Ademais, Defensina-C teve a sua expressdo reduzida em todos os cenarios onde
Wolbachia estava ausente (grupo Br), inclusive sendo este valor até seis vezes menor nos
cenarios de coinfec¢ao (grupo DZ, no grafico), em comparacgdo a linhagem wMel Br.

Colpits e colaboradores demonstraram via estudo de microarranjo, que na presenca de
infeccdo viral, o gene AAEL008415-RA (descrito como ligante de acidos nucleicos) teve sua
expressdo altamente induzida (COLPITTS et al., 2011). Logo, buscamos caracterizar o seu
perfil de expressao. Em todos os grupos onde havia a presenca de virus, este gene foi ativado,
de forma que a sua expressdo foi significativamente maior em individuos sem Wolbachia
(Mann-Whitney; P <0,01) (Fig. 29B).

Estudos passados demonstraram que a proteina de ligacdo a lipideo Niemann-Pick tipo
C-1b (npclb) apresenta-se como sendo agonista do virus DENV, facilitando a infeccdo do
organismo pelo virus quando este gene estd expresso em niveis elevados (JUPATANAKUL et
al., 2014). Ao se analisar este gene, observamos que na auséncia de infec¢do viral (mock), o
mesmo foi cerca de quatro vezes mais expresso em mosquitos contendo Wolbachia (Mann-
Whitney; P < 0,01), entretanto, na presenga de DENV, este teve a sua expressao reprimida na
linhagem wMel Br (Mann-Whitney; P < 0,05) (Fig. 29C).

Demonstrou-se na literatura, a correlacdo entre a proteina de cuticula de pupa (pcp) e a
infeccdo por WNV, onde a supressao de pcp levou a diminui¢do da carga viral (COLPITTS et
al., 2011). Aqui observamos que mosquitos contendo a cepa wMel de Wolbachia e infectados
com DENV-1 apresentaram um aumento significativo na expressao deste gene em
compara¢do aos mosquitos sem a bactéria (Mann-Whitney; P < 0,01), de forma que este efeito
foi ainda maior em cenarios de coinfec¢do por DENV-1 e ZIKV (Mann-Whitney; P < 0,05),

embora inexistente no grupo em que nao havia infecgao viral (Fig. 29D).
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Com relacdo a Transferrina (zsf), responsavel pelo transporte celular de ferro, esta foi
altamente expressa na linhagem wMel Br, e reprimida na linhagem sem a bactéria (Br)
(Mann-Whitney; P < 0,001), de forma que a medida que se passou da monoinfec¢do por
DENV-1, para ZIKV, a diferenciacdo na ativagido deste gene elevou-se em relacdo a linhagem
Br, passando de um aumento de expressdo de 11 vezes para 16, atingindo seu pico de
expressao no cendrio de coinfec¢ao, onde este foi 18 vezes mais transcrito que o grupo sem
Wolbachia (Fig. 29E).

Por fim, de forma a se analisar de forma independente, a contribui¢do de Wolbachia,
assim como da infec¢do viral para padrio imune observado entre os genes selecionados,
utilizamos modelos lineares de regressao (MLR).

De forma geral, concluiu-se que para todos os genes analisados, a presenca de
Wolbachia contribuiu significativamente para o perfil de expressdo observado (MLR; P <
0,05). Este mesmo padrao de interagdo foi detectado para os genes defc, npclb e tsf (MLR; P
<0,01; P<0,05; P <0,01, respectivamente) ao considerar-se a contribui¢ao da infecc¢ao viral,
ndo sendo detectado para a proteina hipotética e o gene pcp (MLR; P > 0,05). A interacdo
entre Wolbachia e a infecgdo viral alterou o perfil imune apenas para os Defensina-C e

Transferrina (MLR; P = 0,016 para ambos).
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Figura 29: regulacdo de genes de imunidade em resposta a infec¢do por DENV-1 e ZIKV
em Ae. aegypti contendo Wolbachia. Os niveis de expressdo de 5 genes de imunidade,
Defensina-C (defc) (A), Proteina hipotética (B), Niemann-Pick tipo C-1b (npcib) (C),
Proteina da cuticula de pupa (pcp) (D) e Transferrina (zsf) (E) foram quantificados via RT-
gPCR para mosquitos das linhagens com (wMel Br) e sem Wolbachia (Br) 1 dia apds
infeccdo com DENV-1 e ZIKV (monoinfec¢do e coinfec¢cdo). Os dados representam a razao
(normalizagdo) entre o nivel de expressao do gene alvo e o gene constitutivamente expresso
do hospedeiro, rpsi7. Os graficos box & Wisker plot representam os valores medianos (linhas
horizontais no interior das barras) observados para 15 mosquitos individuais em cada cenario
de infec¢do, com excecao dos grupos “mocks” onde foram analisados 10 mosquitos. As linhas
verticais partindo das barras indicam os valores minimos e maximos observados. Os valores
numéricos acima das linhas verticais de cada barra representam o niimero absoluto (fold
change) na variacao de expressao entre os grupos comparados. Valor de P obtido via Teste U
de Mann-Whitney, * < 0,05; ** <0,01, *** <0,001. M: mock; D: DENV-1; Z: ZIKV; DZ:
DENV-1 + ZIKV
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6 DISCUSSAO
6.1 A relacéo Wolbachia e ZIKV em mosquitos Ae. aegypti

A recente pandemia causada pelo Zika virus, associada a desordens de ordem
neuroldgica e gestacional pegou o mundo de surpresa (CHANG, C. et al., 2016). A auséncia
de vacina ou drogas antivirais comercialmente disponiveis faz com que paises extremamente
afetados por tal arbovirose como Brasil, foquem no combate a0 mosquito vetor como uma
estratégia eficaz de combate a doenca.

Dentre as varias abordagens alternativas atualmente disponiveis em campo, a bactéria
endossimbionte Wolbachia apresenta-se como uma das mais promissoras (MCGRAW &
O’NEILL, 2013). No que diz respeito ao uso autossustentavel desta bactéria (ver item
1.9.4.1.2), tém-se o seu efeito de protecdo antiviral conferida a mosquitos, e inicialmente
descoberto em D. melanogaster (TEIXEIRA et al., 2008), como um dos pilares de tal
abordagem (CARAGATA et al., 2016), e foco desta tese.

O efeito de interferéncia a patdégenos causado pela presenca de Wolbachia nunca foi
observado para virus cujo genoma ¢ baseado em DNA. Em D. melanogaster ja se demonstrou
que a presenga da bactéria teve um impacto pifio na infeccdo pelo Virus Iridescente de inseto
6, um virus de DNA (TEIXEIRA et al., 2008). Ademais, alguns autores ja associaram a
presenca de Wolbachia ao aumento do processo infeccioso na presenga de baculovirus
(genoma baseado em DNA) (GRAHAM et al., 2012). Porém, em mosquitos, o Unico
representante conhecido de DNA-virus € o virus da febre suina africana (African Swine Fever
virus), responsavel por infectar mosquitos do género Anopheles (TULMAN et al., 2009).

Entretanto, apds ser transinfectada de forma estavel em Ae. aegypti, processo pelo qual
uma associacao artificial entre Wolbachia e hospedeiro ¢ criada via injecdo da bactéria no
embrido em desenvolvimento, diversos autores j4 observaram o efeito de interferéncia a
patdgenos desta bactéria a virus cujo material genético ¢ baseado em RNA (CARAGATA et
al., 2016), incluindo DENV, CHIKV, YFV (MOREIRA et al., 2009; VAN DEN HURK et al.,
2012). Interessante notar que este efeito ja foi demonstrado também em sistemas onde
Wolbachia ¢ encontrada infectando naturalmente o mosquito (GLASER & MEOLA, 2010;
MOUSSON et al., 2010), e em infec¢des transientes, onde a bactéria € inserida artificialmente
em mosquitos ja adultos, sem que ocorra a passagem desta para a prole (JOUBERT &
O’NEILL, 2017).

Portanto, dado que diversas cepas de Wolbachia interferem no desenvolvimento de
patdgenos, noés hipotetizamos que a cepa wMel, atualmente utilizada como parte alternativa
autossustentavel de controle da dengue no Brasil, possa ser capaz de limitar a infec¢ao pelo
flavivirus ZIKV, e interferir na transmissao desta arbovirose por Ae. aegypti.
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O ensaio in vitro em cultivo celular demonstrou a habilidade da cepa wMel de
Wolbachia em interferir de forma efetiva na replicagdo de ZIKV, sendo este valor
estatisticamente significativo a 3, 5 e 7 dpi. Isto corrobora resultados prévios em cultivo
celular, onde demonstrou a capacidade desta bactéria em interferir no desenvolvimento de
DENV (FRENTIU et al., 2010).

Nossos resultados in vivo de monoinfec¢ao por dois distintos isolados de ZIKV em
mosquitos Ae. aegypti indicam que a habilidade da infec¢do por Wobachia em reduzir
drasticamente a capacidade dos mosquitos em hospedar e transmitir uma gama de patdégenos
de importancia médica, incluindo os virus da dengue e Chikungunya (Caragata et al., 2016;
Moreira et al., 2009, Walker et al., 2011) também se estende para ZIKV.

Enquanto wMel ndo inibiu completamente a infeccao por ZIKV, nés observamos um
decréscimo similar na prevaléncia e intensidade da infe¢do similar ao de Ae. aegypti
infectados com wMel e desafiados com sangue virémico de pacientes com dengue, a qual foi
considerado suficiente para reduzir drasticamente a transmissao viral (Ferguson et al., 2015).

Adicionalmente, o fato de que nds ndo observamos um aumento na disseminacido da
infeccdo por ZIKV ao longo do tempo, e que a prevaléncia e infectividade de ZIKV na saliva
dos mosquitos wMel Br foi significativamente reduzida, talvez possa indicar que, assim
como para dengue, wMel estende o periodo extrinseco de incubagdo para ZIKV (YE et al.,
2015). Isso por sua vez iria provavelmente diminuir ainda mais as taxas gerais de transmissao
de ZIKV, dado a pequena redu¢do no tempo de vida associado a infec¢do por wMel (Walker
etal., 2011).

Nos observamos que a infecgdo pela cepa wMel de Wolbachia em Ae. aegypti
inibiu drasticamente a infecdo por ZIKV nos abdomens dos mosquitos, ¢ também reduziu a
disseminagdo da infe¢do nas cabecas e torax e a prevaléncia de ZIKV na saliva dos mesmos.
De forma mais importante, nossos resultados sugerem que saliva proveniente de mosquitos
infectados por wMel ndo continha virus infeccioso. Que esta inibigdo ocorreu para dois
isolados de ZIKV recém circulantes no Brasil durante a epidemia de 2015, e para mosquitos
com uma carga genética selvagem, sugere que wMel poderia reduzir drasticamente a
transmissdo de ZIKV nas populacdes de campo de Ae. aegypti, o que por sua vez
provavelmente iria reduzir a frequéncia das patologias associadas a Zika em humanos, como

discutido nos topicos seguintes desta tese.
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6.2 Wolbachia reduz a competéncia vetorial de Ae. aegypti mono e coinfectado por ZIKV
e DENV.

Ap6s os resultados positivos de protecdo antiviral obtidos em Ae. aegypti infectados
por dois distintos isolados de ZIKV, esta tese buscou investigar se a cepa wMel de Wolbachia
também se demonstraria eficiente em cendrios onde o mesmo vetor estivesse coinfectado por
dois sorotipos de DENV (1 e 3), outro virus da mesma familia flaviviridae a qual ZIKV
pertence, € onde Wolbachia j4 se mostrou eficiente em cenarios de monoinfeccao (WALKER
etal.,2011b).

Para que determinado cendrio de coinfeccdo ocorra entre diferentes patogenos, ¢
preciso que estes ocorram dentro da mesma regido geografica, infectem o mesmo hospedeiro
e tenham como alvo (a0 menos em parte de seu desenvolvimento) as mesmas células dentro
do hospedeiro. DENV e ZIKV possuem todos estes critérios. Ambos os virus estdo dispersos
pelas regides tropicais e subtropicais do mundo, inclusive no Brasil (FAUCI & MORENS,
2016; SUAYA et al., 2009), sdo transmitidos por mosquitos Ae. aegypti, onde inclusive
infectam até mesmo 6rgdos como os ovdarios das fémeas, possibilitando a sua transmissao
vertical (MARTINS et al., 2012; THANGAMANI et al., 2016a).

Além disto, o fato de existirem tanto pacientes quanto vetores coinfectados por
distintos virus e seus respectivos genoétipos virais na natureza (BHARAJ et al., 2008;
FIGUEIREDO et al., 2011; PESSANHA et al., 2011; THAVARA et al., 2006), associado a
discordancia gonotrofica inerente de Ae. aegypti (capacidade da fémea em realizar repasto em
mais de um hospedeiro, durante um unico lote de ovos produzidos) (CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994) deixa claro a possibilidade de ocorréncia do cenario
proposto nesta tese.

Entretanto, até o0 momento, nenhum estudo avaliou o cenario de coinfeccdo em insetos
vetores envolvendo ZIKV e outro virus. Um estudo envolvendo a coinfec¢do com diferentes
sorotipos de DENV (1 e 4) sem a presenca de Wolbachia, observou, ao analisar apenas a taxa
de disseminagdo viral (via andlise da cabeca + torax de Ae. aegypti) valores de coinfec¢do
semelhantes ao por nos observados no mesmo tecido (VAZEILLE et al., 2016).

Em Cx pipiens, WNV foi encontrado coexistindo com Culex Flavivirus (CxFV), um
arbovirus presente mundialmente em mosquitos deste género, em 40% das amostras
individuais de mosquitos de campo (NEWMAN et al., 2011), demonstrando a possibilidade
de coexisténcia viral em mosquitos de campo, ndo sO nesta espécie, mas também em
mosquitos do género Aedes, onde detectou-se a presenca de coinfeccdo por DENV-2 e
DENV-3 em fémeas asiaticas de mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus (THAVARA et al.,
2006).
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De forma geral, observamos nos dados aqui apresentados, uma forte interferéncia da
cepa wMel de Wolbachia na prevaléncia de coinfecgdo em dois cenarios, 1) DENV-1/ZIKV e
2) DENV-3/ZIKV, ao se analisar fémeas de mosquitos Ae. aegypti ao longo de 21 dias apos
infec¢do viral.

No cenario n° 1, a porcentagem de fémeas coinfectadas nos diferentes tempos de
coleta variou de 5 a 24% nos abdomens e de 0 a 5% para a cabeca + térax em wMel Br. Estes
valores observados para a linhagem contendo Wolbachia foram semelhantes ao observado no
cenario n° 2 envolvendo DENV-3/ZIKV apenas para a cabega e torax (0 a 5% de coinfecgdo),
enquanto que nos abdomens, o valor observado foi de 0 a 11%.

Com relagdo aos mosquitos sem a bactéria (Br), as taxas de coinfec¢ao foram distintas
para ambos os cenarios. No 1°, envolvendo DENV-1 e ZIKV, a prevaléncia de coinfecgdo
variou de 35 a 83% (48% de variagdo) nos abdomens e 0 a 55% (55% de variag@o) na cabega
+ térax. Ja no cenario envolvendo DENV-3 e ZIKV, a coinfec¢do variou de 63-86% (23% de
variagdo) nos abdomens e 0 a 64% (64% de varia¢do) na cabeca + torax.

A respeito da prevaléncia da infec¢do tecidual, ou seja, a detec¢do de pelo menos um
dos virus estudados, de forma simultdnea, no abdome e na cabega e torax das fémeas de Ae.
aegypti, vimos que na linhagem sem Wolbachia (Br), houve uma menor variagdo na
prevaléncia deste tipo de infec¢do no cenario n° 1 (DENV-1 / ZIKV — 79% [21 - 100%]) do
que no cendrio n° 2 (DENV-3 / ZIKV — 88% [5 - 93%]). J4 para a linhagem wMel Br, o
primeiro cenario apresentou uma variagdo de 41% (6 - 47%) ao longo do tempo (4 - 21dpi),
enquanto o segundo cendrio variou apenas 1% (10 - 11%) (Fig. 13C; 18C).

Nossos dados preliminares de prevaléncia de infeccdo na cabega + torax a 14 dpi
(experimento n°® 3) corroboram o observado nos experimentos n° 1 e 2 citados acima, onde
houve uma maior propor¢do de individuos coinfectados no cenario envolvendo DENV-1 e
ZIKV (80%) em relagdo ao observado para DENV-3 e ZIKV (40%) (Fig. 24).

A dinamica de infec¢do viral seguiu um padrdo mais constante tanto para DENV
quanto para ZIKV, na coinfec¢do envolvendo DENV-3 e ZIKV. Houve neste cenario, com o
passar do tempo (4 - 21 dpi), um aumento gradual da carga viral mediana nos individuos sem
Wolbachia, acompanhado por progressao quase ausente na linhagem wMel Br. Entretanto, na
coinfec¢do envolvendo DENV-1 e ZIKV, este padrdo ndo ficou tdo evidente (Figs. 15; 20).

Uma possivel explicagdo para tamanha variagdo observada entre mosquitos sem
Wolbachia pode ser atribuida ao fato de que no ato da infec¢do dos mosquitos, ndo se sabia o
titulo viral. Tinhamos apenas uma no¢do baseada em RT-qPCR, a qual ndo diferencia
particulas virais infectivas de ndo-infectivas. A adi¢do de 300 partes de DENV-1 em relagdo a
1 parte de ZIKV, ao contrario da proporg¢ao 1:1 adicionada para o sorotipo 3 e ZIKV, pode ter
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feito com que houvesse um desbalango no titulo viral inicial, de forma que a competi¢ao
interna por recursos do hospedeiro ficou assimétrica.

No que diz respeito a ZIKV no cenério de coinfeccdo DENV-3 e ZIKV, nossos dados
de dinamica viral corroboram os obtidos por Fernandes e colaboradores, onde viu-se um
aumento na carga viral entre 7,14 e 21 dias apds infec¢do de Ae. aegypti da cidade do Rio de
Janeiro, tanto no abdome (infec¢@o) quanto na cabeca (disseminac¢do), inclusive com niimeros
medianos de copias de ZIKV semelhantes ao obtidos por ndés (FERNANDES et al., 2016).

Interessante notar que mesmo com o erro metodoldgico acima citado, nds observamos
que em ambos os casos de coinfec¢do, a medida que o tempo pos-infeccdo dos mosquitos Ae.
aegypti sem Wolbachia avangou, houve uma diminui¢do gradativa na diferenca no numero de
copias virais entre DENV e ZIKV tanto no abdome quanto na cabeca (Fig 17; 22). Nos
paragrafos a seguir, discutiremos os possiveis fatores que podem levar a ocorréncia de tal
fato.

O processo de infecgdo viral pode trazer atrelado a si, a competi¢ao por recursos do
hospedeiro (READ & TAYLOR, 2001; RODENHUIS et al., 2010). Desta forma, acredita-se
que em um cendrio de coinfec¢do, a competicdo por recursos energéticos do hospedeiro
molde diretamente uma série de caracteristicas inerentes do patégeno, como:
desenvolvimento, viruléncia, transmissibilidade, os quais acabariam por afetar a dindmica
populacional deste agente infeccioso (ROODE et al., 2005; NOWAK, 1995). Em se tratando
de infec¢do por virus, ja foi demonstrado que fatores como a carga viral inicial e o intervalo
de infecgdo sdo essenciais.

Em cenarios de superinfec¢do (infecta-se o hospedeiro e, apdés um tempo pré-
estabelecido, o infecta novamente) de Aedes triseriatus com duas linhagens do La Crosse
virus, observou-se que a maioria dos mosquitos inicialmente infectados com a linhagem
sensivel a temperatura de tal virus, se tornaram infectados novamente ao serem desafiados
com a linhagem selvagem, 24h apds a infeccdo inicial. Entretanto, quando o espaco entre as
infeccdes passou para 72h, os mosquitos se tornaram resistentes a superinfec¢ao, onde os
autores acreditam que dentre outros fatores, a resposta imune do vetor teve grande influéncia
na reinfec¢do (SUNDIN & BEATY, 1988).

Em se tratando de coinfecgdes, ou seja, a adicdo simultanea de diferentes virus,
Vazeille e colaboradores observaram ao infectar Ae. aegypti com distintos sorotipos de DENV
(1 e 4), a predominancia do sorotipo 4 sobre o 1, vantagem competitiva esta observada via
alta taxa de infeccdo e dissemina¢do de DENV-4 em detrimento de DENV-1, ao longo de 14
dpi (VAZEILLE et al., 2016). Porém, ao se estudar a interacdo de DENV-2 ¢ DENV-4 em
cultura de células, envolvendo cenarios de A) coinfeccdo e B) superinfecgdo, observou-se que
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em A, ambos os virus apresentaram uma taxa de replicagdo significativamente menor se
comparada aos grupos monoinfectados, de forma que DENV-2 apresentou o pior
desempenho. J4 no cenério B, a replicacdo viral foi suprimida a medida que o tempo entre
reinfec¢do do vetor aumentou, ndo havendo vantagem competitiva entre os sorotipos virais
(PEPIN et al., 2008).

Assim como demonstrado por diversos autores, Wolbachia ¢ capaz de interferir no
desenvolvimento do patdgeno, protegendo assim o hospedeiro da infeccio (ALIOTA;
WALKER; ef al., 2016; GLASER & MEOLA, 2010; MOREIRA ef al., 2009; MOUSSON et
al., 2010; VAN DEN HURK et al., 2012). Nos nossos experimentos, a analise de intensidade
de infecgdo deixou claro que independente do cenario de coinfecgdo, a cepa wMel foi capaz
de reduzir efetivamente a carga viral mediana nos mosquitos Ae. aegypti, tanto na andlise de
infec¢do viral (deteccdo de virus no abdome), quanto de disseminagdo viral (deteccao de virus
na cabeca + torax).

ApoOs o repasto sanguineo do mosquito, o arbovirus deve primeiramente infectar as
células do epitélio intestinal do vetor. Em seguida inicia-se o processo de maturagdo dos
virions fazendo com que estes necessitem se disseminar das células intestinais para a
hemocele, via lamina basal, e assim possam infectar 6rgdos secundarios, como as glandulas
salivares, estando entdo aptos a serem transmitidos a novos hospedeiros (FRANZ et al.,
2015).

Todo este processo ¢ conhecido como periodo de incubagdo extrinseco do virus (PIE),
o qual para DENV e ZIKV, dura em média 7 a 14 dias, sendo governado por fatores 1)
intrinsecos e 2) extrinsecos. No cenario n° 1, fatores como a interagcdo gendtipo x genotipo
entre hospedeiro e patogeno, além da microbiota presente no vetor sao essenciais. Ja no
segundo cendrio, variagdes de temperatura e reservas energéticas do hospedeiro resultantes de
estagios imaturos de desenvolvimento influenciam diretamente o PIE (BARA et al., 2015;
CHAN & JOHANSSON, 2012; TJADEN et al., 2013).

Ao se considerar o conjunto dos quatro intervalos de tempo de coleta pds-infecgao
viral, os valores de reduc¢do obtidos na RT-qPCR da coinfeccdo DENV-3 e ZIKV foram
superiores aos vistos para DENV-1 e ZIKV (redu¢do minima de 82,5% contra 50% para
ZIKV; 85,9% contra 35,7% para DENV) (Tab. 4; 6 - Figs. 14, 16, 19, 21), porém isto ndo foi
observado no ensaio de IFA, onde todos os intestinos da linhagem wMel Br analisados para
DENV-1, foram negativos (Fig. 25), ao contrario do observado para DENV-3 e ZIKV
(separadamente) (Figs. 26, 27).

De forma critica, observamos no experimento n° 2 que apds o cumprimento do PIE
(logo, considerando a deteccao viral na cabega + torax), a taxa de bloqueio da infecgao viral
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por wMel foi de 100% e 85% para ZIKV (na coinfec¢do por DENV-1 e por DENV-3,
respectivamente), € 75% (DENV-1) a 100% (DENV-3) a 14 dpi. J4 a 21 dpi, os resultados
observados variaram de 90,4% - 88,33% para ZIKV (na coinfec¢do por DENV-1 e por
DENV-3, respectivamente) e 44,6% (DENV-1) a 86% (DENV-3) (Tab. 7; 9).

Existem duas possibilidades para a baixa taxa de bloqueio de DENV-1 em relagdo a
DENV-3, observada. A primeira diz respeito ao artefato metodologico na titulagao/diluicao
feito na infeccdo de DENV-1 (descrito no item 4.3), onde ja se foi demonstrado que a carga
viral inicial exerce um grande papel na eficiéncia de bloqueio por Wolbachia, como ja
demonstrado na literatura para CHIKV (ALIOTA; WALKER; et al., 2016), YFV (VAN DEN
HURK et al., 2012), DENV (FRENTIU et al., 2010) e inclusive ZIKV (ALIOTA et al.,
2016). Como segunda possibilidade, e mais relevante a nosso ver, podemos citar o fato de que
j& foi descrito anteriormente que a cepa wMel de Wolbachia possui menor eficiéncia em
bloquear a replicagdo de DENV-1 em comparagdo aos demais sorotipos virais (FERGUSON
etal.,2015).

Ao realizarmos os experimentos de verificagdo da infectividade da saliva de fémeas de
Ae. aegypti das linhagens wMel Br e Br monoinfectados com um isolado de ZIKV (ZIKV/H.
sapiens/Brasil/BRPE243/2015), observamos que a saliva dos mosquitos contendo Wolbachia
nao foi capaz de infectar mosquitos sem a bactéria, via nanoinjecao intratoracica.

Logo, dado os resultados descritos acima, em conjunto com os niveis de bloqueio da
replicagdo viral descrito para o cenario de coinfeccdo, resolvemos, como uma extensdo desta
verifica¢cdo de infectividade, coletar saliva de mosquitos das linhagens com (wMel Br) e sem
(Br) Wolbachia, coinfectados com DENV-3 e ZIKV, os quais tiveram previamente a sua
cabeca + torax analisada via RT-qPCR para a deteccao de particulas virais, e nanoinjetar no
torax de mosquitos sem a bactéria (procedimento de coleta e nanoinje¢do de saliva descritos
nos itens 4.4 ¢ 4.5).

O resultado deste experimento (Fig. 23) nos mostrou que a analise prévia da cabega +
torax, via RT-qPCR, para a detec¢do de particulas virais ndo funcionou como um bom
preditor de selecdo das salivas a serem injetadas, visto que apenas 33,3% das amostras
apresentaram o perfil de infec¢do esperado. Como exemplo de tal afirmagdo, uma fémea da
linhagem Br que apresentou carga viral para ZIKV na cabega + torax (14 dpi), ao ter a sua
saliva injetada em mosquitos Br, ndo foi capaz de infectar nenhum individuo.

Resultados semelhantes foram observados em fémeas Br (sem Wolbachia) que se
apresentaram como ndo infectados para ambos arbovirus na cabega + torax (14 dpi), porém ao
terem a sua saliva injetada em mosquitos da mesma linhagem, fez com que estes
apresentassem valores relevantes tanto de infecgdo para DENV-3 quanto para coinfec¢do
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(DENV-3 e ZIKV). Este mesmo padrao se repetiu a 14 e 21 dpi em fémeas da linhagem
wMel Br (Fig 23).

Dentre as possiveis explicagdes para o resultado observado no ensaio de infectividade
da saliva, pode-se citar as glandulas salivares como orgaos-chave na modulacdo do perfil
infeccioso de arbovirus. Apos a disseminagdo da infeccdo viral do intestino para os 6rgdos
secundarios, o virus deve atingir as glandulas salivares para s6 entdo poder ser transmitido.
Para que isto ocorra, o virus deve antes ser capaz de lidar com as barreiras fisicas impostas
por este 6rgao, sendo elas a 1) barreira de infec¢do da glandula salivar (BIGS) e a 2) barreira
de escape da glandula salivar (BEGS) (BLACK IV et al., 2002).

A capacidade de determinado virus em ultrapassar a BIGS pode ser dividida como
sendo dose-dependente ou independente (HARDY et al., 1983). Em Culex tarsalis, observou-
se que a infeccdo pelo virus da encefalomielite equina ocidental (Western Equine
Encephalomyelitis virus) variou de acordo com a dose viral inicial (KRAMER et al., 1981).
Porém em Aedes zoosophus e Aedes brelandi, a infec¢ao por La Crosse virus atingiu niveis
elevados, independente da forma de infec¢dao ou dose viral inicial (PAULSON et al., 1989).

Portanto, dado que consideramos a andlise da cabega + torax como preditor de
infectividade viral, em detrimento da dissec¢do individual das glandulas salivares de Ae.
aegypti e posterior tomada do padrao de infectividade deste tecido como referéncia para
futuras infecgdes, ¢ provavel que as particulas virais detectadas na cabega + torax nao tenham
sido capazes de ultrapassar a BIGS e assim serem transmitidas via saliva para o vetor. Isto faz
com que mosquitos previamente identificados como positivos para a infeccdo viral,
potencialmente ndo tivessem expelido virus na saliva.

Ja no cenario onde o virus foi ausente na cabega + torax do vetor, mas apresentou-se
como infectivo na saliva do mesmo, pode-se especular que todas as particulas virais
adentraram a BIGS, ultrapassaram a BEGS e assim foram transmitidas na saliva, sem que
ficasse resquicio viral neste tecido.

A respeito da relagdo entre Wolbachia e distintos arbovirus, at¢é o momento os
mecanismos exatos pelos quais esta bactéria exerce o fendtipo de interferéncia a patdégeno nao
sdo completamente conhecidos, mas existem algumas pistas que ajudam a explicar o efeito.

Acredita-se que ndo exista apenas um unico mecanismo de agdo pelo qual Wolbachia
interfere no desenvolvimento de patdgenos, sendo o efeito, portanto, resultante de um
conjunto de efeitos em pequena escala. Porém, independente da forma de infeccdo por
Wolbachia (natural, transiente, transinfec¢do estavel), o fator primordial responsavel pela
interferéncia ¢ a densidade bacteriana, pardmetro este que varia de acordo com o tipo de
associacao existente entre hospedeiro e endossimbionte, onde de modo geral, infeccdes

112



naturais caracterizam-se por apresentar uma menor densidade bacteriana se comparado a
transinfecgdes estaveis e transientes (DUTTON & SINKINS, 2004; JOUBERT& O’NEILL,
2017; OSBORNE et al., 2012).

Em estudos envolvendo D. melanogaster, ja se demonstrou que caso a densidade de
Wolbachia seja reduzida, ha uma perda do efeito de interferéncia a patogenos (OSBORNE e¢
al., 2012). Acreditava-se que a densidade bacteriana ao nivel tecidual ou celular, era o grande
responsavel por modular a interagdo contra agentes infecciosos (FRENTIU et al., 2010;
JOHNSON, 2015). Entretanto, Amuzu e colaboradores ao quantificarem a densidade
bacteriana da cepa wMel em diferentes tecidos de Ae. aegypti, e correlacionarem com a
presenca de infeccao tecidual por DENV, concluiram que ndo h4 uma correlagao linear direta
entre o efeito de bloqueio ao virus e a densidade de Wolbachia nos tecidos. Os autores
acreditam que o efeito aparenta ser sist€émico e ligado a uma densidade bacteriana minima
que, quando ultrapassada, da origem ao efeito antiviral (AMUZU & MCGRAW, 2016). Esta
afirmagdo vai de encontro ao observado por nos na correlagdo da densidade relativa de
Wolbachia na carcaga dos mosquitos da linhagem wMel Br, com a taxa de infec¢do
observada na imunofluorescéncia (Fig. 28A), onde viu-se que a densidade bacteriana nao
afetou o perfil de infec¢@o observado.

O segundo componente do efeito de interferéncia a patogenos diz respeito a
competi¢do por nutrientes. Dados recentes demonstraram que este efeito nao esta ligado aos
niveis de carboidrato fornecido aos mosquitos, onde variagcdes na concentragdo de sacarose
oferecida a Ae. aegypti ndo alteraram o efeito de bloqueio ao virus DENV (CARAGATA et
al., 2016). Entretanto, ao se tratar de lipideos, tanto Wolbachia quanto virus ndo possuem a
maquinaria necessaria para a produgdo deste nutriente, dependendo portanto, do hospedeiro
(LEE et al., 2008; VOLLMER et al., 2013).

Caragata e colaboradores observaram uma elevada taxa de mortalidade causada por
Drosophila C virus, em D. melanogaster infectadas pelas cepas wMelPop e wMelCS
(separadamente), criadas em dieta rica em colesterol, em comparagdo a individuos que eram
criados em dietas convencionais. Segundo os autores, a competicdo por este nutriente
contribuiu diretamente para protecdo antiviral, onde dietas ricas em colesterol resultaram em
uma diminui¢do na taxa de bloqueio por Wolbachia ¢ um aumento no titulo viral
(CARAGATA, et al., 2013). O terceiro componente relacionado a prote¢ao antiviral diz
respeito a pré-ativagao do sistema imune do hospedeiro, discutido abaixo (item 6.3).

Por fim, dados recentes discutem o papel genético por tras do mecanismo de
interferéncia a patdégenos, onde avaliou-se o papel de proteinas de ligagdo ao cromodominio-
helicase do DNA (Cromodomain helicase DNA binding proteins — CHD), uma classe de
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enzimas remodeladoras de cromatina, responsaveis por interacdes entre o DNA. O estudo
analisou CHD7 de Ae. aegypti, um homologo do gene kismet em D. Melanogaster, o qual
atua como fator de transcri¢do, demonstrando que este ¢ utilizado por DENV como facilitador
de infec¢do em fémeas de Ae. aegypti. Os autores demonstraram que Wolbachia reprime a
expressao deste gene, o que por sua fez faz com que a replicagdo viral seja inibida (ASAD et

al., 2016).

6.3 Ativacdo de genes de imunidade em resposta a presenca de Wolbachia e infeccao
viral

Em cenarios de transinfeccdo de Wolbachia, ja foi observado um aumento sist€émico
na expressdo de genes relacionados a imunidade do hospedeiro, de forma que este entdo
estaria “preparado” para uma futura infeccdo, sendo esta teoria conhecida como “immune
priming” (KAMBRIS et al., 2009; MOREIRA et al., 2009; PAN et al., 2012; RANCES et al.,
2012).

Baseado em tal afirmacdo, diversos estudos buscaram analisar o papel do sistema
imune em cenarios de infecgdo viral e presenca de Wolbachia. Dentre eles, destaca-se dados
onde Drosophila (infec¢dao natural) e mosquitos (transinfec¢do) contendo cepas distintas de
Wolbachia (benigna — wMel; virulenta — wMelPop) demonstraram que o efeito de
interferéncia a patogeno foi presente em ambos os organismos, de forma que no cenario de
infeccdo natural ndo foi detectado a ativacdo do sistema imune do hospedeiro, apenas na
transinfeccdo de Ae. aegypti (RANCES et al., 2012, 2013; WONG et al., 2011). Além do
mais, foi em Ae. aegypti onde se correlacionou a presenga de Wolbachia com o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a qual esta ligada a ativacao da via Toll de
imunidade, responséavel por combater agentes infecciosos (PAN ef al., 2012).

Porém, dados indicam que esta ativacdo estd diretamente relacionada ao tipo de
associacdo entre Wolbachia e o hospedeiro. Em infec¢des naturais, Wolbachia mantém a
homeostase redox do organismo, ha um aumento da resposta imune baseada em ROS, porém
isto ¢ contrabalanceado pela ativagdo de genes relacionados a resposta antioxidante. Ja4 em
transinfecgdes, ha a producdo excessiva de ROS dependente da ativacdo do sistema imune, o
qual devio a recente associa¢ao entre hospedeiro e bactéria, ainda ndo co-evoluiu para niveis
estaveis (Zug & Hammerstein, 2015).

Acredita-se que na transfec¢do de Wolbachia, a ativagdo do sistema imune possa ndo
representar o principal mecanismo pelo qual o fenétipo de interferéncia a patégenos aconteca,
mas que a ativacdo deste sistema sirva para exacerbar o efeito de bloqueio por parte da
bactéria (RANCES et al., 2012).
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Nos experimentos de coinfec¢do, observou-se que trés genes imunes foram
significativamente expressos na presenga da cepa wMel de Wolbachia. Cada um destes genes
sera discutido abaixo.

O primeiro deles foi defensina-C (defc), um peptideo antimicrobiano ativado pelas
vias Toll e IMD, expresso em cendrios de infecg¢do por distintos patogenos. Sua expressdo em
niveis elevados aqui observado corrobora o relatado em Ae. aegypti infectados com wMel
(CARAGATA et al., 2016; RANCES et al., 2012) e wAIbB (BIAN ef al., 2010; PAN et al.,
2012) (Fig. 29A). Interessante citar que Pan e colaboradores demonstraram ainda para wAlbB
que a ativagdo deste gene pela bactéria ¢ um dos responsaveis diretos pelo fenotipo de
interferéncia a replicacdo de DENV-2.

De forma critica, ao se analisar mosquitos da linhagem wMel Br, observou-se um
aumento de expressdo de defc na infeccao envolvendo ZIKV em relagdo a DENV-1, sendo o
pico de expressdo deste gene atingido quando ambos os virus estavam presentes no vetor (Fig.
29A). Possivelmente, o aumento observado na expressdo deste gene em cendrios de
coinfeccdo se deveu ao aumento da carga viral no hospedeiro causada pela presenca
simultanea de DENV-1 e ZIKV, o que por sua vez induziu um aumento diretamente
proporcional na transcri¢do de defc.

Um estudo recente demonstrou que a medida que se introduziu concentracdes
crescentes de DENV-2 em cultura de células C6/36 (pertencentes a Ae. albopictus), houve um
aumento proporcional na expressdo de defensina (WASINPIYAMONGKOL et al., 2015).

Ademais, novas associagdes entre patogeno e hospedeiro, antes inexistentes, em
determinados casos podem acarretar em uma resposta exagerada por parte do sistema imune
do hospedeiro a infeccdo (LONGDON et al., 2015). Os primeiros casos autdctones de ZIKV
no Brasil s6 foram relatados ao final de 2014 (CARDOSO et al., 2015). Logo, a relacao
recente entre o background genético dos mosquitos Ae. aegypti brasileiros € o genotipo
asiatico de ZIKV poderia em partes explicar a resposta exacerbada detectada em dfc, quando
este virus esteve presente.

O segundo gene ativado na presenca de Wolbachia (e reprimido na auséncia da
bactéria) ¢ a Proteina de cuticula de pupa (pcp). Entretanto esta ativagao ficou evidente apenas
em cendrios que envolviam a infec¢do viral, mais especificamente a presenga de DENV-1 ¢ a
coinfec¢do DENV-1 / ZIKV (Fig. 29D). Este resultado corrobora os dados observados por
Colpits e colaboradores, onde a infec¢do por WNV inibiu fortemente a expressdo de pcp, de
forma que a replicagdo viral foi inibida quando este gene foi super expresso (COLPITTS et

al., 2011).
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Colpits ndo investigou em seu trabalho, a associagdo de Wolbachia sobre o efeito
observado, algo por nos investigado. Logo, acreditamos que no cenario de infecg¢do viral, a
Wolbachia atua ativando a expressdo de pcp de forma a inibir a replicagdo viral, e que assim
como para o dfc, o efeito observado ¢ dose dependente, vide o pico de expressdo obtido na
coinfeccdo DENV-1 e ZIKV.

O ultimo dos trés genes imunes altamente expressos na presenca de Wolbachia (e
reprimido em mosquitos sem a bactéria) codifica a proteina transferrina (zsf) (Fig. 29E), o
qual foi recentemente associado a infec¢do por wMel, expressando-se em niveis menores em
mosquitos mantidos em dieta restrita em carboidratos (solucdo de sacarose 1% vs. solugdo de
sacarose 10% e 20%) (CARAGATA et al., 2016). A ativacao de tsf’ja foi associado a inibi¢do
da infec¢do por nematddeos filaridides (KAMBRIS et al., 2009). Dado o resultado aqui
obtido, hipotetizamos que a expressdo de zsf também ¢ dose dependente, sendo quase 20 vezes
mais expresso na coinfec¢ao viral, de forma que a ativagdo deste por Wolbachia poderia estar
atuando como um fator limitante da infecg¢ao viral.

Ja o gene da proteina hipotética (AAEL008415-RA) foi ativado na presenga de
infec¢do viral, mas a sua expressdo foi inibida pela presenca de Wolbachia (Fig. 29B). Até
onde sabemos, este gene nunca foi testado em cenarios envolvendo a presenca de Wolbachia e
infeccao viral, porém, demonstrou-se que AAEL008415-RA foi ativado em mosquitos Ae.
aegypti livres de Wolbachia, mas infectados com DENV (COLPITTS et al, 2011;
LONDONO-RENTERIA et al., 2015). Portanto, acreditamos que AAEL008415-RA atue
como um agonista da infec¢do viral, onde sua expressdo atue reprimindo parte da resposta
imune do hospedeiro. A presenca de Wolbachia garantiria a repressao deste gene, € com isso,
o controle da infeccdo viral. Sendo isto valido tanto para infeccdo por DENV, quanto ZIKV,
vide resultado obtido.

Finalmente, o gene Niemann-Pick tipo C-1b (npcib), associado a homeostase lipidica
e absorcdo de esterol no intestino de D. melanogaster (CHANGet al., 2006; VOGHT et al.,
2007), foi altamente transcrito em Ae. aegypti ap6s o repasto infectante com DENV, o que fez
com que a abundancia de transcritos relacionados a peptideos antimicrobianos e demais genes
da via JAK-STAT de resposta imune, decaissem. De forma critica, o silenciamento de tal
gene resultou na diminui¢do da carga viral deste virus no intestino do hospedeiro. Isto sugere
portanto que npclb atue como agonista da infeccdo por DENV (JUPATANAKUL et al.,
2014).

Nosso resultado corrobora os dados observados por Jupatanakul no que diz respeito a
monoinfec¢do por DENV-1, onde na linhagem de mosquitos brasileiros, houve uma maior
ativacdo de npclb frente a infeccao viral. Entretanto, vimos que este gene foi super expresso

116



no grupo contendo Wolbachia mas sem infec¢do viral (wMel Mock). Uma possivel
explicacdo para tal fato, ¢ que assim como o virus, a Wolbachia nao possui a maquinaria
necessaria para a produgdo de lipideos, dependendo portanto do hospedeiro para a obtencao
do mesmo (LEE et al., 2008; VOLLMER et al., 2013).

Portanto, dado que npclb foi ativado significativamente em wMel Mock, e sua
expressao foi 1,34-1,37 vezes maior no grupo de individuos contendo a bactéria em cenarios
de infeccdo viral (apesar de ndo significativo estatisticamente), pode-se hipotetizar que
Wolbachia esteja induzindo a expressdo deste gene, de forma a gerar um aumento no
transporte lipidico por parte do hospedeiro, e assim obter acesso a tal nutriente. Esta
necessidade energética por parte da bactéria ¢ corroborada por Caragata e colaboradores, onde
viu-se que tanto a cepa wMel quanto wMelPop diminuem a quantidade de colesterol livre

disponivel no organismo (CARAGATA et al., 2014).

7 CONCLUSAO

Através da caracterizagdo da competéncia vetorial de Ae. aegypti contendo Wolbachia,
fomos capazes de observar a eficiéncia da mesma em bloquear a prevaléncia, intensidade,
infec¢do,disseminacdo e transmissdo viral até mesmo em cenarios de coinfec¢do, onde o
hospedeiro foi desafiado simultaneamente contra ZIKV e dois sorotipos distintos de DENV.

Mostramos ainda que a capacidade de protegao antiviral de Wolbachia obtida via RT-
qPCR foi corroborado pelo nosso experimento de imunofluorescéncia, e que este fenotipo
provavelmente estd associado com a ativacdo de determinados genes do sistema imune do
hospedeiro. Finalmente, n6s mostramos a existéncia de competi¢do assimétrica entre os virus,
com distintos niveis de dominancia. De forma geral, nossos resultados salientam o uso
promissor da cepa wMel de Wolbachia como uma ferramenta limitante da transmissdo de

arbovirus em campo.
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ANEXOS
Anexo | - Projeto: desenvolvimento de uma dieta artificial para mosquitos infectados
por Wolbachia

Paralelamente ao desenvolvimento do meu doutorado, tive aprovado como
coordenador, um projeto de pesquisa internacional pela Fundagdo Bill & Melinda Gates
(Grand Challenges - Explorations), o qual sou responsavel pelo desenvolvimento de uma
dieta 100% artificial que possa substituir a necessidade de sangue humano para a manutengao
das colonias de mosquitos infectados por Wolbachia. O projeto agraciado com a quantia de
US$ 100.000, e complementado com auxilio financeiro universal pela FAPEMIG, no valor de

US$ 50.000. O trabalho encontra-se em fase final de redacao do artigo cientifico.

Anexo Il - Projeto: Paratransgénese como uma ferramenta no controle de Maléaria

Durante o doutorado, fiquei responsavel por parte dos experimentos que envolveram a
caracterizacdo do perfil de inibicdo ao desenvolvimento de Plasmodium vivax (utilizando
sangue de pacientes sintomaticos) em mosquitos Anopheles aquasalis, utilizando bactérias
Pantoea agglomerans transgénicas capazes de secretar moléculas anti-Plasmodium.

Este trabalho foi realizado parte no Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ,
em Belo Horizonte — MG, e parte no Instituto de Pesquisas Leonidas e Maria Deane, em
Manaus — AM, coordenado pelo Dr. Marcelo Jacobs Lorena (Pesquisador Visitante Especial —

Ciéncias sem Fronteiras) e Dr. Luciano Andrade Moreira.
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Abstract

Background

The symbiotic bacterium Wolbachia is currently being trialled as a biocontrol agent in sever-
al countries to reduce dengue transmission. Wolbachia can invade and spread to infect all
individuals within wild mosquito populations, but requires a high rate of maternal transmis-
sion, strong cytoplasmic incompatibility and low fitness costs in the host in order to do so.
Additionally, extensive differences in climate, field-release protocols, urbanization level and
human density amongst the sites where this bacterium has been deployed have limited
comparison and analysis of Wolbachia’s invasive potential.

Methodology/Principal Findings

We examined key phenotypic effects of the wMel Wolbachia strain in laboratory Aedes
aegypti mosquitoes with a Brazilian genetic background to characterize its invasive poten-
tial. We show that the wMel strain causes strong cytoplasmic incompatibility, a high rate of
maternal transmission and has no evident detrimental effect on host fecundity or fertility.
Next, to understand the effects of different urban landscapes on the likelihood of mosquito
survival, we performed mark-release-recapture experiments using Wolbachia-uninfected
Brazilian mosquitoes in two areas of Rio de Janeiro where Wolbachia will be deployed in
the future. We characterized the mosquito populations in relation to the socio-demographic
conditions at these sites, and at three other future release areas. We then constructed
mathematical models using both the laboratory and field data, and used these to describe
the influence of urban environmental conditions on the likelihood that the Wolbachia infec-
tion frequency could reach 100% following mosquito release. We predict successful

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0003689 ~ April 23, 2015
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Exploiting Intimate
Relationships: Controlling
Mosquito-Transmitted Disease
with Wolbachia

Eric P. Caragata,’ Heverton L.C. Dutra,’ and
Luciano A. Moreira'*

Mosquito-transmitted diseases impose a growing burden on human health, and
current control strategies have proven insufficient to stem the tide. The bacterium
Wolbachia is a novel and promising form of control for mosquito-transmitted
disease. It manipulates host biology, restricts infection with dengue and other
pathogens, and alters host reproduction to promote rapid spread in the field. In
this review, we examine how the intimate and diverse relationships formed
between Wolbachia and their mosquito hosts can be exploited for disease control
purposes. We consider these relationships in the context of recent developments,
including successful field trials with Wolbachia-infected mosquitoes to combat
dengue, and new Wolbachia infections in key malaria vectors, which have
enhanced the disease control prospects of this unique bacterium.

The Increasing Burden of Mosquito-Transmitted Disease

Mosquito-borne diseases heavily impact human health around the world, but are largely without
adequate systems of control. Dengue fever is the most important viral infection transmitted by
arthropods, with an estimated 400 million annual infections, and half the world's population at
risk of the disease (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs117/en/). Dengue virus
(DENV) causes flu-like symptoms, and heavy infection can lead to severe dengue and potentially
death. Dengue incidence has risen dramatically over the past 40 years, with endemic infection
now occurring in more than 100 countries, and heavy infection in South East Asia and the
Americas (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs117/en/). The situation has been exac-
erbated by the global expansion in range of the primary vector Aedes aegypti, and the
secondary vector Aedes albopictus, aided by increased urbanization in developing nations
and climate change, which have provided more favorable niches through increased access to
breeding sites and human hosts [1,2].

To date, there is no effective, publically available, vaccine or treatment for dengue, although
several vaccine candidates are currently in various stages of clinical trials [3]. Existing control
programs for mosquito-transmitted diseases are heavily reliant on insecticides, but widespread
insecticide resistance among mosquito populations in outbreak areas has limited their effec-
tiveness, facilitating increased disease transmission [4]. Simply put, the increasing dengue
burden means that current control strategies are not working effectively and, to that end, there
is a fundamental need to develop viable alternatives. To provide the greatest chance of success,
these should be mutually compatible and encompass a broad spectrum of approaches,
including the development of novel insecticides, transgenic disease-resistant mosquitoes,

Trends in Parasitology, Month Year, Vol. xx, No. yy
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Wolbachia-infected Aedes aegypti
mosquitoes have been successfully
released in the field. The Wolbachia
infection and desirable host manipula-
tions are stable, and strong inhibition of
dengue still occurs after more than 2
years of field exposure.

Researchers have identified several
changes to host biology linked to patho-
gen interference, including increases in
immune gene expression and reactive
oxygen species levels; however, differ-
ent combinations of these changes have
been associated with pathogen interfer-
ence in different species, leaving the
cause of the phenotype unclear.

Some Wolbachia strains can enhance
infection with certain pathogens, but
there is no evidence of this occurring
for dengue or human malaria.
Enhancement has not been observed
in the stable Wolbachia—mosquito
associations being considered for dis-
ease control purposes.

The application of Wolbachia for
malaria control is advancing rapidly,
with the identification of a native infec-
tion in Anopheles gambiae, and the
creation of the first stable transinfection
in Anopheles stephensi, which inhibits
infection with the human malaria para-
site Plasmodium falciparum.

1Grupo Mosquitos Vetores:
Endossimbiontes e Interagdo
Patégeno Vetor, Centro de Pesquisas

http://dx.doi.org/10.1016/j.pt.2015.10.011
© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Brazilian Wolbachia-infected Aedes aegypti
mosquitoes
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Abstract

Background: With field releases starting in Brazil, particular interest must be given to understanding how the
endosymbiotic bacterium Wolbachia pipientis affects Aedes aegypti mosquitoes with a Brazilian genetic background.
Currently, there is limited information on how the bacterium affects phenotypic traits such as larval development
rate, metabolic reserves and morphometric parameters in Ae. aegypti. Here, we analyze for the first time, the effect
of Wolbachia on these key phenotypes and consider how this might impact the potential of the bacterium as a
disease control agent in Brazil.

Methods: We examined the influence of the wMel strain of Wolbachia in laboratory Ae. aegypti with a Brazilian
genetic background, reared under different larval densities. Pupae formation was counted daily to assess differences
in development rates. Levels of metabolic reserves and morphometric parameters were assessed in adults resulting
from each larval condition.

Results: wMel infection led to more rapid larval development at higher densities for both males and females,
with no effect under less crowded conditions in females. Infection also led to reduced body size at both high
and low density, but not at intermediate density, although the scale of this difference was maintained regardless
of larval density, in comparison to uninfected individuals. Wing shape also varied significantly between infected
and uninfected mosquitoes due to larval density. Glycogen levels in uninfected mosquitoes decreased under
higher larval density, but were consistently high with Wolbachia infection, regardless of larval density.
Conclusions: We demonstrate that the wMel Wolbachia strain can positively influence some important host
fitness traits, and that this interaction is directly linked to the conditions in which the host is reared. Combined
with previously published data, these results suggest that this Wolbachia strain could be successfully used as part
of the Eliminate Dengue Program in Brazil.

Keywords: Wolbachia, Aedes aegypti, Development time, Larval competition, Morphometrics, Glycogen

Background century, dramatically increasing the burden on human

Mosquitoes of the family Culicidae are considered the
most important group of insects involved in disease
transmission in humans. The mosquito Aedes aegypti is
primarily responsible for the transmission of dengue, the
most prevalent mosquito-borne viral disease [1], which
has seen a 30-fold increase in incidence over the last half

* Correspondence: luciano@cpqrrfiocruzbr

"Mosquitos Vetores: Endossimbiontes e Interaco Patogeno-Vetor, Centro de
Pesquisas René Rachou - Fiocruz, Belo Horizonte, MG, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

( ) BiolMed Central

health [2]. The transmission cycle of dengue and other
vector-borne diseases depends on the existence of a
sophisticated tripartite relationship between the patho-
gen and invertebrate and vertebrate hosts. Vector com-
petence in mosquitoes is dependent on a wide variety of
extrinsic and intrinsic factors [3, 4].

Dengue transmission is therefore strongly linked to host
fitness and physiology. As such, environmental conditions
during larval development can affect many important life
history traits during adulthood, including fecundity,

© 2016 Dutra et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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In Brief

Strategies to combat Zika virus (ZIKV)
and its mosquito vector are urgently
needed. Dutra et al. report that
Wolbachia-carrying mosquitoes are
highly resistant to ZIKV and display
reduced virus prevalence and intensity.
Saliva from Wolbachia-carrying
mosquitoes did not contain infectious
virus, suggesting the possibility to block
ZIKV transmission.
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Zika control through the bacterium

Wolbachia pipientis

“.Wolbachia does offer new and powerful approaches for the
prevention and management of future outbreaks.”

Eric P Caragata', Heverton LC Dutra', Scott L O'Neill* & Luciano A Moreira™'

First draft submitted: 2 September 2016; Accepted for publication: 26 September
2016; Published online: 10 November 2016

Zika has become a disease of great clini-
cal importance, as infections with the
arbovirus can result in the debilitating
Guillain-Barré syndrome and developmen-
tal disorders including microcephaly [1.2].
The severity of the recent Latin American
outbreaks has been driven by low levels of
herd immunity, the broad distribution of
the primary mosquito vector, Aedes aegypti,
and high rates of global travel [3). Vaccine
candidates are under investigation [4], but
it is unlikely that a vaccine alone will be
sufficient to completely eliminate dis-
case transmission. Future Zika control
programs will also need to rely on vec-
tor control approaches, including the use
of novel strategies such as the bacterial
endosymbiont, Welbachia pipientis [s).
There are two major mosquito control
approaches involving Walbachia, which
are currently being proposed. One aims
to reduce transmission of viruses from
mosquitoes to humans and the other uses
Walbachia o suppress mosquito popula-
tions. Both of these strategies involve the
release of Wolbachia-infected mosquitoes
into the field, and rely on physiclogical

changes induced in the mosquito host by
infection with the bacterium. The most
prominent of these is cytoplasmic incom-
patibility (CI), a type of reproductive
incompatibility that reduces the number of
viable progeny produced when Wolbachia-
infected males mate with uninfected
females. CI gives Wolbachia-infected mos-
quitoes a reproductive advantage, allow-
ing the bacterium to invade uninfected
populations if female and male mosqui-
toes are released, or to crash uninfected
populations if only males are released.

Transmission blocking

The most prominent Walbachia-based
control strategy involves the introduction
of Wolbachia into wild mosquitoes, with-
out suppressing the target population.
Woalbachia is known to inhibit viral repli-
cation in mosquitoes, and so reduce disease
transmission [67]. This requires the peri-
odic release of male and female Walbachia-
infected mosquitoes to introduce the sym-
biont into the target population, thereby
reducing the incidence of disease transmis-
sion. Cl acts to establish and maintain the
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Through association with cases of microcephaly in
2015, Zika virus (ZIKV) has transitioned from a relative-
ly unknown mosquito-transmitted pathogen to a glob-
al health emergency, emphasizing the need to improve
existing mosquito control programs to prevent future
disease outbreaks. The response to Zika must involve a
paradigm shift from traditional to novel methods of
mosquito control, and according to the World Health
Organization should incorporate the release of mos-
quitoes infected with the bacterial endosymbiont
Wolbachia pipientis. In our recent paper [Dutra, HLC et
al., Cell Host & Microbe 2016] we investigated the po-
tential of Wolbachia infections in Aedes aegypti to
restrict infection and transmission of Zika virus recent-
ly isolated in Brazil. Wolbachia is now well known for
its ability to block or reduce infection with a variety of
pathogens in different mosquito species including the
dengue (DENV), yellow fever, and chikungunya viruses,
and malaria-causing Plasmodium, and consequently
has great potential to control mosquito-transmitted
diseases across the globe. Our results demonstrated
that the wMel Wolbachia strain in Brazilian Ae. ae-
gypti is a strong inhibitor of ZIKV infection, and fur-
thermore appears to prevent transmission of infec-
tious viral particles in mosquito saliva, which highlights
the bacterium’s suitability for more widespread use in
Zika control.

Wolbachia can limit vector-borne disease transmission

Aedes aegypti mosquitoes infected with the wMel
Wolbachia strain are already present in the field in several
countries as part of a mosquito control strategy designed
to reduce the high disease burden of dengue
(www.eliminatedengue.com). wMel is an ideal agent for
mosquito control as it can rapidly and stably spread into
wild mosquito populations through cytoplasmic incompat-

ibility, has little impact on host competitiveness, and offers
a high degree of inhibition of DENV. In Brazil, these mos-
quitoes have been released in two suburbs of Rio de Janei-
ro since late 2014, as part of the initial characterization of
the suitability of the bacterium for use in Latin American
mosquito populations. Given the recent emergence of Zika
in the region, it was important to understand whether
wMel caused a similar inhibition of ZIKV infections in Brazil-
ian mosquitoes.

ZIKV infection in mosquito tissues

We conducted experimental oral infections using two cur-
rently circulating ZIKV isolates (BRPE and SPH) that were
isolated from patient blood during the late 2015 outbreak.
These viruses were maintained in mosquito cells for a short
period of time, and fresh, infected supernatant was mixed
directly with human blood prior to mosquito feeding. Our
use of recently isolated, unfrozen virus meant that our
experimental infection process approximated natural virus
acquisition for mosquitoes in the field. Likewise, both the
Wolbachia-infected (wMel_Br) and -uninfected (Br) mos-
quito lines that we used had a genetic background that was
representative of mosquitoes near the Wolbachia release
sites in Rio de Janeiro. The Br line was derived from eggs
collected in this location in early 2016, and genetic similari-
ty with the wMel_Br line was maintained by regular intro-
duction of Br males into wMel_Br cages. Consequently, our
experiments provided insight into how Wolbachia-infected
mosquitoes might respond to ZIKV infection in nature.

We used a Tagman-based RT-qPCR assay to quantify
ZIKV levels in mosquito abdomens and heads/thoraces, at
7 and 14 days post-infection, with the latter tissues provid-
ing a representation of disseminated infection (Fig. 1). Our
data indicated that wMel infection decreased the rate of
ZIKV abdominal infection for both isolates, at both time
points, and interestingly ZIKV infection rates in wMel_Br
mosquitoes remained low at 14 dpi, highlighting the ability

MICROREVIEW on: Dutra HL, Rocha MN, Dias FB, Mansur SB, Caragata EP, Moreira LA (2016) Wolbachia Blocks Currently Circulating Zika
Virus Isolates in Brazilian Aedes aegypti Mosquitoes. Cell Host Microbe 2016 Jun 8;19(6):771-4. doi: 10.1016/j.chom.2016.04.021

doi: 10.15698/mic2016.07.513
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Hidden enemies

The emergence of obscure arboviral diseases, and the potential use of Wolbachia in

their control

Heverton Leandro Carneiro Dutra, Eric Pearce Caragata and Luciano Andrade Moreira*

Mayaro, Oropouche, and O’Nyong-Nyong share many traits
with more prominent arboviruses, like dengue and yellow
fever, chikungunya, and Zika. These include severe clinical
symptoms, multiple animal hosts, and widespread vector
species living in close proximity to human habitats, all of
which constitute significant risk factors for more frequent
outbreaks in the future, greatly increasing the potential of
these hidden enemies to follow Zika and become the next
wave of global arboviral threats. Critically, the current
dearth of knowledge on these arboviruses might impede
the success of future control efforts, including the potential
application of Wolbachia pipientis. This bacterium inher-
ently possesses broad anti-pathogen properties and a
means of genetic drive that allows it to eliminate or replace
target vector populations. We conclude that control of
obscure arboviruses with Wolbachia might be possible,
but successful implementation will be critically dependent
on the ability to transinfect key vector species.
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Introduction

The recent emergence of Zika virus (ZIKV) [1], and its
associated developmental and neurological effects caught
the world by surprise [2]. Yet, there are many notable
examples of little known arthropod-transmitted viral patho-
gens rapidly transitioning into major health threats. This
process has been facilitated by changes in environmental
conditions, human behavior, viral genetics, and arthropod
vector populations, leading to perturbations of the virus
transmission cycle, and greater incidence of human out-
breaks [3]. A case can be made that ZIKV is only the latest
example of a poorly understood and neglected tropical
disease that has rapidly spread across the globe with serious
consequences.

Historically, the most serious vector-borne disease has
been malaria, but more than a decade of concentrated effort,
driven by expanded vector control programs, has finally
seen case numbers decline (see World Health Organization
(WHO) Malaria Report 2015: http://tinyurl.com/joc38e3
[accessed October 19, 2016]). Simultaneously, there has
been resurgence in arboviral infections [4], with viruses
such as dengue (DENV), chikungunya (CHIKV), West Nile
(WNV), Japanese encephalitis (JEV), and yellow fever (YFV)
still representing serious threats to global health. For this
reason, the vast majority of arboviral research has focused
on these current threats, and not on those that might arise in
the future.

In this review, we will examine the historical factors
underlying the emergence of major arboviruses including
the recent emergence of ZIKV, and consider the similarities
with three currently obscure arboviruses; Mayaro (MAYV),
Oropouche (OROV), and O’Nyong-Nyong (ONNV) (Table 1),
which could potentially emerge as future threats to human
health. Finally, we will end the review by exploring the
potential use of the endosymbiotic bacterium Wolbachia
pipientis to combat current and emerging arboviral
threats.
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