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CARVALHO-LEANDRO, D. Transmissao viral transovariana do virus Dengue 2 em
Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE) e suas implicacdes na biologia reprodutiva e do
mosquito. Tese (Doutorado em Biologia Animal). Departamento de Zoologia, Centro de
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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti, devido a sua importancia na transmissdo do virus dengue, vem
sendo estudado para compreensdo de aspectos relacionados a competéncia vetorial. Os
ovarios, importante 6rgdo envolvido na reproducdo do vetor e implicado na transmissdo viral
transovariana, tem sido negligenciados nas analises de infec¢éo viral. Diante disso, o presente
trabalho analisou diversos aspectos da transmissdo transovariana, como a cinética de infecgdo
dos ovarios pelo virus Dengue, as taxas de transmissdo transovariana na primeira geracédo
filial (F1), a influéncia viral na fertilidade e fecundidade vetorial, os aspectos citopatolégicos e
ultraestruturais provocados pelo virus no tecido ovariano, bem como a expressao diferencial
de genes de resposta imune e pro-apoptéticos em ovarios de A. aegypti. Experimentos de
infeccdo artificial com virus Dengue sorotipo 2 (DENV-2) foram conduzidos em laboratorio,
utilizando a populagdo de A. aegypti proveniente de campo (Petrolina). Para as anélises de
cinética de infeccdo ovariana ao 7°, 14° 21° e 28° dia apds a infeccdo (dpi), dois grupos
experimentais foram analisados: grupo alimentacdo Unica (AU) e grupo multiplas
alimentagbes (MA). InvestigacGes das taxas de transmissdo viral transovariana foram
conduzidas a partir da deteccdo viral em mosquitos machos e fémeas, oriundos de ovos de
insetos que receberam alimentacdo sanguinea infectada. Experimentos de fertilidade e
fecundidade foram conduzidos em fémeas que realizaram o repasto sanguineo infectado, e
posteriormente foram individualizadas para coleta de ovos. Ovarios foram coletados ao 14°
dpi e submetidos a processamento e andlise histopatoldgica e ultraestutural. Andlises da
expressao diferencial dos genes Relish-1 (via Toll), Hop (Via JAK-STAT), Argonaute 2
(mecanismo de RNA de interferéncia), e dos genes envolvidos na via apoptética Caspase 16,
AeDronc, Ae IAP1, foram conduzidas em ovarios de fémeas do grupo infectado positivas para
0 DENV-2, no grupo infectado negativo para 0 DENV-2, no grupo controle, e posteriormente
comparadas pelo método AACt. A positividade para o DENV-2 no tecido ovariano foi
registrada ao 14° 21° e 28° dpi nos dois grupos (AU e MA). A quantificacdo viral das
amostras positivas para DENV-2 apresentou resultados muito similares, com excecdo do 28°
dpi do grupo MA. A transmissédo transovariana na F; foi registrada apenas em machos ao 14°
e 21° dia apds a emergéncia, com 13,3% e 20% de positividade, respectivamente. Nenhuma
diferenca significativa foi observada nos padrées reprodutivos (fecundidade e fertilidade) nas
fémeas infectadas. Nas andlises histopatoldgicas, observou-se uma invaginacdo do epitélio
folicular dos odcitos do grupo infectado. Nenhuma alteracdo a nivel ultraestrutural foi
observada. A expressao de todos os genes avaliados foi maior nos ovarios do grupo infectado
positivo para 0 DENV-2, quando comparado a ovarios do grupo infectado negativo e controle.
A infecgdo ovariana e a transmissao transovariana ocorrem a niveis muito reduzidos, porem,
guando o virus esta presente no tecido ovariano, os titulos virais sdo muito similares a outros
orgdos relatados na literatura. A expressdo de genes envolvidos na resposta imune do
hospedeiro ao virus justifica a baixa infectividade, uma vez que se observa no ovario do grupo
infectado, a expressao aumentada de todos os genes avaliados. Diante disso, concluimos que a
transmissdo transovariana € um evento raro e que ndo causa alteracbes importantes na
biologia reprodutiva do vetor, porém, ndo deve ser negligenciada, uma vez que é a principal
forma da permanéncia viral nas popula¢des de mosquitos.

Palavras-chave: Infecgédo ovariana. Fertilidade e Fecundidade. Expressao diferencial.
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ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti, due to its importance in the transmission of the dengue virus,
has been studied for the comprehension of aspects related to vector competence. The ovaries,
important organ involved in the reproduction of the vector and implied in the viral
transovarian transmission, have been neglected in the analysis of viral infection. Accordingly,
the present study analyzed several aspects of the transovarian transmission as the kinetics of
the ovaries infection by the dengue virus, the taxes of the transovarian transmission in the
first filial generation (F;), the viral influence in the vector fertility and fecundity,

the cytopathological and ultrastructural aspects motivated by the virus in the ovarian tissue,
as well as the differential expression of the genes of immune response and pro-apoptotic in
A. aegypti ovaries. Experiments of the artificial infection with the Dengue virus serotype 2
(DENV-2) were performed in laboratory by A. aegypti population derived from the field
(Petrolina). For the analysis of the kinetics of ovarian infection to the 7", 14™ 21 and 28"
day post the infection (dpi), two experimental groups were analyzed: unique alimentation
group (UA) and multiple alimentations group (MA). Investigations of the taxes of
transovarian transmission were conducted starting from the viral detection in male and female
mosquitoes coming from the eggs of insects which received infected blood alimentation.
Fertility and fecundity experiments were directed in females which reached the infected blood
repast and subsequently were individualized for the eggs collection. Ovaries have been
collected to the 14™ dpi and submitted to the process and histopathology and ultra-structural
analysis. Analysis of differential gene process Relish-1 (Toll pathway), Hop (JAK-STAT
pathway), Argonaute 2 (mechanism of the RNA interference), and of the genes involved in
the via apoptotic Caspase 16, AeDronc, Ae IAP1 were conducted to the ovaries of females in
the infected group positive for DENV-2 in the group infected negative for the DENV-2 and in
the control group and afterwards compared by the method AACt. The positivity for the
DENV-2 in the ovarian tissue was registered to the 14", 21% and 28" dpi in the two groups
(UA and MA).The viral quantification of the positive samples for DENV-2 presented similar
results, with the exception of 28" dpi from the group MA. The transovarian transmission in
the F; was registered only in males in their 14™ and 21% after the emergency, with 13,3% and
20% of positivity respectively. No significant difference was observed in the reproductive
standards (fertility and fecundity) in the infected females. In the histopathology analysis, it
was observed an invagination of the follicular epithelium of the oocytes of the infected group.
No alteration to the level ultrastructural was observed. The expression of all evaluated genes
was bigger in the ovaries from the infected group positive for the DENV-2, when compared to
the ovaries of the infected group negative and control. The ovarian infection and the
transovarian transmission happen in vey reduced levels, but if the virus is present in the
ovarian tissue, the viral titles are very similar to the other organs related to the literature. The
expression of the genes involved in the immune response of the host to the virus justifies the
low infectivity, once it was observed in the ovary of the group infected, the expanded
expression of all evaluated genes. Faced with this, we may conclude that the transovarian
transmission is a rare event and that cannot cause important alterations in the vector
reproductive biology, but it should not be neglected, once it is the main way of the viral
permanence in the mosquitoes’ populations.

Key-words: Ovarian infection. Fertility and Fecundity. Differential expression.
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1 INTRODUCAO

Doencas que possuem em seu ciclo de transmissdo insetos como vetores, tém
apresentado taxas de mortalidade e morbidade preocupantes em diversas regides do
mundo. Destacam-se especialmente doengas como maléria, leishmaniose, febre amarela
e dengue, as quais possuem culicideos ou flebotomineos, como vetores no ciclo de
transmissdo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem mostrado que o nimero de
casos de dengue aumentou drasticamente nos ultimos 50 anos, sendo atualmente
considerada como a doencga viral transmitida por mosquitos de maior importancia no
mundo (WHO, 2012). Possuindo como principal vetor o mosquito Aedes aegypti, 0s
quatro sorotipos do virus dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) sdo
amplamente disseminados nas regifes tropicais e subtropicais do globo, acometendo
anualmente cerca de 100 milhdes de pessoas, podendo atingir cerca de 20% de casos
clinicos severos da doenca (BRADY et al., 2012; MURRAY et al., 2013; SIMMONS et
al., 2012).

O principal modo de prevencdo e contencdo da doenca tem sido através de
programas de controle dos mosquitos vetores, visto que ndo existe vacina disponivel
(GUZMAN et al., 2004; MURRAY et al., 2013). No entanto, esses programas tém
eficiéncia limitada devido a complexidade dos ambientes urbanos onde a doenga ocorre,
a grande resisténcia das populacdes de insetos a diversos inseticidas, além da
excepcional adaptacdo do A. aegypti as condicdes de vida das populagdes humanas
(HALSTEAD, 2008; HEINTZE et al., 2007; MELO-SANTOS et al., 2010; REGIS;
MONTEIRO; MELO-SANTOS; SILVEIRA, et al., 2008; STRODE et al., 2012).

Os tipos de transmissdo viral em mosquitos vetores ocorrem por processos de
transmissdo horizontal e vertical. No primeiro, uma fémea ndo infectada pode se
infectar a partir da alimentacdo sanguinea em um hospedeiro previamente infectado por
outra fémea infectada pelo virus (HIGGS; BEATY, 2004). Ja na transmissdo vertical, 0
patdgeno é transmitido da fémea do mosquito infectada para sua prole, podendo ser do
tipo transovariana (virus dentro do ovo) ou transovo (virus na superficie do ovo)
(HIGGS; BEATY, 2004; LAMBRECHTS; SCOTT, 2009).

A transmissdo vertical do tipo transovariana, pode ocorrer quando o virus invade
o foliculo embrionario infectando o embrido, ou também durante a oviposic¢éo, onde o
virus é transmitido para dentro dos ovos a partir da micrépila (abertura do ovo) no

momento em que 0s ovos passam pelo oviduto. A transmisséo do tipo transovo, ocorre a
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partir da infeccdo dos ovos com o virus no momento da oviposicao, ficando depositado
na superficie do ovo (HIGGS; BEATY, 2004).

Trabalhos prévios mostram os diversos aspectos bioldgicos e epidemioldgicos da
transmissdo viral do tipo horizontal em mosquitos vetores (BENNETT et al., 2005;
BENNETT et al., 2002; BLACK et al., 2002; CARVALHO-LEANDRO et al., 2012;
GUBLER et al., 1979; LAMBRECHTS et al., 2009; SALAZAR et al., 2007; SYLLA et
al., 2009). A transmissdo viral do tipo transovariana tem sido negligenciada nos estudos
que envolvem aspectos referentes a manutencdo do virus dengue nas populacdes de
mosquitos. Pouco se sabe sobre a importancia epidemioldgica desse tipo de transmissao
e 0s estudos existentes sobre a temética, sdo direcionados unicamente em analises de
deteccdo viral em mosquitos resultantes de coleta de ovos em campo (ANGEL; JOSHI,
2008; CASTRO et al.,, 2004; GUEDES et al., 2010; GUNTHER et al., 2007;
WASINPIYAMONGKOL et al., 2003).

Uma vez que ndo se conhece a importancia epidemioldgica da transmissao
transovariana, a maioria dos programas de controle de mosquitos vetores preconizam
suas acOes ao combate as larvas e aos adultos do mosquito. Pouca atencao € direcionada
aos ovos quiescentes no ambiente, bem como o efeito da infec¢do viral no tecido
ovariano e 0 impacto dessa infeccdo na biologia reprodutiva do vetor permanece
desconhecido.

Diante disso, o0 presente trabalho teve por objetivo analisar os aspectos
envolvidos na transmissdo transovariana em uma populacdo de campo de mosquitos A.
aegypti infectados com o virus dengue sorotipo 2, investigando diversos aspectos, tais
como: 1) analise da cinética de infec¢do de ovarios de fémeas de mosquitos A. aegypti
apos infeccdo oral com alimentagdo sanguinea contendo o virus dengue; 2) identificacdo
das taxas de infeccdo filial do virus dengue proveniente de fémeas competentes
vetorialmente para o virus dengue; 3) caracterizacdo da competéncia vetorial das fémeas
infectadas via transmissdo transovariana; 4) analise de possiveis diferengas nos padrdes
de fecundidade de fertilidade das fémeas infectadas pelo virus dengue; 5) busca de
possiveis alteracbes morfologicas nos ovarios das fémeas infectadas em comparagéo as
fémeas ndo infectadas; 6) avaliagdo do nivel de expressdo de genes potencialmente

envolvidos na permanéncia do virus nos ovarios do mosquito vetor.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

2.1 Arboviroses

Arboviroses sdo doencas virais infecciosas causadas por um arbovirus. A palavra
arbovirus é resultante da expressdo arthropod-borne virus, a qual se refere aos virus que
se mantém na natureza, devido a sua propagacdo bioldgica entre um hospedeiro
vertebrado e um artropode que possui habito hematofagico (HIGGS; BEATY, 2004).
Atualmente, sdo conhecidos mais de 550 arbovirus, os quais causam infeccdes,
principalmente em mamiferos e aves (GOULD et al., 2006).

Os arbovirus estdo distribuidos pelas regides tropicais e subtropicais do globo e
acometem milhGes de pessoas anualmente, sendo o virus Dengue, virus da Febre
Amarela, virus Chikungunya, virus do Oeste do Nilo e virus Usutu, os arbovirus de
maior importancia para o contexto de salde publica atual (GOULD et al., 2006;
GUBLER; MARKOFF, 2007; KNIPE; HOWLEY, 2007).

2.1.1 Dengue

A Organizacdo Mundial de Salde considera a dengue como a mais importante
arbovirose que afeta 0 homem, uma vez que apresenta alta taxa de morbidade e uma
pequena parcela dos casos clinicos severos pode ser fatal (HALSTEAD, 2007). Assim
como outras arboviroses, as regides de maior ocorréncia da doenga séo, principalmente,
em areas localizadas nas regiGes tropicais e subtropicais do mundo (BEATY;
MARQUARDT, 1996a; GUZMAN; KOURI, 2003).

A doenca tem como agente etioldgico o virus Dengue (DENV), o qual apresenta
quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1 a DENV-4) que podem causar a
doenca (KNIPE; HOWLEY, 2007). Foi reportado recentemente por pesquisadores da
Universidade do Texas, no Third International Conference on Dengue and Dengue
Haemorrhagic Fever, evento que aconteceu em Bangkok - Tailandia (outubro/2013), a
existéncia de um quinto sorotipo do virus Dengue. Segundo 0s pesquisadores, esse novo
sorotipo foi identificado em amostras de sangue de paciente da Malasia, colhidas
durante uma epidemia em 2007. Como ndo ha publicacbes em artigos, ndo se sabe
detalhes sobre quadro clinico do paciente, ou mesmo questdes genéticas do novo
sorotipo (SCIENCE, 2013).
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A expansdo da navegacao industrial e comercial favoreceu a disseminacdo do A.
aegypti, o principal mosquito vetor do DENV, para diversas regibes do mundo, e
consequentemente, a expansdo da doenga (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; GRATZ,
2004; GUBLER, 2002). A dengue é uma doenca antiga, uma vez que foi disseminada
mundialmente nos tropicos durante os séculos XVIII e XIX devido a navegacao
(GUBLER, 2002). Os primeiros relatos de epidemias com quadros clinicos compativeis
com dengue classica (DC) foram registrados na Filadélfia em 1780 (GUZMAN;
KOURI, 2003). Tempos depois, em 1953-1954, em Manila (Filipinas), registram-se 0s
primeiros casos de febre hemorragica da dengue (FHD), seguido por casos em Bangkok
(Tailandia) e Malésia em 1958, e Vietnd em 1960 (GUBLER, 2002).

Diversos fatores podem ser identificados como razfes para a emergéncia global
da dengue como problema de Salude Publica. Dentre eles podemos citar a reinfestacéo
dos trépicos das Américas pelo mosquito A. aegypti (GUZMAN; KOURI, 2003), a
circulacdo intensa de pessoas entre os diversos continentes, o aumento demogréafico com
0 crescimento descontrolado da populacdo mundial (GUBLER, 1997), a falta de
medidas eficazes para controle do mosquito (NEWTON; REITER, 1992; REGIS;
MONTEIRO; MELO-SANTOS; SILVEIRAJR; et al., 2008), o uso inadequado de
reservatorios com agua para consumo humano, o acimulo de materiais descartaveis
servindo como criadouros artificiais para larvas de mosquitos, e a auséncia de uma
vacina tetravalente que confira imunidade aos quatro sorotipos virais (GUBLER, 1997,
SILVA et al., 2006).

Os primeiros casos de dengue confirmados laboratorialmente no Brasil
ocorreram em Boa Vista (Roraima) em 1981-1982, com o isolamento do DENV-1 e
DENV-4. Nessa ocasido, ndo houve registros significativos envolvendo o DENV-4 na
transmissdo viral pelo pais (OSANAI et al., 1983). Porém, ha registros de que, 0s
primeiros relatos de casos de dengue em territorio brasileiro, datam-se do ano de 1846,
porém, foi somente na segunda metade do século XX que a dengue realmente adquiriu
uma grande importancia epidemioldgica (BRAGA; VALLE, 2007a).

Os sorotipos virais DENV-1, DENV-2 e DENV-3 circulam no Brasil desde o
ano de 2003 (BRASIL, 2010) e atualmente, os quatro sorotipos podem ser registrados
circulantes no pais, desde a reemergéncia do DENV-4 em junho de 2010, com o0s
primeiros casos isolados no estado de Roraima, nas cidades de Boa Vista e Canta
(TEMPORAO et al., 2011).
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No que se refere as acfes de controle da dengue no Brasil, estas sdo parte do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que preconiza atividades de
vigilancia entomoldgica e epidemiolédgica (BRASIL, 2002). A vigilancia entomoldgica
pelo programa é realizada pela pesquisa larvaria para o levantamento de indices de
infestacdo predial (I1IP) e indice de Breteau (IB) em residéncias, apesar de alguns
estudos mostrarem que outras metodologias de vigilancia entomoldgica podem ser
significativamente mais sensiveis em relacdo a presenca do vetor, como a coleta de ovos
do mosquito por armadilha de oviposicdo (ovitrampa) (MEDEIROS et al.,, 2011;
REGIS; MONTEIRO; MELO-SANTOS; SILVEIRAJR; et al., 2008).

As metodologias de controle sdo calcadas primariamente no uso de inseticidas
quimicos (temefds, cipermetrina, deltametrina e malation) e alternativamente,
inseticidas bioldgicos (Bacillus thuringiensis israelensis — Bti). Através de um sistema
de monitoramento da resisténcia de mosquitos de campo aos inseticidas quimicos (Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia do Aedes aegypti — Rede MoReNAa), tem
sido demonstrado que a maioria das populacdes de A. aegypti monitoradas esta
resistente, sobretudo ao temefés (ARAUJO et al.,, 2013; BRAGA; VALLE, 2007b;
LIMA et al., 2011; MELO-SANTOS et al., 2010), o que representa um grave problema
para o controle do vetor baseado no uso de compostos quimicos. Como alternativa, o
uso de inseticidas quimicos foi substituido pelo uso de inseticidas bioldgicos a base de
Bti em alguns locais onde a resisténcia aos quimicos foi detectada (BRAGA; VALLE,
2007b; MELO-SANTOS et al., 2010). Nos anos de 2009/2010, o diflubenzuron e o
novaluron, drogas inibidoras de sintese de quitina pertencentes ao grupo das benzoil-
fenil-uréias, foram adotados pelo Ministério da Saude para controle de larvas de A.
aegypti no pais, devido a alta resisténcia do mosquito ao temefos, bem como o alto
custo do Bti (BRASIL, 2009).

Em relagdo ao desenvolvimento de uma vacina para a dengue, varios estudos
estdo em andamento usando diferentes estratégias e tecnologias, tais como vacinas
baseadas em virus atenuados, inativados ou quiméricos e vacinas de DNA. Apesar de
algumas vacinas estarem em testes clinicos, diversos estudos e testes ainda precisam ser
realizados (MCARTHUR et al., 2013).

2.2 Aedes aegypti, 0 mosquito vetor
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O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 (Figura 1-A), € um
diptero pertencente a familia Culicidae e sub-familia Culicinae (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994). E a espécie mais importante nos registros epidemioldgicos da febre
amarela urbana e dos quatro sorotipos do virus da dengue (FORATTINI, 2002;
LOZOVEL, 2001). A espécie é encontrada nas regides tropicais e sub-tropicais do
globo (CLEMENTS, 1992; FORATTINI, 1962), e possui um ciclo de desenvolvimento
com duragdo média de 14 dias, com quatro estagios bem definidos: ovo, larva com 4
estadios (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Figura 1-B).

A caracteristica de quiescéncia, presente em seus ovos (Figura 1-B), a qual é
caracterizada pela interrupcdo do processo de maturacdo embrionaria devido a reducao
drastica da umidade relativa, permite que estes possam resistir a importantes momentos
de seca nos ambientes, apresentando importantes implicacdes na dispersdo de mosquitos
(BICOUT et al., 2002; WOODRING et al., 1998). Isso possibilita a ressurgéncia do
vetor em areas previamente tratadas (CARDOSO JR, 1997).

A capacidade de dispersdo do mosquito A. aegypti pelo voo pode atingir até 800
m, em momentos que a fémea faz a busca por locais para deposi¢cdo dos ovos
(HONORIO et al., 2003; MUIR; KAY, 1998; TRPIS et al., 1995; TSUDA et al., 2001),
sendo isso, um importante parametro em epidemiologia e programas de controle do
vetor, podendo definir areas de risco para a transmissdo viral (ORDONEZ-GONZALEZ
et al., 2001) e direcionamento para intensificacdo das acGes de controle e blogueio da
transmissdo. No entanto, ha evidéncias de que, havendo fonte de alimentacdo e locais
para realizar a oviposi¢édo suficientes, as fémeas de A. aegypti se deslocam por pequenas
distancias, que podem variar entre 50 a 100 m, mantendo-se restritas as casas onde
emergiram ou deslocando-se apenas para casas vizinhas (HARRINGTON; et al., 2005;
RUSSELL et al., 2005).

Fatores genéticos sdo os responsaveis por conferir caracteristicas adaptativas ao
mosquito, proporcionando-lhe grande plasticidade fenotipica aos diversos ambientes
urbanos (BLACK 1V; SEVERSON, 2005). Além disso, variacbes no background
genético das populagOes estdo potencialmente relacionadas com diferentes padrdes de
susceptibilidade aos patdgenos (competéncia vetorial) (BENNETT et al., 2002; BLACK
et al., 2002; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004; URDANETA-MARQUEZ; et
al., 2008), capacidade vetorial, resisténcia aos inseticidas (MELO-SANTOS et al.,
2010), dentre outros.
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Figura 1 - Aedes aegypti: A) Adulto; B) Ciclo de desenvolvimento do mosquito,

com as diferentes fases: ovo, larva (L1-L4), pupa e adulto.

.

Tempo
médio de
14 dias

| Larva (L1-14)

Fonte: A e B. Centers for Diseases Prevention and Control, (2014). B. CDC,

2014; Ovo: Oxytec, 2014; Larva e Pupa: DengueVirusNet, 2014.

No Brasil, estudos demonstraram grande variacdo genética nas populagdes

analisadas indicando variagdes em nivel local e regional (AYRES et al., 2004; AYRES

et al., 2003). No que se refere as variacdes genéticas com importancia na competéncia

vetorial, alguns estudos revelam que as diferencas genéticas existentes entre as

populacBes fazem com que as taxas de infeccdo por arbovirus variem entre elas. Esse

tipo de variacdo foi observado em infec¢bes por virus dengue e/ou virus da febre

amarela em mosquitos de populacbes brasileiras (CARVALHO-LEANDRO et al.,
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2012; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004), venezuelanas (URDANETA-
MARQUEZ; et al., 2008) e mexicanas (BENNETT et al., 2002).

Outra espécie do género Aedes é importante epidemiologicamente na
transmisséo do virus Dengue, 0 mosquito Aedes albopictus. Varios estudos comprovam
a susceptibilidade de A. albopictus a diferentes arbovirus, entre eles 0 DENV, virus da
Febre amarela e virus Chikungunya (LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2003;
VAZEILLE et al., 2010; VEGA-RUA et al., 2014). Surtos de transmissdo de DENV
atribuidos a essa espécie foram registrados apenas em regifes do continente asiatico
(GRATZ, 2004). No entanto, até 0o momento essa espécie ndo representa grande
importancia epidemioldgica no Brasil em relacdo a dengue, uma vez que seu
envolvimento na transmissdo do virus no pais ainda ndo foi relatada (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994).

2.3 Virus Dengue, o patdgeno

Virus Dengue, pertence ao género Flavivirus, e a familia Flaviviridae, é o
patdgeno causador de todas as formas em que a dengue pode se apresentar (GUBLER,;
KUNO, 1997; KINEPE, 2007). Ao considerarmos a morfologia viral, organizacao
gendmica, variacbes nas sequéncias de nucleotideos, ecologia viral e outras diversas
variacdes dentro do género Flavivirus, esse género é composto por aproximadamente 53
tipos virais, sendo 27 transmitidos por mosquitos, 12 por carrapatos e 0s outros 14, por
vetores animais ainda ndo conhecidos (GUBLER, 2007).

Estudos evolutivos dentro desse grupo sdo extremamente complicados devido as
grandes divergéncias nas sequéncias de aminoacidos, requerendo estudos a partir de
analises multigénicas. Alguns destes teorizam que a evolucdo em Flavivirus esta ligada
as suas adaptacGes aos hospedeiros invertebrados, diferentemente de outros géneros,
como Alphavirus, onde a evolucdo parece estar mais relacionada as adaptacdes ao
hospedeiro vertebrado (CHEVILLON et al., 2008; COOK; HOLMES, 2006).

Os membros desse género sdo altamente diversos geneticamente, e por serem
virus de RNA, exibem uma grande taxa de mutacdo (GUBLER; MARKOFF, 2007).
Devido as diversas mutacdes que ocorrem nos virus de RNA, estes, na maioria das
vezes, ndo constituem um gendtipo unico e sim um grupo de gendtipos com relagédo
muito préxima, denominado por alguns autores como quasispecies (HOLLAND et al.,
1982; KINEPE, 2007). Devido a auséncia de atividade de proofreading da RNA
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polimerase viral, atividade esta que tem por funcdo corrigir os erros cometidos pela
RNA polimerase, diversas mutacdes podem ser registradas (HOLMES et al., 1999;
TWIDDY; HOLMES, 2003). Em virus Dengue, além de a variabilidade genética ser
decorrente das diversas mutacbes, ela pode ser amplificada/aumentada por
recombinacdo génica, tornando-se outro fator importante e fundamental na diversidade
e variabilidade genética desse virus (HOLMES, 1999; TWIDDY; HOLMES, 2003).

Os quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1; DENV-2; DENV-3;
DENV-4) do virus Dengue sdo particulas circulares esféricas, com 50 a 55 nm de
didametro, constituidas por um core de ribonucleoproteinas e por um envelope de
lipoproteinas. O genoma consiste em uma fita simples de RNA positiva, com
aproximadamente 11 kilobases (kb). O RNA viral possui uma Unica fase de leitura
(ORF - Open reading frame), a qual codifica uma poliproteina, que € posteriormente
clivada por proteases celulares e serina proteases, codificada pelo virus em 3 proteinas
estruturais (C — capsideo; prM/M — membrana; E - envelope) e 7 ndo estruturais (NS1;
NS2A; NS2B; NS3; NS4A; NS4B; NS5) (KUHN et al.,, 2002). As proteinas ndo
estruturais tém funcdes diversas, desde processos de replicacdo a montagem viral
(GUBLER, 2007). As extremidades 5’ e 3’ da fita de RNA sdo compostas por regides
nao codificadoras (RNC5’¢ RNC3’), com aproximadamente 100 a 400 nt,
respectivamente. Sequéncias conservadas e estruturas secundarias de RNA estdo
contidas nessas regides, visando o direcionamento de processos de amplificacdo

genbmica, traducdo e empacotamento viral (GUBLER, 2007).

2.4 Interacdo vetor-patdgeno

2.4.1 Tipos de transmissao e sua importancia epidemioldgica

Um grande nimero de patdgenos € mantido na natureza por ciclos de
desenvolvimento que envolvem um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro
invertebrado atuando como vetor (BEATY; MARQUARDT, 1996b). A transmissao de
patdgenos por artropodes vetores se da por duas formas principais, a mecanica e a
bioldgica (HIGGS; BEATY, 2004). Na transmissdo mecanica, os artropodes podem
carregar 0S microrganismos em suas patas, e posteriormente transmiti-los a um
hospedeiro vertebrado. Ja na transmissdo bioldgica, o patdgeno infecta o hospedeiro

invertebrado e pode reproduzir-se e/ou desenvolver-se em diferentes estagios, para
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subsequentemente ser transmitido para o hospedeiro vertebrado (HIGGS; BEATY,
2004). No caso de culicideos vetores, o processo de transmissao bioldgica de patdgenos
ocorre via alimentagdo sanguinea realizada exclusivamente pelas fémeas (CLEMENTS,
1999; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

O periodo compreendido entre a ingestdo do sangue contaminado com o
patdgeno e sua transmissdo para outro hospedeiro a partir de uma nova alimentagéo
sanguinea é conhecido por periodo de incubacdo extrinseca (PIE). No caso dos
arbovirus, durante esse periodo o virus infecta as células intestinais do vetor, replica-se
e migra para outros orgaos alvos para que a transmissdo ocorra (HALSTEAD, 2008;
HIGGS; BEATY, 2004). Dois principais tipos de transmissdo sdo descritos para 0S
ciclos de infeccdo em culicideos vetores, a transmissdo vertical e a horizontal (HIGGS;
BEATY, 2004).

A transmissdo viral do tipo vertical ocorre quando o patdgeno é passado da
fémea infectada para sua prole, podendo ser de dois tipos: transovariana (virus dentro do
0vo) ou transovo (virus na superficie do ovo) (FLORES et al., 2010; HIGGS; BEATY,
2004; LAMBRECHTS; SCOTT, 2009) (Figura 2-A). A transmissdo vertical do tipo
transovariana pode ocorrer quando o virus invade o foliculo embrionario infectando o
embrido, ou podendo ocorrer também durante a oviposic¢do, onde o virus € transmitido
para dentro dos ovos a partir da micrépila (abertura do ovo) no momento em que 0s
ovos passam pelo oviduto. A transmissdo do tipo transovo, ocorre a partir da infeccédo
dos ovos com o virus no momento da oviposicdo, ficando depositado na superficie do
ovo (HIGGS; BEATY, 2004).

Na transmissdo viral do tipo horizontal, uma fémea n&o infectada se infecta em
um hospedeiro previamente infectado por outra fémea infectada pelo virus (Figura 2-B).
Outra forma de transmissdo horizontal € a venérea, quando machos infectados
transmitem o virus para a fémea atraves de fluidos seminais contaminados (HIGGS;
BEATY, 2004) (Figura 2-C).

Véarios estudos tem demostrado os diversos aspectos bioldgicos e
epidemiolégicos da transmissdo viral do tipo horizontal em mosquitos vetores
(BENNETT et al., 2005; BENNETT et al., 2002; BLACK et al., 2002; GUBLER et al.,
1979; LAMBRECHTS et al., 2009; SALAZAR et al., 2007; SYLLA et al., 2009). Esse
grande interesse nos estudos da transmissé@o horizontal é justificado, pois é a partir desse
tipo de transmissdo, que o virus é transmitido para a populacdo humana através da

picada de fémeas previamente infectadas com o virus.
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Figura 2 - Representacdo esquematica da transmissao vertical e horizontal de arbovirus. A -
Transmissao vertical do tipo transovariana, B- Transmissdo horizontal que ocorre quando uma fémea
A, infectada, contamina um hospedeiro vertebrado e posteriormente, uma fémea B, ndo infectada,
alimenta-se no hospedeiro infectado, infectando-se. C- Transmissdo horizontal venérea via fluido
seminal de macho infectando transovarianamente, infectando a fémea durante a copula.

Transmissao vertical (Fémea para a prole —machos e féimeas)

K

Transovariana Transovo A
(virug dentro do ovo) (virus na superficie do ovo)

Transmissio horizontal (Fémeas para fémeas)

Femea A (infectada) Femea B (naoinfectada)

Periodo de incubagido

TR0 W < R > <[/ B
Transmissiao horizontal (Venérea —machos para fémeas)
<
Macho
(verticalmenteinfectado) Femea C

Fonte: Adaptado de Higgs & Beaty, 2004.

Por outro lado, a transmissao viral do tipo transovariana, tem sido negligenciada
nos estudos que envolvem aspectos referentes a manutencdo de DENV nas populacdes
de mosquitos. Pouco se sabe sobre a importancia epidemioldgica da transmissdo
transovariana e 0s poucos estudos existentes sobre a tematica, sdo calcados unicamente
em analises de deteccdo viral em mosquitos resultantes de coleta de ovos em campo
(ANGEL; JOSHI, 2008; CASTRO et al., 2004; GUEDES et al., 2010; GUNTHER et
al., 2007; WASINPIYAMONGKOL et al., 2003).

2.4.2 Competéncia Vetorial e Capacidade Vetorial

A competéncia vetorial é definida como a capacidade bioldgica inata do inseto

vetor em transmitir determinado patégeno, sendo, portanto, controlada geneticamente
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(BEERNTSEN et al., 2000a). Um vetor, quando competente, ap0s ingerir 0 patdégeno

durante a alimentagdo sanguinea em um hospedeiro infectado permite o completo
desenvolvimento do patdgeno e, apds alguns dias, é capaz de transmiti-lo para outro
hospedeiro(BEATY; MARQUARDT, 1996b). No caso de vetores incapazes de
transmitir o patdgeno apds ingestdo de sangue infectado, hd uma incompatibilidade
entre os dois organismos e o desenvolvimento do patdgeno é blogueado em alguma fase
da infeccdo (MARQUARDT, 2004).

Diversos estudos em mosquitos A. aegypti mostram que diferentes linhagens ou
populacdes desse vetor respondem diferentemente as infecgdes virais, apresentando,
portanto, competéncia vetorial diferenciada devido as varia¢des no background genético
(BENNETT et al., 2005; BENNETT et al., 2002; BLACK et al., 2002; SALAZAR et
al., 2007). O ciclo do DENV dentro de um mosquito competente envolve uma série de
eventos entre o virus e o vetor, e diversas barreiras anatémicas, fisioldgicas e
moleculares precisam ser vencidas pelo virus para que este infecte os 6rgdos do
mosquito parasitado, sendo o aparelho digestivo a primeira barreira fisica a ser
enfrentada quando o patdgeno € ingerido na alimentacdo sanguinea (ROSOMER, 1996).

Durante o ciclo de replicacdo do arbovirus nos mosquitos, trés importantes
barreiras para o estabelecimento da infeccdo sdo descritas: a barreira de infeccdo do
intestino médio (Midgut Infection Barrier - MIB), a barreira de escape do intestino
médio (Midgut Escape Barrier - MEB) e a barreira de transmissdo (Transmission
Barrier - TB) (Figura 3). A barreira de infeccdo do intestino médio (MIB) é
caracterizada como todo e qualquer evento que possa impedir o virus de invadir,
colonizar e replicar-se dentro das células do epitélio intestinal. Esses eventos s&o
imprescindiveis para o sucesso na infeccdo (BLACK IV; SEVERSON, 2005). Caso o
virus consiga realizar os processos de invasdo, colonizacdo e replicacdo, porém fica
retido nas celulas intestinais, caracteriza-se outra barreira, chamada de barreira de
escape do intestino médio (MEB). Para que a transmisséo viral ocorra do mosquito para
0 hospedeiro vertebrado, o virus tem que infectar as células das glandulas salivares e
sair juntamente com a saliva no momento da alimentacdo sanguinea. Se houver
bloqueio nessa fase de infeccdo, caracteriza-se entdo uma barreira de transmissao (TB),
bem mais rara de acontecer do que as barreiras do intestino (BEATY; MARQUARDT,
1996b; BLACK IV; SEVERSON, 2005). Em mosquitos competentes vetorialmente, as

barreiras de infecgdo sdo vencidas e a transmissdo viral ocorre com eficiéncia. Em
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mosquitos ndo competentes, a infeccdo viral é bloqueada em algum momento do ciclo

de infeccao/disseminacédo dentro do mosquito, ndo havendo a transmissao viral.

Figura 3 - Representacdo esquematica das diferentes barreiras de infeccdo em mosquitos.

Barreira de infeccio do intestino
(Midgut infection barrier — MIB)

Intestino médio posterior
Tibulos de Malpighi

Divert{cul/'

Eséfago,

Intestino posterior

/glntestino médio anterior

f;::i:’i:s Barreira de escape do intestino
(Midgutescape barrier — MEB)

Barreira de Transmissao
(Transmission barriers —TB)

Fonte: Marquardt (2004), adaptado.

Ressalva-se que a competéncia vetorial é um componente essencial na
capacidade vetorial de um vetor, que é definida pela taxa de eficiéncia da transmisséo
do patégeno pela populacdo local de vetores. A capacidade vetorial engloba aspectos
comportamentais do inseto (preferéncia alimentar), morfo-fisiologicas (tamanho,
longevidade, duragdo do ciclo gonadotrofico, etc.) e fatores ecoldgicos (temperatura e
umidade) (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; MARQUARDT, 2004).

2.5 Sistema imune de insetos

Os insetos estdo expostos a uma imensa variedade de microrganismos, que
podem ser encontrados tanto em seu habitat natural, como podem surgir a partir de
infeccdes oriundas do processo de alimentacdo em plantas, ou mesmo em hospedeiros
vertebrados  (DIMOPOULQOS,  2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007,
MARQUARDT, 2004). Com o objetivo de neutralizar as infec¢bes causadas pelos
microrganismos como bactérias, fungos, protozoarios e virus, os insetos desenvolveram
diversos mecanismos de defesa contra esses invasores. Esses mecanismos vao desde
barreiras morfoldgicas (cuticula, morfologia do aparelho digestivo, matriz peritréfica) a

respostas por componentes celulares (fagocitose, encapsulacdo) e humorais
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(melanizacdo e producdo de moléculas efetoras, como peptideos antimicrobianos)
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; MARQUARDT, 2004).

Diferentemente dos vertebrados, os invertebrados ndo possuem uma resposta
imune adaptativa, uma vez que nao ha células com funcdo de memdria imunologica
(linfocitos T e B). Nesses organismos, a resposta imune € inata, sendo esta definida por
uma resposta rapida aos patdgenos, porém de curta duragdo, nao conferindo memadria
imunolégica (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Um estudo realizado com Anopheles
gambiae demonstrou a diferenciacdo de hemocitos em mosquitos previamente
infectados com Plasmodium falciparum, em resposta a infeccBes secundarias com
bactérias, sugerindo uma forma de memoria imune inata nesses insetos (RODRIGUES
etal., 2010).

A resposta imune do hospedeiro a microrganismos invasores em insetos ocorre
em trés etapas distintas: o reconhecimento do corpo estranho invasor, a rede regulatoria
de sinalizacdo celular e, por fim, os mecanismos efetores. A deteccdo dos
microrganismos pelo sistema imune inato depende diretamente de um sistema
conservado de receptores de reconhecimento de patdgenos, chamados de Pattern
Recognition Receptors (PRRs). Essas moléculas, quando ativadas, desencadeiam uma
série de eventos celulares que poderdo culminar com a producdo de moléculas
antimicrobianas efetoras e resposta celular, que atuardo sobre os microrganismos apos
sua deteccdo, na tentativa de neutraliza-los. A ligacdo desses receptores aos patdgenos
se d& a partir do reconhecimento de moléculas conservadas préprias de agentes
microbianos, chamadas de Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) (BULET
etal., 1999; CIRIMOTICH et al., 2010; SIM; DIMOPOULOS, 2010).

2.5.1 Respostas celulares e humorais

Dentre as respostas imunes mediadas por células, a fagocitose foi o primeiro
evento descoberto em invertebrados, sendo um mecanismo de defesa celular fortemente
conservado em muitos organismos (LAVINE; STRAND, 2002). Esse mecanismo de
defesa é caracterizado por um processo de resposta celular, no qual os hemdcitos
englobam os microorganismos, sendo uma resposta inicial a bactérias, protozoarios e
outros agentes invasores (BARILLAS-MURY et al., 2004).

Os insetos produzem muitos tipos de hemacitos (pro-hemacitos, granuldcitos,

plasmécitos e esferuldcitos), com caracteristicas morfoldgicas, histoquimicas e
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funcionais distintas (LAVINE; STRAND, 2002). Os plasmacitos e granulocitos sao 0s
tipos celulares que primariamente realizam esse processo a partir da ligacdo da
superficie do hemdcito as proteinas de membrana do microrganismo invasor
(BLANDIN; LEVASHINA, 2007). Os granuldcitos podem ainda associar-se de forma
fraca formando um aglomerado de células sobre o patdgeno invasor, caracterizando
assim outro processo de resposta imune mediada por células, conhecido por nodulagéo
(CHAPMAN, 1999). Estudos em espécies de culicideos como A. aegypti e Anopheles
spp tem demonstrado a importancia dessa resposta imune a infec¢fes por protozoarios
do género Plasmodium, fungos e bactérias (BLANDIN; LEVASHINA, 2007;
CASTILLO et al., 2006; MOITA et al., 2005).

Outro processo de resposta imune mediada por hemdcitos é conhecido por
encapsulacdo, que consiste em uma resposta celular/humoral a partir do acumulo de
plasmdcitos sobre o patdégeno, formando uma capsula composta por camadas de células.
O processo de encapsulacéo pode ocorrer contra alguns organismos invasores, tais como
bactérias, Brugia, Plasmodium, Wuchereria e Trypanosoma, quando o processo de
fagocitose ndo consegue neutraliza-los (BARILLAS-MURY et al., 2004; BEERNTSEN
et al., 2007; HILLYER et al., 2003). Nesse processo, o sistema de pro-fenoloxidases é
ativado, ocorrendo a formacgéo de melanina sobre as células. O depdsito de melanina
sobre o patégeno, ou melanizacdo, pode ocorrer sem a formacdo da camada celular,
envolvendo somente hemdcitos circulantes. Isso ndo é comum entre 0s insetos,
ocorrendo apenas em dipteros nematdceros como Drosophila e mosquitos. Esse
processo é conhecido por encapsulacdo humoral ou melanizacdo humoral (BARILLAS-
MURY et al., 2004; HILLYER; CHRISTENSEN, 2005; HILLYER et al., 2003).

Em relacdo as respostas humorais, podemos destacar os importantes eventos de
producdo de peptideos antimicrobianos. Os peptideos antimicrobianos desempenham
um papel fundamental na resposta humoral, com o objetivo de eliminar organismos
invasores. Essas moléculas efetoras sdo intensamente produzidas pelo corpo gorduroso
(6rgao anélogo ao figado dos mamiferos), hemacitos e 6rgdos como intestino, glandulas
salivares, espermateca e traquéia (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

Drosophila melanogaster, atualmente, é o inseto que possui o0 sistema imune
mais bem caracterizado, com diversos estudos mostrando que a producao de moléculas
efetoras é regulada, principalmente, por trés vias: a via Imd (Immune Deficiency), a via
Toll e a via JAK-STAT (Janus kinase signal transducer and activation of transcription)
(HOFFMANN; REICHHART, 2002; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; TZOU et al.,
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2002). Essas vias de sinalizagéo intracelular estdo envolvidas na producéo de peptideos
antimicrobianos em repostas a diferentes patdgenos, tais como fungos, virus e bactérias
gram-positivas e gram-negativas (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Em mosquitos,
estudos sobre as vias Toll, Imd e JAK-STAT mostram que essas Vvias estdo envolvidas
na producdo de peptideos antimicrobianos conferindo protecdo contra fungos (SHIN et
al., 2005), bactérias (ANTONOVA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2010; MEISTER
et al., 2005), virus (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012; SIM; DIMOPOULOS,
2010; SOUZA-NETO et al., 2009) e protozoarios (GARVER et al., 2009).

2.5.1.1 Vias de sinalizacéo

25.1.1.1 Via Toll

A via Toll é caracterizada como uma cascata de sinalizacdo evolutivamente
conservada, envolvida na resposta imune inata a infecgdes causadas por fungos e
bactérias gram-positivas, ja identificada em mamiferos e em insetos como Drosophila,
A. aegypti e An. gambiae (LEMAITRE et al., 1996; LEMAITRE et al., 1997,
MEISTER et al., 2005; SHIN et al., 2005). Inicialmente, os receptores Toll de insetos
foram descritos em Drosophila, apresentando um papel fundamental no
desenvolvimento dorso-ventral do embrido durante o periodo embrionario, bem como
em outros processos de desenvolvimento. Em mamiferos, os receptores da via Toll séo
conhecidos como Toll-like receptors (TLRs) e IL-1 receptors (ANTONOVA et al.,
2009; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Essa via possui como componentes a citocina
extracelular chamada de Spatzle, o receptor de membrana Toll, os adaptadores Tube e
MyD88, a quinase Pelle, o inibidor Cactus (homologo ao inibibidor de NK-kB — IkB) e
os fatores de transcricdo Dorsal e Dif (Dorsal-related immunity factor) (HOFFMANN,
2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Toda a cascata de sinalizacdo tem como
ponto de partida a ligagdo dos PAMPs aos receptores de membrana dos
microrganismos, como exemplo, peptideoglicanos (PGRPs — Peptidoglycan
Recognition Proteins) presentes em bactérias (HOFFMANN, 2003; LEMAITRE;
HOFFMANN, 2007) (Figura 4A).

Dorsal e Dif sdo homologos ao fator de transcricdo NF-kB/Rel, e sua ativacdo
tem efeito sobre a expressdo de diversos genes de resposta imune, especialmente os

envolvidos na producdo de importantes peptideos antimicrobianos, como drosomicina,
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defensina e cecropina (HOFFMANN, 2003). Em Drosoplila, Relish tem sido
apresentado como o maior regulador de peptideos antimicrobianos (LEMAITRE;
HOFFMANN, 2007).

Com o sequenciamento e anotacdo dos genomas de An. gambiae (HOLT et al.,
2002) e A. aegypti (NENE et al., 2007), analises comparativas com Drosophila
melanogaster revelaram que mosquitos ndo possuem o fator de transcricdo NF-kB Dif.
Nesses mosquitos, dois fatores de transcricdo REL1 e REL2, foram identificadas como
homologos a Dorsal e Relish de Drosophila, respectivamente.

Diversos estudos vém mostrando que o fator de transcricdo REL em mosquitos
tem importantes implicacGes no sistema imune, sinalizando seja por REL1 ou REL2, a
producdo de peptideos antimicrobianos, como por exemplo cecropinas e defensinas.
(ANTONOVA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2010; MEISTER et al., 2005; SHIN
et al., 2005; Xl et al., 2008).

Xi e colaboradores (2008) demostraram que a via Toll esta bastante envolvida na
resposta de A. aegypti ao DENV, a partir de analises baseadas em mosquitos com o
gene cactus (inibidor da via) silenciado. Nesses mosquitos com a via superativada
devido a auséncia do inibidor, o titulo viral nos intestinos foi quatro vezes menor ao se
comparar com o controle. Ramirez e Dimopoulos (2010) em estudo similar,
silenciaram dois grupos distintos de mosquitos, um grupo com cactus silenciado
(superativando a via) e MyD88 silenciado (suprimindo a via). Os autores registraram

uma diminuicdo viral em cactus silenciado e um aumento viral em MyD88 silenciado.
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Figura 4 - Vias Toll (A) e Imd (B) em Drosophila, no controle da
expressdo de peptideos antimicrobianos. Em Aedes aegypti, REL1 e REL2,
foram identificadas como homélogos a Dif/Dorsal e Relish de Drosophila,

respectivamente.
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Fonte: Hoffmann (2003), adaptado.

2.5.1.1.2 Via Imd

A via Imd, conhecida por Immune Deficiency Pathway, foi inicialmente descrita
com a identificacdo de uma mutacdo recessiva em Drosophila que comprometia a
expressdo de diversos genes envolvidos na producdo de peptideos antimicrobianos
(LEMAITRE et al., 1995). Os componentes dessa via sdo as proteinas de
reconhecimento de peptideoglicanos (PGRP-LC receptor — Peptidoglycan Recognition
Proteins), a proteina adaptadora IMD (proteina com aproximadamente 25 kD), uma
molécula adaptadora para o dominio death de IMD chamada de dFADD (Fas-
Associated protein with Death Domain), uma caspase Dredd e o fator de transcricdo
Relish (HOFFMANN, 2003; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007) (Figura 4B). Em



Transmissdo transovariana do virus Dengue sorotipo 2 em Aedes aegypti... Leandro, D. C.

37

Drosophila, estudos tem mostrado que Relish é o fator de transcri¢do que regula a maior
parte da expressdo dos peptideos antimicrobianos, resultando em uma grande
importancia na resposta imune a bactérias, especialmente em bactérias gram-negativas
(KIM; KIM, 2005; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Em A. aegypti, o fator de
transcricdo REL2 é um analogo a Relish de Drosophila, e tem sido empregado como
grande responsavel pela producéo de diversos e importantes peptideos antimicrobianos
em mosquitos, desempenhando um papel fundamental na resposta imune de mosquitos
a bactérias gram-negativas, assim como ocorre em Drosophila (ANTONOVA et al.,
2009; MAGALHAES et al., 2010).

2.5.1.1.3Via JAK-STAT

A via JAK-STAT - Janus kinase signal transducer and activation of
transcription — é uma cascata de sinalizacdo que foi originalmente identificada em
mamiferos, estando envolvida principalmente na resposta imune contra virus. Em
artropodes, a primeira identificacdo da via foi em D. melanogaster, onde foi descrito seu
papel na segmentacdo embrionaria (AGAISSE; PERRIMON, 2004). A JAK-STAT ¢
evolutivamente conservada em nivel estrutural e funcional, desde insetos como
Drosophila (ARBOUZOVA,; ZEIDLER, 2006) e A. aegypti (SOUZA-NETO et al.,
2009) a vertebrados, como mamiferos (AGAISSE; PERRIMON, 2004).

Em D. melanogaster, quatro componentes principais foram identificados
envolvidos nessa cascata de sinalizacdo, sendo eles a proteina ligante Upd (Unpaired), o
receptor domeless (Dome — homodlogo distante dos receptores do tipo citocina | em
vertebrados), a janus quinase (JAK), Hopschotch (Hop), e o ativador de transcricdo
STAT. A regulacdo negativa dessa via ocorre a partir de uma proteina inibidora da
ativagcdo de STAT (PIAS — protein inhibitor of activated STAT) e um supressor de
sinalizacdo de citocinas (SOCS - Supressor of cytocine signaling) (Figura 5)
(ARBOUZOVA,; ZEIDLER, 2006; SOUZA-NETO et al., 2009).

Dostert at al. (2005), em estudo com moscas mutantes para a via JAK-STAT,
registraram uma maior sensibilidade dos insetos mutantes em resposta ao virus C de
Drosophila, quando comparados aos insetos selvagens. Os autores observaram ainda
que a producdo de peptideos antimicrobianos nos dois grupos (selvagem e JAK-STAT
mutante) ndo foi alterada, assim como a resisténcia contra fungos e bactérias se manteve

igual nos dois grupos, mostrando um papel talvez exclusivo da via JAK-STAT na
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resposta imune de Drosophila contra virus. Souza-Neto at al. (2009), mostraram que a
via JAK-STAT exerce uma importante atividade de defesa antiviral contra o virus da

dengue em A. aegypti, apos silenciarem genes envolvidos nessa via de sinalizacéo.

Figura 5 - Via de sinalizacdo JAK-STAT, em
representacdo esquemeética.
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Fonte: Souza-Neto at al. (2009), adaptado.

2.5.2 RNA de interferéncia

RNA de interferéncia, ou RNAIi (RNA interference) € um mecanismo molecular
endogeno de silenciamento génico, altamente conservado e encontrado em diversos
organismos (MELLO; CONTE, 2004). Esse mecanismo foi descrito inicialmente em
flores (petdnias), chamado na ocasido, de co-supressdo génica (NAPOLI et al., 1990).
De modo geral, o mecanismo consiste na identificacdo de RNAs fita dupla (dsSRNA,
double stranded RNA) pela enzima Dicer-2, que cliva os dsRNAs em fragmentos de

RNA fita dupla pequenos (siRNA, small interfering RNAs) de aproximadamente 21-25
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nucleotideos. Além de clivar os dsRNAs, Dicer-2 atua também como helicase,
desenrolando os siRNA que estdo em fita dupla tornando-os fita simples, para que se
liguem ao complexo de enzimas endonucleases (membros da familia Argonaute)
chamado de complexo RISC (RNA-induced silencing complex). Apos essa ligacdo ao
RISC, este conjunto de moléculas se ligara a regido complementar do sSiRNA no RNA
mensageiro (MRNA). Apds a ligacdo dos siRNA ao mRNA complementar, ha clivagem
do mRNA por enzimas do RISC (Figura 6) (MELLO; CONTE, 2004; SANCHEZ-
VARGAS et al., 2004).

A maquinaria de RNAIi desempenha um papel importante na regulacdo da
expressdo de genes enddgenos, para corrigir sequéncias truncadas do préprio organismo
que se formam nos processos de replicacdo e/ou transcricdo, como por exemplo, quando
formam-se pequenos grampos ou bolhas no RNA, mais conhecidas por hairpins
(SANCHEZ-VARGAS et al., 2004). Além de ser um mecanismo endogeno de
silenciamento génico, a maquinaria de RNA de interferéncia tornou-se uma técnica, e
tem sido amplamente usada em diversos estudos baseando-se nos principios da genética
reversa (identificacdo de funcdo génica através da observacdo de um fendtipo gerado
pelo silenciamento do gene em estudo). dsRNA sintéticos podem ser transfectados por
diversas técnicas ja descritas e otimizadas para diversos organismos tais como
microinjecdes, eletroporagéo, alimentacdo, mergulho e injecdo em veia caudal, dentre
outras, visando o silenciamento do gene estudado (BRUMMELKAMP et al., 2002;
CALEGARI et al., 2002; FIRE et al., 1998; MAGALHAES et al., 2010; NUNES;
SIMOES, 2009; SOUZA-NETO et al., 2009; TIMMONS; FIRE, 1998).

Em insetos, o0 mecanismo de RNAI é uma das vias de maior importancia na
resposta as infec¢des por arbovirus. Em Drosophila, estudos tém demonstrado que em
insetos adultos mutantes para 0s genes envolvidos na via de RNAI sdo mais susceptiveis
as infeccdes virais (GALIANA-ARNOUX et al., 2006; ZAMBON et al., 2006). Keene
at al. (2004) a partir da metodologia de injecdo intratoraxica de dsRNA, silenciaram
Argonaute-2 em An. gambiae e demonstraram que com a reducdo do nivel de expressao
dessa molécula, o titulo do virus O’nyong-nyong aumentou nos mosquitos, mostrando
assim, o importante papel desse mecanismo em resposta a infeccdo viral. Campbell at
al. (2008) apresentaram resultados similares quando analisaram a resposta de A. aegypti
contra infecgbes causadas pelo virus Sindbis (SINV). Nesse estudo, foi demonstrado

gue o silenciamento de Dicer-2 e Argonaute-2 provocou aumento nos titulos de SINV.
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Figura 6 - Mecanismo de RNA de interferéncia em representacdo esquematica. Em
Drosophila. dsRNA sdo reconhecidos por Dicer e clivados em pequenos fragmentos de
21-25nt de tamanho (1), formando o complexo siRNA-proteina (2). Dicer-2 (helicase)

desenrola os siRNA fita dupla e as enzimas do complexo RISC se ligam aos siRNAs (3).
Os siRNAs ligados com RISC paream-se com a sequéncia homdloga ao RNA
mensageiro (4), e RISC cliva 0 RNA mensageiro para que este seja degradado por
RNAses (5).

ﬂlcer I @ (
;. siRNA / protein complex

S
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Fonte: Sanchez-Vargas et al. (2004), adaptado.

Em outro estudo, desenvolvido por Khoo at al. (2010), os autores investigaram
as barreiras de infeccdo e escape do intestino em mosquitos infectados com SINV,
demonstrando que, nos grupos de mosquitos que tiveram Dicer-2 silenciada, as barreiras
tornaram-se menos eficientes. Com isso, houve uma diminuicdo do periodo de
incubacdo extrinseca, e a sua consequente disseminacdo em menor tempo para 0S
Orgdos secundarios. Sanchez-Vargas at al. (2009), estudando a modulacdo do DENV2
em A. aegypti, mostraram que uma via de RNAI defeituosa (devido ao silenciamento de
Dicer2 e Argonaute2), causou um aumento dos titulos virais nas infecgdes por DENV
no mosquito, levando consequentemente a uma diminuicdo no periodo de incubacao

extrinseca, 0 que poderia aumentar a eficiéncia na transmisséo viral.
2.5.3 Apoptose
Apoptose, ou morte celular programada, € um processo geneticamente

controlado que resulta na fragmentacdo do DNA e consequente morte celular.

Observam-se eventos apoptéticos desde a fase embrionaria de diversos organismos
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metazoarios, envolvendo-se em processos diversos que estdo relacionados a varias
fungdes fisioldgicas, como por exemplo, a modelagem de tecidos e manutencdo do
sistema imune. Desregula¢des na via apoptotica podem ocasionar sérios danos, como o
aparecimento de doencas, malformacoes, canceres e problemas imunes (RAFF, 1998).
Eventos enzimaticos ocorrem na cascata de sinalizacao apoptotica, sempre regulada por
sinalizag®es intracelulares e/ou extracelulares (VAUX; KORSMEYER, 1999).

O processo apoptotico € realizado por uma ampla familia de cisteino-proteases
chamada caspases, cujo nome é oriundo da expressdo cysteine-aspartic-acid-proteases
(BEST, 2008), as quais podem ser classificadas em dois diferentes tipos: as iniciadoras
e as efetoras. A primeira desempenha o papel de induzir o processo apoptotico e a
segunda o executa (HENGARTNER, 2000). Todo processo € rigorosamente controlado
por reguladores apoptoticos e inibidores de apoptose, que ao fazer a regulacdo, podem
promover a sobrevivéncia ou morte celular (RAFF, 1998; THORNBERRY, 1998).

Foi descrito por diversos autores o envolvimento da via apoptotica na defesa
contra virus e outros patdgenos (CLARKE; CLEM, 2003; ZHOU et al., 2005), inclusive
em processos apoptoticos desempenhando resposta a infecgdes virais em mosquitos
(BOWERS et al., 2003; GIRARD et al, 2005, OCAMPO et al., 2013;
VAIDYANATHAN; SCOTT, 2006).

Em A. aegypti, a caspase apoptotica priméaria é AeDronc, € um homologo da
caspase-9, com um dominio CARD N-terminal para interacdes com a molécula
adaptadora de caspase, a AeARK. A ativacdo de AeDronc é regulada principalmente
pelas proteinas antagonistas IAP, Michelob_X e IMP. Juntos, os antagonistas de IAP
promovem a morte celular através da ligagdo a proteina inibidora de apoptose, AelAP1.
Uma vez ativado, AeDronc clivara e ativara a caspase-16 (caspase efetora), levando a
morte celular (Figura 7).

Em estudo desenvolvido por Ocampo at al. (2013), os autores demostraram que
em uma linhagem de mosquitos refratarios ao DENV-2, houve um aumento
significativo da expressdo de genes de caspases no intestino e no corpo gorduroso dos
mosquitos, quando comparado aos mosquitos que receberam apenas alimentacdo
sanguinea ndo infectada. Adicionalmente, os autores observaram ainda uma maior
expressao das caspases na linhagem de mosquitos refrataria a infeccdo em comparacéo a
linhagem susceptivel, mostrando dessa forma, o importante papel da via apoptdtica na

competéncia vetorial em A. aegypti.
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Figura 7 - Representagdo esquematica da via
apoptética em Aedes aegypti.
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Fonte: Ocampo at al. (2013), adaptado.

2.6 Interacdo Aedes aegypti-DENV

Um conhecimento mais profundo dos determinantes do ciclo de transmissdo da
dengue, cada dia mais, torna-se crucial para o melhoramento das estratégias de controle
dessa doenca. Um desses determinantes é o nivel de susceptibilidade do mosquito ao
DENV, que varia entre as populacdes de A. aegypti. Varios estudos mostram que
diferentes populacdes desta espécie respondem de forma diferenciada as infeccbes por
virus, apresentando, portanto, variacbes no nivel de competéncia vetorial
(ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; GUBLER et al., 1979; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA et al., 2004; MOURA et al., 2015; OCAMPO et al., 2013; TABACHNICK
etal., 1985; VAZEILLE-FALCOZ et al., 1999).

Dentre os diversos estudos para conhecer e determinar o nivel de competéncia
vetorial nas populacdes de mosquitos a arbovirus, ha o desenvolvido por Gubler at al.
(1979), onde os autores verificaram varia¢do na susceptibilidade de 13 populac¢des do
mosquito analisadas em relacdo as infec¢fes pelos quatro sorotipos do DENV. Além
disso, o titulo viral requerido para infectar os mosquitos variou inversamente com a

susceptibilidade das populacdes estudadas. Em outro estudo, Vazeille-Falcoz at al.
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(1999), buscaram investigar a diferenca na susceptibilidade das popula¢Ges de A.
aegypti de duas diferentes ilhas da Polinésia Francesa (Tahiti e Moorea) em resposta ao
DENV-2. Os autores analisaram 23 populacGes dessas localidades e verificaram que no
Taiti, duas distintas regides geograficas da ilha (leste e oeste) podem ser definidas de
acordo com a homogeneidade/heterogeneidade das taxas de infeccdo, diferentemente de
Moorea, onde ndo houve diferencas significativas em relagdo as regides geogréficas e
ao perfil de infeccdo. PopulagBes de mosquito dos Estados Unidos e México foram
analisadas quanto a competéncia vetorial em outro estudo, desenvolvido por Bennet at
al. (2002), onde 24 populacdes de A. aegypti foram infectadas com DENV-2 e as taxas
de competéncia vetorial variaram de 24 a 83% nas diferentes populages.

A cinética da infeccdo do DENV em A. aegypti, bem como o tropismo do virus
por determinados tecidos e 6rgdos do mosquito e o periodo que o virus leva para
infectar as glandulas salivares sdo outros importantes fatores a serem analisados quando
se refere a interacdo mosquito-virus. Salazar et al. (2007) avaliaram esses aspectos da
interagdo mosquito-virus em insetos alimentados artificialmente com DENV-2 e
registraram a presenca viral em diferentes dias apos a infeccdo em drgdos/tecidos como
traquéia, intestino, abdémen, glandulas salivares, cabeca e tubulos de Malpighi. No
segundo dia apds a infeccdo, 6rgdos como traquéia, intestino e abdémen ja estavam
infectados com DENV-2, seguindo para glandulas salivares, que apresentaram
positividade, mesmo que em pequena proporcao, ja no terceiro dia apos a infec¢do. 1sso
mostra a rapida disseminacdo do virus para Orgaos secundarios, como glandulas
salivares. Um grande nimero de mosquitos (76-95% dos analisados) com glandulas
salivares infectadas foi registrado a partir do 10° dia, seguindo positivos até o 21° dia
apos a infeccdo. Recentemente, Moura e colaboradores (2015), publicaram estudo que
avaliou a competéncia vetorial de mosquitos A. aegypti oriundos de Cabo Verde, na
Africa, aos quatro sorotipos do DENV e evidenciaram diferencas importantes na
resposta do vetor aos diferentes sorotipos. Altas taxas de infeccdo de glandulas salivares
foram registradas para 0 DENV-2 e DENV-3, enquanto para 0 DENV-1, observou-se
infeccdo apenas para intestino e cabeca. Por outro lado, 0 DENV-4, registrou infec¢do
apenas no intestino (MOURA et al., 2015). Todos os isolados virais utilizados nesse
estudo de Moura e colaboradores (2015) foram coletados na cidade do Recife,
Pernambuco, Brasil.

Outro importante aspecto na interacdo mosquito-virus esta relacionado ao

processo de co-evolugdo entre as populacdes de mosquito e o virus Dengue. Como a
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competéncia vetorial das diversas populacfes de A. aegypti para DENV ¢é determinada
geneticamente, hipotetiza-se que a estrutura do DENV pode estar adaptando-se aos
diferentes gendtipos das diferentes populagdes de mosquito (BLACK et al., 2002).
Diante disso, a transmissdo viral pode ocorrer de forma mais eficiente em vetores (com
gendtipos especificos) que sejam simpatricos aos virus, do que em moquitos que
apresentam outros gendtipos, alopatricos ao virus, ou seja, de outras localidades
(ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; LAMBRECHTS et al., 2009). Em Flavivirus,
estudos filogenéticos mostram que sua evolucdo esta mais relacionada a processos
adaptativos do virus com o vetor, do que com o hospedeiro vertebrado, diferentemente
dos Alphavirus (Chikungunya), onde as adaptagdes evolutivas parecem estar mais
relacionadas ao hospedeiro vertebrado (CHEVILLON et al., 2008; COLOGNA et al.,
2005; WEAVER; VASILAKIS, 2009). Esse tipo de co-evolucgdo entre patdgeno e vetor,
pode ser observada em outros organismos, como por exemplo, na evolugdo de parasitas
da maléaria com as espécies de Anopheles (JOY et al., 2008).

Apesar de se conhecer as barreiras envolvidas na competéncia vetorial desse
mosquito ao DENV, pouco se sabe dos mecanismos moleculares que as modulam. Néo
obstante, o sequencimento dos genomas de Drosophila (ADAMS et al., 2000), An.
gambiae (HOLT et al., 2002) e A. aegypti (NENE et al., 2007) fez com que esses
estudos avancassem bastante nos Gltimos anos e varias moléculas e vias envolvidas na
defesa anti-DENV no A. aegypti ja foram identificadas, dentre elas as das vias Toll e
JAK-STAT, do mecanismo de RNAI e da apoptose. Esses estudos trazem mais
perguntas sobre a complexa interacdo A. aegypti-DENV e abrem portas para diversos
tipos de analises.
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3 JUSTIFICATIVA

Uma das razdes pelas quais os programas de controle da dengue apresentam
indmeras falhas € a lenta evolugdo no conhecimento dos determinantes envolvidos na
transmissao da doenca. A dengue, por ser uma arbovirose, é transmitida unicamente via
alimentacdo sanguinea por fémeas de mosquito competentes infectadas pelo virus da
Dengue, 0 que caracteriza a transmissao do tipo horizontal. Porém, o virus pode ser
mantido nas populagdes de mosquitos a partir de outros tipos de transmissao, como por
exemplo, a transmissao vertical do tipo transovariana e a horizontal do tipo venérea, o
que representa um importante aspecto a ser investigado na epidemiologia da
transmisséo desta doencga para humanos.

Praticamente nada se sabe sobre os aspectos envolvidos na transmisséo
transovariana e na transmissdo venérea. A literatura traz dados muito bésicos sobre a
deteccdo viral em mosquitos oriundos de ovos coletados por armadilha de oviposicdo
em campo, ndo abordando os aspectos envolvidos nesse tipo de transmisséo viral, o que
faz necessario o desenvolvimento de estudos mais aprofundados evidenciando esses
eventos.

Entender as implicacdes da infeccdo viral na biologia reprodutiva de A. aegypti,
conhecer o nivel de competéncia vetorial dos mosquitos infectados com o virus dengue
a partir da transmissao transovariana, e compreender o nivel de expressdo de diversos
genes a nivel ovariano, é extremamente relevante para a pesquisa sobre a interacdo
vetor-virus. Com esse estudo, importantes informacbes serdo incorporadas para se
entender melhor a epidemiologia da transmissdo da dengue, contribuindo para o
aprimoramento das estratégias de controle de vetor, visando a prevencdo da infeccdo

e/ou disseminacédo do virus na populacédo humana.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar os aspectos envolvidos na transmissao transovariana em uma populacdo de

campo de mosquitos Aedes aegypti infectados com o virus dengue sorotipo 2.

4.2 Objetivos Especificos

1- Verificar a cinética de infeccdo em ovérios de fémeas de mosquitos Aedes aegypti
apos infeccdo oral com alimentacdo sanguinea contendo DENV-2.

2- Estimar as taxas de infeccdo filial por DENV na prole proveniente de fémeas

competentes vetorialmente para o virus.

3- Caracterizar a competéncia vetorial das fémeas infectadas via transmissdo

transovariana.

4- Verificar o efeito da infecgdo pelo DENV sobre a fecundidade e fertilidade das

fémeas.

5- Caracterizar o efeito da infeccdo pelo DENV sobre a morfologia dos ovarios das

fémeas infectadas em comparacao as fémeas nao infectadas.

6- Avaliar o nivel de expressdo de genes das vias Toll, JAK-STAT, mecanismo de RNA

de interferéncia e via apoptdtica em ovarios de A. aegypti.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Estabelecimento da colonia de mosquitos Aedes aegypti

Ovos de mosquito Aedes aegypti foram coletados a partir do uso de armadilha de
oviposicdo na cidade de Petrolina (9°23°55”S 40°30°03”W), localizada no interior do
Estado de Pernambuco, Brasil. Petrolina esté localizada a 700 km de distancia da capital
do Estado de Pernambuco, Recife, possuindo baixa densidade demografica, com 65
habitantes/lkm®>. A metodologia de amostragem seguiu critérios previamente
estabelecidos (MINISTERIO-DA-SAUDE, 2008) para amostragem de populacdes de
mosquitos pelo Servico Nacional de Referéncia em Controle de Culicideos Vetores. A
escolha dessa populacdo foi devido a elevada competéncia vetorial registrada em estudo
anterior desenvolvido por Carvalho-Leandro e colaboradores (2012). Taxas elevadas de
disseminacdo viral na populacdo de Petrolina foram registradas nesse estudo,
apresentando 100% de positividade para a presenca do virus dengue em glandulas
salivares e corpo gorduroso das fémeas de A. aegypti aos 21 dias apds a alimentacao

sanguinea infectada.

5.2 Infeccéo artificial

Ovos de mosquito A. aegypti da populacdo de Petrolina (F3), foram imersos em
agua para a ecloséo das larvas. As larvas foram crescidas em condi¢6es padronizadas de
criacdo (300 larvas L1 por cuba contendo 2 litros de gua e 2g de ragdo de gato Friskies
- Purina®, esterilizada e liofilizada) até a emergéncia dos adultos. Os adultos foram
mantidos em gaiola de criagdo por cinco dias, para permitir a copula ad libitum. Fémeas
com seis dias de idade foram separadas em gaiolas plasticas menores, contendo 300
fémeas cada. No terceiro dia apds a separacdo, as fémeas foram submetidas a
alimentacéo artificial.

Para as alimentagdes, utilizou-se virus Dengue sorotipo 2 (DENV-2) linhagem
3808 (GenBank ID: EU259569), isolado de paciente durante um surto de dengue na
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cidade do Recife em 1995. Aliquotas de 300 pL do estoque viral foram usadas para
infectar células de Aedes albopictus (C6/36) a 80% de confluéncia em frascos de 25
mm?® Ap6s visualizagdo do efeito citopatico provocado pelo virus nas células (6° dia
apos a inoculacdo), o sobrenadante foi coletado e separado em um tubo de 15 mL
estéril. As células infectadas aderidas nos frascos foram lisadas para a liberacdo das
particulas virais a partir de trés séries consecutivas de congelamento/descongelamento.
O sobrenadante foi misturado as células lisadas e essa suspensdo viral foi misturada
numa razdo 1:1 com sangue humano de doadores voluntarios coletado em tubo
heparinizado coletados minutos antes da alimentacéo artificial. Para o controle negativo,
suspensdo de células C6/36 ndo infectadas foram misturadas da mesma forma com o
sangue humano heparinizado. Para aumentar o sucesso na alimentacdo artificial, as
fémeas submetidas ao processo de alimentacdo artificial tiveram a alimentacédo
acucarada retirada 48 horas antes da alimentacdo sanguinea. A alimentacdo foi feita
através de um alimentador artificial conectado a um banho-maria circulante a 40°C
(Figura 8). O sangue foi colocado em recipientes de vidro cobertos com membrana
colagena artificial (HEMOTEK®), hidratada em solucédo salina (PBS 1X — Phosphate-
buffered saline) por 15 minutos antes do experimento. Aliquotas de 1 mL do sangue
misturado com virus foram coletadas para posterior titulacdo viral. Apds 1 hora de
alimentacdo, os mosquitos foram anestesiados a 4°C e colocados em placa de Petri
sobre gelo para a remocdo das fémeas que ndo se alimentaram. As fémeas alimentadas
foram transferidas para as gaiolas de contencdo e mantidas em laboratério com
condicBes de umidade, fotoperiodo e temperatura controladas (70-80% de umidade e
12h:12h claroescuro, 26 + 2°C). Esse procedimento de infeccdo artificial foi
conduzido em triplicata para cada andlise realizada. A titulacdo viral foi realizada a
partir de ensaio de titulacdo com revelacdo por peroxidase em células C6/36 (DAS et
al., 2007; SANTOS et al., 2013).
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Figura 8 - Sistema de alimentacdo sanguinea de fémeas de Aedes aegypti em
alimentador artificial, baseado em banho-maria circulante aquecido a 40°C, com
recipientes de vidro contendo sangue cobertos com membrana colagena
comercial.

Fonte: O autor.

5.3 Cinética de infeccéo ovariana

Ovérios foram extraidos das fémeas ao 3°, 7°, 15°, 21° e 28° dias apds a infecgdo
(dpi) para andlise da cinética da infeccdo ovariana. Para tanto, dois grupos
experimentais foram analisados: alimentacdo Unica (AU) e mdltiplas alimentacdes
(MA). Esses grupos experimentais foram conduzidos para simular situagdes naturais de
alimentacdo em campo. O grupo AU, simula uma fémea que realiza apenas um repasto
sanguineo em hospedeiro infectado e depois ndo realiza nenhuma outra alimentacéo
sanguinea por no minimo 21 dias, e 0 grupo MA, simula uma fémea com diversos
repastos sanguineos, sendo apenas um em hospedeiro infectado e outros subsequentes
em hospedeiros ndo infectados. Dessa forma, o grupo AU realizou apenas uma
alimentacdo sanguinea infectada em laboratério e o grupo MA alimentou-se a primeira
vez com sangue infectado e outras duas vezes em camundongos (Mus musculus)
anestesiados com injecgéo intraperitoneal de cloridrato de cetamina (10%) e cloridrato de
xilasina (2%). O procedimento de anestesia foi realizado de acordo com o protocolo
preconizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - Centro de Pesquisas
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Aggeu Magalhaes). As alimentacfes adicionais em camundongos do grupo MA foram
realizadas ao 8° e 15° dpi.

Foram coletados aproximadamente 15 fémeas por momento em cada uma das
trés replicatas/grupo. Os 6rgdos foram dissecados em PBS, sob microscépio
estereoscopio, em placa de Petri devidamente limpa com etanol 70% e RNase away®
(Invitrogen). Cada 6rgéo foi lavado em trés gotas de PBS 1X, para evitar contaminagao
com a hemolinfa e/ou corpo gorduroso do inseto, evitando dessa forma falsos-positivos.
As amostras coletadas foram individualizadas em microtubos contendo 300 pL de PBS
1X estéril, e armazenadas a -80°C para posterior extracdo de RNA e quantificagdo viral

por PCR quantitativa em tempo real (QPCR).
5.4 Extracdo de RNA

Os ovérios coletados foram homogeneizados com pistilo e aparelho automatico
(Pellet Pestle® Motor). 150 pL da amostra foram utilizados para extracdo de RNA total
com o uso do reagente Trizol® (Invitrogen). Apds extracdo, 0 RNA foi ressuspendido
em 50 pL de agua ultra pura, e posteriormente submetido a tratamento com TURBO

DNase® (Ambion), a partir de protocolo do fabricante.
5.5 Quantificacdo de DENV-2 por PCR gquantitativo em tempo real (QPCR)

O numero de cdpias virais em cada amostra de ovario dos mosquitos coletados
foi determinado por gPCR. Os 6rgdos analisados foram das amostras de ovario dos
grupos infectado AU e MA resultantes das coletadas nos diferentes dias apos a infec¢édo
(39, 7°, 15°, 21° e 28° dpi). O gene escolhido para a quantificacdo viral foi o NS5,
referente a proteina ndo estrutural 5 do virus. Em cada placa de reacdo de gPCR
absoluta, uma curva padrédo foi utilizada com dilui¢cdes seriadas do transcrito de NS5
amplificado e purificado in vitro. QuantiTect® SYBR Green RT-PCR® (Quiagen) foi
utilizado para as reacfes de qPCR one-step, com a primeira etapa referente a uma
reacdo de transcricdo reversa, e a segunda de PCR em tempo real. Os primers
correspondentes ao gene NS5 utilizados foram: Fw: 5-
GGAAGGAGAAGGACTGCACA-3" e Rev: 5-ATTCTTGTGTCCCATCCTGCT-
3 (KONG et al., 2006). O nimero de cdpias virais foi determinado pela formula usada

no trabalho desenvolvido por Kong at al. (2006).
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A variacdo do numero de cdpias virais dos dpi positivos nos grupos AU e MA
foi comparada através do teste ANOVA (Kruskal-Wallis a posteriori), com intervalo de
confianca de 95%. Analisou-se também, pelo mesmo teste e significancia, a variacdo da

quantificacéo viral entre as amostras de todos os dpi positivos.
5.6 Detecgéo viral na primeira geracao filial

Mosquitos do grupo infectado, apds alimentacdo sanguinea artificial contendo o
DENV-2, foram armazenados em gaiolas de criagdo contendo dois sitios de oviposicao
em cada uma, para coleta de ovos referentes a primeira geracdo filial. Os sitios de
oviposicdo foram constituidos de dois recipientes plasticos de 50 mL, contendo 20 mL
de infusdo de gramineas a 30% cada um. Como substrato de oviposicao, utilizou-se
papel filtro absorvente. A cada 5 dias, as fémeas foram realimentadas em camundongos
(Mus musculus) anestesiados conforme procedimento previamente descrito. Os sitios de
oviposicdo foram trocados ao 7°, 14°, 21° e 28° dpi, totalizando quatro momentos de
coletas de ovos. Ovos correspondentes ao 21° dpi foram imersos em agua para eclosédo
dos ovos e liberacdo das larvas.

As larvas foram criadas em insetario e 0s mosquitos, ap6s emergéncia, foram
armazenados em gaiolas de criacdo. Ao 3°, 7°, 14°, 21° 28° e 35° dias apds a
emergéncia (dpe), os mosquitos foram coletados e sacrificados por congelamento a -
20°C. Em cada ponto de coleta, um total de cinco pools contendo trés machos foram
coletados e armazenados em microtubos de 1,5 mL, contendo 500 pL de PBS 1X
estéril. Nos mesmos momentos de coleta, outros cinco pools contendo trés fémeas
foram coletados. Exclusivamente nos pools de fémeas, as cabecas foram separadas do
corpo por disseccdo e foram armazenadas em pools correspondentes as cabecas e
corpos. Dessa forma, cada pool com trés fémeas originou dois pools separados, sendo:
um pool contendo trés cabecas e outro contendo trés corpos. Esse procedimento de
separacdo das cabecas dos corpos foi feito com o objetivo de compreender em qual
momento apds a emergéncia, a fémea da F; oriunda de fémeas que receberam
alimentacdo sanguinea infectada, poderd estar infectada com o virus e este disseminado
pelo corpo do inseto, tornando essa fémea, potencial infectante. Todo esse procedimento
de coleta foi realizado em triplicata.

Os pools foram armazenados a -80°C e posteriormente homogeneizados com

pistilos e aparelho automatico (Pellet Pestle® Motor). Ap6és homogeneizacdo, as
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amostras foram centrifugadas para separacdo do sobrenadante a 2500 rpm, por 5
minutos, a uma temperatura de 4°C. 50 pL do sobrenadante de cada pool foram usados
em ensaio imunoenzimatico para deteccdo do DENV-2 pelo kit Platelia Dengue NS1

Ag. (BioRad)®. O ensaio foi realizado seguindo as recomendac6es do fabricante.

5.7 Anélise do efeito da infecgdo viral nos padrdes reprodutivos das fémeas

Fémeas dos grupos infectado e controle apds alimentacdo sanguinea artificial
foram individualizadas em gaiolas de criacdo contendo um sitio de oviposicdo (Figura
9). Os sitios de oviposi¢cdo consistiram em recipientes plasticos de 50 mL, contendo 20
mL de solucéo fenada a 30%, e uma palheta porosa de madeira, com dimensdes de 5 cm
X 2,5 cm para servir de substrato para a oviposicdo. Foi ofertado a cada fémea
individualizada, solucdo de sucrose a 10% ad libitum em algodBes embebidos e
mantidos em cima da gaiola recoberto por copos plasticos de 50 mL, para reduzir a
evaporacao da dgua nos algoddes.

Figura 9 — Esquema de analise individual do nimero de ovos de fémeas de Aedes aegypti
dos grupos infectado e controle.

Fonte: O autor.

Seis dias apos a alimentacgdo artificial, as palhetas foram removidas das gaiolas
individuais e substituidas por nova palheta. No oitavo dia ap6s a alimentacao artificial,
as fémeas foram realimentadas em camundongos (Mus musculus) anestesiados (Figura

10). Essa alimentacdo foi para possibilitar aporte sanguineo e verificacdo da produgéo
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de ovos no segundo ciclo gonadotréfico da fémea. Ao 14° dpi, 0 mesmo procedimento
de retirada das palhetas foi repetido e a nova palheta para coletar os ovos do proximo
ciclo foi adicionada dentro das gaiolas. Ao 15° dpi, as fémeas foram realimentadas em
camundongos anestesiados, para proporcionar aporte sanguineo para o terceiro ciclo
gonadotréfico. Ao 21° dpi, as palhetas foram removidas das gaiolas e as fémeas

sobreviventes foram sacrificadas.

Figura 10 — Esquema de realimentacdo de fémeas de Aedes aegypti dos grupos
infectados e controle em camundongos (Mus musculus) anestesiados. A: Visdo
geral da organizagdo do processo de alimentacdo. B: Visdo aproximada do
momento em que uma fémea de Aedes aegypti se alimenta no camundongo
(seta).

Fonte: O autor.

Foi analisado um total de 60 fémeas por grupo, em experimentos realizados em
triplicatas. Os ovos de cada fémea/palheta/ciclo foram contados e a taxa de fecundidade
obtida a partir do numero total de ovos produzidos por fémeas em cada ciclo
gonadotrofico. Apds a contagem dos ovos, as palhetas foram imersas individualmente
em infusdo de gramineas a 30%, para permitir a eclosdo das larvas de primeiro estadio

(L1). As larvas L; foram contadas, para a obtencdo dos dados de fertilidade. Essa analise
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de fertilidade foi realizada para cada conjunto de ovos coletados por fémea em cada
ciclo gonadotrofico.

Para analisarmos o efeito da infeccédo viral nos padrdes reprodutivos das fémeas,
utilizamos os dados do quantitativo de ovos (fecundidade) e larvas (fertilidade) e
aplicamos o teste ANOVA de medidas repetidas. Para andlise da existéncia de uma
correlacdo entre nimero de ovos produzidos e o nimero de larvas que eclodiram,

utilizamos a Correlagéo de Pearson.

5.8 Histopatologia e Ultraestrutura

Fémeas dos grupos infectado e controle, apds alimentacdo sanguinea, foram
submetidas ao processamento para analises histopatoldgicas e ultraestruturais. Os
insetos foram sacrificados em etanol 70% ao 14° dpi e posteriormente submetidos a
disseccdo da cabeca e do abddomen. Apenas mosquitos do grupo infectado tiveram
cabecas coletadas, pois esta foi utilizada como indicador de disseminacéo viral no
inseto. As cabecas foram armazenadas em agua ultra pura e submetidas a extracdo de
RNA total e ensaio de gPCR para deteccao e quantificacao viral.

Os abdomens dos grupos infectado e controle foram fixados em solucdo de
formol neutro tamponado 4% por 24 h. Apo6s fixagdo, as amostras foram submetidas a
série crescente de desidratacdo com etanol (70%, 80%, 90% e 2x 100%) e diafanizacdo
em xilol PA (2x). Na sequéncia, as amostras foram incluidas em parafina. Cortes
seriados de 3 pm foram realizados em micrétomo HYRAX M55 (Zeiss®). Os cortes
foram submetidos a procedimento de coloragdo baseado em hematoxilina-eosina. As
amostras foram visualizadas em microscépio DM500 invertido (Leica®) acoplado a um
sistema de captacdo de imagens Leica Application Suite Version 2.0.0 (Leica®)
(Aumento de 100x, 400x e 1000x).

No grupo infectado, apenas os abdomens que corresponderam a mosquitos com
a cabeca positiva para o DENV-2 foram analisados. No grupo controle, todos os
abdomens foram analisados.

Para as andlises ultraestruturais, 0 mesmo procedimento de coleta de cabecga dos
infectados e deteccdo/quantificacdo viral foi realizado. Ovarios das fémeas dos grupos
infectado e controle foram fixados em solucdo contendo glutaraldeido 2.5%,
paraformaldeido 4% em tampéo cacodilato de s6dio 0.1 M , pH 7.2, por 24 horas. As

amostras foram lavadas no mesmo tampdo e pos-fixadas por 1 hora em solucdo de



Transmissdo transovariana do virus Dengue sorotipo 2 em Aedes aegypti... Leandro, D. C.

55

tetroxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0.8% e cloreto de célcio 5 mM em
tampdo cacodilato 0.1 M, pH 7.2. Ap6s lavagem no mesmo tampdo, os tecidos foram
submetidos ao processo de contrastacdo em bloco com acetato de uranila 5% por 1 hora.
Apdbs contrastacdo, os 6rgdos foram lavados em agua destilada e posteriormente
desidratados em serie crescente de acetona e incluidos em resina Epoxy Embedding
Medium® (Sigma). Cortes ultrafinos de 70 nm foram obtidos em ultramicrétomo EM
UC6 (Leica®) e corados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo 1%. As
observacbes foram realizadas em microscopio eletrébnico de transmissdo
(MORGAGNI®, FEI — 80kV).

5.9 Quantificacdo de transcritos de resposta imune e apoptoticos por PCR

guantitativo em tempo real (QPCR)

Para andlise dos genes Relish-1 (via Toll), Hop (Via JAK-STAT), Argonaute 2
(Mecanismo de RNA de interferéncia), e dos genes envolvidos na via apoptdtica Caspase 16,
AeDronc, Ae IAP1, RNA total de ovérios de fémeas coletados ao 14°, 21° e 28° dpi do
grupo infectado (positivo e negativo para 0 DENV-2) e do grupo controle foram
utilizados. As amostras foram analisadas em pools, a partir da unido de RNA total de
ovarios de trés fémeas, sendo: 1) Pools de ovarios do grupo infectado (positivo para
DENV-2); 2) Pools de ovérios do grupo infectado (negativo para 0 DENV-2); 3) Pools
do grupo controle. Para os ensaios de qPCR, utilizou-se 50 ng de RNA total dos pools
em analises em duplicata. O kit utilizado para as rea¢bes foi 0 QuantiTect® SYBR
Green RT-PCR® (Quiagen), em reacdes one-step, com primeira etapa consistindo em
uma reacdo de transcri¢do reversa e a segunda de PCR em tempo real. As sequéncias
dos primers utilizados foram obtidas de trabalhos previamente publicados (Tabela 1).
Para o controle endogeno, utilizou-se primers do gene B-actina, também listado na
Tabela 1. A concentracdo de todos os primers utilizados (forward e reverse) foi de
0,5uM e a temperatura de anelamento das reacdes foi 56°C. A expressao diferencial dos
transcritos foi realizada através dos valores de Ct (Cycle threshold) das amostras entre
0s grupos infectado positivo e infectado negativo; infectado positivo e controle; e
infectado negativo e controle. O método AACt (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012;
LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) foi utilizado para essas a analises.
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados nas reagdes de PCR quantitativo em tempo real para determinar a expressdo diferencial de diversos genes em ovarios de fémeas de Aedes
aegypti, em diferentes momentos apds a alimentacdo sanguinea infectada com DENV-2.

Gene Abreviagao Informag0es Primer Sequéncia 5’- 3’ Referéncia
p-actina B-act Controle enddgeno Forward AAGGCTAACCGTGAGAAGATGAC OCAMPO, 2013
p-actina B-act Controle enddgeno Reverse GATTGGGACAGTGTGGGAGAC OCAMPO, 2013
Relish-1 Rel-1 Toll Forward CGGACGCCCCGATACC CARVALHO-LEANDRO, 2012
Relish-1 Rel-1 Toll Reverse GTTGAATGTTCACCATGACAGGAT CARVALHO-LEANDRO, 2012
Hop Hop JAK-STAT Forward ACAGGCACAGGCCGAAAA OCAMPO, 2013
Hop Hop JAK-STAT Reverse CCGTTGGACAGCTCGATAAAG OCAMPO, 2013
Argonaute 2 Argo RNA de interferéncia Forward CCGTTCTGGACATGACTTGC OCAMPO, 2013
Argonaute 2 Argo RNA de interferéncia Reverse CACAGCTCATGGTTGCTTCC OCAMPO, 2013
Caspase 16 Casp Apoptose Forward TCCGCTATCTTCATATTGTATCCTTTG OCAMPO, 2013
Caspase 16 Casp Apoptose Reverse GACCCGCCACTGTATCTCTG OCAMPO, 2013
AeDronc Dronc Apoptose Forward CAACTTTCCAACTGCCTATAAATTGC OCAMPO, 2013
AeDronc Dronc Apoptose Reverse CTCCACCGTATCGTTATTGTTCTTAG OCAMPO, 2013
AelAP1 IAP Apoptose Forward CTGAAACTAATGAAGGGCGAAGC OCAMPO, 2013
AelAP1 IAP Apoptose Reverse TTGAGATGACTGAAGCGAGGATG OCAMPO, 2013

Fonte: O autor
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6 RESULTADOS

6.1 Cinética de infeccéo ovariana e quantificacéo viral

Apos a extracdo do RNA total das amostras de ovérios coletados em diferentes
dias ap6s infecgdo (3°, 7°, 14°, 21° e 28°) nos dois grupos experimentais, AU e MA,
obtivemos os resultados de cinética de infecgdo ovariana. Os titulos virais das amostras
utilizadas para a alimentag&o artificial em cada uma das trés replicatas bioldgicas estéo
sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Titulagdo viral das aliquotas de sangue humano com DENV-2 coletadas no processo de
alimentacdo sanguinea infectada, em diferentes momentos, para diversas analises.

Titulagéo viral de DENV-2 Réplicas Analise
1,5 x 10° FFU/mL 12 Cinética de infeccéo e analise da
2,0 x 10° FFU/mL 3
6,5 x 10° FFU/mL 12 Efeito nos padrbes reprodutivos
7,0 x 10° FFU/mL 28 (fecundidade e fertilidade) e coleta
1,0 x 10° FFU/mL 3 de ovos para analise da primeira

geracdao filial

4,0 x 10° FFU/mL 12 Efeito histopatoldgico e

ultraestrutural

Fonte: Do autor.

Nos dois grupos, AU e MA, ao 3° e 7° dpi, ndo foi registrado nenhum ovario
positivo dentre todas as amostras analisadas (Grafico 1A e 2A). A positividade para o
tecido ovariano infectado foi registrada somente ao 14°, 21° e 28° dpi (Gréfico 1A e
2A).

A quantificagdo viral das amostras do grupo AU, apoés a realizacdo dos ensaios
por gPCR, apresentou resultados muito similares entre as amostras positivas. Ndo foram
registradas diferencas significativas entre a quantificacdo viral dos ovarios das fémeas
do grupo AU nos trés pontos de coleta que apresentaram individuos positivos (p=0,0478

f=6,081). Esses dados podem ser observados no Grafico 1B.
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Para o grupo MA (Gréafico 2B), os dados de quantificacdo viral das amostras

positivas apresentaram diferenca significativa entre os individuos positivos ao 14° e 21°

dpi, quando comparado aos individuos positivos ao 28° dpi (p=0,0180 =8,039).

Nenhuma variacdo estatisticamente significativa foi observada nas analises de

quantificacdo viral entre as amostras de cada dia de coleta para os dois grupos, AU e

MA (p=0,3006 =6,05).

Gréfico 1 — A: Taxa de infecgéo transovariana (%) do grupo Alimentagio Unica (AU)
em diferentes dias ap6s a infeccdo. B: Quantificacdo viral por PCR quantitativo em
tempo real (qPCR) das amostras positivas do grupo AU a partir do ndmero de cdpias
do gene NS5 nas amostras nos diferentes dias apds a infeccéo.
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Nota: Sobre as barras observa-se o nimero de fémeas analisadas em cada ponto de
coleta e entre parénteses o nimero de fémeas com ovario positivo para o virus Dengue.
Os titulos foram obtidos a partir de uma comparagdo com a curva padrdo. As barras
evidenciam o desvio padrédo entre as amostras positivas. Fonte: O autor.
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Gréfico 2 - A: Taxa de infeccdo transovariana (%) do grupo Multiplas Alimentaces
(MA) em diferentes dias apds a infeccdo. B: Quantificacdo viral por PCR quantitativo
em tempo real (QPCR) das amostras positivas do grupo MA a partir do nimero de
copias do gene NS5 nas amostras nos diferentes dias apds a infeccdo.
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Nota: Sobre as barras observa-se o nimero de fémeas analisadas em cada ponto de
coleta e entre parénteses o nimero de fémeas com ovario positivo para o virus Dengue.
Os titulos foram obtidos a partir de uma compara¢do com a curva padrdo. As barras
evidenciam o desvio padrdo entre as amostras positivas. a: sem diferenca significativa
(p>0,05) e b: com diferenca estatistica (p<0,05). Fonte: O autor.

6.2 Deteccdo viral na primeira geracao filial

Um total de 90 pools de machos e 180 pools de fémeas (90 pools de cabeca e 90
pools de corpo) foi analisado nos diferentes pontos de coleta (Tabela 3). Desse total,
registros para a presenca do DENV-2 na F; ocorreram apenas em mosquitos machos,
com dois pools positivos coletados no 14° dpe (13,3% de positividade) e trés pools
positivos coletados ao 21° dpe (20% de positividade). Todos os pools positivos foram
referentes ao terceiro experimento, com titulo viral de 1,0 x 10° FFU/mL.
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6.3 Analise do efeito da infeccdo viral nos padrées reprodutivos das fémeas

A partir da analise da oviposicdo das fémeas individualmente apds a alimentagéo
com sangue infectado, foram obtidos resultados de fecundidade e fertilidade,
apresentados no Gréfico 3A e 3B, respectivamente. Observou-se que 0 grupo que
realizou o repasto sanguineo em sangue infectado com DENV-2, produziu ovos
igualmente ao grupo controle (p=0,6327; df: 3).

Apos a imersdo desses ovos em solucdo de gramineas a 30%, para analise de
fertilidade a partir do numero de larvas L1, ndo registrou-se nenhuma diferenca
significativa entre a quantidade de larvas produzidas entre o grupo infectado e controle
(p= 0,4248; df: 3).

Na avaliacdo da correlacdo entre o quantitativo de larvas que eclodiram e sua
relagdlo com o numero de ovos, observou-se uma correlagdo estatisticamente
significativa nos diferentes ciclos gonadotrdficos, com um reduzido numero de ovos
produzidos ao terceiro ciclo, quando comparado aos primeiros e segundos ciclos (r*:
0.8376; p<0,00).
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Tabela 3 - Numero de pools de mosquitos machos e fémeas da primeira geracao filial (F;) analisados para a presenca viral ao 3°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dia ap6s a
emergéncia. Nas fémeas, as observacdes foram feitas em pools de corpo e cabeca. Nos machos, as analises foram realizadas a partir de pools de corpo inteiro. Em parénteses
observa-se 0 numero de pools positivos para DENV-2. Analises referentes a trés experimentos independentes, com variacgao de titulo viral.

Fémeas Machos
Corpo Cabeca Corpo inteiro
1° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3°
experimento | experimento | experimento | experimento | experimento | experimento | experimento | experimento | experimento

6,5x 10° 7,0x 10° 1,0 x10° 6,5x 10° 7,0x 10° 1,0 x10° 6,5 x 10° 7,0 x 10° 1,0 x10°

FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL
3° dpe 5(0) 5 (0) 5(0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0)
7° dpe 5 (0) 5 (0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0)
14° dpe 5(0) 5 (0) 5(0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5(2)
21° dpe 5 (0) 5 (0) 5(0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5(@3)
28° dpe 5(0) 5 (0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0)
35° dpe 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0)

Nota: dpe — dia apds a emergéncia. Fonte: O autor.
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Grafico 3 - A: NUmero de ovos ovipositados por cada fémea analisada nos
grupos controle e infectado em trés diferentes ciclos gonadotréficos. B: Nimero
de larvas em primeiro estadio (L1) resultantes da eclosdo dos ovos das fémeas
do grupo controle e infectado em trés diferentes ciclos gonadotroficos.
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Nota: n: nimero de fémeas analisadas. Fonte: O autor.

6.4 Histopatologia e ultraestutura

A quantificacdo viral das amostras de cabeca analisadas por gPCR variou de 4,3
x 10° a 3,0 x 10% copias de RNA por amostra. Para o grupo infectado, somente os
mosquitos que tiveram a confirmacdo da presenca viral na cabeca foram analisados (20
mosquitos) nas andlises histopatoldgicas e ultraestruturais. As imagens obtidas dos
cortes histologicos evidenciaram uma alteragdo no epitélio folicular do odcito,
apresentando invaginagdes no grupo que recebeu alimentagdo sanguinea infectada
(Figuras 11A, B e C). No grupo controle, nenhuma invaginagao foi observada (Figuras
11D, E e F). Nas analises ultraestruturais, nenhuma alteracdo foi observada quando

comparamos o grupo infectado (Figura 12A) com o grupo controle (Figura 12B).
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Figura 11 - Histopatologia de amostra de ovérios de fémeas de Aedes aegypti. A, B e C: grupo infectado com invaginacdes
no epitélio folicular (seta). D, E e F: grupo controle com epitélio ovariolar sem apresentar invaginagdes (seta).

Nota: OC: o6cito; MG: intestino médio; MT: tdbulos de Malphigi; *: bainha ovariana. Escala: A e D: 100 um; B e E: 20
pm; C e F: 10 um. Fonte: O autor.
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Figura 12 - Analises ultraestruturais de ovarios de fémeas de Aedes aegypti alimentadas
artificialmente. A: Grupo infectado e B: grupo controle.

Nota: Seta: epitélio ovariolar; N: ndcleo; NC: nucléolo. Escala: 5 um.
Fonte: O autor
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6.5 Analise da expressao de genes de resposta imune e apoptoticos

Ao realizarmos a analise da expressao relativa dos genes avaliados nas amostras
de ovérios de fémeas do grupo infectado com positividade para 0 DENV-2, com a
expressao génica do grupo infectado negativo para 0 DENV-2, observou-se uma maior
expressdo para os seis genes analisados, em todos os dias apds infecgdo avaliados
(Gréfico 4). Ao 14° dpi, Hop, representante da via JAK-STAT, foi o de maior expressao
relativa (1,51-fold), seguido de IAP (1,05-fold) e Argonaute-2 (0,89-fold),
representantes das vias apoptoticas e mecanismo de RNA de interferéncia,
respectivamente.

Ao 21°dpi, A expressdo de Argonaute-2 (5,8-fold), Caspase-16 (18,84-fold) e
AeDronc (22.15-fold) foi bastante expressiva em comparagdo aos outros genes
investigados, Relish-1 (8,48-fold), Hop (0,50-fold) e 1AP (0,98-fold). Ao 28° dpi, 0 gene
de maior expressdo foi Caspase-16 (9,42-fold) (Grafico 4).

Uma maior expressao dos genes de resposta imune e apoptéticos também foram
registradas em todos 0s pontos analisados a0 compararmos a expressao génica do grupo
infectado com ovario positivo para o DENV-2 com o grupo controle (Gréafico 5). O 21°
dpi registrou as maiores diferencas na expressao génica, especialmente para 0s genes
Argonaute-2 (41,22-fold) e AeDronc (49,68-fold) (Gréfico 5).
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Grafico 4 - Expressao diferencial de Argonaute-2, Relish-1, Hop, Caspase-16,
AeDronc e AelAP em ovarios de Aedes aegypti do grupo infectado com
positividade para DENV-2 em comparacédo aos ovarios de Aedes aegypti do
grupo infectado com ovarios negativo para DENV-2.
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Nota: Como controle endégeno, foi utilizado o gene B-actina. As analises foram
realizadas pelo método 27“*“Y, Fonte: O autor.
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Grafico 5 - Expresséo diferencial de Argonaute-2, Relish-1, Hop,
Caspase-16, AeDronc e AelAP em ovarios de Aedes aegypti do
grupo infectado com positividade para DENV-2 em comparagio aos
ovarios de Aedes aegypti do grupo controle (alimentacéo realizada

com sangue nao infectado).
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Nota: Como controle enddégeno, foi utilizado o gene B-actina. As

anélises foram realizadas pelo método 2“2V, Fonte: O autor.
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7 DISCUSSAO

Os dados mostrados em nosso estudo evidenciam que os ovarios das fémeas de
A. aegypti, sdo infectados pelo virus Dengue tardiamente, com taxas de infeccéo
reduzidas. Quando comparamos as taxas de infecgdo ovariana obtida nesse estudo as
taxas de infeccdo de outros 6rgédos, tais como intestino, corpo gorduroso e glandulas
salivares, percebemos que esse 6rgdo ndo € um dos alvos principais na infeccdo. Em
estudo desenvolvido por Carvalho-Leandro at al. (2012), com a mesma populacao e
isolado viral utilizado nesse estudo, foram observadas altas taxas de infecdo do
intestino, corpo gorduroso e glandulas salivares, diferindo nitidamente das taxas de
infeccdo registradas para ovario nesse estudo.

Todas as amostras de ovarios positivas para 0 virus dengue apresentaram
quantificacdo viral muito similar. Essa mesma similaridade foi observada em outros
6rgdos infectados dessa populagdo, como publicado anteriormente (CARVALHO-
LEANDRO et al., 2012). Apenas os ovarios do 28° dpi do grupo de multiplas
alimentacbes apresentaram uma variacdo significativa na quantificacdo viral, quando
comparados as amostras de outros momentos de anélise. Esse grupo, ao 28° dpi,
apresentou um namero de particulas virais muito reduzido quando comparado as outras
amostras observadas. Acreditamos que, fémeas que realizaram diversos repastos
sanguineos, como o observado aqui, em diferentes ciclos gonadotréficos, podem
ovipositar ovos infectados entre 0 21° e o 28° dpi, apds terem realizado a postura
correspondente a trés ciclos gonadotroficos. Com isso, essas fémeas podem ter liberado
uma grande quantidade de ovos infectados nos diferentes ciclos, reduzindo assim o
numero de odcitos positivos para o virus no ovario, uma vez que o aporte sanguineo foi
diversas vezes disponibilizado. Além disso, ao 28° dpi do grupo de alimentacfes
maultiplas, registrou um percentual de positividade de apenas 15% dos ovarios das
fémeas analisadas. Isso corrobora a ideia de que as fémeas teriam ovipositado ovos
infectados entre o 21° e 28° dpi, colaborando para a redugdo do percentual de
positividade das fémeas nesse ponto de andlise. Outra justificativa relacionada a reducgéo
da quantidade viral nos ovarios ao 28° dpi pode estar relacionada a expresséo de genes
de resposta imune e genes envolvidos na via apoptatica.

Diversos fatores envolvidos na resposta imune do mosquito contra 0 virus
podem estar modulando essa infec¢éo viral no ovario, impossibilitando o sucesso de

infecdo. Um dos fatores, certamente, relaciona-se a atuacdo das vias Toll, JAK-STAT,
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mecanismo de RNA de interferéncia e a via apoptotica, como apresentado nesse estudo.
Alguns estudos ja demostraram que as vias de sinalizagdo Toll (RAMIREZ,
DIMOPOULOQS, 2010; Xl et al., 2008) e JAK-STAT (SOUZA-NETO et al., 2009) e o
mecanismo de RNA de interferéncia (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012;
SANCHEZ-VARGAS et al., 2009) desempenham uma importante resposta antiviral em
outros 6rgdos de mosquitos. Nos ovarios analisados em nosso estudo, em analises de
expressao diferencial para diversos genes, observou-se uma maior expressdo dos genes
Argonaute-2, Caspase-16 e AeDronc no 21° dpi, o0 que pode ter conseguido, em partes,
reduzir a infeccdo viral. Observamos também que ao 28° dpi, 0 gene mais expresso no
grupo infectado foi a Caspase-16, evidenciando a forte influéncia do processo
apoptético como resposta antiviral em mosquitos, conforme observado por estudos
anteriores (FRAGKOUDIS et al., 2009; GEORGEL et al., 2001; OCAMPO et al.,
2013; PAQUETTE et al., 2010). No estudo desenvolvido por Ocampo e colaboradores
(2013), observou-se o importante envolvimento da via apoptdtica e sua relacdo com a
diferente susceptibilidade das populagdes de mosquitos ao DENV (OCAMPO et al.,
2013).

Adicionalmente, avaliamos como importante uma andlise adicional a nivel
protebmico, para entender as respostas ao virus dengue a nivel ovariano. Em estudo
desenvolvido por Angel at al. (2008), os autores analisaram a associagdo de uma
proteina ovariana de 200 kD com a transmissdo transovariana em populacdo de
mosquitos de Rajasthan, na india. Esses autores sugerem o envolvimento dessa proteina
com a modulacédo da infec¢do no ovario, porém ndo fazem a sua caracterizacao.

Estudos sobre a interacdo de A. aegypti de campo com o DENV tém mostrado
que diferentes populacdes de mosquitos respondem de maneira distinta aos
sorotipos/gendtipos do virus (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; BENNETT et al.,
2005; BENNETT et al., 2002; CARVALHO-LEANDRO et al., 2012; GUBLER et al.,
1979; LAMBRECHTS et al.,, 2009; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004;
MOURA et al., 2015; SALAZAR et al., 2007). Alguns autores atribuem ao intestino a
responsabilidade principal pela contencdo da disseminacdo viral e consequente infeccao
das glandulas salivares, devido as barreiras de infec¢do do intestino e barreia de escape
do intestino (BARILLAS-MURY et al.,, 2004; BEATY; MARQUARDT, 1996b;
BEERNTSEN et al., 2000b; OCAMPO et al., 2013; SALAZAR et al., 2007). Sabe-se
que no ciclo de infec¢do viral no mosquito, apds vencido essas barreias, 0 virus migra

para diversos 6rgdos do corpo do inseto, especialmente a glandula salivar (BARILLAS-
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MURY et al., 2004; MARQUARDT, 2004). Percebemos que mesmo a populacdo de
Petrolina tendo uma taxa de positividade para o virus dengue de 100% nas glandulas
salivares registrada em estudo anterior (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012), o virus
ao conseguir escapar do intestino ndo consegue infectar de forma eficiente o ovario,
diferentemente da sua capacidade de infeccdo nas glandulas salivares, como observado
anteriormente por Carvalho-Leandro at al. (2012), com estudo da mesma populacéo de
mosquito e sorotipo viral utilizado nesse trabalho. Recentemente, Moura e
colaboradores (2015), observaram a variacdo na competéncia vetorial de mosquitos A.
aegypti oriundos de Cabo Verde, na Africa, em infeccdes com DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4, e evidenciaram diferengas importantes na resposta do vetor aos
diferentes sorotipos. Enquanto que o DENV-4 registrou infec¢do apenas no intestino, o
DENV-2 e DENV-3 apresentaram altas taxas de infeccdo de glandulas salivares,
enquanto para 0 DENV-1, observou-se infeccdo apenas para intestino e cabeca. Esses
dados reforcam, mais uma vez, a importancia do intestino como barreira contra a
infeccao.

Os titulos virais utilizados nos experimentos de infeccdo artificial conduzidos
nesse trabalho, variaram de 6,5 x 10° FFU/mL a 4,0 x10° FFU/mL. Esses titulos est&o
de acordo com os titulos virais necessédrios para infectar mosquitos e torna-los
competente vetorialmente (NGUYET et al., 2013). Alem disso, utilizamos um isolado
viral do mesmo Estado da populacdo de mosquito submetida a infeccdo, o que
demonstra a possibilidade de uma intima relacdo entre o gendtipo viral x genotipo do
mosquito (G x G). Essa relagcdo G x G tem sido apresentada como fundamental para o
sucesso na infeccdo do mosquito pelo DENV (FANSIRI et al., 2013; LAMBRECHTS,
2010; LAMBRECHTS et al.,, 2009; LAMBRECHTS; SCOTT, 2009). Portanto,
avaliamos que as nossas analises de infeccdo ovariana, apresentam dados que podem
estar refletindo de forma muito aproximada a realidade vivenciada em campo, visto que
além de utilizarmos um isolado viral coletado no mesmo Estado da populacdo de
mosquito utilizada, haviamos caracterizado previamente essa populacdo como
competente para 0o DENV-2 3808 (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012).

Estudos que buscam estimar as taxas de transmissdo viral transovariana a
diferentes arbovirus na natureza tém sido publicados, porém, todos com foco na coleta
de ovos de mosquitos por armadilhas de oviposicdo, coleta de formas imaturas em
depdsitos que acumulam &gua no campo, ou mesmo por aspiragao de mosquitos adultos
(ANGEL,; JOSHI, 2008; ARUNACHALAM et al., 2008; CHEN et al., 2010; FLORES
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et al., 2010; GUEDES et al., 2010; GUNTHER et al., 2007; JOSHI et al., 2002; JOSHI
et al.,, 1996; KHIN; THAN, 1983; KOW et al.,, 2001; LIOTTA et al.,, 2005;
URDANETA et al., 2005; WASINPIYAMONGKOL et al., 2003; WOODRING et al.,
1998). As taxas de infeccdo transovariana para 0 DENV nesses estudos, de forma geral,
vém sendo registradas com variacdo entre 0 a 3% de positividade para 0 DENV nas
amostras analisadas. Apenas trabalhos voltados para coleta de mosquitos em casas de
pacientes previamente detectados com dengue, registraram taxas de infeccdo
transovariana mais expressivas quando comparados a outros estudos, com valores que
variavam de 10 a 13% (GUEDES et al., 2010; URDANETA et al., 2005). Em nosso
estudo, na analise da presenca viral na F; oriunda de fémeas que receberam alimentacéao
infectada, observamos apenas machos infectados ao 14° e 21° dia apds a emergéncia,
com 13,3% e 20% de positividade, respectivamente. Isso demonstra que a transmissédo
transovariana é um evento realmente de rara ocorréncia. Como apenas machos foram
positivos para a presenca viral, sinalizamos que estudos futuros e mais detalhados sobre
transmissao viral venérea na F; devem ser conduzidos, para a melhor compreensao
desse tipo de infeccdo. Uma vez que machos da F; estdo infectados, o virus pode, dessa
forma, passar para a F, a partir da infeccdo de fémeas pela cdpula. Chamamos a atengédo
também para o fato da transmissdo viral transovariana ter ocorrido apenas no
experimento que registrou o maior titulo viral das trés réplicas analisadas (1,0 x10°
FFU/mL). Isso sugere gque a transmissao transovariana acontece somente quando altos
titulos virais sdo disponibilizados no momento da alimentacéo.

Em relagdo as analises sobre a possivel interferéncia do virus na fecundidade e
fertilidade das fémeas que receberam alimentacdo infectada, nossos dados demostram
que ndo existe qualquer relacdo entre a presenca viral e alteraces nos padrdes
reprodutivos da fémea. Foi observado que a producdo de ovos e eclosdo larvaria nos
grupos infectado e controle foram bastante similares, ndo apresentando qualquer
alteracdo significativa. Esses resultados sdo contrarios aos dados publicados por Josi e
colaboradores (2002), que avaliaram a transmissdo transovariana em mosquitos A.
aegypti da populagdo da cidade de Jodhpur (Estado de Rajasthan/india), mantida em
laboratorio por 10 anos. O estudo registrou a presenga do DENV-3 em sete geracGes
filiais (F1-F7) com taxas que variaram de 2,4 a 13%. Nos mosquitos da F7, os autores
avaliaram os padrdes de fecundidade e fertilidade da populagéo e evidenciaram que a
presenca do virus influenciou na producgéo e viabilidade dos ovos. Ressalvamos que o

isolado viral utilizado por Josi e colaboradores (2002) nos experimentos de infeccdo
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intratoraxica dos mosquitos foi o0 DENV-3, isolado no ano de 1963 na Tailandia, e
submetido a 21 passagens por cultura de células de camundongo.

Por outro lado, em nosso trabalho, essa influéncia da presenca do virus nos
padrdes reprodutivos da fémea ndo foi observada e atribuimos essa diferenca de
resultados a fatores como: 1) o fato de utilizarmos uma populacéo coletada em campo e
mantida em laboratério somente por trés geracdes, garantindo dessa forma
caracteristicas de uma populacdo de campo; 2) o isolado viral utilizado ser do mesmo
Estado que a populagdo de mosquitos avaliada; 3) o virus ser de outro sorotipo (DENV-
2) e nao ter sido submetido a diversas infeccbes em cultura de células, o que faz com
que o virus altere alguns mecanismos de invasdo celular e replicacdo viral; 4) a
metodologia de infeccdo dos mosquitos ser baseada em infeccdo oral, permitindo que as
barreiras de infeccdo do mosquito possam atuar, modulando a infeccdo do virus no
vetor.

O fato de verificarmos que ndo ha influéncia da presencga do virus nos padrbes
reprodutivos da fémea tem consideravel importancia epidemioldgica, uma vez que 0s
mosquitos sdo a principal forma de permanéncia do virus em campo. Fémeas infectadas
ndo apresentam nenhuma desvantagem em relacdo as fémeas sadias. Esses dados
condizem com as teorias que abordam a evolucdo parasita-vetor (LAMBRECHTS,
2010; LAMBRECHTS et al., 2009), visto que ndo é interessante para um parasita,
causar danos importantes ao seu vetor, principalmente aqueles que poderiam levar a
uma alteracdo reprodutiva e consequente reducao populacional (MARQUARDT, 2004).

Estudos sugerem que a microflora do mosquito adulto é critica para influenciar
na transmissao de agentes patogénicos humanos (BIAN et al., 2010; CIRIMOTICH et
al., 2011; DEMAIO et al., 1996; KAMBRIS et al., 2010; MOREIRA et al., 2009;
MOUSSON et al., 2010; RAMIREZ et al., 2012). Ramirez e colaboradores (2012),
observaram uma diminuigdo acentuada na suscetibilidade a infeccdo pelo DENV
quando 0s mosquitos possuiam espécies bacterianas no intestino. Gaio at al. (2011), em
estudo com microbiota intestinal de A. aegypti demostraram uma reducdo na producéo e
viabilidade dos ovos em mosquitos que tiveram uma reducdo na microbiota intestinal a
partir do tratamento com antibidticos. Outros dois estudos com a bactéria
endossibiontica Wolbachia (BIAN et al., 2010; MOREIRA et al., 2009) demostram que
a presenca desse microrganismo inibe a replicago viral, visto que a imunidade basal do
mosquito é estimulada pela bactéria, a partir da ativagio de mecanismos

antimicrobianos com producdo de moléculas efetoras. Diante disso, esperdvamos que
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com a presenca do virus no sangue utilizado na alimentacdo dos mosquitos, o sistema
imune do vetor, a partir do reconhecimento viral e consequente ativacdo dos
mecanismos antivirais, produziria moléculas efetoras que além de atuarem sobre o virus
poderiam atuar reduzindo a quantidade de bactérias e por fim, interferir na producédo de
ovos. Porém, essa relacdo da presenca viral e reducdo dos ovos ndo foi observada,
demonstrando que o virus ndo interfere nos padrdes reprodutivos das fémeas.

As imagens obtidas em nossas andlises histopatoldgicas, as quais evidenciam
invaginacGes no epitélio folicular dos oocitos dos individuos do grupo infectado,
apontam para uma alteracdo que poderia, em parte, estar envolvida com uma reducdo da
producdo de ovos. Os resultados mostraram que a morfologia do o6cito do grupo
infectado é nitidamente diferente quando comparada com a morfologia do grupo
controle. Porém, o efeito dessa alteragdo na producdo e viabilidade dos ovos nao foi
observado. Isso foi justificado com as analises ultraestruturais, as quais demostraram
que ndo existe diferencas nos padrdes celulares do tecido analisado, resultando,
possivelmente, em padres fisioldgicos inalterados com a presenca viral. Isso demostra,
mais uma vez, a existéncia de uma intima adaptacédo parasita-vetor.

De forma geral, acreditamos que os dados por nds apresentados, chamam a
atencdo para 0s importantes aspectos da transmissdo transovariana. Mesmo que em
baixos indices, e de ocorréncia registrada nesse estudo apenas em mosquitos machos, a
transmissdo transovariana ocorre e nao deve ser desconsiderada. Sugerimos que, nas
metodologias de investigacdo das taxas de transmissdo transovariana em campo, uma
maior atencdo quanto a sexagem dos insetos coletados deve ser realizada. Entendemos
como fundamental a anélise de deteccdo viral em pools de machos e em pools de
fémeas, separadamente. Adicionalmente, acreditamos que um aumento no namero de
pools analisados de machos nos estudos deve ser considerado. Em estudo desenvolvido
por Guedes e colaboradores (2010), o qual investigou as taxas de mosquitos (adultos e
ovos) com DENV coletados em casas de pacientes confirmados com dengue na cidade
do Recife, a sexagem foi devidamente realizada, porém, as analises e apresentacdo dos
dados referentes a transmissdo transovariana foi feita sem apresentar a positividade para
DENYV nos diferentes sexos.

Os ovos presentes nos criadouros podem auxiliar na manutengdo da presenca
viral nas populagdes de mosquitos, uma vez que as taxas de infecgdo ovariana foram
registradas ao 14° dia apds a infecgcdo e mantidas, mesmo que em baixos indices, até o

28° dia apds a infecgdo. Reforcamos, mais uma vez, a necessidade de uma melhor
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investigacdo dos mecanismos envolvidos na modulacdo da infeccdo viral a nivel
ovariano. Uma melhor anélise desse 6rgdo, em estudos futuros voltados especialmente
para a compreensdo das vias antivirais, podera auxiliar nas pesquisas que envolvem a
producdo de insetos transgénicos e consequentemente, novas possibilidades de

estratégias de controle vetorial.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

d)

Ovérios de Aedes aegypti sdo infectados com 0 DENV-2 a partir do 14° dpi,

com baixas taxas de infeccao;

A infeccdo por DENV-2 se estabelece nos ovérios das fémeas de Aedes

aegypti com titulos virais similares a outros 6rgdos, quando infectados;

A infeccdo por DENV-2 ndo afetou os padrdes reprodutivos (fertilidade e
fecundidade) das fémeas de Aedes aegypti;

As taxas de transmissdo transovariana do DENV-2 para a F; de fémeas
infectadas artificialmente foram baixas e nesse estudo, confirmada apenas

em machos;

Nossos resultados confirmam o importante papel dos ovarios na resposta
imune de Ae. aegypti, visto que todos os genes avaliados tiveram expressao

alterada nesse 6rgao.

A infeccdo por DENV-2 na F; somente ocorreu a partir de titulo viral de 10°
x FFU/mL.

9 RECOMENDACOES

a)

Nas metodologias de coleta de mosquitos adultos e ovos em campo, para
analise de taxas de transmissdo transovariana, recomendamos que a detecgédo

viral deve ser feita sempre em pools de machos e fémeas, separadamente;

b) Em novos estudos de transmissdo transovariana a partir de alimentagédo

artificial, recomendamos titulos virais com titulacdo superior a 1,0 x 10°
FFU/mI.
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ABSTRACT

The innate immune response of insects is one of the factors that may dictate their susceptibility to viral
infection. Two immune signaling pathways, Toll and JAK-STAT, and the RNA interference (RNAi) pathway
are involved in Aedes aegypti responses against dengue virus (DENV), however natural differences in these
antiviral defenses among mosquito populations have not been studied. Here, two field Ae. aegypti popu-
lations from distinct ecological environments, one from Recife and the other from Petrolina (Brazil), and
a laboratory strain were studied for their ability to replicate a primary isolate of dengue virus serotype 2
(DENV-2). Virus infectivity and replication were determined in insect tissues collected after viral expo-
sure through reverse-transcription real time PCR (RT-PCR). The expression of a transcript representing
these defense mechanisms (Toll, JAK-STAT and RNAi) in the midgut and fat body was studied with RT-
PCR to evaluate variations in innate immune mechanisms possibly employed against DENV. Analyses
of infection rates indicated that the field populations were more susceptible to DENV-2 infection than
the lab strain. There were distinct expression patterns among mosquito populations, in both control and
infected insects. Moreover, lower expression of immune molecules in DENV-2-infected insects compared
to controls was observed in the two field populations. These results suggest that natural variations in vec-
tor competence against DENV may be partly due to differences in mosquito defense mechanisms, and
that the down-regulation of immune transcripts after viral infection depends on the insect strain.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The innate immune response of insects is one of the factors
that may dictate their susceptibility to viral infection. In Aedes

Vector competence for arboviruses varies among mosquito pop-
ulations (Bennett et al., 2002; Black et al., 2002; Diallo et al., 2008;
Gubler et al., 1979; Lourenco-de-Oliveira et al., 2004; Tabachnick
et al,, 1985; Tardieux et al., 1990; Vazeille-Falcoz et al., 1999).
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aegypti, two immune signaling pathways have been linked to
anti-DENV defense mechanisms, the Toll and Janus kinase-signal
transducer and activator of transcription (JAK-STAT) (Ramirez and
Dimopoulos, 2010; Souza-Neto et al., 2009; Xi et al., 2008), although
no effector molecules that act against the virus have yet been clearly
characterized. Another important antiviral mechanism in insects is
the RNA interference (RNAi) pathway, which is considered by some
authors to be the most important antiviral defense in mosquitoes
(reviewed in Blair, 2011). RNAI is an endogenous silencing mech-
anism found in a variety of eukaryotic organisms that has two
main functions: 1) to regulate the expression of endogenous genes
(Ketting, 2011); and 2) to serve as a defense mechanism against
invasive nucleic material (e.g. viruses) (Bivalkar-Mehla et al.,2011).
Suppression of the RNAi pathway increases arboviral infection in
Anopheles gambiae infected with O'nyong-nyong virus (Keene et al.,
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2004), and Ae.aegypriinfected with Sindbis vires | Khoo et al, 2010)
ar DENV [Sanchez-Vargas et al., 2009),

The virus needs counter-defense mechanisms o continue its
propagation cycle Lo survive mosguito responses. For instance, the
virus may down-regulate key molecules of insect defense mech-
anisms or modulate the expression of other molecules in a sell-
advanageous strategy (Bartholomay et al, 2010; Colpins et al,
2001; Fraghoudis et al, D0E; Li e al, 2002 ; Linet al, 2004; Munoz-
Jordan et al., 2003; Ramirez and Dimopoulos, 2010; Sanders et al.,
2005). Fallowing this premise, recent work using 2 mosquito cell
line shiwosd that DENV is able 1o suppress the expression of some
immune molecules [Sim and Dimopoulos, 2010} In the case of
RMAI, molecules that St a8 suppredsors of the RNAT pathway have
been identified in viruses that infect Drosophilo (L et al, 2002; van
Cleeleral, 201 1), however, such molecules luve not been identified
in mosguild-borne viruses and the virdl counter-delense sirategy
against RMA# is nol yel known (Sanchez-Vargas et al., 2009).

I thiis stuly, we infected one Lab and two lield populations of Az,
gegypli with DEMV-2 and analyzed their susceptibility to viral infec-
tion. Matural differences in antiviral defenses among Ae. aegypri
populations ire nol knowi, thus in order 1o perform a prefim-
inary study on the variations of immune mechanisms employed
against DENV, the expression of 4 ranscripl répresenting each of
the three defense mechanisms (Toll, JAK-5TAT and EMAL) in the
midgur and far body was studisd through reverse-lranscriprion
real-time PCR (ET-PCR). The selection of REL] and HOP was based
on previous studies that show changss in their expression alter
DENV infection [Mi et al., 2008). REL] i€ 4 NF-xB [ramdcriplion
factor of the Toll parhway that regulares the expression of antimi-
erobial peptides [Shin e al, 20050 HOP is a Janus kinase (JAK)
invalved in the activation of signal transducers and sctivators of
transeription [STATs] af the JAK-STAT pathway (Sowea-Neto et al.,
2009). Dicer-2 (DCRT) was chosen since it i an esential moleeule
of the antiviral RNAD pathway in mosquitoes; it cleaves double-
stranded RNA (dsRMA) of specific sizes o start the RNAL pathwxy
(Blair, BO11)

2. Materials and methods
21 Esrablishtent of Asdes aegvpli populations

Ae. aegypti eggs were collected from ovitraps distribiited
throughout Petrolina (099235575 40P30003™W) and Recife
[0E*03" 1475 34°52'51"W), Pernambuch (PE) State, Brazil. These
districts are distinct demographically and ecologically and are
over TOkm distant from each other. While Recile 5 a coast
cily densely populited [~7000 people/kn’ |, Petroling is located
in the arid western part of PE and has much lower population
density [ ~65 people /lm? ) (IBGE, 2010). Traps installarion foll owed
a criteria previously established, according to the number of
praperties and populated areas in exch city (Ministério da Saide,
2008) Eggs were taken o the ingectiry of the Department of
Entomobogy at Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPgAM,
Fincruz-Pernambistn) divd mosquiloes were rased sotosding to
standard procedures. Adult females and males were allowed o
copulate and blsod meals (live chicken) were given (o lermales
for egg production. Eggs were collected and the proceduane o
allowr adult emergence was repeated, giving rise o the firso
generation (F1). Subsequent generalions were obtained and the
experiments described below wiene performed with F2 of F3_ 4
oegypli Recile-Laboratory [Recl) (Melo-5anios et al_, 2009) was
st as a Labosatiny sIrain i the experiments This strain has been
maintained in the lab for over 15 years and was initially collected
in Recile in 1996, For the infection experiments, lirvae from the
three strains [Recl, Petroling and Recife) were raised at the same

time under identical conditions, &g same number af larvae per
container (300 Larvae in 2 tray with 151 of water), same amount
ol food per container (Cat Chow® tablets of 0.24g sach: starting
with 2 rablets ar every 48 h and increasing the amount according
1o larval development), rotation of trays in the insectary room (o
minirmize dilferences in light and temperature exposure. Insectary
conditions were: 70-B0% humidity, 12 h:12h light:dark cycle, and
26+ 2°C

2.2, Masguits frnfection with DENV-2

Tweo mnlection E!tFn!rjﬂ'bénL'i. Were '|H'.|'l'|'.‘l.|'r!|'h‘.'d. In the fisse infec-
hon midgut, fat body and salivary glamds samples were used for
mlection rate, viral BENOTE qu.m:iul:inn ane [r.ll'ﬁtl‘ipt an.ﬂyses
It the secand mbection .|'I'|i113ul and galiuq.- gl.mds were JiiEgaed
for infection rates, in order o confirm the susceptibiliny status of
each population aebtained in the first expemment.

Becyuhe female gize 5 one of the [aorors involved in vaonor om-
petence {Bonizzoni et al, 2012; Schneider et al., 701 1), body size of
pdividual fermabes h:iatses&edhywing ceEnlraid sike. This iSomel-
ric size egtimator is an sccurate multivarizte alternative (o wing
bength (Moraled Vargas e al, 2010} and was computed &5 previ-
ously described [ Vidal and Suesdel, 2011),

DENV-2 strain 3808 was used for mosquite infections. This
strain was Bolated from a patient during 4 dengue outhreak in
Recile in 1995 [GenBank 10 EU258560). An aliquot of the viral
stk was used 1o infect CBJ36 cells (B0-00% confluence] ar a mul-
tiplicity of infection [MO1) of one. Cells were incubated at 28°C for
1h 1o allow virus adsorption and after addition of more culiwre
media cells were incubabed for 1 week af Ube Same Demperyiure,
when strong cytopathic effects were observed. Cells and super-
nxant were mixed 1:1 with defribinated sheep blood and used
1o feed 1 week-old Ternale Ae. aegyp of Recl, Petrolina and Recile
populations, which had been starved Tor 24 h. Titration of infected
cells was performed throwgh Fluosescent Focus Assay [Lambrechis
et al., 2009 Payme er al., 2006) and was 2 = 105 and 3 = 107 FFUJml
fior the first and sevand infedions, recpectively. The control ghowps
wiere mosquitoes Ted on uninfected C6/36 calls mixed 1:1 with
defibeinated sheep blood.

For statisrscal mpan‘.im of inlection raté data, all |empnr.1.]
intervals were pmled and inflection scores wene condidered as a
single st for each organ (msdgul and salivary glands) and popula-
o Infection rates were then compared armong populations wsing
“Dbserved versus expected Chi-square”, considering Use RecLstrain
a5 the standard.

23, Tisue onllecrion and RNA extroction

Midguwis, far bodies and salivary glands of mosguitoes were ool-
bected a3, 7,15 and 21 days post-infection (dpi) Dissections were
performed in e to ten individuals per time poinl per population
and per growp [control or infected | After dissection, lissues were
imrmersed in 300 ] of mosquito diluent {Lambréechis e al., 2009)
Belore immersion, the midguts and salivary glands wene washed
three times in PBS (the Lat body was not washed for being a dilfuse
rssue) Samples were individually stored at =60°C wunatd fumher
usage,

Tidsipes were homogenized in mosquito dilvent uLing pestle and
sutomatad homogenirer, and BNA was extracted from 13 of the
material. Trizod reagent (Invitrogen) was utilized for BNA extrac-
on, according o the manulaciures™s instructions, and ENAS were
further treated with DNase TURBO (Ambion). After DMNase inacti-
wation, BMA quantitation was performed through optical density
reads.
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Tk 1

Prioeers weeed for detecrion and quantitation of DENV-2, and deseation of rplE, REL], HOF aned DCR-2 cranscrigas in Ae. angypn tissues. Primeer for pre paracion of purified M55
Dracaeripe b n thee Stamelard Curve I alen listed (NS5 V) and contains a T7 polymserase regihon [in bald )

(e Forarard Fhﬂ'r!f Riswioras i F.I'@Eﬂr iz [bip)
HES COAMNCCACAKRCCACTCONCA ATTCITCTCTOCCATOCTEOT 104
MES VT TAATACCACTCACTATACC OO CAAC CACAMGCACTGOATA - -
RplE CCACARCCAA CAMCOCANALE CTCACCTTOCCOATARTICA &0
RELIL CCOACCOCTOCATALT CTTCAATCTTCADCATCACACCAT 57
HOF ACACGOACALCCOOGANAA COCTTGEACAGCTOCATANAL 50
D{E-2 CLCLCANATTCTCTTACATC TETTCCATOCTROCCAAAL &1

2.4, Viral genome quantilation

The QuantiTect SYER Green RT-PCR Kit (QIAGEN] lfor one-step
real-time reactions was used for vires quantitation of mosguita
infected with DENV-Z. For that, primers that amplily a 104 bp
region of the DEMV non-structural protein 5 (N55), described by
Kong et al. (Kong e al, H0G6), were used and are listed in Table 1.
PCR reactions were performed with 25 ng of RNMA and 0.2 pM of
each primer. Reaction conditions were: 50=C for 30 min, 1o allow
réverse ranscriplion; 95°C for 15min, 1@ activale Tag: and 40
cycles of 34 5C lor 15 5, 58°C for 305 and 72°C for 30 5. The amount
of wviral BNA in each sample was calculated by cycle threshiold
[Cr) values Mrom the standard curve included in each PCR plate.
This curve consisied of known ooncentralbons of pl.ll‘lﬁﬂi M55
transcripl, a8 described in Kong et al. [2006) The negalive con-
trols consisted of reactions with two control samples [ mosguitoes
fed on non-infected material] rom each population. The positive
control was a DENV-2-positive mosquito sample thal was pre-
viously identified Midgur, fa body and salivary glands samples
From all time-poinls were dsayed and reactions werne performed
in duplicate using the Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time
PCR Systerm. Viral genome quantitation of each dpi and risswe
wis compared among populations using Kreskal-\Wallis ANOVA
[ESE.

25, [munune tramscripl derection in ndividuol risswes

For ranscript analyses, midgut and (at body samples were used.
The midgut was studisd lor being a critical tssue involved in
weclor competéndce | Bannert &1 al., 2002 ), and the (a1 body was ind-
lyzed because of ils importance in mosquits immunity (Zou et al.,
2011} The followiing A= aegypli Iranscripls werne chosen far exper-
iments: REL1, representing the Tall pathway; HOP, representing
thi= JAK-5TAT pathway: and DCR2, representing RMAL Primers that
amplify a 57-61 bp region of the transcripts were designed through
Primer Express 30 saltware [Applied Biosystems) and are listed in
Table 1. For the endogenous control, primers for te rpl8 ribosomal
gene (Lan and Fallon, 1992: Magalhaes et al, 2008b) were used
and are also listed in Table 1. For these experiments, cDMA was
first synthesized from 200ng of RNA samples, using Oligol dTea
and ANV reverse transcriptase (both from Invitrogen), according
Lo the manulbclurers instructions. Real-lime PCR reaclions were
then performed with the Power SYBR Green Master Mix [Applied
Biosytens). Two micraliters of [he cDMNAS were used per reaction
and prirver concentralion was 05 pM, excepl lor rpl8 and DCRZ
forward primers, which were wed ar 0.9 ph. The positive con-
trol consisted of cDMA from a peol of DENV-2-infected A, aegypri,
and the negative control was PCR mix with no template. Samples
and contrals were dsayed separately with each set of primers and
reactions were run in duplicates. Two crileria were fallowed 1o
analyze detectabde BEL1, HOP and DCR2 Cranscripls in samples:
il positive for the rplB gene: i the melting curve matched with
that of the respective positive control Only samples rom 7, 15
and 21 dpi were assayed in these experiments. Samples of 3 dpi
were nol analyzed because of the low infection rate observed at

this time point (see Section 3) Even though viral infection of the
pvidgut may stant shortly after a blood meal (Salazar et al, 3007),
a larger amount of infedion respansive genes may be observed at
later tirme-paints | Bartholomay et al, 20000, when viral infection is
established.

The Ct values of samples were used 1o calculate the dilferential
expréession of RELY, HOP and DCR2 bertween inlected and control
groups of all populations. This was performed through the AACT
methed [Livak and Schenimgen, 2001), a8 previously described
[Magalhaes er al, 200BEa). Results show the fodd-dilference of [ran-
scripis in infected insects when using as the baseline the expression
obtained for controls. Finally, Irandoripl expression was compared
amiong the conlral groups af all populations, through the Sae
method In s case valwes oblained for the Recl sirain werne usad
SERTC) D

26 Quanlirarion of immune [renseripls in whalé-body samples

For each population, ten pools of five non blood-fed females
were homogenized in mosguito diluent and brielly centrifuged.
The supernarant was transferred 1o new tubes and total RNA was
extracted with Trizol. Three micrograms ol RMNA were used for cDNA
synrhesis with Oligo{d Ty and AMV reverse transcriptase (Invitro-
gen), according to the manulacluners instruclions. Five microliters
of cDMA were used lor quantitative RT-PCR, using the same proce-
dures and primers described above. The dilferential expréssion of
RELL, HOP and DR of Petrolina and Recife in comparison o Recl
was caleulated through the A ACE method (a8 above]. Results show
the fold-dilference of randeripls in Petroling and Recile insects
when using as the baseline the expression obizined for the RecL
strain.

3. Resulis
3.1, DENV-2 imfection rolées

Fig. 14 shows the percent infection of midgurs, far bodies and
salivary glands in the frst infection experiment. In the second
experiment, fat bodies wene not assayed and Fg 1B shows the
pereent infection of the muidgul and salivary glands When infec-
tiom rates of the midgut and salivary glands of both infections were
separately analyzed, Recl was significantly bess infected than Recile
and Petroling populations {Chi-tquase=17.77; di=1; P<0001).
Wihen combining midgut and salivary glands infection rates of bath
ex periments, resulls were similar and cormoborated that the Recl
wad skgnifbeantly less infected [Chi-square = 25.36: df = 3: P<0001].
Petrolinag had anapparent higher midgul infection rates than Recile,
and higher fat body infection rates than Recife and Recl, but not
significantly.

The body size estimatos [wing centroid size] of Recl females
was significantly higher than these of Recife (i-test; df=E1, F= 1.7,
P=.008) and Petrolina (F=225; df=171; P=0.004) populations,
whereas wing size between Recile and Petroling insects did not
differ significantly [data not shown)
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32 Virad genome quanitoion

Viral genome quantitation in fissues of the three Ae. gegypri pop-
uilatsons varied from 7.1 « 105 10 4.5 » 100 log, g RNA copies/tissue
in sammples positive for DENV-2, in the first infection. 1n the midgut,
far body, amd salivary glands viral copies were similar among the
three papulations, with subtle variations among lime-paints. Mo
significant differences were observed in regards 1o viral guantita-
toin amang populalions in any tisswe per Lime-point (Fig. 2).

23 Quanitative data of ifmine ranscrpls

Quantitation of REL [representing Toll |, HOP{repeesenting JAK-
STAT) and DCR2 {representing U BNAIL) ranscripls wis perlornmed
for comparison berween infected and contral groups in exch papu-
Lution. Results showed that in the midgut, the expression ol HOP
and DCR2 was significantly lower in infected samples than in
contrals (P<0.05) in Petroling insects. In the fat body, HOP was
sigrificantly less expressed in infected insects of Recife [Pe0U05)
and Petroling (P<0.001), in comparison (o the respective contral
HI'I‘!INESL This was alsoe btrue for DCR2, al which the I‘:.l{prESSil)I'l
was significantly bower in infected samples of Recile (P<0.001)
and Petrolina (P+0.001) populations (Fig. 3) versus non-infected
samples.

Transeripl expression in individual control samples shonwed that
the fiedd etrains (Recile and Perraling)expresoad a signilicant higher
amount of DCRZ in camparison 1o Recl (Fig. 4). The expression of
HOP was significantly lower in control samples of Recife than Recl
(Fig. 4].

Quantitation of RELY, HOP and DCR2Z rranscripts in whale-body
samples of the three sirains shivwed that Petroling presented a
slight bur significant higher amount of REL] [P<0.05) and DCR2
[P<0001] transeripts when eompared o Recl [Fig 51

d. Discussion

In the present study, feld Ae aegypli populations originated
from distinct ecological envirsnments, were smaller in size and
had Bighers midgut and salivary gland infection eates than the lab
strain, indicating they were more competent 1o the virus. The dil-
ferences in susceplibility seemed 1o be restricted 1o the percentage
of infected mosquiloes, since virdl genome quanlilalion was simi-
Lar arang populations. Neverthedess, viral liters were nof assayed
and could have differed, since viral genome is not necessarily corre-
Lated tovirus riters {Salazar et al., 2007 We also must consider that
wiral genome could differ among populations if a higher number of

samples wene assayed.
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Considering the importance of mosquito immune mechanisms
toward pathagens, the magnitude andjor differences in anti-DENV
defenies arnong insect populalions could be partly involved in their
susceplibility status toward tee virus.

Transcriplome varialions among strains of Ae aegypri before
and after a bloodmeal have been abserved and may be important
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rramseriptional parterns of the immune transcripts between the
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susceplible to DEMNV-2 and with the shortest time of lab adaplation
has the lighest number of differentially regulated transcripts alter
a blsodmeal, including immunity-related transeripts,

Dilferential expresgion of immune ranseriplts, and therefore the
vertor competence of masquitoes (o pathogens, may alss be influ-
enced by e insect's natural microbiota| Boissiere eral, 30 12: Dong
et al, 2009; Ramirez et al., 2012; Xi et al., 2008). It 5 possible thar
the microbial flora of the three Ae. aegypt populations tested here
dilffiers and plays a role on Dbeir susceptibility 1o DENV, and although
this was not assessed, further studies on vector competence of nat-
ural mosquito populations should address this issue.

Suppression of host immune malecules by viruses is shown
by several studies (Barthalomay et al, 2000; Colpits et al, 2001:
Fragkoudis et al., 2D08; Li er al, 200Z; Lin et al, D04; Munoz-
Jordan et al, 2003; Ramirez and Dimopowles, 200100 Sanders
el al, 2005), and the down-regulition of Ae. gegypli immune
molecules by DENV was recently demonstrated in vitro (5im and
Dimopoulas, 2000). Here, DENV-2-infected insects of Recile and
Petrolina populations expressed a significant lower amount of HOP
than the controls, indicating 2 possible viral modulation of JAK-
STAT-related genes, |AK-STAT [ranscripls are down-regulated in A2,
aegypti infected with West Mile virus [WHY), DENV-2 and Yellow
Fever wires (YFV) ab 7 days post-infection (Colpitts et al, 2001}

Whele-hady

[ RELI
N HOP
[ ]

Fuold DifTerene:

3

Populatios

Fig. 5. Fold d@ifference of REL], HOP and D2 transcript expression in pooked
wihicibe bty sarmpbes. Samiples of Recife | el )and Perrodina {leld) mosquinoes were
coampared 1o the RecL {la) sirain (rep By thee dlashied line). [*] P< 005 (™)
F=0001.

Conversely, JAK-STAT-related malecules are up-regulated in Ae.
aegypli infected with DENV-2, however, early in infection [3h
and 18 h post-infection) {Belura et al, 20011 Our results on REL]
rranscripts showed no dilferences between control and infected
groups in the thres Ae oegypti populations, indicating no viral
interference in the Toll pathway ar the time-poinis analyzed.
The down-regulation of Toll-related transcripts has been shown
in mosguitoes infected witlh DENV-2 {Ramirez and Dimopouls,
2010 in mosquitees infected with WY, DENV-2 and YFV{Colpitts
et al, 2011), and in DENV-2-infected cells (5im and Dimopoulos,
2010}, but AL early moments alter infection All These resulls poindlo
remparal vari ations in vector-virus inleraction, where one immune
defense mechanism may be more iMportant A A certin period dur-
ing infection. Moreover, the genotypes of both vinus and mosquito
account for the specific interactions between [he Do orgamisns
[Lambréechis, 201 1; Lambrechis et al., 2009 ), and this must be taken
into account when comparing different studies.

The variations in DCR2 ranscriplion Among Ae. degypli pop-
ulations in fat body controls and whole-bady samples are in
accordance (o thedifferential expression ol RMAi-related molecules
[AGD2 and DCRZ) olbserved after a bloodmeal in distincr Ae. aegypri
strains (Bonizzoni et 4., 2012), pointing again (o natural variations
among strains, Lastly, although the mechanism by which DENV
evades the mosgquite’s RMAL system i not yet known (Sanchez-
Vargas et al, 2009), the lower quantitalion of DCR2 (ranscripts in
infected versus non-infected insects in the field populations is at
least interesting. These results differ from those reported by Hess
e al. (2001 ], where the up-regulation of DCRZ in DENV-2-infected
Ae. aegypti was observed at earlier moments {1 and 2 dpi) and no
significant variations in DCRZ rranseription at later time-paints
wiere lound.

5. Conclusions

Taken together, the results presented here indicate thar Ae.
cegypli papulations may have innate differences in their antivi-
ral defendes. Our data 4180 suggest that the immune response of
the ridgur, besides that of the [ar body, may be a determinant far
wiral inlection. Antiviral responses of other lissues, g the salivary
glands, probably also have a rode in determining veclor conmpe-
rence for vinses. The down-regulation of imemune transcripts alter
infection with DENV may indicate vical manipulation af modquile
defenses, however mons lime-paints and molecules should be fur-
ther analyzed.
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ABSTRACT

Background: The mosquito Aedes aegypti, due to its importance in the transmission of
dengue virus (DENV), has been studied for the comprehension of aspects related to vector
competence. The ovaries, important organ involved in the reproduction of the vector and
implied in the transovarial transmission, have been neglected in the analysis of the viral
infection. In the light of this, the present study analyzed the kinetics of the ovarian infection,
the transovarial transmission in the first filial generation, and evaluated if the presence of the
virus in this organ implies in alterations in the reproductive biology in the vector as well.

Methods: Experiments of artificial infection were performed in laboratories by using a field
population for the analysis of kinetics of ovarian infection to the 7, 14™, 21% and 28™ days
post-infection (dpi) in two experimental groups: unique feeding (UF) and multiple feedings
(MF). Analyses of transovarial transmission were conducted from the viral detection in male
and female mosquitoes from the mosquitoes’ eggs that received infected blood feeding.
Experiments of fertility and fecundity have been conducted in females which had their meal

with infected blood feeding and subsequently individualized for the eggs collection. In
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addition, ovaries were collected and submitted to the process to histopathology and
ultrastructural analysis.

Results: The positivity for DENV in the ovarian tissue were registered only at 14" 21% and
28" dpi. The quantification of the viral load of the positive samples for the virus presented
similar results, with the exception of 28" dpi in the MF group. The transovarial transmission
in the first filial generation were registered only in males at 14" and 21% day after the
emergency, with 13,3% and 20% of positivity respectively. In relation to the reproductive
standards (fertility and fecundity) any difference had been observed. During the
histopathology analysis, it was observed an invagination of the follicular epithelium of the
oocytes of the infected group. Any alteration at a cellular level was observed in the
ultrastructural analysis.

Conclusions: The ovarian infection and the transovarial transmission occur at reduced levels.
Even in low levels, the viral quantification of the positive ovaries for the virus presented in
this study is similar to the results found in studies in salivary glands, what shows that when
the ovary is infected allows the virus replication in a significant way. This viral presence in
the ovarian tissue, as it doesn’t represent a significant loss in the reproductive biology of the
vector, points out the importance of bigger investigations of transovarial transmission in the
field studies.

Key-words: Transovarial transmission. Fertility. Fecundity. Histopathology. Ultrastructure.

Diseases which have in their cycles of transmission insects as vectors, have presented
alarming taxes of mortality and morbidity in several regions in the world. It highlights,
especially diseases like malaria, leishmaniases, yellow fever and dengue fever, whose have
mosquitoes or sand flies as vectors in the cycle of transmission. The World Health
Organization (WHO) has shown that the number of cases of dengue has risen drastically in
the last 50 years, been considered the most important viral disease in the world at the moment
(WHO, 2012). Possessing as a main vector the Aedes aegypti mosquito, the four serotypes of
the Dengue virus (DENV-1; DENV-2, DENV-3, DENV-4) are broadly spread in the tropical
and subtropical regions of the earth, affecting about 100 million of people annually, and it
can reach about 20% of severe clinical cases of the disease (BRADY et al., 2012; MURRAY
et al., 2013; SIMMONS et al., 2012).

The main way of prevention and contention of the disease has been through the

programs of control of vector mosquitoes, since there is no vaccine available (GUZMAN et
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al., 2004; MURRAY et al., 2013). However, these programs have limited efficiency due to
the complexity of urban environments where the disease occurs, the great resistance of
populations of insects to several insecticides, in addition to exceptional adaptation of Ae.
aegypti to the conditions of life in human populations (HALSTEAD, 2008; HEINTZE et al.,
2007; MELO-SANTOS et al., 2010; REGIS; MONTEIRO; MELO-SANTOS; SILVEIRA, et
al., 2008; STRODE et al., 2012).

The types of viral transmission in vector mosquitoes occur by horizontal and vertical
transmission processes. In the first, a non-infected female can be infected from the blood
feeding in a host previously infected by another female infected by the virus (HIGGS;
BEATY, 2004). In the vertical transmission, the pathogen is transmitted from the female of
the mosquito infected to their offspring, and it can be of the transovarial transmission (virus
inside the egg) or transovum transmission (virus on the surface of the egg) (HIGGS; BEATY,
2004; LAMBRECHTS; SCOTT, 2009). The vertical transmission of the transovarial type, can
occur when the virus invades the embryonic follicle infecting the embryo, or during the
oviposition, where the virus is transmitted to the inside the eggs from the micropyle (opening
of the egg) in the moment in which the eggs pass by the oviduct. The transmission of the type
transovum, it occurs from the infection of the eggs with the virus in the moment of the
oviposition, being deposited in the surface of the egg (HIGGS; BEATY, 2004).

Previous studies have shown that the various biological and epidemiological aspects of
the viral transmission of the horizontal type in vector mosquitoes (BENNETT et al., 2005;
BENNETT et al.,, 2002; BLACK et al.,, 2002; CARVALHO-LEANDRO et al., 2012;
GUBLER et al., 1979; LAMBRECHTS et al., 2009; SALAZAR et al., 2007; SYLLA et al.,
2009). Transovarial transmission has been neglected in the studies which involve aspects
concerning the maintenance of the virus of the dengue in populations of mosquitoes. Little is
known about the epidemiological importance of this type of transmission and the existing
studies about the topic are directed to analysis of viral detection in mosquitoes which are
resulted from the field eggs (ANGEL; JOSHI, 2008; CASTRO et al., 2004; GUEDES et al.,
2010; GUNTHER et al., 2007; WASINPIYAMONGKOL et al., 2003).

Once epidemiological importance of the transovarial transmission is unclear, the
majority of the programs of the vector mosquitoes control direct their actions against the
larvae and adult mosquitoes. Little attention is directed to the eggs in the environment, as well
as the effect of the viral infection in the ovarian tissue and the impact of this infection in the

reproductive biology of the vector remains unknown.
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In the light of this, the present study analyzed the kinetics of the infection of the
female ovaries of the mosquito Ae. aegypti after the blood feeding infected by the DENV, as
well as it investigated the presence of virus in the first filial generation of the infected
mosquitoes. In addition to this, it was evaluated if the presence of virus in the ovaries
provokes alterations in the reproductive standards of the female, and if the infected tissue

might suffer histopathologic and ultrastuctural alterations.

MATERIAL AND METHODS

Establishment of Aedes aegypti population

Aedes aegypti eggs were collected from ovitraps distributed throughout Petrolina City
(9°23°55’S 40°30703”W), located in the countryside of the State of Pernambuco, Brasil.
Petrolina is located 700 kilometers away from the capital of the State of Pernambuco, Recife,
having a low demographic density with 65 people/lkm?. The methodology of sampling
followed criteria previously established (MINISTERIO-DA-SAUDE, 2008). The choice of
this population was due to the vector competence rates registered in study developed by
Carvalho-Leandro et al. (2012), once that high rates of viral dissemination in Petrolina strain
were registered in this study, registering 100% of positivity for the presence of the dengue

virus in salivary glands and faty body of Ae. aegypti female after 21 days post-infection.

Artificial infection with DENV-2

Eggs of Ae. aegypti from Petrolina (F3) were water-immersed for the hatching of
larvae. The larvae were grown in standard conditions of creation (300 larvae L1 in a tray with
2 liters of water and 2g of cat food Friskies — Purina®) till the emergence of the adults. The
adults were kept in cages of creation for five days to allow the ad libitum copulation. Females
6 days-old were separated in small plastic cages, with 300 females each. On the third day after
the separation, the females were submitted to artificial feeding.

For the feeding, Dengue virus serotype 2 (DENV-2) 3808 strain (GenBank I1D: EU25969) was
used. This strain was isolated of the patient during a dengue outbreak in the city of Recife in
1995. The artificial feeding apparatus and the methodology used to artificial infections

following the proceedings described previously by Carvalho-Leandro et al. (CARVALHO-
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LEANDRO et al., 2012). After an hour of feeding, the mosquitoes were anesthetized at 4°C
and putted in petri dish on the ice for the removal of insects which haven’t been fed. The
engorged females were transferred to cages and kept in laboratory in conditions of humidity,
photoperiod, and controlled temperature (70-80% of humidity and 12 h: 12 h dark: light cycle,
26+ 2°C). This artificial infection procedure was conducted in triplicate for each analysis.
The viral titration was completed from titration trial with the revelation by peroxidase in
C6/36 cells (DAS et al., 2007; MOURA et al., 2015; SANTOS et al., 2013).

Kinetics of the ovarian infection

The ovaries were dissected from the females at the 3", 7™ 15" 21 and 28" days
post-infection for the analysis of the kinetics of the ovarian infection. For this analysis, two
experimental groups were analyzed: unique feeding (UF) and multiple feeding (MF).These
experimental groups were conducted to simulate natural situations of feeding in the field. The
group UF, in order to simulate a female which completes only a blood repast in infected host
and after doesn’t complete any other blood feeding for the minimum of 21 days, and the
group MF, simulating a female with several blood repasts, being only one in infected host
and other subsequent in non-infected hosts. In this way, the UF group completed only one
infected blood feeding in laboratory and the MF group fed the first time in infected blood
feeding and twice more in mouse (Mus musculus) anesthetized with intrapoeritoneal ketamine
chloridrate injection (10%) and xylazine chloridrate (2%)

The procedure of anesthesia was achieved according to a preconized protocol by the
Ethics Committee in the Use of Animals (ECUA — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes).
The additional feedings in mouse of MF group were completed in the 8™ and 15" dpi.
Approximately 15 mosquitos were collected per time point in each one of the three
replicates/group. The organs were dissected in PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline), under
microscope stereoscopic, in petri dish appropriately cleaned with ethanol 70% and RNase
away (Invitrogen®). Each organ was washed in three drops of PBS 1X to avoid
contamination with haemolymph and/or faty body of the insect, avoiding in this way false-
positive ones. The collected samples were individualized in microtubes containing 300 uL of
PBS 1X sterile and kept at -80°C for RNA extraction and viral quantification by quantitative
real-Time PCR (qPCR).
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RNA Extraction

The collected ovaries were homogenized with pestle in automatic equipment (Pellet
Pestle® Motor). 150 pL from the sample were used for RNA extraction with Trizol reagent
(Invitrogen). After extraction, the RNA was resuspended in 50 pL of ultrapure water, and
afterwards submitted to treatment with TURBO DNase® (Ambion), following the protocol of
the producer.

Quantification of DENV by quantitative real-time PCR (QPCR)

The number of viral copies in each sample of ovary from the collected mosquitoes was
determined by qPCR. The analyzed organs were from the samples of the ovary of infected UF
and MF groups collected in different days post-infection (3", 7th, 15™ 21%, and 28" dpi). The
gene for the viral quantification was the NS5, concerning the protein non-strucutral 5 of the
virus. In each plate of reaction of absolute gPCR , a standard curve was used with dilutions
serialized of transcript of NS5 amplified and purified in vitro. QuantiTect® SYBR Green RT-
PCR® (Quiagen) was used for the reactions of qPCR one-step, with the first step referring to
reverse transcription reaction and the second of real-time PCR. Primers used for detection
and quantitation of NS5 gene were: Fw: 5- GGAAGGAGAAGGACTGCACA-3" and Rev:
5-ATTCTTGTGTCCCATCCTGCT-3(KONG et al., 2006). The numbers of viral copies
were determined by the formulae used in the study developed by Kong et al. (2006).

The variation of the number of viral copies of dpi positive in groups UF and MF was
compared through the Kruskal-Wallis ANOVA test. It was also analyzed, for the same test,

the variation of viral quantification amog the samples of all positive dpi.
Viral detection in the first filial generation

Mosquitos of the infected group, after artificial DENV-blood feeding, were stored in
cages with two oviposition sites for the collection of eggs concerning to the first filial
generation. The oviposition sites were constituted from two plastic containers of 50 mL,
containing 20 mL of grass infusion at 30% each one. As the substract of oviposition, it was
used absorbent filter paper. Every five days, the females were fed back in mouse anesthetized

according the procedure previously described. The places of oviposition were moved at 7",
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14™ 21% and 28™ dpi totalizing four moments of egg collection. Eggs corresponding at the
21° dpi were water-immersed the hatching and liberation of larvae in the first stage (Ly).

The larvae were grown in insectary and the mosquitoes, after emergence, were stored
in cages. At 3, 7" 14™ 21 28™ and 35" days post-emergence (dpe), the mosquitoes were
collected and sacrificed by freezing at -20°C. In every time point of the collection, a total of
five pools with three males were collected and stored in microtubes of 1,5 mL, containing 500
pL of sterile PBS 1X .In the same time points of the collection, other five pools with three
females were collected. Exclusively in the pools of females, the heads were separated from
the body by dissection and were stored in corresponding pools for the heads and bodies. In
this way each pool with three females originated two separated pools contained three heads
and another with three bodies.

This procedure of separation of the bodies from the heads aimed at understanding in
which moment after the emergence the female of the first filial generation from the females
which received the blood infected feeding is likely to be widespread in the body of the
insect, becoming this female, a potential infectant. All this collection procedure was done in
triplicate. The pools were stored at -80°C and afterwards, the samples were homogenized with
pistle. After that, the samples were centrifuged for the separation of the supernatant at 2500
rpm for five minutes at 4°C. 50 pL of the supernatant of each pool were conducted to the
immunosorbent assay for the detection of DENV-2 by the kit Platelia Dengue NS1 Ag.

(BioRad®). The assay was performed following the producer’s recommendations.
Analysis of the viral infection effect in the reproductive standards of the females

Females of the infected group and control after artificial blood feeding were
individualized in cages having one oviposition site. The oviposition sites consisted of plastic
containers of 50 mL, containing 20 mL of grass infusion at 30% and a wood porous paddle,
with the dimensions of 5cm x 2,5¢cm for serving of the substrate for the oviposition. Six days
after the artificial feeding, the paddles were removed from the individual cages and replaced
by a new one. On the 8" day after the artificial feeding, the females were fed back in
anesthetized mouse. This feeding was to become possible the blood supply and checking the
production of eggs on the second gonadotrophic cycle of the female. At the 14™ dpi, the same
procedure of paddle removing was repeated for collecting the eggs in the next cycle was

added inside the cages. At the 15" dpi the females were fed back in anesthetized mouse for
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providing blood supply for the third gonadotrophic cycle. At the 21% dpi the paddle were
removed from the cages and the surviving females were sacrificed.

It was analyzed a total of 60 females per group, in experiments done in triplicate. The
referring eggs to the oviposition of each female, for paddle and in each gonadotrophic cycle,
were counted and the tax of fecundity achieved from the total number of eggs produced by the
females in each cycle. After having counted the eggs, the paddles were individually immersed
in grass infusion at 30 % in order to allow the hatching and liberation of larvae L;. The larvae
L1 were counted, allowing, in this way, the data collection of the fertility. This analysis of
fertility was completed for each set of collected eggs by female in each gonadotrophic cycle.

In order to analyze the viral infection effect in the reproductive standards of the
females, we used the data quantitative of eggs (fecundity) and larvae (fertility) and we applied
the ANOVA test with repetitive measurements. In order to analyze the existence of a
correlation between number of produced eggs and the number of larvae which hatched, we

used the Correlation of Pearson analysis.
Histopathology and Ultrastructure

Females of infected groups and control, after blood feeding, were submitted to the
process for histopathology and ultrastructural analysis. The insects were sacrificed in ethanol
70% at 14™ dpi and submitted afterwards to the dissecation of head and abdomen. Only the
mosquitoes of the infected group had their heads collected, as they were used to indicate the
viral dissemination of the insect. Their heads were stored in ultrapure water and submitted to
total RNA extraction and assay of gPCR for the detection and viral quantification.

The abdomens of the infected groups and control were fixed in neutrally buffered
formalin solution 4% for 24 h. After that, the samples were submitted to a crescent of
dehydration series with ethanol (70%, 80%, 90% and 2x 100%) and diaphanization in xylol
PA (2x).

In the sequence, the samples were included in paraffin. Serial slices of 3 pum were
done in HYRAX M 55 (Zeiss®) microtome .The slices were submitted to the procedure of
coloration based on hematoxylin and eosin. The samples were visualized in inverted
microscope DM500 (Leica®) connected to a system of capitation of images Leica Application
Suite Version 2.0.0 (Leica®) (magnification of 100x, 400x, 1000x). In the infected group, only
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the abdomens which corresponded to mosquitoes with head positive for the DENV-2 were
analyzed. In the control group, all the abdomens were analyzed.

For the ultra-structural analysis, the same procedure of the collection of heads from the
infected ones and viral detection/quantification was done. Female ovaries of the infected
group and control were fixed in solution which contained gluturaldehyde 2.5%,
paraformaldehyde 4% in sodium cacodylate buffer 0,1M, pH 7.2 for 24 hours. The samples
were washed in the same buffer and post—fixed for 1 hour in osmium tetroxide 1%, potassium
ferrocyanide 0.8% and calcium chloride 5 mM in cacodylate buffer 0.1 M, pH 7.2. After
being washed in the same buffer, the tissues were submitted to the contrast process in block
with uranyl acetate 5% for an hour. After the contrast, the organs were washed in distilled
water and afterwards dehydrated in crescent series of acetone and included in Epoxy
Embedding Medium® (Sigma) resin. Ultrathin sections of 70 nm were added in
ultramicrotome EM UC6 (Leica®) and stained with uranyl acetate 5% and lead citrate 1%.
The observations were performed in electronic microscope of transmission (MORGAGNI®,
FEI — 80kV).

RESULTS
Kinetics of the ovarian infection and DENV-2 quantification

After RNA extraction from the samples of ovaries collected in different days post-
infection (3", 7", 14™, 21% and 28"™) in two experimental groups UF and MF, we had results
of kinetics of ovarian infection. The viral titer of the samples used for the artificial feeding in
each of the three biological replicates is summarized in Table 1. In the two groups UF and MF
on 3 and 7 dpi it was not registered any positive ovary among all the samples analyzed
(Fig. 1A and 2A). The viral quantification of the samples of the group UF, after conducting
the tests by gPCR, presented quite similar results among the positive samples. Significant
differences were not registered between the viral quantification of the ovaries from females of
the UF group in the three stages of the collection which presented positive subjects (p=0.0478
f=6.081). These data can be observed in Figure 1B.

For the group MF (Figure 2B), the data of viral quantification of the positive samples
presented significant difference between positive subjects at 14™ and 21% dpi when compared
to the positive subjects at 28" dpi (p=0.0180 f=8.039). No variation statistically significant
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was observed in the analysis of viral quantification between the samples of each day of the
collection for the two groups, UF and MF (p=0.3006 f=6.05)

Viral detection on the first filial generation

A total of 90 pools of males and 180 pools of females (90 pools of head and 90 pools
of body) were analyzed in the different time points (Table 2). From this total, registers for the
presence of DENV-2 in the first filial generation occurred only in male mosquitoes with two
positive pools collected at 14™ dpe (13,3% of positivity) and three positive pools collected at
21% dpe (20% of positivity). All the positive pools were referred to the third experiment,
with viral titer of 1.0 x 10° FFU/mL.

Analysis of the effect of viral infection in the reproductive standards from the females

The oviposition analysis from the females isolated individually after the blood feeding
with infected blood, results of fertility and fecundity were achieved, presented in the Figure
2A and 2B, respectively. It was observed that the group that achieved the blood repast in
infected blood with DENV-2, produced eggs equally to the control group (p=0.6327; df 3).

After the immersion of these eggs in grass infusion at 30%, for the analysis of fertility
from the number of larvae L;, it wasn’t registered any significant difference between the
quantity of larvae produced between the infected group and control (p=0.4248; df: 3). In the
evaluation of the correlation between the quantitative of larvae which hatched and its relation
with the number of eggs, it was observed a correlation statistically significant in the different
gonadotrophic cycles, with a reduced number of produced eggs at the third cycle, when

compared to the first and second cycles. (r*: 0.8376; p<0.00).
Histopathology and Ultrastructure

The viral quantification of samples of heads analyzed by qPCR varied from 4.3 x 10%
to 3.0 x 10 copies of RNA. For the infected group, only the mosquitoes which had the
confirmation of viral presence in their heads were analyzed in histopathological and
ultrastructural analysis. The given images from the histological slices showed an alteration in

the follicular epithelium of the oocyte , presenting invaginations in the group which received
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infected blood feeding. (Figures 4A, B and C) In the control group, any invagination was
observed (Figures 4D, E and F). In the ultrastructural analysis, any alteration was observed
when we compared the infected group (Figure 5A) with the control group (Figure 5B).

DISCUSSION

The data displayed in our study showed that the ovaries of the females of Ae. aegypti,
are infected by dengue virus lately, with reduced infection rates. When we compared the rates
of the ovarian infection obtained in this study to infection rates of other organs, such as
midgut, faty body and salivary glands, we realized that this organ is not one of the main
targets in the infection. In a study developed by Carvalho-Leandro et al (2012), with the same
population and isolated viral used in this study, high rates of infection of the midgut, faty
body and salivary glands were observed, differing clearly from the infection rates registered
for the ovary in this study.

All of ovaries positive for the dengue virus presented quite similar viral. This same
similarity was observed in other infected organs from this population, as it was published
previously (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012). Only in ovaries at 28" dpi of the group of
the MF presented a significant variation in the viral quantification, when compared to the
samples of the other moments in the analysis. This group, at 28" dpi, presented a number of
viral particles quite reduced when compared to other observed samples. We believe that, the
females which achieved several blood repasts, as the one observed here, in different
gonadotrophic cycles, may lay infected eggs between the 21% and 28" dpi, after having
achieved ovipositions corresponding to the three gonadotrophic cycles.

Thus, these females might have released a great number of infected eggs in the
different cycles, reducing the number of infected oocytes in the ovaries, once the blood
feeding was available several times. Moreover, at the 28™ dpi of the MF, it was registered a
percentage of positivity of only 15% of the ovaries from the females analyzed. This validates
the idea of those females had oviposited infected eggs between the 21% and 28" dpi
contributing for the reduction of percentage of positivity of the females in this stage of
analysis. Another reason related to the reduction of viral quantity in the ovaries at 28" dpi,
might have related to the expression of genes of immune response and genes involved in the

apoptotic pathway in this organ.
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Studies about Ae. aegypti from field and DENV-interaction has shown that different
populations of mosquitoes respond in a distinct way to the serotypes/genotypes of the virus
(ANDERSON; RICO-HESSE, 2006; BENNETT et al., 2005; BENNETT et al.,, 2002;
CARVALHO-LEANDRO et al., 2012; GUBLER et al., 1979; LAMBRECHTS et al., 2009;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004; MOURA et al., 2015; SALAZAR et al., 2007).
Some authors attribute to the midgut the main responsibility for the contention of the viral
dissemination and consequently the infection of the salivary glands, due to midgut infection
barrier and midgut escape barrier (BARILLAS-MURY et al., 2004; BEATY;
MARQUARDT, 1996b; BEERNTSEN et al., 2000b; OCAMPO et al., 2013; SALAZAR et
al., 2007). It is believed that in the viral infection cycle in the mosquito, after having
overcome these barriers, the virus migrates to the several organs of the body of the insect,
especially the salivary gland (BARILLAS-MURY et al., 2004; MARQUARDT, 2004). We
realized that even the Petrolina strain, with the infection rates for the dengue virus of 100% in
the salivary glands registered in the previous study (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012),
the virus when escape of the midgut, can’t infect the ovary in a very efficient way, different
from its capacity of infection in the salivary glands, as observed by Carvalho-Leandro et al.
(2012), with the study of the same population and the viral serotype used in this study.
Recently, Moura et al. (2015), observed the variation in the vector competence of A. aegypti
from Cabo Verde, in Africa, in infections with DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, and
showed important differences in the responses of the vector to the different serotypes. While
the DENV-4 registered infection only in the midgut, the DENV-2 e DENV-3 presented high
rates of infection of salivary glands, while for the DENV-1, it was observed infection only
for the midgut and head. These data enhance, once more, the importance of the midgut as
important organ in the infection process.

Some studies present the pathways of signalization Toll (RAMIREZ; DIMOPOULOS,
2010; Xl et al., 2008), JAK-STAT (SOUZA-NETO et al., 2009) and the mechanism of RNA
interference (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012; SANCHEZ-VARGAS et al., 2009)
performed an important response antiviral in mosquitoes. Beyond these ways, it was observed
the involvement of the apoptotic pathway, and its relation with the different susceptibility of
the populations of mosquitoes to the DENV (OCAMPO et al., 2013). Faced with it, we
believe that the studied of the differential expression of genes of immune response might have
achieved at the ovarian level, in order to search the comprehension of mechanisms involved in

the antiviral response in this organ.
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Additionally, we evaluate as important an additional analysis at the proteomic level in

order to understand the responses for the dengue virus at the ovarian level. In a study
developed by Angel et al. (2008), the authors analyzed the association of a protein ovarian of
200 kD with the transovarial transmission in a population of mosquitoes from Rajasthan in
India. These authors suggest the involvement of this protein with the modulation of infection
in the ovary, but they don’t do their characterization.
The viral titers used in the experiments of the artificial infection conducted in this study,
varied from 6.5 x 10° FFU/mL to 4.0 x10° FFU/mL. These titers are in accordance with the
viral titers necessary to infect mosquitoes and become them vector competent (NGUYET et
al., 2013). Apart from this, we used an isolated viral from the same state of the population of
mosquito submitted to the infection, which demonstrates the possibility of a close relationship
between the viral genotype x genotype of the mosquito (GxG). This relation GXG has been
presented as fundamental for the success in the infection of the mosquito by DENV
(FANSIRI et al, 2013; LAMBRECHTS, 2010; LAMBRECHTS et al., 2009;
LAMBRECHTS; SCOTT, 2009). Therefore, we evaluated that our analysis of ovarian
infection, present results that might be reflecting in a quite approximately way to the field
reality, since that beyond using an isolated viral collected in the same state of the population
of mosquito, once we had characterized previously this population as competent for DENV-2
3808 (CARVALHO-LEANDRO et al., 2012).

Studies which search estimate transovarial transmission rates to the different arbovirus in the
nature has been published, though all of them had a focus in the collection of eggs of
mosquitoes by oviposition traps, collection of the larvae and pupae in containers which
accumulate water in the field, or even by aspiration of the adult mosquitoes (ANGEL,; JOSHI,
2008; ARUNACHALAM et al., 2008; CHEN et al., 2010; FLORES et al., 2010; GUEDES et
al., 2010; GUNTHER et al., 2007; JOSHI et al., 2002; JOSHI et al., 1996; KHIN; THAN,
1983; KOW et al, 2001; LIOTTA et al, 2005, URDANETA et al., 2005;
WASINPIYAMONGKOL et al., 2003; WOODRING et al., 1998).

The transovarial infection rates for DENV in these studies, in a general way, have
been registered with the variation between 0 to 3% of the positivity for the DENV in analyzed
samples. Only studies about the collection of mosquitoes in houses of the patients previously

detected with dengue, registered transovarial infection rates more expressive when they are
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compared to the other studies, with numbers that may vary from 10 to 13% (GUEDES et al.,
2010; URDANETA et al., 2005).

In our study, in the analysis of the viral presence on the first filial generation coming from
females which received infected feeding, we could observe that only infected males at 14™
and 21% day after the emergence , with 13,3% and 20% of positivity , respectively.

This shows that the transovarial transmission is an event really of rare occurrence. As only
males were positive for the viral presence, we signalized that future and more detailed studies
about the viral venereal transmission in the F1 should be conducted, for a better
comprehension of this type of infection. Once males of F1 are infected, the virus may, in this
way, pass to F2 from the infection of the females for the copulation. We also call the attention
for the fact of the viral transovarial transmission has occurred only in an experiment which
registered the biggest viral title of the three analyzed replicates (1,0 x10° FFU/mL).This
suggests that the transovarial transmission happens only when high viral titles are available at
the moment of feeding.

In relation to the analysis about the possible interference of the virus in the fecundity
and fertility of the females which received infected feeding, our data show that there isn’t any
relation between the viral presence and the alterations in the reproductive standards of the
female. It was observed that the production of the eggs and larvae in the infected groups and
control were quite similar, and they haven’t presented any significant alteration. These results
are different of the published data by Josi et al. (2002), who evaluated the presence of DENV-
3 in seven filial generations (F;-F;) with transovarial infection rates which varied from 2.4 to
13%. In the mosquitoes of F7, the authors evaluated the standards of fecundity and fertility of
the population and observed the presence of virus influenced in the production and viability of
the eggs. We pointed out that the viral isolated used by Josi et al. (2002) in the experiments
of intrathoracic injection of the mosquitoes was the DENV-3, isolated in the year of 1963 in
Thailand and submitted to 21 passages by culture of mouse cells.

On the other hand, in our study, this influence of the presence of the virus in the
reproductive standards was not found and we can presume this difference of results to factors
like the following: 1) the fact of using a population collected in field and kept in laboratory
only for three generations, ensuring this way characteristics of a field population, 2) The viral
isolated used is from the same state that a field population of evaluated mosquitoes, 3) the
virus can be of other serotype (DENV-2) and it hasn’t been submitted to the various

infections in culture of cells, what makes that the virus alters some mechanisms of the cell
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invasion and viral replication, 4) the methodology of infection of mosquitoes be based on oral
infection, allowing that the infection barriers of the mosquito act, modulating the infection of
the virus in the vector.

The fact of we observed that there is no influence in the presence of the virus in the
reproductive standards of the female has considerable importance epidemiologic, once the
mosquitoes are the main way of remaining of virus in the field. Infected females did not
present any disadvantage in relation to the healthy females. These data are consistent with the
theories which mention the vector-parasite co-evolution (LAMBRECHTS, 2010;
LAMBRECHTS et al., 2009), since it is not interesting for a parasite, to cause important
damage to its vector, mainly to the ones which could take to a reproductive alteration and
resulting reduction of population (MARQUARDT, 2004).

Studies suggest that the microflora of the adult mosquito is critic as to influence in the
transmission of human pathogenic agents (BIAN et al., 2010; CIRIMOTICH et al., 2011;
DEMAIO et al., 1996; KAMBRIS et al., 2010; MOREIRA et al., 2009; MOUSSON et al.,
2010; RAMIREZ et al., 2012). Ramirez et al. (2012), observed a sharp decline in the
susceptibility to the infection by DENV when the mosquitoes had bacterial species in the
midgut. Gaio et al. (2011), in a study with microbiota in the midgut of Ae. aegypti showed a
reduction in the production and viability of the eggs in mosquitoes which had a reduction in
the intestinal microbiota from the treatment with antibiotics.

Other two studies with the endosymbiont bacteria Wolbachia (BIAN et al., 2010;
MOREIRA et al., 2009) show that the presence of this microorganism inhibits the viral
replication, since the basal immunity of the mosquito is stimulated by the bacteria, from the
activation of the mechanisms antimicrobial with the production of effector molecules.
Accordingly, we hoped that with the presence of virus in the blood used in the mosquitoes,
the immune system of vector from the viral and recognition and consequent activation of the
antivirals mechanism would produce effector molecules that other than operate over the virus
could be reducing the number of bacteria and finally interfere in the production of eggs.
Nevertheless, the relationship of viral presence and reduction of eggs was not observed,
showing that the virus does not affect reproductive standards in females.

The images obtained in our histopathological analysis, which show invaginations in
the follicular epithelium of the oocytes of the infected group, point out an alteration which
could partially be involved with a reduction of the production of eggs. The results showed

that the morphology of the oocyte of the infected group is clearly different when compared
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with the morphology of the control group. However, the effect of this alteration in the
production and viability of the eggs was not observed.

It was justified with the ultrastructural analysis, which showed that there are no differences in
the cell standards from the tissue analyzed, resulting, possibly in physiologic standards
unaltered with the viral presence. This shows, once more, the existence of a close adaptation
vector-parasite.

Generally, we believe that the data presented here draw the people’s attention for the
important aspects of the transovarial transmission. Even that in low rates, and the occurrence
registered in this study only in male mosquitoes, the transovarial transmission occurs and
should not be disregarded. We suggest that, in the methodologies of investigation in the
transovarial transmission rates in the field, a bigger attention considering the sexing of the
collected insects should be achieved. We understand as fundamental the analysis of viral
detection in pools of males and in pools of females, separately. Additionally, we believe that a
rise in the number of pools analyzed of males should be considered. In a study developed by
Guedes et al. (2010), which investigated the rates of mosquitoes (adult and eggs) with DENV
collected in houses of patients confirmed with dengue fever in the city of Recife, the sexing
was properly carried out, but the analysis and the presentation of data referred to transovarial
transmission was made without presenting the positivity for DENV in the different sexes.

The eggs present in the breeding grounds may help in the maintenance of viral
presence in the populations of mosquitoes, given that the ovarian infection were registered on
the 14™ day post- infection and kept, even though that in low rates till the 28" day post-
infection. We reforce once more the necessity of a better investigation of the mechanisms
involved in the modulation of the viral infection at the ovarian level. A better analysis of this
organ, in future studies aimed especially at understanding of antivirals ways, and will be able
to help the searches which involve the production of transgenic insects and consequently, new

possibilities of strategies of vector control.
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Table 1. Viral titration of the aliquots of human blood with DENV-2 collected at the moment

of the infected blood feeding, in different moments, for the several analyses.

Figure 1. A: Transovarial infection rates (%) from the Unique Feeding (UF) group in
different days post-infection. Over the bars we can observe the number of females analyzed in
each time point of collection and in parenthesis the number of females with the ovary positive
for dengue virus. B: Viral quantification by gquantitative real-time PCR (gPCR) of the positive
samples of the group UF from the number of copies of the gene NS5 in the samples with the
standard curve. The bars show the standard deviation among the positive samples.

Figure 2. A: Transovarial infection rates (%) of the Multiple Feedings (MF) group in
different days post- infection. Over the bars we can observe the number of females analyzed
in each time point of collection and in parenthesis the number of females with the ovary
positive for dengue virus. B: Viral quantification by quantitative real-time PCR (gPCR) of the
positive samples of the group MF from the number of copies of the gene NS5 in the samples
with the standard curve. The bars show the standard deviation among the positive samples.

a: no significant difference (p>0,05) and b: with statistic difference (p<0.05).

Table 2. Number of pools of male and female mosquitoes of the first filial generation (F;)
analyzed for the viral presence on the 3, 7 14" 21 28™ and 35" day post-emergence. In
the females, the observations were made in pools of body and head, separately. In the males,
the analyses were carried out from the pools of the whole body. In parenthesis we can observe
the number of positive pools for DENV-2. Analysis which refer to the three independent

experiments with the variation of viral titer.

Figure 3. A: Number of eggs oviposited by each female analyzed in the infected groups and
control in three different gonadotrophic cycles. B: Number of larvae in the first stage (L)
resulting of the hatch of the eggs of the females of the infected and control groups in three

different gonadotrophic cycles. n: number of the females analyzed.
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Figure 4. Histopathology of the sample of the ovary of the females of Aedes aegypti. A, B e
C: infected group with invaginations in the follicular epithelium (arrow). D, E and F: control
group with the follicular epithelium without presenting invaginations (arrow) OC: oocyte;
MG: midgut; MT: Malpighian tubules; *: ovarian sheath . Scale : A and D: 100 um; B and
E: 20 um; C and F: 10 pm.

Figure 5. Ultrastructural analysis of ovaries of Aedes aegypti female artificially fed. A:
Infected group and B:control group. Arrow: follicular epithelium; N: nucleo; NC nucleolo.

Scale: 5 um



Transmissdo transovariana do virus Dengue sorotipo 2 em Aedes aegypti... Leandro, D. C.

127
TABLES AND FIGURES
Table 1.
Titration of DENV-2 Replica Analyses

1.5 x 10° FFU/mL 12

3.5 x 10° FFU/mL 22 Kinects of ovarian infection

2.0 x10° FFU/mL 3

6.5 x 10° FFU/mL 12 Fecundity and fertility

7.0 x 10° FFU/mL 28 Transovarial infection rates (F)

1.0 x10° FFU/mL 3

4.0 x10° FFU/mL 18 Histopathological and

ultrastructural
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Table 2.
Females Males
Body Head Whole body
15’[ 2nd 3rd 1st 2nd 3rd 1st 2nd 3rd
experiment | experiment | experiment | experiment | experiment | experiment | experiment | experiment | experiment

6.5x 10° 7,0x 10° 1,0 x10° 6,5x 10° 7,0x 10° 1,0 x10° 6,5x 10° 7,0 x 10° 1,0 x10°

FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL FFU/mL
3° dpe 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0)
7° dpe 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0)
14° dpe 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(2)
21° dpe 5(0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(@13)
28° dpe 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0)
35° dpe 5(0) 5(0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5 (0) 5(0) 5(0) 5(0)
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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