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RESUMO

A Dengue é a arbovirose de maior relevancia para a saude publica, sendo o
Culicidae Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) o seu principal vetor em area
urbana. A relacao entre o vetor e o patdgeno é imprescindivel na transmisséao efetiva
do virus aos humanos, determinando, juntamente a outros fatores, a capacidade
vetorial. A expressao génica de vias relacionadas a susceptibilidade do mosquito ao
virus da dengue (DENV) vem sendo alvo de estudos, visto que diferentes espécies e
diferentes populagbes da mesma espécie possuem competéncias distintas de
transmitir os mesmos patégenos. Diante deste quadro, o objetivo do trabalho foi
analisar a expressao génica diferencial de trés genes ligados a competéncia vetorial
(dois da familia das proteinas contendo tioéster e um do grupo das tripsinas
digestivas), entre a populacdo de campo (Paranagua-PR) e a populacdo de
laboratorio (Rockefeller). Para isso, foi realizada a extragdo de RNA das amostras
em pools de cinco fémeas e foi utilizada a técnica de RT-gPCR (‘reverse
transcription — quantitative real time PCR) e o método de expresséo relativa. Para os
genes das proteinas contendo tioéster (iTEPs), ndo houve diferenca significativa na
expressao relativa entre a populacdo de campo e laboratério. Para a tripsina houve
uma diferenca significativa na expressao relativa entre as duas populacoes,
indicando que para esse marcador, existem indicios de que a populacdo de
laboratério possua um nivel de susceptibilidade maior ao virus, ou seja, uma maior
capacidade de se infectar e transmitir o patdogeno. Os resultados podem auxiliar na
vigilancia entomoldgica molecular do vetor na medida que contribuem para
compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na interacdo vetor arbovirus.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Competéncia vetorial. iTEPs. Tripsinas. Arbovirus.



ABSTRACT

Dengue is an arbovirose with relevance to public health, and the Culicidae Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) mosquito is the main vector in urban areas.
The relationship between the vector and the pathogen is essential in the transmission
of viruses to humans, determining the vector competence. The gene expression of
pathways related to mosquito susceptibility to dengue virus (DENV) has been the
subject of studies, since different species and different populations of the same
species has distinct capacities of transmitting the same pathogens. In view of this
situation, the objective of this work was to analyze the differential gene expression of
three genes linked to vector competence (two of the family of the thioester containing
proteins and one of the group of digestive trypsins), between a field population
(Paranagua-PR) and the laboratory population (Rockefeller ). For this, it was made
the RNA extraction from five pools of females and the technique of RT-gPCR
("reverse transcription - real-time quantitative PCR") and method of relative
expression were used. For the genes of the thioester containing proteins (iTEPS),
there was no significant difference in the relative expression between the field and
laboratory populations. For trypsin there was a significant difference in the relative
expression between the two populations, indicating that for this marker, there are
indications that the laboratory population has a higher level of susceptibility to the
virus, that is, a greater capacity to infect and transmit the pathogen. The results may
help in the molecular surveillance of the vector, contributing to the understanding of
the molecular entomological surveillance involved in the arbovirus vector interaction.

Keywords: Aedes aegypti. Dengue. Vectorial competence. iTEPs. Trypsin. Arbovirus.
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1 INTRODUCAO

A dengue é considerada a arbovirose que mais atinge a populagdo humana
no mundo, sendo um grande problema para a saude publica, principalmente em
regides tropicais (KYLE & HARRIS, 2008; PINHEIRO, 1997). O principal vetor da
doenca € o Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), um artropode pertencente
a ordem Diptera e a familia Culicidae, que pode transmitir também outros agentes
etiolégicos, como os causadores da Febre Amarela Urbana, Zika, Chikungunya,
entre outros arbovirus (KANTOR, 2016; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004).

As caracteristicas biol6gicas do vetor, como ciclo de vida rapido, héabito
urbano e semiurbano e preferéncia pela alimentacdo antropofagica, associados a
fatores ambientais e antrdpicos, auxiliam na compreensdo do cenario atual da
doenca (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1992). A
dengue € endémica em mais de 100 paises e a ultima estimativa feita pela OMS
(Organizagdo Mundial de Saude) em 2013, aponta para a ocorréncia de cerca de
390 milhdes de infeccbes anualmente (das quais 96 milhdes com manifestacdes
clinicas) e cerca de 20 mil dbitos.

O virus dengue (DENV) pertence a familia Flaviridae e inclui quatro sorotipos
gue circulam simultaneamente: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (TEIXEIRA &
BARRETO, 1999). Todos os quatro ja foram identificados com ocorréncia no Brasil
(BRAGA & VALLE, 2007). A dengue possui diferentes manifestacdes clinicas em
humanos e alguns dos fatores de risco para casos graves sdo o sorotipo do virus e
infeccéo prévia por outra cepa (GUBLER, 1998).

A transmissao do virus ocorre devido ao habito hematéfago da fémea de Ae.
aegypti que, durante repasto sanguineo, pode ser contaminada por um individuo
infectado. Ap6s a alimentacdo, o virus atinge as células do epitélio do intestino
médio e inicia sua replicacdo, rompendo a barreira intestinal e espalhando-se pelo
corpo do vetor através da hemolinfa (SALAZAR et al., 2007; WOODRING et al.,
1996). O sucesso nesse processo e a eficiéncia da transmissdo do patégeno
dependem de diversos fatores de interacdo entre o virus, vetor, ambiente e
hospedeiro (DREYER, 2015).

Com isso, a habilidade da transmisséo do virus pelo inseto depende do que

chamamos de sua capacidade vetorial. A capacidade vetorial diz respeito a eficacia
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do vetor em disseminar 0 agente etioldégico para a populacdo de determinado local
em condicbes naturais (FORATTINI, 1992). Essa capacidade abrange
caracteristicas fisiolégicas, comportamentais e ecolégicas. A competéncia vetorial é
um dos parametros mais determinantes dentro da capacidade vetorial e esté
relacionada a susceptibilidade e aspectos da infeccdo do virus no vetor, ou seja,
facilidade com que o mosquito se infecta pelo virus, replica-o e transmite
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA & COURA, 2005; RHODAIN & ROSEN, 1997).

Sabe-se que os insetos possuem barreiras fisicas e moleculares, controladas
geneticamente, que podem interferir no estabelecimento e proliferacdo do patégeno,
protegendo-os contra a infecgdo e afetando a competéncia como vetores (OBBARD
& DUDAS, 2014). Considerando que diferentes popula¢cbes geogréaficas apresentam
diferencas em suas competéncias vetoriais (ROCCO et al., 2001), muitos estudos
vém sendo direcionados para identificacdo e conhecimento do funcionamento
dessas vias em diferentes populagdes de Ae. aegypti (DREYER, 2015).

Inicialmente, foi demonstrada a existéncia de fatores genéticos relacionados a
susceptibilidade ao DENV, através da selecédo artificial de linhagens susceptiveis e
resistentes de Ae. aegypti, apos a inoculacao do virus (MILLER & MITCHELL, 1991).
Em seguida, passou-se a estudar quais mecanismos genéticos eram responsaveis
por essas diferencas entre populacées (BOSIO et al. 2000; DICKSON, et al. 2014;
FANSIRI et al. 2013). Aparentemente, o nivel de expressao de determinados genes
parece estar mais envolvido no processo de competéncia vetorial do que a diferenca
na sequéncia desses genes (polimorfismos) (DENVER et al., 2005; GIBSON, 2005).
Por esse motivo, a analise de transcriptomas € pertinente para obter um panorama
da competéncia vetorial (SIM et al., 2013).

Os grandes avancos na area de biologia molecular propiciam a utilizacao de
novas abordagens, como a utilizacdo da RT-qPCR (“reverse transcription —
guantitative real time PCR”), para avaliar quantitativamente alguns aspectos da
competéncia vetorial (BUSTIN et al., 2009; GUEDES, 2012).

Com isso, conhecer o status de susceptibilidade de diferentes populacfes de
Ae. aegypti se torna importante para antecipar possiveis cenarios de interacao vetor-
arbovirus. Mais especificamente, nos permite compreender a capacidade dessa
populacdo de se infectar e transmitir o patdgeno, podendo levar a epidemias, por

exemplo. Estudos nessa area contribuem para a vigilancia entomoldgica molecular,
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gue pode ser utilizada como ferramenta efetiva na reducdo de ocorréncia de
transmissdo de arbovirus na area urbana, levando-se em consideragdo

caracteristicas especificas de determinada populacgéo.

1.2 OBJETIVO

O objetivo foi avaliar a expressao génica relativa de trés genes (dois da via de
proteinas contendo tioéster e um da via das tripsinas digestivas), relacionados a
competéncia vetorial de Aedes aegypti.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

Os primeiros possiveis casos registrados de dengue vem de uma
enciclopédia chinesa que descreveu a existéncia de uma doengca com sintomas
semelhantes entre 265 a 420 d.C. Desde os anos de 1600 até a atualidade, foram
feitos diversos registros de possiveis ocorréncias da doenca e de surtos e epidemias
comprovadas, em diferentes regides do globo. Nas Américas, a arbovirose tem sido
registrada a mais de 200 anos, sendo as grandes epidemias iniciadas a partir da
década de 1970 do século XX (GUBLER, 1998; GUBLER, 2006; PONTES &
RUFFINO-NETTO, 1994).

Somente em 1903 a doenca foi associada a transmissdo por mosquitos
vetores e apods trés anos confirmou-se que seu principal vetor é o Ae. aegypti
(AMARAL & DANSA-PETRETSKI, 2012). Apesar de em menor escala, sabe-se que
outra espécie do género, o Aedes albopictus, também € capaz de transmitir o virus
aos humanos (GUBLER & ROSEN, 1976).

Acredita-se que o Ae. aegypti seja originario da Africa, mais especificamente
da regido da Etiopia, de onde ampliou sua distribuicdo para as Ameéricas e outras
regides do globo pelas rotas de comércio dos séculos XVII, XVIII, XIX. Atualmente, o
inseto habita regifes tropicais e subtropicais de todo o mundo, que possuem
condi¢cbes ambientais adequadas ao vetor e que consequentemente, sao afetadas
por surtos e epidemias de dengue (FORATTINI, 1992; SLOSEK, 1986).

O Brasil se encaixa nessa perspectiva e ja passou por diversas epidemias da
doenca. A primeira epidemia comprovada ocorreu em Boa Vista (Roraima), entre
1981 e 1982, na qual foram isoladas as cepas DENV-2 e DENV-4. Esses sorotipos
circulavam em paises préximos e provavelmente foram introduzidos pela fronteira
com a Venezuela. Como a presenca do mosquito no pais ainda era baixa, essa
epidemia foi rapidamente controlada. A propagacédo do virus ocorreu somente mais
tarde, em 1986. Relata-se que, devido a dificuldade de implantar programas efetivos
ap6s uma epidemia de DENV1 no Rio de Janeiro, a doenca disseminou-se
rapidamente para diversos estados, onde jA havia a presenca do mosquito
(TEIXEIRA & BARRETO, 1999; SCHATZMAYR et al., 1986).
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O estado do Parana teve seus primeiros casos autdctones de dengue
registrados em 1993 (MENDONCA et al., 2006). J& o municipio de Paranagud, no
litoral do estado, ndo tinha ocorréncia de epidemias de dengue e passou por uma
intensa circulacdo do virus, nos anos de 2015 e 2016. Segundo dados do boletim
epidemioldgico da Secretaria de Estado de Saude do Parana, entre os anos de 2015
e 2016, Paranagud apresentou o maior nimero de casos confirmados da doenca
(15.779 casos com 29 6bitos), seguida de Foz do Iguagu (6.527) e Londrina (4.515).

Atualmente, sabe-se que o0s quatro sorotipos da dengue circulam
simultaneamente no pais. Segundo o boletim epidemiolégico da dengue de
agosto/2018 as proporcgdes de identificacdo dos diferentes sorotipos virais em casos
da doencga no Brasil correspondem: DENV-2 (52,4%), DENV-1 (23,9%), DENV-4
(0,4%) e DENV-3 (0,1%).

2.2 O VETOR E O PATOGENO

O mosquito Aedes aegypti pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, género Aedes e subgénero
Stegomyia. E um inseto de coloracdo escura, com escamas brancas pelo corpo.
Possui um desenho caracteristico em forma de lira no dorso do térax que facilita a
identificacdo da espécie (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002).

As caracteristicas comportamentais e fisiologicas sdo determinantes para o
sucesso da espécie como vetor. Apresenta habitos diurnos, se proliferando
preferencialmente em habitat domiciliar e peridomiciliar, utilizando geralmente
criadouros artificiais contendo agua acumulada para oviposicdo. O macho se
alimenta de néctar e a fémea, além deste, necessita de sangue para completar seu
ciclo (maturacdo dos ovos). O mosquito é holometabolo (metamorfose completa),
possuindo os estagios de: ovo, larva (quatro instares), pupa e adulto. A fémea pode
colocar de 50 a 200 ovos por ciclo gonadotrofico e seus ovos podem permanecer
viaveis por até um ano sem agua, o que dificulta o controle do mosquito e da doenca
associada (CONSOLI & LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).

O género Flavivirus, ao qual pertence o virus da dengue, apresenta grande

variabilidade genética devido a altas taxas de mutagdo e recombinacdo génica
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(HOLMES & TWIDDY, 2003). E chamado de arbovirus (“arthropod borne virus”),
juntamente com outros virus que afetam os vertebrados e tem a caracteristica de
serem transmitidos por artropodes (ZELLER, 1990). As quatro cepas circulantes sédo
sorotipicamente relacionadas, porém apresentam antigenos diferentes (TEIXEIRA &
BARRETO, 1999).

O processo de infeccdo e estabelecimento do virus no inseto requer que o
mesmo ultrapasse diversas barreiras fisicas e processos fisioldgicos que serao
discutidos adiante. O que vale salientar no momento € que a interacao entre o virus
e o vetor é resultado de um processo de coevolugdo que envolve a tentativa do
inseto de eliminar o patégeno e a capacidade do patégeno de resistir a esse sistema
(OBBARD & DUDAS, 2014). Amaral e Dansa-Petretski (2012) definiram que “esse é
um processo dinamico, de longo prazo, que resulta na selecdo de espécies ou
populacdes de uma mesma espécie que funcionam, especificamente ou ndo, como
vetores de um arbovirus”. Ainda em relagdo as consideragcdes das autoras, a
interacdo entre o virus da dengue e o Ae. aegypti seria um exemplo de um “modelo
eficiente”, onde o mosquito ndo é “afetado” pelo virus e é capaz de transmiti-lo a um
hospedeiro vertebrado.

Apesar de ndo causar a morte do inseto, trabalhos recentes indicam que o
virus pode levar a mudancas fisiolégicas no vetor, influenciando aspectos
metabolicos e comportamentais, como o aumento na atividade locomotora e da taxa
de picada e a diminuicdo da sobrevivéncia e fecundidade (LIMA-CAMARA et al.,
2011; MACIEL-DE-FREITAS et al.,, 2011). A influéncia real desse processo no
“fitness” (aptidao) da espécie na natureza ainda € um cenario a ser explorado.

Quanto ao ciclo de transmissédo da doenca, tém inicio quando o virus infecta a
fémea do Culicidae apds o repasto sanguineo. Em seguida, atinge as células do
epitélio intestinal, replica-se e prolifera-se, até atingir a glandula salivar e poder ser
transmitido novamente em outro repasto para o hospedeiro vertebrado. Esse
periodo entre a primeira interacdo vetor-patdgeno e subsequente condicdo de
transmissao em novo repasto € chamado de periodo de incubacéo extrinseco (PIE)
(BLACK et al., 2002, WOODRING et al., 1996).

A transmissdo do virus pode ser do tipo horizontal ou vertical. A primeira
forma é comum, quando a fémea do mosquito se infecta de sangue de um individuo

contaminado por outra fémea. Ja o segundo tipo, envolve casos mais raros, onde a
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fémea infecta sua propria prole (infec¢éo transovariana e transovo) (BEERNTSEN et
al., 2000).

No homem, o periodo de incubacdo do DENV varia geralmente de quatro a
sete dias. Nessa fase, chamada de periodo de viremia, o virus circula no sangue
periférico e uma fémea de Ae. aegypti ainda ndo infectada pode infectar-se apés
realizar o repasto sanguineo. A infeccao viral pode ser assintomatica ou sintoméatica.
Segundo o Ministério da Saude (2013), a forma sintomética da doenca abrange um
amplo espectro clinico, podendo ocorrer em trés fases clinicas: febril, critica e de
recuperacdo. Os sintomas incluem febre aguda até quadros hemorragicos que
podem levar a morte do paciente infectado (GUBLER, 1998; GUZMAN et al., 2010).

O controle atual da doenca estd sustentado no controle do vetor, com a
eliminacdo de criadouros e aplicacdo de inseticidas, visto que ainda ndo existem
vacinas totalmente eficientes - apesar de algumas ja estarem sendo testadas,
inclusive em Paranagua (Secretaria de Saude do Parana, 2018) - e principalmente
tetravalentes as quatro cepas existentes da doenca. Como a eficiéncia da
transmissdo do flavivirus aos humanos depende da capacidade e competéncia
vetorial, diversos estudos buscam conhecer os fatores genéticos que influenciam na
relacdo entre o patébgeno e vetor e como estes evoluiram (DREYER, 2015;
GONGCALVES, 2014; XIAO et al., 2014).

2.3 COMPETENCIA E CAPACIDADE VETORIAL

A capacidade vetorial engloba diferentes fatores relacionados ao vetor
(competéncia vetorial, densidade populacional, preferéncia alimentar, taxa de
picada, longevidade, ciclo gonodotrofico) e também ao ambiente e ecologia
(temperatura e humidade). Dentro da capacidade vetorial, a competéncia vetorial é
um parametro que considerada a relacdo vetor-patdgeno e a capacidade do vetor
em transmitir o virus para humano (FORATTINI, 1992; RHODAIN & ROSEN, 1997).
A competéncia depende de fatores como as barreiras anatbmicas e a duracdo do
periodo de incubacéo extrinseco que esta relacionada a susceptibilidade do vetor a
infeccdo e multiplicacao viral, que depende diretamente do sistema imune do vetor e
do gendtipo de cada populacdo (BEERNTSEN et al., 2000).
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2.4 SISTEMA IMUNE DOS INSETOS

O sistema imune dos insetos ndo possui anticorpos nem memoria adaptativa
como nos vertebrados (DIMOPOULOS, 2003). Alguns estudos apontam para a
existéncia de um mecanismo semelhante & memoéria imunoldgica, indicando maior
aproximacao evolutiva entre insetos e vertebrados do que o esperado (RODRIGUES
et al., 2010; SCHMID-HEMPEL, 2005). Como esses mecanismos ainda vém sendo
estudados e ndo foram bem elucidados, a existéncia de um sistema imune
basicamente inato é empregada na maioria dos trabalhos.

O sistema inato age rapidamente, de forma muitas vezes efetiva, mas com
uma resposta de curta duragédo (LEMAITRE & HOFFMAN, 2007). A ativagao dessa
via depende do reconhecimento de moléculas patogénicas por receptores de
membrana, chamados receptores de reconhecimento padrdo. O que leva, em
seguida, a uma cascata de regulacédo de sinalizacdo e a mecanismos efetores que
irdo realizar a eliminacdo efetiva desses microorganismos (MEDZHITOV &
JANEWAY JR., 2002).

Sabe-se que a hemolinfa dos insetos é composta por plasma linfatico e
células chamadas de hemdcitos. Existem diferentes tipos de hemdcitos, com
caracteristicas e fungdes distintas (LAVINE & STRAND, 2002). Araujo (2011)
identificou e classificou seis tipos de hemadcitos em Aedes aegypti: prohemacito,
adipohemdacito, granulocito, plasmatécito, oenocitdide e trombocitéide. Em estudos
de interacdo com o virus DENV foi observado que trés destes (plasmatécitos,
oenocitdides e granuldcitos) sdo capazes de endocitar o virus.

Nos insetos em geral, os plasmadcitos e granuldcitos parecem ser as principais
células envolvidas no processo imunolégico. Sabe-se que o0s granulocitos se
acumulam ao redor do corpo estranho no processo de nodulacdo. Na encapsulacao,
ocorre 0 acumulo de plasmocitos que também estdo envolvidos no processo de
melanizacdo humoral (depdsito de melanina ao redor do patdégeno). Ambos fazem
parte do processo de fagocitose, englobando microrganismos (BEERNTSEN et al.,
2007; BLANDIN & LEVASHINA, 2007; LAVINE & STRAND, 2002)

As respostas humorais envolvem a producdo de peptideos antimicrobianos
produzidos pelo corpo gorduroso, hemadcitos e outros 6rgados dos insetos, que se
ligam ao patdgeno levando a sua eliminacdo (LEMAITRE & HOFFMAN, 2007).
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Existe uma relagdo muito estreita entre o sistema imunolégico celular e humoral,
pois estes acabam muitas vezes se sobrepondo e atuando em conjunto para a
eliminacdo de microrganismos. Logo, essa divisdo € empregada apenas como forma
didatica (ARAUJO, 2011).

Além dos mecanismos de defesa celulares (processos de fagocitose e
encapsulacdo) e humorais (melanizacdo e producdo de moléculas efetoras), os
insetos também possuem barreiras morfolégicas, como por exemplo, as cuticulas e
as barreiras anatbmicas do intestino (DE CARVALHO LEANDRO, 2011; LEMAITRE
& HOFFMAN, 2007).

Em Ae. aegypti, apis a fémea ingerir o sangue de individuo infectado, o virus
precisa ultrapassar diferentes barreiras anatomicas existentes no vetor (Figura 1). A
primeira é a barreira de infec¢do do intestino médio (MIB — “midgut infection barrier”),
gue impede o patogeno de infectar as primeiras células com que entram em contato,
as do epitélio do intestino médio. A segunda barreira € a barreira de disseminagao
do intestino médio (MEB — “midgut escape barrier’) que impede que o virus se
espalhe para outros tecidos. Se o virus ultrapassar essas barreiras, ainda existe a
barreira de transmissdo (TB — “transmission barrier”), que impede a infeccdo na
glandula salivar e consequentemente, a transmissao do virus para o hospedeiro
vertebrado pela picada do mosquito (BEERNTSEN et al., 2000, BENNET et al.,
2002). Diversos locus de caracteres quantitativos (QTLs - “guantitative traci loci”) ja
foram identificados e associados a essas barreiras. Por outro lado, essas séo
caracteristicas complexas e multifatoriais, das quais o funcionamento ainda € pouco
compreendido (BOSIO et al., 2000; DICKSON, et al. 2014).
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Figura 1. Esquema evidenciando as barreiras anatbmicas de Ae. aegypti. MIB - barreira de infeccao
no intestino; MEB - barreira de escape do intestino; TB - barreira de transmissdo. CG: Corpo
gorduroso; D: Diverticulo; DD: Diverticulo dorsal; E: Estbmago; GS: Glandula salivar; 1A: Intestino
anterior; IM: Intestino médio; IP; Intestino posterior; TM: Tubulos de Malpighi. Modificado de Jobling
(1987) por Dreyer (2015).

O genoma de Ae. aegypti possui em torno de 17.700 genes codificadores
de proteinas, onde 353 desses genes parecem estar associados a processos
imunologicos, em comparacdao a 338 em Anopheles gambie e 285 em Drosophila
melanogaster (“mosca da fruta”) (NENE et al., 2005; WATERHOUSE et al., 2007). A
drosdfila é considerada um organismo modelo, possuindo diversos genes ortologos
com mamiferos e o sistema imune mais bem caracterizado entre os insetos. A partir
de estudos com o organismo, diversos processos imunolégicos ja foram descritos
(LEMAITRE & HOFFMAN, 2007).

Sabe-se que em D. melanogaster existem trés vias principais de respostas
imunes inatas: Toll, Imd e Jack-STAT (LEMAITRE & HOFFMAN, 2007).
Aparentemente, apesar das principais vias imunoldgicas serem conservadas entre
esses grupos, 0s mosquitos apresentam expansdes de processos relacionados a
esse sistema, possivelmente por terem evoluido em conjunto com diversos
patégenos, atuando inclusive como vetores dos mesmos (LEMAITRE & HOFFMAN,
2007; NENE et al., 2005; WATERHOUSE et al.,, 2007). Em Ae. aegypti ja foi
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demonstrado que genes relacionados as trés vias podem atuar em conjunto
influenciando na infec¢ao por DENV (ZOU et al., 2011).

A via Toll j4 foi associada a imunidade contra bactérias gram-positivas e
fungos, envolvendo uma cascata de sinalizagdo conservada evolutivamente com os
mamiferos (LEMAITRE et al., 1997; SHIN et al., 2005). Em Ae. aegypti, 0 seu
envolvimento na infeccdo de DENV foi demonstrado por intermédio da superativacao
e supressdo da via, levando a diminuicio e aumento da titulagdo viral,
consecutivamente (ANTONOVA et al., 2010; XI et al., 2008). Além disso, Ramirez &
Dimopoulos (2010) demonstraram que a resposta dessa via atua de forma diferente
para os diferentes sorotipos da dengue.

A via Imd esta relacionada a producao de diversos peptideos antimicrobianos,
principalmente relacionados a bactérias gram-negativas (FERRANDON et al. 2007).
Similar a Drosofila, em Ae. aegypti, a vias Imd e Toll sdo as principais vias
relacionadas a respostas imunoldgicas antimicrobianas (WATERHOUSE et al.,
2007). Diversos genes e fatores de transcri¢ao relacionados a essas vias vVém sendo
estudados e ja foram elucidados em Ae. aegypti em resposta a diferentes patdogenos
(SHIN et al., 2002; SHIN et al., 2003; SHIN et al., 2005; ZOU et al., 2011).

A Via Jack Stat foi inicialmente identificada em mamiferos, envolvida na
resposta imune contra virus. E também conservada evolutivamente e aparenta
apresentar papel antimicrobiano e antiviral para os insetos (AGAISSE & PERRIMON,
2004). Em Ae. aegypti, Zou et al. (2011) indicaram que a via parece estar
diretamente envolvida no processo de defesa a infeccdo de Plasmodium
gallinaceum. Em relacdo a resposta imunoldogica ao DENV, experimentos com
inoculacao viral mostraram que essa via é ativada no vetor ap0s o contato com o
virus. Além disso, foi visto que a susceptibilidade do mosquito ao virus aumenta
guando a via é silenciada, indicando seu papel anti-dengue (SOUZA-NETO et al.,
2009).

Outro mecanismo importante relacionado a imunidade inata em insetos é o
RNA de interferéncia (RNAIi), sendo uma via autdbnoma de cada célula. E um
mecanismo que além de atuar no silenciamento pdés-transcricional (regulacdo da
expressdo génica endogena), € um meio de resisténcia natural da célula contra
acidos nucleicos exdgenos potencialmente patogénicos (como por exemplo, dos

virus), que podem modificar/prejudicar o material genético celular. Basicamente, a
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célula produz pequenos RNAs complementares ao RNA mensageiro, que se ligam
ao mesmo e com a acdo de outras enzimas, levam a clivagem ou bloqueio da sua
traducao (MELLO & CONTE, 2004; SANCHEZ-VARGAS, 2004).

Existem pelo menos trés vias independentes nas células dos insetos: a via de
SsiRNA (“small interfering RNAs”), via de miRNA (“microRNAs”), e a via de piRNA
(“piwiRNAS”) (GHILDIYAL & ZAMORE, 2009). O siRNA parece ser a via mais
relacionados a imunidade em insetos (DE FARIA et al. 2013) e os principais genes
relacionados a essa via ja foram identificados em Ae. aegypti. Estudos de ativacéo e
silenciamento desses genes mostraram que 0 RNAI atua contra o estabelecimento e
proliferacdo do virus DENV em Ae. aegypti, apesar de ndo ser suficiente para
eliminar o virus. O silenciamento de genes da via amplia a titulacdo viral, além de
uma relacdo com a menor eficiéncia de MIB e MEB e diminuicdo do periodo de
incubacdo extrinseca (FRANZ et al., 2006 E FRANZ et al.; 2014; SANCHEZ-
VARGAS et al., 2009).

Além dos fatores genéticos, os ambientais, como a microbiota intestinal,
também podem atuar nesse processo. Algumas bactérias podem proteger os insetos
contra infeccao viral, agindo diretamente contra os patdgenos ou indiretamente,
através do aumento do sistema imune basal (HURST & HUTCHENCE, 2010; XI et
al., 2008).

2.5 GENES ASSOCIADOS A COMPETENCIA VETORIAL

Os genes escolhidos para analise da expressao génica foram baseados nos
resultados de maior relevancia no trabalho realizado por Dreyer (2015). A partir da
inoculacdo do virus DENV-4, a autora detectou a ocorréncia da expressao
diferencial de diversos genes entre duas populacbes de Ae. aegypti, sendo uma
considerada suscetivel e outra refrataria. Nesse estudo, houve destaque para alguns

genes pertencentes a duas vias, a via de iTEPs e das tripsinas digestivas.

2.5.1 PROTEINAS DA FAMILIA TEP

As proteinas da superfamilia TEP (Thioester containing protein) sdo parte

importante do sistema imunoldgico dos vertebrados e invertebrados. Séao divididos
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em trés subfamilias distintas: complemento C3 / C4 / C5, A2Ms (alpha-2-
macroglobulins) e ITEPs (insect TEP) (MOITA et al, 2005; STROSCHEIN-
STEVENSON et al., 2006).

Em vertebrados, essas proteinas fazem parte do sistema complemento que
participa da resposta imune inata. Os componentes desse sistema funcionam como
proteinas de superficie que séo ativadas para eliminacao viral, inclusive de flavivirus,
através da maturacéo e ativacao de linfocitos B (AVIRUTNAN et al., 2008; BAXTER
et al., 2007; CUMMINGS et al., 2007; ENDO et al., 2006).

Em droséfila, foram identificadas seis TEPs homoélogas. Dentre elas, a
regulacao positiva da expressao de TEP1, TEP2 e TEP4 ja foi associada a reposta
imunol6gica contra bacterias (MEISTER & LAGUEUX, 2003). E provavel que a
familia TEP em Anopheles gambiae seja representada por um total de 15 proteinas.
Destas, a TEP1 € uma proteina tipica e que foi caracterizada com mais detalhes. Ja
foi associada ao processo de fagocitose de bactérias e principalmente, a eliminacéo
de Plasmodium spp, através da ligacdo com proteinas de superficie dos oocinetos.
(BLANDIN et al., 2004; LEVASHINA et al., 2001).

Em Ae. aegypti as TEPs também estdo relacionadas ao sistema imune inato
na eliminacao de diferentes patdégenos. Zou et al. (2011) observaram que fatores de
transcricdo da via Toll e Imd, estdo envolvidos na inducdo dos genes que codificam
para diferentes proteinas da familia TEP (TEP2, 3, 20, 21 e 22) e que esses genes
foram positivamente regulados em reposta a infeccdo por plasmédio. Estudos com
silenciamento de genes da via levaram a um aumento significativo de infec¢des pelo
virus (CHENG et al., 2011; MOITA et al., 2005; XIAO et al., 2014). Xiao et al. (2014),
mostraram que a proteina AaMCR (“macroglobulin complement-related fator”),
pertencente a familia TEP, € um mecanismo efetor na eliminacdo do virus da

dengue que desencadeia a expressao de peptideos antimicrobianos.
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2.5.2 TRIPSINAS DIGESTIVAS

As tripsinas sdo enzimas que fazem parte da digestdo de sangue em dipteros
hemat6fagos (SOARES et al., 2011). Acredita-se que a digestédo por estdo proteinas
ocorra em duas fases em Ae. aegypti. A primeira fase consiste na inducédo da
tripsina inicial ou minoritaria (AakET), apds alimentacdo sanguinea, que como 0O
proprio nome diz, atua nas primeiras horas de digestdo. A tripsina inicial s6 é
expressa no adulto e é regulada traducionalmente, ou seja, os RNA mensageiros ja
estdo presentes no intestino da fémea, mas somente serdo traduzidos apos a
ingestdo de sangue. Na segunda fase, regulada transcricionalmente, ocorre a
sintese da tripsina chamada de tardia ou majoritaria, a qual necessita de duas outras
tripsinas para sua expressao. A primeira é a (AaLT) chamada de “late tripsina” e a
segunda chamada de Aa5G1. Hoje, ao contrario do que se acreditava anteriormente,
sabe-se que a tripsina tardia ndo necessita da inicial para ser expressa, sendo sua
transcricdo independente da presenca da outra proteina (SILVA et al., 2013).

Aparentemente, esse parece ser um cenario muito mais complexo do que se
imaginava. Brandon et al (2008) mostraram que além das outras duas proteinas da
fase majoritaria, outra tripsina tardia (AaSP VII) também fazia parte desse processo.
Por outro lado, das trés, apenas Aa5G1l se encaixava no grupo das tripsinas. Mais
tarde, estudando novas proteases serinicas, Brackney et al. (2010) observaram que
trés genes (AaSP |, AaSP VI, AaSP VII) estdo fortemente expressos apdés a
alimentacdo sanguinea. Utilizando andlises filogenéticas, propuseram que dois deles
(AaSP I, AaSP VI) poderiam ser classificados com tripsinas. Corroborando com o
autor anterior, AaSP VII e AaLT (considerados mais préximos na filogenia), ndo se
encaixam no grupo das tripsinas e sim no das colagenases.

Pelo seu papel na digestdo de sangue, estudos comecaram a analisar a
possivel relacdo das tripsinas com o processo de estabelecimento do virus DENV
em Ae. aegypti. Molina-Cruz et al. (2005) mostraram uma alta diminuicdo nas copias
e disseminacdo de RNA de DENV-2 apos as fémeas de Ae. aegypti serem
alimentadas com sangue com inibidor de tripsina de soja. Em Dreyer (2015), genes
do grupo tiveram maior expressdo em populacdo suscetivel ao virus e menor

expressao em populacao refrataria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

Paranagué esta localizada no litoral do estado do Parana. E uma cidade
histérica e turistica, sendo a mais antiga a ser fundada no estado, com grande
importancia econdmica por abrigar o Porto de Paranagua (NICHOLLS, 1970). O
municipio esta compreendido entre as coordenadas geograficas: 25°31'12" de
latitude sul e 48°30'32" de longitude oeste do Meridiano de Greenwich. Segundo
dados do IBGE, a cidade possui o tamanho territorial de 326.674 m2 e o numero de
habitantes estimado para o ano de 2016 foi de 151.829 mil.

O presente trabalho faz parte de um macroprojeto de vigilancia entomoldgica
em area urbana com ocorréncia de dengue. Para instalagdo das armadilhas de
oviposicao, a zona urbana do municipio de Paranaguéa foi dividida em 16 estratos
(Figura 2), considerando barreiras naturais como rios e também artificiais, como
ferrovias, grande avenidas e estradas. Desta forma foi possivel obter amostragem

significativa da populacao do vetor.
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Figura 2. Mapa do municipio de Paranagua com a divisdo em 16 estratos. Circulados em vermelhos
os estratos que foram avaliados no presente estudo nos meses de junho e julho de 2017
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3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 MATERIAL DE CAMPO (COLETA, CRIACAO E ARMAZENAMENTO)

Através de uma parceria entre a 1° Regional de Saude (Secretaria de Estado
da Saude do Parand), Prefeitura Municipal de Paranagud e o Laboratério de
Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC?, UFPR) foram obtidos
ovos de Aedes aegypti e Aedes albopictus ,de junho e julho de 2017, a partir de
ovitrampas instaladas em dezesseis estratos estabelecidos na area urbana do
municipio de Paranagua (Figural).

As ovitrampas consistem em paletas do tipo eucatéx (2 cm de largura por 12
cm de comprimento) numeradas por localizacdo, presas em suporte plastico e
submersas em 500 ml de agua. Antes da distribuicdo das armadilhas em campo, foi
realizado estudo para obter a maior cobertura possivel da area urbana associada,
obtendo-se um total de 331 ovitrampas.

As armadilhas permaneceram no campo por quatro dias consecutivos durante
cada més. Em seguida, foram encaminhadas ao LAMFC? (Departamento de
Zoologia da UFPR), onde foi realizada a triagem das paletas com auxilio de
microscopio estereoscopico, para analise e quantificacdo dos ovos. As paletas
positivas (com ovos) foram separadas por estrato de acordo com suas numeracoes
previamente estabelecidas.

A criacdo dos ovos em laboratorio foi realizada em condi¢des controladas de
temperatura (25+1°C), umidade (80+10%) e fotoperiodo (12h: 12h). Para a ecloséo
das larvas, as paletas foram submersas em copos plasticos identificados e
separados por estratos, contendo agua desclorada e racdo para gatos triturada.
Apos aproximadamente 48 horas (tempo de eclosdo das larvas) as paletas foram
retiradas, a agua trocada e a comida colocada novamente. As larvas foram mantidas
em copos até a formacdo da pupa e posteriormente transferidas para recipientes
adequados para emergéncia do adulto.

Apbés a emergéncia, os adultos foram sacrificados por congelamento e
separados por sexo e espécie. A triagem entre Ae. aegypti e Ae. albopictus foi
realizada em microscopio estereoscépico, utilizando as chaves taxondmicas

elaboradas por Consoli & Oliveira (1994) e Forattini (2002). As fémeas foram
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armazenadas em tubo de 1,5 ml (devidamente identificado) em pools de cinco
individuos (separados por estrato) e mantidos a -80°C, para preservacao ideal do
RNA para as analises. No total foram obtidos 18 pools de amostras da populagéo de
campo dos meses de junho e julho de 2017, distribuidos conforme a tabela abaixo.

Tabela 1. Amostragem em numero de pools obtidos por estrato para os meses de junho e julho de
2017.

Numero do Estrato Numero de Pools

Estrato 1 5
Estrato 5
Estrato 7
Estrato 8
Estrato 10
Estrato 13
Estrato 15

R = A~ O W O

3.2.2 POPULAQAO ROCKEFELLER

Como populacdo controle, para fins comparativos de expressao relativa,
foram utilizados mosquitos da cepa Rockefeller, referéncia em susceptibilidade a
inseticidas. Os Ae. aegypti da cepa Rockefeller sdo mantidos em gaiolas em uma
sala individualizada no laboratério e a alimentacéo é realizada por mamadeiras de
agua com mel e repasto sanguineo (camundongos) manutencdo da colonia
(protocolo de aprovacéo n° 719 do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/BIO -
UFPR)). As fémeas nao ingurgitadas (sem repasto) foram retiradas da gaiola com
sugador e congeladas em -80°C para extracdo do RNA total (pools de cinco
individuos). No total foram obtidos seis pools de amostras de populacdo de

laboratério, do mesmo periodo do ano da coleta das amostras de campo.
3.3 ANALISES MOLECULARES
3.3.1 PRIMERS
As sequéncias dos primers dos genes de interesse foram obtidas em artigos

gue ja haviam testado suas eficiéncias em RT- gPCR. Além dos trés genes

relacionados a capacidade vetorial, a betactina foi escolhida como gene referéncia,
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para normalizagdo da expressdo basal, funcionando como controle
interno/enddgeno. As actinas sdo proteinas altamente conservadas, presentes em
diversos organismos, sendo a betactina uma de suas isoformas. S&o essenciais
para a integridade celular, fazendo parte do exoesqueleto da célula (RIBEIRO,
2009). Séao referéncias classicas de genes utilizados em estudos de expressao
génica (BUNGER et al, 2003), usualmente utilizados em trabalhos com insetos
(SERRATO, 2017; ZHOU et al., 2014; ZOU et al., 2011).

O gene referencia é aquele que possui um nivel de expressdo continuo em
todas as células do organismo, mesmo apoés tratamentos experimentais. Apesar
disso, diversos estudos demonstram que mesmo esses genes possuem certa
modulacdo em condi¢cdes experimentais e nem sempre estdo expressos igualmente
em todos os tecidos. Por isso, geralmente sdo utilizados mais de um normalizador
(BUSTIN et al., 2009; PFAFFL, 2001). Houve a tentativa também de utilizar o RPL8
(“ribossomal protein L8”), mas o primer ndo respondeu da maneira esperada.

Os primers sao sequéncias iniciadoras que vao alinhar e propiciar a
amplificacdo das fitas de cDNA pela enzima DNA polimerase, em RT-gPCR. Foram
preparados em laboratério de acordo com informacdes do fabricante. Aliquotas de
10uM foram feitas para evitar contaminac¢d