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Turn your magic on

everything you want is a dream away
and we are legends, every day
that’s what she told me

Under this pressure, under this weight
We are diamonds taking shape

(Adventure of a lifetime — Chris Martin)
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RESUMO

A bactéria Wolbachia pipientis tem sido investigada como nova estratégia de
controle biolégico que pode ser usada simultaneamente com as medidas de
controle de vetores ja existentes. O potencial desse endossimbionte para o
controle de doencas trasnmitidas por vetores esta na sua capacidade de induzir
diversos efeitos no hospedeiro, dentre eles a capacidade de bloquear
patogenos. Nos dias de hoje existem técnicas de transinfecgao que permitem
criar associagdes entre Wolbachia e hospedeiros que ndo abrigam a bactéria
naturalmente. Estudos anteriores tém demonstrado que nesses casos o
fendtipo de bloqueio é mais intenso em comparacdo aquele observado em
mosquitos com infec¢cdo natural. As infecgdes nativas podem se atenuar depois
de um processo de coevolugdo entre o hospedeiro e o endossimbionte,
entretanto, sob condigbes especificas, possivelmente seja observada uma
capacidade residual de interferéncia a patégenos. Uma dessas circunstancias
pode ser a carga parasitaria adquirida pelo vetor em uma alimentagao
sanguinea. Diante do exposto, realizamos uma andlise comparativa entre a
capacidade de bloqueio em duas espécies de Aedes infectados com
Wolbachia, o mosquito Aedes fluviatilis com a cepa natural wFlu, e o Aedes
aegypti transinfectado com a cepa wMel. Mosquitos tratados com tetraciclina
foram usadas como controle para cada espécie. Investigamos a capacidade de
bloqueio para o Dengue virus e para o modelo de malaria aviaria Plasmodium
gallinaceum. Os mosquitos foram infectados diretamente em aves com curvas
ascendentes de parasitemias ou via alimentagdo sanguinea artificial e os
intestinos foram dissecados 7 dias apds infecgdo para contagem de oocistos.
Em outra série de experimentos virus dengue sorotipo 3 foi adicionado a
sangue humano para obter titulacdes que variaram de 10° a 10°® PFU/mLe as
cargas virais foram quantificadas aos 7 e 14 dias pés infecgdo sanguinea por
RT-gPCR. Em contraste ao que foi observado para o P. gallinaceum,
observamos diferentes respostas ao virus nas duas espécies de Aedes, a cepa
wMel induziu forte interferencia a este patdégeno enquanto que wFlu levou ao
aumento da susceptibilidade no Ae. fluviatilis aos 7 dias pos infecgéo. Diante
desses resultados investigamos a presenca do virus na saliva de Ae. fluviatilis.
Mais uma vez foi observado aumento da susceptibilidade dos mosquitos da
linhagem wFlu e detectamos a presenga do virus em parte das salivas
coletadas. Nossos dados sugerem que a cepa wMel néo é eficiente no bloqueio
do P. gallinaceum, o que indica que a capacidade de interferencia nao € uma
caracteristica universal para os diferentes patdégenos. Constatamos que a
carga parasitaria ndo € um fator que induz a capacidade de bloqueio em Ae
fluviatilis, ja que esse feito ndo foi observado em nenhuma das parasitemias
testadas. Criticamente, demonstramos o potencial aumento da susceptibilidade
de Ae. fluviatilis ao virus dengue em uma infeccdo nativa de Wolbachia.
Nossos resultados destacaram que a analise da capacidade de bloqueio a
patdgenos em mosquitos transinfectados com Wolbachia é complexa e que o
estudo de espécies correlatas naturalmente infectadas por este endossimbionte
podem ajudar a esclarecer questdes relacionadas com o fenétipo de bloqueio
de infecgdo a patdgenos.



ABSTRACT

Wolbachia pipientis has been investigated as a new biological control strategy
that can be used simultaneously with current vector control methods. The
potential of this endosymbiont for disease control is its ability to induce various
effects on the host, including pathogen blocking. Nowadays there are
transinfections techniques that allow to create associations in hosts that not
harbor the bacteria naturally. Previous studies have shown that pathogen
blocking is stronger in those cases compared to what observed in mosquitoes
with a native infection. Natural infections may have attenuated following a long
period of co-evolution between host and symbiont. However there may be a
residual capacity for blocking in natural strains that could manifest under certain
conditions, as according pathogen load acquired by the mosquito during a blood
feeding. In this study we conducted a comparative analysis of the effect of
pathogen load on the pathogen blocking in two different Wolbachia-infected
mosquitoes; the wFlu strain in its natural host, Aedes fluviatilis, and the wMel
strain transinfected in Aedes aegypti. Tetracycline treated, Wolbachia-
uninfected mosquitoes served as a control line for each species. We looked at
pathogen blocking against dengue virus and the model avian malaria parasite
Plasmodium gallinaceum. Malaria infections were conducted either by feeding
directly on an infected chicken, over several day throughout the course of P.
gallinaceum infection, or by artificial feeding. Plasmodium oocyst numbers were
counted at 7dpi. Neither mosquito species displayed consistent pathogen
blocking, nor was there a change in the effect of either Wolbachia strain at
lower pathogen loads. Dengue virus in cell culture was mixed with human blood
to produce different final concentrations that ranged from 10° to 10° PFU/mL,
virus levels were quantified at 7 and 14 days pos blood infection by RT-gPCR.
In contrast to P. gallinaceum, we observed a differential response to DENV for
the two species, with wMel producing a strong blocking effect when viral loads
were sufficient for mosquitoes to become infected. On the other hand, wFlu
appeared to increase susceptibility to DENV, as infection rates were higher than
in Wolbachia-uninfected Ae. fluviatilis at 7dpi. Because of these results we
investigated the vector competence of Ae. fluviatilis. We were able to detect the
presence of the virus in a small portion of Ae. fluviatilis saliva. We again
observed that wFlu enhanced susceptibility rates at the whole body level,
however Wolbachia appeared to decrease the prevalence of virus in the saliva.
Our data suggest firstly that wMel is effective at blocking P. gallinaceum, which
indicates that pathogen blocking is not ubiquitous for all pathogens even among
transinfections. Lower pathogen loads did not induce pathogen blocking in
infected Ae. fluviatilis, which suggests that induction of the phenotype, is not
dependent on the amount of pathogen ingested by the mosquito. Critically, we
firstty demonstrated a potential pathogen enhancement effect for a native
Wolbachia infection and dengue virus. However, the fact that wFlu appears to
reduce DENV levels in saliva, may indeed be evidence that a latent pathogen
blocking persists in this association. Overall, our results provide further
evidence of the complexity of the pathogen blocking response, and highlight the
insight that can be gained by studying the phenotype in native strain.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Doencas transmitidas por vetores

Vetores sao organismos, tipicamente artrépodes, capazes de
transmitirem diversos agentes infecciosos, tais como virus, protozoarios,
bactérias e helmintos (GUBLER, 1998; NEVES, 2005). Muitas doengas sao
transmitidas por insetos vetores; mosquitos por exemplo, podem transmitir
parasitos do género Plasmodium, causadores da malaria, como também
arboviroses como dengue ou febre amarela, e filariose, enquanto que
flebotomineos transmitem os parasitos da leishmaniose, e outros artropodes
como carrapatos, piolhos, pulgas transmitem diversas outras doencas. A
participacdo desses animais na propagagao de determinado patdégeno
acontece porque eles apresentam em geral habitos hematofagos, o que leva a
propagacao das doengas entre hospedeiros vertebrados susceptiveis
(BROGDON; MCALLISTER, 1998; WHO 2014). Podem existir vetores
biolégicos e vetores mecénicos na transmissdo de doengas, o primeiro é
aquele onde o patogeno se reproduz e desenvolve dentro do hospedeiro ao
passo que o segundo trabalhara como um carreador do agente transmissor da

doenga.

A importancia dos vetores na transmissdo de doencas vem sendo
estudada desde o século XIX e, naquela época essas enfermidades ja
representavam um obstaculo para o desenvolvimento de grandes areas dos
tropicos, e ainda hoje constituem uma importante causa de morbidade no Brasil
e em todo mundo (GLUBLER, 1998; WHO, 2014). Cerca de 100 paises s&o
afetados pelas doengas transmitidas por vetores, cuja distribuicdo é
determinada por um complexo dindmico de fatores ambientais, sociais e
econdmicos. Os principais territérios afetados sdo aqueles em desenvolvimento
nos quais essas doencgas representam 17% de todas as doengas infecciosas e
causam 1 milhdo de mortes por ano (MCGRAW; O’NEILL, 2013; WHO, 2014).
As mudangas climaticas, a globalizagcdo e a urbanizacdo nao planejada sao

elementos que tém contribuido consideravelmente para expansao da
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distribuicdo dos vetores e consequente aumento da transmissado dessas
doengas (WHO, 2014; WHO, 2013).

Embora certo progresso ja tenha sido alcan¢cado no combate de
algumas dessas doengas como a malaria, a doenga de Chagas e a filariose,
em outros casos o problema tem piorado globalmente, de forma que doengas
como a dengue, febre chikungunya e a Zika tem se tornado endemicas em
paises onde previamente haviam baixos niveis de transmissao (MUSSO et al.,
2014; ZOFOU et al.,, 2014). As doengas reemergentes aparecem como
resultado de diversos fatores que vao desde a resisténcia dos vetores aos
inseticidas até questdes politicas que tém énfase na resposta de emergéncia
no lugar da prevencao (GUBLER, 1998; MCGRAW; O’'NEILL, 2013). Para
combater essa ameacga crescente torna-se cada vez mais evidente a
necessidade de novas estratégias, tais como vacinas, inseticidas
ambientalmente seguros, programas de formagao para profissionais de saude
e abordagens alternativas para o controle de vetores e as doengas que eles
transmitem (BROGDOM;MCCALISTRER, 1998; GUBLER, 1998).

1.1.1 Situacao geral da Malaria humana

A Malaria € o exemplo mais importante dentre as doengas transmitidas
por culicideos devido ao elevado numero de casos que ocorrem anualmente
como também a elevada mortalidade; ela € causada por parasitos unicelulares
do género Plasmodium pertencentes ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae
(NEVES,2005). Atualmente s&o conhecidas cerca de 150 espécies causadoras
de malaria em diferentes hospedeiros vertebrados; porém somente cinco
espécies de parasitos conhecidas podem causar a doenga no homem, sao
elas: Plasmodium ovale, P. malariae, P. vivax , P. falciparum, sendo que as
duas ultimas sao responsaveis pela maioria dos casos humanos (NEVES,
2005; VLACHOU et al., 2006). O P. falciparum é apontado como o responsavel
pelos quadros mais agudos e fatais, enquanto que o P. vivax é a espécie de
maior distribuicdo podendo ser capaz de permanecer no hospedeiro vertebrado
em formas dormentes, chamadas hipnozoitos, o que permite a permanéncia do
parasito na possivel auséncia de vetores (GREENWOOD et al., 2008; WHO,

2013). Além das espécies anteriormente citadas, estudos recentes apontam
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que o P. knowlesi, um parasito zoondtico, também apresenta capacidade de
infectar humanos (GREENWOOD et al., 2008; SABATINI et al., 2010; WHO,
2015).

As diferentes espécies de Plasmodium sao transmitidas por mosquitos
do género Anopheles. No Brasil Anopheles darlingi € incriminado como
principal transmissor de malaria, mas outras espécies como An. albitarsis s.l.,
An. aquasalis, e An. cruzii (CONSOLI E OLIVEIRA, 1998). Na Africa, o
mosquito An. gambiae e An. arabiensis s&o os principais vetores da malaria
humana, na Asia e no oriente médio, o mosquito An. stephensi é considerado
uma das espécies mais importantes (LABORATRI, 1976; CAMARGO, 2003;
MAYAGAYA et al., 2015).

A malaria € uma doenga cuja manifestacdo € caracterizada por
episodios de febre alta acompanhada de mal-estar, nauseas, cefaléias e dores
articulares; esses eventos retornam em periodos de uma dois dias podendo se
repetir por semanas até que o paciente receba tratamento adequado ou se
cure espontaneamente. O intervalo entre os episddios, a gravidade da doenga
e seu grau de mortalidade, dependem, dentre outros aspectos, da espécie de
parasita; podendo existir formas clinicas com diferentes niveis de gravidade e
até mesmo casos assintomaticos (CAMARGO, 2003). Em 2012 ocorreram 207
milhdes de casos de malaria, e essa doenga era endémica em 104 paises
principalmente nas regides da Africa e sudeste da Asia (Figura 1), sendo que
em 97 desses territorios havia elevada transmissao e o restante estava em fase
de prevencéao a reintroducao dos parasitos (WHO, 2013). Nesse ano a doenca
foi responsavel por uma mortalidade estimada em 627 mil casos,
principalmente em criangas menores de 5 anos de idade (WHO, 2013; SINHA
et al., 2014).

Atualmente o Brasil € o pais com maior registro de malaria nas
Américas, a magnitude da doenca em nosso territorio esta relacionada com a
sua alta incidéncia na regido da Amazobnia legal, onde ocorreram 178.613
casos no ano de 2013, representando uma queda de 26% em relagdo ao que
foi registrado no ano anterior (SVS, 2015), entretanto esses dados sao

variaveis a cada ano e a doenga ainda representa consideravel problema de
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saude publica no pais. Diversos fatores sao relevantes para a caracterizagao
do quadro da malaria no Brasil como, por exemplo, a ocupagao desordenada
do espaco periurbano e outras atividades socioeconémicas que tém colocado o
homem em maior contato com os vetores (SVS,2015). Entre os anos de 2001 e
2013 esforgos na intervencédo da doenga contribuiram para o declinio de 47%
das taxas de mortalidade relacionadas a doenga mas, apesar desse progresso,
a doenga ainda tem dificil controle, pois esta associada a paises pobres onde
existe distribuicao desigual dos recursos e também a ocorréncia de vetores
resistentes a inseticidas (WHO, 2014).
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Figura 1: Areas de transmissdo da malaria no mundo e risco de transmissio da malaria
no Brasil: Dados da Organizagdo Mundial de Salde; a escala de cores representa o nimero
de casos registrado a cada 1000 habitantes (A) (World Malaria report; WHO, 2014). Area de
transmissado no Brasil em 2014 segundo a secretaria de vigilancia em saude, representando o
risco de transmiss&o da malaria na Amazonia Legal (B) (SVS, 2015).

1.1.2 O ciclo de vida do Plasmodium no hospedeiro invertebrado

Os parasitos do género Plasmodium apresentam um ciclo heteroxénico
com formas morfologicamente distintas e, nas etapas de desenvolvimento
dentro dos vetores, os parasitos encontram um ambiente hostil capaz de
estabelecer forte pressdao seletiva (ABRAHAM; JACOBS-LORENA, 2004

VLACHOU et al., 2006). O ciclo do Plasmodium se inicia com a ingestdo das
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formas sexuadas denominadas gametdcitos durante o repasto sanguineo em
um hospedeiro vertebrado infectado (Figura 2). Cada mosquito pode ingerir até
10 gametdcitos e uma vez ingeridas, essas formas irdo se desenvolver em
gametas no lumen do intestino onde ocorrera a formagao zigotos dipldides. O
zigoto formado irda se desenvolver em uma forma movel conhecida como
oocineto, que migra para a matriz peritréfica e em seguida para o epitélio do
intestino onde se transformara em oocisto. No epitélio intestinal os oocistos se
tranformam em esporozoitos, atingem a hemolinfa e migram até invadirem as
glandulas salivares. Os esporozoitos presentes na saliva serdo transmitidos na
proxima alimentacdo sanguinea infectando novos hospedeiros vertebrados
(VLACHOU et al., 2006; PIMENTA et al., 2015).

A participacao de formas mdveis como os oocinetos e esporozoitos é
fundamental para o sucesso da infec¢do do Plasmodium no vetor. Contudo
esses estagios também devem ser capazes de atravessar barreiras fisicas e
quimicas no corpo do inseto como por exemplo a matriz peritréfica e as
enzimas digestivas do intestino (ABRAHAM; JACOBS-LORENA, 2004; SMITH
et al.,, 2014; PIMENTA et al., 2015). Esses empecilhos no corpo do mosquito
fazem com que acontega uma redugdo do numero de parasitos em cada etapa
de seu desenvolvimento (um processo denominado “maléria bottleneck”);
diversos eventos contribuem para essa reducao; até mesmo a transicido do
parasita de um meio intracelular para o meio extracelular é capaz de levar a

uma queda do numero de parasitos (SMITH et al., 2014).

De todos os gametdcitos ingeridos pelo mosquito apenas 50-100
restardo para o processo da fecundagdo e formacdo de zigotos, e uma
quantidade ainda menor sera capaz de atingir a fase de oocisto. Contudo, uma
vez formados, os oocistos sdo capazes de levar a formagao de milhares de
esporozoitos restabelecendo uma maior quantidade de parasitos e permitindo a
eficacia de seu ciclo de transmissao. Esse fato mostra que o entendimento das
formas pelas quais os mosquitos limitam o desenvolvimento dos parasitos € um
campo de pesquisa a ser explorado principalmente no que diz respeito aos
seus mecanismos moleculares, e devido a perda dos parasitos ao longo do

ciclo no vetor os estagios de desenvolvimento intestinais sdo alvos em
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potencial para estratégias de bloqueio da transmissdao da malaria (ABRAHAM,;
JACOBS-LORENA, 2004; SMITH et al., 2014)

Gametocitos

Oocistos

- Mosquitc ingere gametocitos
ou injeta esporozoitos

Figura 2: Esquema simplificado do ciclo de vida do Plasmodium sp. em seu hospedeiro
invertebrado (adaptado de SU et al., 2007).

1.1.3 Malaria aviaria

Determinadas espécies de Plasmodium possuem a capacidade de
infectar diferentes hospedeiros vertebrados, dentre eles diversas espécies de
aves. Em contraste com a malaria humana, os parasitos da malaria aviaria
possuem uma ampla distribuicdo geografica e constituem um grupo com cerca
de 50 espécies (NJABO et al., 2009; NJABO et al., 2012). Por sua diversidade,
o estudo da malaria aviaria € um modelo apropriado para a compreenséo da
dinamica entre vetor, parasita e hospedeiro (NJABO et al., 2009). Além disso,
existe um especial interesse no estudo desses parasitos devido a sua relagao
filogenética proxima com os parasitos da malaria humana. Por causa dessa
caracteristica eles constituem em um bom modelo laboratorial (RICKFLES,
2002). Nao se pode descartar a importancia desses parasitos no contexto

veterinario, uma vez que a doenga pode acometer um numero consideravel de
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hospedeiros vertebrados sendo letal em aves que ndo forem adaptadas e

podendo até mesmo levar a extingdo de espécies (NJABO et al.,2009).

As primeiras evidéncias de vetores da malaria aviaria surgiram em 1965,
quando Niles e colaboradores encontraram mosquitos da espécie Mansonia
crassipes naturalmente infectados com Plasmodium gallinaceum (NILES,
1965). Desde entdo esta relatado que uma variedade de espécies pode atuar
como vetores de malaria aviaria como por exemplo, mosquitos dos géneros
Culex, Aedes, Culiseta, Anopheles, Mansonia, Aedeomya, Coquillettidia
(CAMARGO, 1977; NJABO et al, 2009; NJABO et al, 2011).
Aproximadamente 26 espécies de mosquitos podem ser usadas
experimentalmente como modelo da malaria aviaria. Durante muito tempo o
Ae. aegypti foi adotado como a espécie de primeira escolha e posteriormente
foi proposta a utilizagdo de um novo modelo que fosse também de facil
manutencao, e que fosse altamente susceptivel ao P. gallinaceum: o mosquito
Ae. fluviatilis (CAMARGO,1977).

O Ae. fluviatilis apresenta vasta distribuicido neotropical, estendendo-se
nas Américas Central e do Sul, desde o sul do México até ao norte da
Argentina, e na regidao meridional do Brasil (FORATINNI, 2002). Em condi¢des
naturais esses mosquitos podem ser encontrados em diferentes paisagens com
caracteristicas silvestres ou urbanas. As fémeas se alimentam de sangue
humano, ou de outros animais, e utilizam como criadouros preferencialmente
escavagdes de rochas ou ocos de arvores, mas também utilizar recipientes
artificiais (FORATINNI, 2002). Esta espécie foi considerada tdo susceptivel
quanto o Ae. aegypti a infecgdo pelo P. gallinaceum. Em ambas foi observada
grande variagado nas taxas de infeccdo com o parasita, diferengas que foram
atribuidas a fatores genéticos e também a idade dos mosquitos (CAMARGO,
1977).

Com o advento de técnicas que permitem o cultivo in vitro de espécies
de Plasmodium que causam a malaria humana, o estudo da malaria aviaria néo
tem recebido tanto atencao, fazendo com que exista uma grande lacuna no
entendimento do seu ciclo de transmissao completo. Apesar de o ciclo de vida

de todos os parasitos da malaria aviaria ainda n&o estar completamente
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descrito, este modelo ainda pode ser considerado vantajoso em relagdo aos
modelos convencionais uma vez que apresenta baixo custo, reprodutibilidade,
e nao oferece riscos & salde humana (COLLINS et al., 1986). E importante
salientarmos que até hoje no Brasil ndo conseguimos fechar o ciclo da malaria
humana em vetores brasileiros, em laboratério. Adicionalmente existem
limitagdes para o cultivo de determinadas espécies de Plasmodium, o que torna
ainda mais relevante o estudo de outros modelos de interagdo parasito e

hospedeiro.
1.1.4 Situacao geral da dengue

A dengue é considerada a arbovirose mais importante do mundo e é
causada por um dos quatro sorotipos do virus, pertencente a familia
Flaviviridae (DENV-1; DENV-2; DENV-3; DENV-4), que estdo intimamente
relacionados mas sao antigenicamente distintos. Apesar de em muitos casos a
doenca apresentar um carater assintomatico, em outras situagdes ha casos
febris classicos ou mais severos, que podem inclusive levar a morte.
Atualmente a dengue esta presente em paises de quase todos os continentes,
em particular naqueles de regides tropicais e subtropicais onde ha condigcbes
favoraveis & propagacao dos vetores (BACK; LUNDKVIST, 2013; BHATT et al.,
2013). Além do clima favoravel, a transmissdo da dengue tem crescido
predominantemente em areas urbanas e semi-urbanas devido a grande
disponibilidade de criadouros artificiais do vetor e a intensa aglomeracao de
pessoas que leva a ocorréncia de surtos (TEIXEIRA,2015). Estimativas
mostram que cerca de 2,5 bilhdes de pessoas vivem atualmente em areas de
risco, e que ocorrem de 50 a 100 milhdes de infecgdes por ano no mundo todo,
fazendo com que esta enfermidade considerada uma das maiores
preocupacgdes em saude publica (WHO, 2014). Dentre as diversas localidades
nas quais a dengue esta presente, a maior parte dos casos acontece no
sudeste asiatico (Figura 3) onde é considerada hiperendémica e constitui uma
das maiores causas de morbidade da regido (TEIXEIRA, 2015). Nas Américas
a circulagdo do virus acontece desde 1960 quando os primeiros sorotipos

foram identificados. Desde entdo diversas epidemias importantes tém sido
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descritas, sendo que a maior destas ocorreu em 2013 tendo sido registrados
2,35 milhdes de casos (TEIXEIRA, 2015; WHO, 2014).

O cenario da dengue no Brasil € considerado bastante heterogéneo
entre as diferentes regides e cidades devido a fatores como a dimensao
territorial, elevado numero de centros urbanos e a diversidade climatica
(TEIXEIRA, 2015). A primeira grande epidemia de dengue no Brasil foi
registrada em 1981, na regido norte, mas somente a partir de 1986 com a
primeira epidemia do Rio de Janeiro é que a doenga passou a ser considerada
um problema expressivo. Desde entdo, a transmissédo da doenga aconteceu de
maneira continuada. A partir de 1995 todas as regides brasileiras passaram a
notificar casos da enfermidade (TEIXEIRA, 2015). Em 2015 foram registrados
1.587.080 casos provaveis de dengue no pais, com maior ocorréncia na regiao
sudeste (997.268 casos; 62,8%). Esses indices foram maiores do que os
reportados até dezembro do ano anterior (5669.610 casos) demonstrando que a

doencga é um problema continuo (SVS, 2015).
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Figura 3: Mapa de risco para Dengue no mundo. Area de transmissdo da dengue em 2015,
segundo o Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC). Os circulos maiores em
vermelho mostram as transmissdes locais da doenga e o0s circulos menores 0s casos
importados. A escala de cores representa as localidades onde ha risco da doenga. Dados
coletados no periodo de agosto de 2015 a outubro de 2015. Disponivel em:
http://www.healthmap.org/denque/pt/.I

1.1.5 Os vetores da Dengue

A transmissao do virus Dengue é dependente de mosquitos do género
Aedes, sendo que Aedes aegypti € considerado o vetor primario da doenga,
com competéncia vetorial comprovada para os quatro sorotipos do dengue
virus (FORATINI, 2002). Este mosquito € extremamente bem adaptado ao
ambiente urbano, apresentando como preferéncia alimentar o sangue humano,
0 que facilita a transmissao do virus aos hospedeiros humano, e diferente da
grande maioria dos mosquitos, as fémeas de Ae. aegypti se alimentam no
periodo diurno. Uma vez presente no organismo do mosquito o virus dengue
passa por um periodo de incubacéo de cerca de 10 a 14 dias - o periodo de
incubagao extrinseco (do inglés EIP) - e apds esse tempo o inseto se torna
transmissor durante toda vida (WHO, 2014). O EIP é dependente de fatores
genéticos do virus e do hospedeiro, além de fatores ambientais (TJADEN et al.,
2013; CARRINGTON; SIMMONS, 2014).
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O grande nivel de adaptagdo do mosquito ao virus e ao ambiente
habitado pelo homem faz com que o Ae. aegypti seja um excelente vetor em
varias partes do globo, principalmente nos tropicos e subtrépicos (Figura 4). O
mosquito esta concentrado no sudeste da Asia, América do Norte e Brasil, esta
vasta distribuicdo do mosquito € outra razao para que ele seja considerado um
vetor primario (KRAEMER et al., 2015). No Brasil o quadro epidemioldgico
atual da dengue é marcado pela ampla distribuicdo do Ae. aegypti em todas as
regides, com uma complexa dindmica de dispersao do virus e com a circulagao

simultdnea dos quatro sorotipos virais (PIMENTA et al., 2015).

Existe também a participagdo do Aedes albopictus no ciclo
epidemiolégico da dengue. Essa espécie ocorre principalmente em areas
silvestres e rurais; e € apontado como transmissor secundario da doencga,
entretanto esse cenario tem mudado em decorréncia da constante modificagao
dos ambientes, de forma que este mosquito tem sido cada vez mais
encontrado em areas urbanas e responsabilizado por varios surtos de dengue
na China (WU, 2011). A distribuicao do Ae. albopictus se estende ao Japao, sul
da Europa, norte da China, sul do Brasil e norte dos Estados Unidos. Nestas
regides a espécie tem se expandido rapidamente o que reflete a sua

capacidade de tolerar temperaturas mais baixas (KRAEMER et al., 2015).

Populacdes brasileiras de Ae. albopictus sao capazes de adquirir
infecgao e transmitir o virus dengue sob condi¢gbes de laboratério, porém essa
espécie ainda ndo foi incriminada como vetor em potencial no pais, ou em
demais paises fora do continente asiatico onde o vetor esta associado a casos
esporadicos da doenca (PANCETTI et al., 2015; DEGALLIER et al., 2003). E
de extrema relevéancia o fato de que além do virus dengue, o Ae. albopictus e o
Ae. aegypti também mostram elevada competéncia vetorial para outros
arbovirus tais como Chikungunya e mais recentemente ao Zika Virus (WONG
et al., 2013). Tal realidade deixa clara a importancia da continua vigilancia
entomologica e epidemiolégica de ambas as espécies no Brasil e no mundo e
reforca a necessidade de implementacdo de medidas de controle de vetores
adequadas (PANCETTI et al., 2015).
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Figura 4: Distribuicao geografica do Aedes aegypti (A) e do Aedes albopictus (B); as
regides em vermelho indicam locais de ocorréncia e em branco esta indicado o local com
potencial presenga desses vetores (adaptado de KRAEMER et al., 2015).71

1.2 Controle de doengas causadas por mosquitos vetores

Durante muitos anos as comunidades médica e cientifica tém
direcionado seus esforgcos para o desenvolvimento de vacinas e medicamentos
visando o controle de doencgas transmitidas por mosquitos (MCGRAW,;
O’NEILL, 2013). Entretanto os desafios para o desenvolvimento dessas
alternativas fazem com que os vetores ainda sejam o alvo mais importante na
cadeia de transmiss&o. Atualmente, existem diversas estratégias de controle
para reduzir ou previnir a transmissdo das doengas pelos mosquitos vetores.
Estes envolvem desde o combate ativo via eliminagdo de criadouros,a
utilizagado de produtos quimicos e até medidas mais recentes relacionadas ao
controle biolégico e & manipulagdo genética (ARAUJO et al., 2015).

No ambito das pesquisas em busca do desenvolvimento da vacina

contra a malaria, o questionamento fundamental é a escolha da espécie de
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parasito e o estagio de vida mais adequado a ser utilizado como alvo
(MCGRAW; O’NEILL, 2013). Durante os ultimos anos foi obtido significativo
progresso na busca de uma vacina contra malaria, sendo uma candidata de
primeira geracao, a RTS, S/AS01, baseada na proteina circunsporozoita, cujo
alvo é a prevencgao da infec¢ao dos hepatdcitos pelos esporozoitos. Resultados
de estudos de fase 3 com essa vacina mostraram niveis aceitaveis de protecao
em combinagdo com outras medidas de intervencao (TAKASHIMA et al., 2016;
HOFFMANN, 2015). Apesar das adversidades para a elaboragao de vacinas, a
existéncia de drogas antimalaricas € um ponto crucial no controle dessa
doenga, mas, mesmo assim €& cada vez mais frequente a ocorréncia de

resisténcia do Plasmodium a diversas drogas (SINHA et al., 2014).

No caso da dengue, o desenvolvimento de uma vacina foi definido como
uma prioridade pela Organizagdo Mundial da Saude desde 1990 (GALLER,
2015) e apesar de varias candidatas, apdés 25 anos nenhuma vacina foi
comprovadamente eficaz a ponto de ser comercializada. A explicagdo para
esse cenario esta no fato de a produgdo de uma vacina contra dengue ser
dificultada pela existéncia de quatro sorotipos de reagao cruzada, além da
auséncia de modelos animais experimentais que apresentem patologia
semelhante a doenga humana (WAN et al., 2013; GUY et al., 2015; GALLER,
2015). Atualmente existem diversas candidatas em desenvolvimento, sejam
vacinas baseadas no DNA recombinante, no virus atenuado ou vacinas de
subunidades. Apesar de mostrarem avangos nos ensaios clinicos, essas
vacinas apresentam problemas com a interferéncia viral entre os quatro
sorotipos em formulagdes tetravalentes (WAN et al., 2013). Atualmente a
candidata em estagio mais avangado € a da Sanofi Pasteur, a CYD-TDV, tendo
sido recentemente aprovada para comercializagdo pela Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria. Esta é uma vacina tetravalente e recombinante, criada a
partir de formas vivas atenuadas, que tem como base uma linhagem vacinal
contra febre amarela (GUY et al., 2015). O Instituto Butantan também tem
desenvolvido uma vacina tetravalente com o virus vivo atenuado, que adquiriu
aprovacgao para testes de fase 3 em 2015 (ROBERTO et al., 2015).
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Enquanto vacinas permanecem indisponiveis ao publico em geral o
controle vetorial € ainda a opgdo mais valida para restringir a propagacao
dessas doencgas, sendo o controle mecanico uma das alternativas mais
eficientes dentre os métodos classicos de controle de mosquitos. Baseado no
manejo ambiental, o objetivo primario dessa alternativa € eliminar os habitats
de reproducdo dos mosquitos e consequentemente sua densidade
populacional. Contudo, limitagdes econdmicas, dificuldades no gerenciamento,
e a necessidade de uma forte e continua participagao social fazem com que
essas medidas sejam limitadas, tornando cada vez mais necessaria sua
complementagdo com diversas outras praticas de controle (MCGRAW,;
O’NEILL, 2013)

A utilizacdo de inseticidas de origem organica ou inorgénica é outra
forma de controle de mosquitos vetores e constitui uma das intervencées mais
utilizadas até os dias atuais. O primeiro inseticida a ser utilizado foi o dicloro-
difenil-triclor-etano (DDT) mas, nos dias de hoje este produto ndo € mais usado
em muitas partes do mundo devido seu acumulo no ambiente, transmissao
através da cadeia alimentar e a formacao de residuos toxicos e também o
desenvolvimento de resisténcia nos mosquitos (D’AMATO et al., 2002). Outros
componentes quimicos mais aplicados pertencem a classe dos piretrodes,
organofosforados e carbamatos; moléculas que interagem com o sistema
nervoso dos insetos levando a sua morte (BRAGA; VALLE, 2007; ARAUJO et
al., 2015). No Brasil a aplicagdo desses produtos tem sido realizada desde a
reintrodugcao do mosquito Ae. aegypti, sendo preconizado o uso das diferentes
classes para o controle de larvas e adultos na tentativa de preservar as opgoes
disponiveis para uso em saude publica (VALLE et al., 2015). No contexto da
malaria, as intervengbes mais aplicaveis sdo o uso redes pulverizadas com
inseticidas de longa duragcdo e a pulverizagdo desses produtos com efeitos
residuais no intra e peridodomicilio. Tais praticas sao consideradas altamente
eficazes em termos de custos e demonstram um bom retorno sobre o

investimento em saude publica (WHO,2015).

O rapido efeito dos inseticidas sobre as populagdes de mosquitos faz

com que eles sejam amplamente utilizados, porém, os efeitos nocivos, a
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acumulacado no ambiente, e a eliminacdo de predadores naturais com
consequente dependéncia no uso desses produtos, alertam para a
necessidade de cautela quando o controle vetorial for realizado dessa maneira
(MARCONDES, 2011). Somado a esses aspectos, existe também a selecao de
populacbes de mosquitos resistentes que tem aumentado o custo de
programas publicos de controle de vetores baseados na estratégia quimica
(BELINATO et al., 2012; CHANG et al., 2014; VALLE et al., 2015). A resisténcia
a inseticidas tem sido detectada para todas as classes de produtos disponiveis.
Os mecanismos envolvidos nesse processo sao, por exemplo, a diminuigdo da
taxa de penetragdo dos produtos pela cuticula, ou a diminuicdo da
sensibilidade dos sitios alvo, vias estas que sao inespecificas e conferem
resisténcia cruzada a outros inseticidas estruturalmente parecidos, aumentando
a dimensao do problema e contribuindo para a reemergencia das doengas
transmitidas por vetores (BRAGA; VALLE, 2007)

Outra técnica que visa a supressao das populagbes de mosquitos € o
controle biolégico, método que pode ser baseado na utilizagdo de outros
organismos vivos, seus produtos, ou ainda no manejo de habitats para
intensificar o efeito de agentes que ocorram naturalmente em uma dada area
(MARCONDES, 2011). O uso de copépodos, pequenos crustaceos que podem
ser predadores de larvas de mosquitos, em locais de armazenamento de agua
€ um bom exemplo de aplicagdo do controle biolégico. A técnica foi usada em
pequenas comunidades do Vietna levando a eliminacdo local de mosquitos
adultos e a reducdo da incidéncia de dengue (LAZARO et al., 2015). Existe
também a utilizagdo da bactéria Bacillus thuringiensis, que quando ingerida
pelas larvas de mosquitos libera toxinas letais no intestino das mesmas
(BOYCE et al., 2013). Essas estratégias tem se mostrado efetivas no controle
de mosquitos, mas dependendo da espécie envolvida, podem haver
dificuldades para sua implantagdo dado a grande quantidade de locais que

servem como criadouros (BOYCE et al., 2013).

E importante ressaltar que o controle efetivo dos vetores deve associar
varias estratégias adequadas a realidade local, que permitam sua execucao de
forma integrada e seletiva (BRAGA; VALLE, 2007). Ademais, apesar da
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eficacia dos métodos citados anteriormente a morbidade e mortalidade destas
doengas ainda sao elevadas em muitas partes do mundo. Esse fato mostra que
as medidas convencionais ndo tem sido suficientes para o controle dessas
enfermidades, e torna necessarias o desenvolvimento de técnicas alternativas,
que em combinagdo com as medidas classicas pode levar a melhores

resultados.

1.3 Técnicas emergentes de controle vetorial

Alternativas classicas de controle de doengas transmitidas por vetores
também sao tipicamente focadas na reducao populacional ou ainda na
prevencdo da transmissdo do patégeno pelos mosquitos e reposicdo de uma
populagao natural por uma populagdo de mosquitos refratarios as doengas por
eles transmitidas. Dentre essas alternativas podemos citar a técnica do inseto
estéril (SIT), a manipulacdo genética e a paratransgénese (MCGRAW,
O'NEILL, 2013; ARAUJO et al., 2015). Essas medidas tém se tornado de
extrema relevéncia ja que existem falhas nas técnicas classicas de controle,

inexisténcia das vacinas e limitacdes nos tratamentos especificos.

A esterilizagao de insetos (SIT) € uma técnica de controle bioldgico que
consiste na liberagdo mosquitos esterilizados quimicamente ou pela utilizagao
de radiagao, principalmente machos que nao produzem descendentes férteis
ao acasalarem com as fémeas de campo (FRANZ E ROBINSON, 2011). A
producdo dos insetos estéreis deve ser feita em larga escala e os machos
devem ser igualmente competentes em relagdo aos machos selvagens. Uma
vantagem da SIT € sua alta especificidade além da alternativa de interrupgao
dos programas de controle caso se julgue necessario (MARCONDES, 2011).
Nos dias de hoje a SIT tem sido baseada no uso da tecnologia transgénica
como, por exemplo, na insercao de genes letais dominantes, também chamada
de RIDL (do inglés “release of insects carrying a dominant lethal”). Um grande
enfoque tem sido dado a aplicagdo da RIDL em Ae. aegypti; e, baseado nesta
técnica, uma linhagem deste mosquito chamada OX513A foi criada com o

intuito de gerar insetos com alta letalidade principalmente na fase de pupa
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(BURT, 2014). Esta linhagem apresentou bons resultados em laboratério e
posteriormente foi testada nas llhas Caiman mostrando eficiéncia em causar a
supressao da populagdo de mosquitos locais. Em algumas regiées do Brasil
cerca de 11 milhdes de machos transgénicos foram soltos no periodo de
fevereiro de 2011 a fevereiro de 2012 levando a redugao das populacbes de
mosquitos de campo (CARVALHO et al., 2014).

Outra abordagem tem como base a inser¢ao de genes que influenciam
na musculatura de pupas fémeas. Como resultado, as filhas dos machos
transgénicos liberados ndo conseguem voar, o que impede que encontrem
machos ou hospedeiros humanos (FU et al., 2010). Baseada na engenharia
genética outra possivel alternativa € o RNA de interferéncia (RNAI), aplicada
com o intuito de reconhecer e degradar o RNA viral invasor, como forma de
ampliar as defesas naturais do vetor. Com esta técnica foi realizada a producao
de mosquitos que expressam copias inversas do RNA gendmico do virus
Dengue que s&o capazes de ativar a resposta via RNAI, protegendo assim o

vetor da colonizagéao viral (FRANZ et al., 2006).

Outra estratégia conhecida como paratransgénese também tem sido
desenvolvida e consiste na manipulagao de microorganismos da flora intestinal
dos insetos para que estes produzam moléculas anti-patogénicas (ARAUJO et
al., 2015). Existem diversos requisitos para que essa abordagem obtenha éxito:
primeiramente o simbionte escolhido deve apresentar grande prevaléncia na
populacdo e devem ser facilmente cultivados sendo capazes de manter suas
fungdes como simbionte natural. Finalmente, os produtos de transgenes devem
interagir com o patégeno alvo, e este endosssimbiote deve ser eficientemente
transmitido entre as populagdes naturais de vetores para as proximas geragoes
(HURWITZ et al., 2011).

As bactérias escolhidas para a paratransgénese em geral sdo capazes
de colonizar uma variedade de espécies de mosquitos. A bacteria Asaia, por
exemplo, apresenta associagdo estavel com mosquitos dos géneros Aedes,
Culex e Anopheles;, podendo ser utilizada para o controle de diferentes
doengas (WILKE; MARRELLI, 2015). A paratransgénese € considerada uma

abordagem mais flexivel porque a produgdo de bactérias recombinantes € um
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processo mais simples do que criagdo de mosquitos transgénicos. Além disso o
endossimbionte utilizado pode ser substituido em caso de ndo se obter os
resultados desejados (WILKE; MARRELLI, 2015). Apesar de ser uma
alternativa promissora uma questdo pendente € a introdugéo eficiente das
bactérias modificadas em populagdes de mosquitos selvagens e conseguir
limitar a infeccdo somente para as espécies alvo (WANG; JACOBS-LORENA,
2013).

1.4 Controle de doencgas transmitidas por vetores baseado no uso de

Wolbachia pipientis

Uma metodologia de controle biolégico vem sendo largamente estudada,
baseando-se no uso da bactéria Wolbachia pipientis, devido a sua capacidade
de interferir no processo de infec¢ao por diversos patéogenos. Wolbachia € uma
bactéria intracelular, gram-negativa, pertencente a ordem Rickettsiales, descrita
pela primeira vez em 1924 por Hertig e Wolbach nos tecidos reprodutivos de
mosquitos Culex pipiens. A distribuicdo dessa bactéria € bastante ampla de
forma que ela esta naturalmente presente em cerca de 40% dos artrépodes de
diversas familias, além de ser encontrada em vermes nematoides causadores
de filariose, fazendo com que seja um dos endossimbiontes mais comuns do
planeta (WERREN et al., 2008; ZUG; HAMMERSTEIN, 2012).

Em termos gerais Wolbachia apresenta uma relagdo endossimbionte
obrigatéria com seus hospedeiros; sendo primariamente transmitida de forma
vertical da fémea para a prole. Este processo € essencial para que a bactéria
permaneca nas populacdes de hospedeiros e permite que ela seja usada de
maneira auto-sustentavel como alternativa de controle de doencgas transmitidas
por vetores. Estudos recentes tém sugerido haver também a forma de
transmissao horizontal entre diferentes espécies. Os mecanismos pelos quais
essa propagacgao ocorre nao estdo completamente elucidados; porém ja foi
descrita a transmissdo horizontal de Wolbachia em relagbes entre vespas
parasitéides, e outras relagdes entre artropodes infectados e seus predadores
(HUIGENS et al., 2004; CLEC'H, LE et al., 2013; AHMED et al., 2015). Esses
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dados permitem compreender como a Wolbachia é tado extensamente

distribuida em hospedeiros filogeneticamente diferentes.

As questdes envolvendo a classificacdo taxondmica de Wolbachia sao
amplamente debatidas. Por um lado algumas vertentes defendem que todas as
bactérias deveriam ser consideradas uma unica espécie denominada
Wolbachia pipientis. Por outro lado ha a conviccdo de que outras
nomenclaturas deveriam ser aplicadas. Um novo estudo baseado em analises
filogenbmicas verificou que alguns dos supergrupos de Wolbachia mostram
heterogeneidade interna suficiente para serem considerados como conjuntos
de mais de uma espécie (RAM??REZ-PUEBLA et al.,, 2015). Mas, pela
inexisténcia de uma definicdo, as bactérias ainda sado consideradas uma
espécie unica e convencionalmente apontada por cepas divididas em
supergrupos. No momento estao descritos 14 supergrupos (nomeados de A-O),
contudo tal categorizagao pode se alterar com a descoberta de novas cepas
(GLOWSKA et al., 2015). A classificagdo em um dos supergrupos é
determinada com base no DNA ribossomal 16S bem como por estudos das
sequéncias dos genes ftsZ e wsp (BALDO; WERREN, 2007, GLOWSKA,
2015). Os supergrupos A e B sdo os mais comuns e abrangem cepas
identificadas predominantemente em insetos e isépodes terrestres, enquanto
que os supergrupos C e D sdo mais comumente encontrados em vermes
nematoides, e os supergrupos G e H sdo representados por cepas de
hospedeiros aracnideos (WERREN et al., 2008).

A diversidade de Wolbachia ocorre de tal forma que é possivel encontrar
em um mesmo hospedeiro infeccdo multipla com supergrupos distintos, como
acontece no caso do vetor Ae. albopictus que apresenta infecgdo dupla com as
cepas WAIbA e wAIbB. Também ndo é incomum que populagdes de uma
mesma espécie de hospedeiro sejam encontradas com infecgdes por diferentes
cepas quando sao geograficamente distintas (MOUSSON et al., 2012). Além da
sua abundancia e distribuicdo, a Wolbachia tem sido de cada vez mais
estudada devido a sua capacidade de causar diversos efeitos nos artrépodes
que podem ser desde efeitos prejudiciais considerados formas de parasitismo
reprodutivo, a influéncias benéficas sobre a sobrevivéncia e infuéncia na

infeccao por patdogenos (WERREN et al., 2008), que serao discutidos a seguir.
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1.5 Wolbachia e seus efeitos nos hospedeiros

Uma caracteristica da Wolbachia é sua capacidade de manipular
processos celulares e induzir diferentes efeitos que sao considerados formas
de parasitismo reprodutivo em seus hospedeiros. Estes fendtipos incluem a
partenogénese, a indugdo da feminizagcdo ou morte dos machos e a
incompatibilidade citoplasmatica (WERREN et al., 2008; SARIDAKI;
BOURTZIS, 2010). A partenogénese, por exemplo, € um efeito no qual ovos
nao fertilizados resultam em uma progénie composta apenas de fémeas, em
alguns casos tem sido descrito que a indugao desse fendtipo tem levado a
fixagdo resultando em espécies partenogenéticas (WERREN et al.,, 2008;
SARIDAKI; BOURTZIS, 2010). A razao adaptativa por tras desses efeitos esta
no fato de que a transmissao vertical de Wolbachia ocorre exclusivamente
através das linhagens germinativas femininas, assim todas essas
manipulagbées serdo benéficas para a bactéria direta ou indiretamente, pois
aumentarao a proporgao de fémeas infectadas e ajudaréo a sua dispersao nas
populagdes de hospedeiros (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015).

Dentre todas as alteragdes reprodutivas conferidas por Wolbachia, a
incompatibilidade citoplasmatica (IC) € sem duvida a mais frequente. Consiste
em um efeito de letalidade dos embrides formados pelo cruzamento entre
machos infectados e fémeas nao infectadas, enquanto que fémeas infectadas
podem acasalar com machos que abrigam ou ndo a bactéria sem que haja
nenhum resultado deletério na prole (WERREN et al.,, 2008; LEPAGE;
BORDENSTEIN, 2013; ZUG; HAMMERSTEIN, 2015). A IC acontece porque o
esperma de machos se torna incompativel com os ovos de fémeas que
carregam a bactéria, em decorréncia de alteragdes na progressdo da mitose
que levam a eliminacdo dos cromossomos paternos e formagao de um embriao
haploide (WERREN et al., 2008; SARIDAKI; BOURTZIS, 2010; LEPAGE;
BORDENSTEIN, 2013). Os defeitos do processo mitético séo resgatados na
fertilizacdo de uma fémea infectada com a mesma cepa; entretanto esse
resgate ndo acontece caso o cruzamento seja feito entre hospedeiros que
carregam cepas diferentes (LEPAGE; BORDENSTEIN, 2013). A

incompatibilidade citoplasmatica € particularmente alta em espécies de
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mosquitos e é tipicamente associada a taxas de 90 a 100% na falha da eclosao
dos ovos (MOUSSON et al., 2010).

Em certas situacdes a Wolbachia também pode levar a efeitos negativos
nos hospedeiros nao relacionados a manipulagao reprodutiva; por exemplo, a
presenca da bactéria em alguns hospedeiros é capaz de levar a redugdo do
tempo de vida. Como foi descrito na relagao entre Drosophila melanogaster e a
cepa variante de laboratério denominada wMelPop, cepa considerada
altamente virulenta e capaz de infectar a maioria dos tecidos deste hospedeiro
(MIN; BENZER, 1997). Da mesma forma algumas infecgdes induzem efeitos
desfavoraveis em outros aspectos do fithess dos hospedeiros. Em algumas
espécies de mosquitos, tais como em Culex quinquefasciatus, a infecgao por
Wolbachia leva a redugao das taxas de fecundidade e fertilidade (ALMEIDA et
al., 2011). Existem ainda casos nos quais a bactéria € capaz de reduzir a

competitividade de machos para o acasalamento (JOSHI et al., 2014).

Por outro lado, em determinados casos a Wolbachia pode conferir
efeitos benéficos ao fitness dos hospedeiros caracterizando um tipo de relagao
mutualistica. Em Ae. albopictus e em determinadas espécies de Culex a
presencga da bactéria induz, na verdade, um aumento do tempo de vida (BIAN
et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011). Em teoria, a inducao de efeitos positivos
facilitaria a invasdo da bactéria nas populagdes de hospedeiros auxiliando a
sua persisténcia, ainda que ela seja capaz de levar simultaneamente a alguma
das formas de parasitismo reprodutivo. Nesse sentido os exemplos citados
anteriormente mostram que uma distingdo clara entre parasitismo e mutualismo
nas relagdbes Wolbachia hospedeiro nem sempre € possivel (ZUG;
HAMMERSTEIN, 2015).

Nos dias de hoje existem métodos de transinfecgdo que permitem
explorar a biologia de Wolbachia e suas diferentes formas de interagdo com o
hospedeiro (HUGHES; RASGON, 2014); tais técnicas baseiam-se na
realizagao de microinjecbes em embrides apés um periodo de adaptacao da
bactéria em linhagens de células (MCMENIMAN et al., 2009; HUGHES;
RASGON, 2014). A transinfecg¢ao representa uma importante ferramenta para o

controle das doencgas transmitidas por vetores, uma vez que permite que
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associagdes com espécies de importancia médica sejam examinadas na busca
de fendtipos desejaveis. Um dos exemplos mais importantes nesse contexto
inclui a criagdo de linhagens de mosquitos Ae. aegypti abrigando diferentes
cepas de Wolbachia (MCMENIMAN et al., 2009, WALKER et al., 2011).

A introdugdo da cepa wMelPop leva a diversos efeitos no Ae. aegypti,
assim como no modelo de Drosophila, sendo observada a redugédo do tempo
de vida dos mosquitos e modificagbes em seu comportamento alimentar de
acordo com a idade (MCMENIMAN et al., 2009; TURLEY et al., 2009). Estudos
posteriores mostraram também que essa cepa leva ao aumento da atividade
diurna e das taxas metabdlicas nos mosquitos infectados (EVANS et al., 2009).
Outra transinfeccao do Ae. aegypti, com a cepa wMel também tem sido
amplamente estudada pois, além de se distribuir amplamente no corpo do
inseto € menos virulenta, ndo levando a grandes alteragdes fisiolégicas. Foi
detectado pouco efeito sob tragcos importantes no fitness como fecundidade e
fertilidade, diferente do que foi comprovado para a cepa wMelPop, e a wMel
nao levou a diminuigdo consideravel no tempo de vida (MCMENIMAN et al.,
2009; WALKER et al., 2011). Os fendétipos induzidos pelas diferentes cepas no
mesmo hospedeiro comprovam que os efeitos mediados por Wolbachia séao

especificos em cada associagao estudada.

1.6 A interferéncia a patégenos em infec¢des artificiais

A capacidade de interferéncia a patégenos € mais um efeito benéfico
conferido por Wolbachia em seus hospedeiros, e pode ser definido como a
capacidade de restringir a infecgdo por determinado patégeno, sem levar em
consideracdo as alteragbes que tal fenodtipo pode causar ao fitness (ZUG;
HAMMERSTEIN, 2015). Este efeito foi inicialmente observado em moscas da
fruta D. melanogaster, nas quais a bactéria foi capaz de reduzir a carga viral e
a mortalidade induzida pelo DrosophilaC virus. Foi demonstrado
posteriormente que devido a presengca de Wolbachia essas moscas
apresentavam resisténcia a diversos outros virus de RNA (HEDGES et al.,
2008; TEIXEIRA et al., 2008; OSBORNE et al., 2009).
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As descobertas baseadas em modelos de Drosophila e o fato deste
endossimbionte infectar naturalmente varias espécies artrépodes despertaram
interesse na possibilidade da capacidade de interferéncia se estender a insetos
vetores de doengas humanas. Curiosamente, Wolbachia nao é comumente
encontrada em espécies de grande importancia médica como a maioria dos
mosquitos do género Anopheles spp ou no mosquito Ae. aegypti; esse ultimo
representa um dos mais importantes exemplos onde a transinfecgdo com
Wolbachia é capaz de induzir forte interferéncia a patégenos. Linhagens de Ae.
aegypti infectadas com a cepa virulenta, wMelPop, se mostraram altamente
refratarias a infecgcdo por virus dengue; virus Chikungunya e o P. gallinaceum
(MCMENIMAN et al.,, 2009; MOREIRA et al., 2009). Outros trabalhos
mostraram que a cepa wMelPop é capaz de levar a interferéncia ao virus da
febre amarela, e ao virus do Oeste do Nilo em Ae. aegypti . Essa bactéria
também pode ser usada no controle de doencas causadas por vermes
nematoides, ja tendo sido relatado seu efeito na interferéncia contra a infecgao
de mosquitos com microfilarias da espécie Brugia pahangi (KAMBRIS et al.,
2009)

O Ae. aegypti abrigando a cepa wMel também mostrou intensa
resisténcia ao virus dengue. Os resultados revelaram que somente 12,5% dos
mosquitos infectados com Wolbachia apresentaram disseminagéao do virus no
corpo e, ainda assim essas taxas de infecgao foram cerca de trés vezes mais
baixas em comparacgéo a linhagem néo transinfectada (WALKER et al., 2011).
Infeccbes estaveis de mosquitos Aedes com outras cepas de Wolbachia
também tem sido estudadas. A estirpe wAIbB foi capaz de se fixar em
populagdes de Ae. aegypti em laboratorio, levando também a interferéncia ao
virus dengue (BIAN et al., 2010). A substituicdo das cepas wAlb nativas de Ae.
albopictus pela cepa wMel também é capaz de levar a redugdo parcial da
infecgcao viral por dengue nas glandulas salivares e limitar sua transmissao
(MOUSSON et al., 2012).

Apds essas descobertas, um programa baseado na soltura de
mosquitos Ae. aegypti infectados com Wolbachia ja vem sendo desenvolvido:

o Eliminate Dengue Program (www.eliminatedengue.org). Esta iniciativa vem

sendo aplicada em diversos paises como a Australia, Indonésia, Vietn3,
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Coldbmbia e Brasil. Foi iniciado com a soltura de uma linhagem de mosquitos
infectados com a cepa wMel, na regido de Cairns na Australia, onde a
Wolbachia invadiu com sucesso as populagdes locais de Ae. aegypti, chegando
a fixagdo em poucos meses (HOFFMANN et al., 2011). Dados posteriores
comprovaram que a capacidade das populagdes em bloquear o virus dengue
persiste apos o processo de soltura, mostrando que o controle baseado no uso
Wolbachia tem grande potencial para reduzir a transmissdo da dengue
(FRENTIU et al., 2014). Por outro lado, a abordagem baseada na liberacao de
mosquitos Ae. aegypti transinfectados com a cepa wMelPop ndo se mostrou
bem sucedida. Apos a finalizagao do periodo de solturas no norte da Australia
e na regidao central do Vietna foi observada consideravel diminuicdo da
frequéncia de Wolbachia nos locais de estudo, sendo esta rapidamente
perdida. Este resultado esta diretamente relacionado aos efeitos negativos que
a wMelPop induz no fithess dos mosquitos, limitando a utilizagao desta cepa de
Wolbachia, ainda que ocorra forte propriedade de interferéncia ao virus dengue
(NGUYEN et al., 2015).

A introducgao artificial também foi estabelecida em mosquitos do género
Anopheles, contudo essas infecgdes sdo em sua grande maioria transientes,
isto é, ndo serao transmitidas pela fémea para a geragao seguinte devido a
limitagbes da bactéria para invadir as células germinativas do hospedeiro
(KAMBRIS et al., 2010 ; HUGHES et al., 2011). Em An. stephensi, principal
transmissor da malaria na india, a transinfeccdo com a cepa wAIbB foi capaz
de levar a resisténcia ao P. falciparum e induzir altos niveis de
incompatibilidade citoplasmatica (BIAN et al., 2013), mostrando que pode ser
uma boa candidata para o controle da malaria no futuro. A interferéncia contra
a patdégenos também foi comprovada em fémeas de An. gambiae com uma
infeccdo transiente com a cepa wMelPop, quando os insetos foram capazes de
reduzir de 75 a 84% os niveis de infeccdo por P. berghei sem causar
alteragdes na sua longevidade (JIN et al., 2009; KAMBRIS et al., 2010). Este
fato sugere que Wolbachia tem grande potencial para o controle da malaria em
multiplos anofelinos uma vez que as transinfec¢cées sejam desenvolvidas.
Recentemente Baldini e colaboradores (2014) relataram a primeira

identificacao de uma infecgdo natural por Wolbachia em populagdes de An.
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gambiae na Africa. O seqienciamento do genoma das amostras sugeriu que a
bactéria pertence a uma cepa geneticamente distinta denominada wAnga. A
evidéncia de infeccdo por Wolbachia em populagdes naturais de anofelinos
promove novas perspectivas sobre o uso da bactéria para limitar a transmissao
da malaria (BALDINI et al., 2014).

1.7 Fatores determinantes na interferéncia contra patégenos

Os mecanismos moleculares por tras da capacidade antipatogénica de
Wolbachia ainda ndo estdo completamente esclarecidos, entretanto existem
hipéteses que apontam alguns dos fatores que podem levar a esse efeito. Um
dos aspectos de maior relevancia na interferéncia a patdégenos é a densidade
de Wolbachia; diversos trabalhos tem verificado que a intensidade deste
fendtipo acontece de forma proporcional a abundancia da bactéria presente
nos hospedeiros (OSBORNE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2014; MICIELI;
GLASER, 2014). Em Drosophila simulans, infectada com multiplas cepas de
Wolbachia, foi comprovado que apenas as cepas presentes em densidades
elevadas, foram capazes de conferir bloqueio ao Drosophila C-virus
(OSBORNE et al., 2009, 2012). Tal hipotese foi igualmente testada em células
de Ae. aegypti, onde foi visto consideravel inibicdo do virus dengue somente
em linhagens que apresentavam altas densidades de Wolbachia (FRENTIU et
al., 2010). Em recente estudo Martinez e colaboradores (2014) demonstraram
como variagdes na capacidade de interferéncia a patdégenos podem ser
explicadas por diferencas na densidade de Wolbachia. O estudo desenvolvido
com 19 cepas comprovou existir grande variedade na densidade relativa, de
forma que a estirpe com maior densidade (wWMelCS) possuia 114 vezes mais
Wolbachia do que a cepa com menor densidade. Mais uma vez foi constatado
que moscas do género Drosophila com maiores densidades da bactéria
apresentavam reducdo da nfeccdo pelos virus DCV e Flock house virus
(Figura 5) (MARTINEZ et al, 2014).
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Figura 5: Diferentes cepas de Wolbachia em Drosophila e seus respectivos niveis de
protecao ao DCV virus (A) e ao FHV virus (B) de acordo com a densidade no hospedeiro
(C). Os niveis de protegcéo sdo dados com base na sobrevivéncia das moscas apds a infecgéo
pelos virus, os dados sdo expressos em log natural negativo da taxa de risco (hazard ratio, a
razdo entre a probabilidade de morte de uma mosca infectada com Wolbachia pela
probabilidade da morte de uma mosca néao infectada) (Adaptado de MARTINEZ, et al., 2014).

Em comparagdo com as transinfecgbes, as infecgbes nativas
apresentam menor densidade e distribuicdo mais restrita nos tecidos do
hospedeiro. Moreira e colaboradores (2009) exemplificaram esse fato ao
demonstrarem que a cepa wFlu nativa e Ae. fluviatilis estava presente
somente nos ovarios, tubulos de Malpighi e cabeg¢a do mosquito, enquanto que
na infecgao artificial por wMelPop em Ae. aegypti a bactéria € encontrada em
quase todos os tecidos e com densidade cerca de 20 vezes maior (MOREIRA
et al., 2009). As diferengas na densidade de Wolbachia, entretanto, ndo sao
restritas ao fato da associagao ser artificial ou natural, podendo ser observadas
também em um mesmo hospedeiro. Alguns trabalhos mostraram que a carga
de Wolbachia em Cx. pipiens pode variar até 100 vezes entre individuos e

também entre populacdes, fator este importante que pode levar a diferencas na
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interferéncia contra patdégenos e na competéncia vetorial (GLASER; MEOLA,
2010).

Alguns autores indicam ainda que pode haver uma competicdo entre
Wolbachia e os patdogenos por recursos intracelulares. A competicdo por
colesterol, por exemplo, & uma parte importante do mecanismo de
interferéncia, pois foi constatado que a criagcdo de moscas D. melanogaster
com dietas enriquecidas com colesterol leva a queda da capacidade de
interferéncia ao Drosophila C virus (CARAGATA et al., 2013). Existem estudos
que mostram que a bactéria € capaz de induzir uma ativagdo da resposta
imunologica nos hospedeiros tornando-os menos susceptiveis a determinados
patdgenos (KAMBRIS et al., 2009; MOREIRA et al., 2009; BIAN et al., 2010).
Nesse sentido foi comprovado que Wolbachia é capaz de induzir a um stress
oxidativo, levando um aumento de espécies reativas de oxigénio que por sua
vez ativardo a via Toll, via de sinalizacdo essencial para a expressao de
antioxidantes e de peptideos antimicrobianos (PAN et al.,, 2012). Também
existe a participacdo de Wolbachia na ativagcado de outras vias como IMD e
JAK-STAT e na ativagcao do RNA de interferéncia (MOREIRA et al., 2009; PAN
etal., 2012; RANCES et al., 2012).

A maioria dos casos onde é observada a ativagdo do sistema imune
envolve hospedeiros que apresentam relacdo mais recente com a bactéria,
enquanto que tal processo ndo costuma ocorrer em relagdes naturais. Rancés
e colaboradores (2012), por exemplo, analisaram a capacidade de bloqueio ao
virus dengue na associagdo nativa entre wMelPop e D. melanogaster e
constataram que o bloqueio ndo estava relacionado a super expressdo de
genes de imunidade (RANCES et al., 2012, 2013). Por esse angulo, existe uma
suposicdo de que apds o processo de invasao e adaptacdo na populacdo de
hospedeiros, a ativagado da resposta imune e demais efeitos conferidos pela
transinfeccdo podem se atenuar ao longo do tempo restando somente o
parasitismo reprodutivo para manter Wolbachia na populagédo (ZUG;
HAMMERSTEIN, 2015). A transinfecgédo € apontada como a principal causa da
forte indugéo da resposta imune, sendo assim o efeito anti-patogénico também
poderia ser temporario tornando-se semelhante as infec¢des nativas ao longo
da coevolugao Wolbachia e hospedeiro (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015).
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1.8 As relagcdes naturais Wolbachia - hospedeiro em mosquitos e a

interferéncia a patégenos

Os fatores apontados como responsaveis pela interferéncia a patégenos,
tais como a elevada densidade e a ativacdo da resposta imune, em geral ndo
estdo presentes nas relagdes nativas. Em hospedeiros naturalmente infectados
o processo de interferéncia a patdgenos € bastante variavel. Em grande
numero de casos a Wolbachia nao leva a interferéncia, mas também é possivel
encontrar associagdes onde sera percebida capacidade de bloqueio ou até
mesmo o aumento da infecgéo (LU et al., 2012; ZUG; HAMMERSTEIN, 2015).

A combinacdo entre Cx. pipiens e Wolbachia é um bom exemplo de
associagao com longa historia evolutiva onde é possivel observar interferéncia
a patdégenos. Este mosquito € um vetor natural do virus do Oeste do Nilo
(WNV) e também apresenta uma infecgdo natural com a cepa wPip que é
capaz de torna-lo resistente a infecgao pelo P. relictum, um parasita da malaria
aviaria (ZELE et al., 2012). A interferéncia a patdégenos também foi descrita
para Cx. quinquefasciatus, outro vetor natural do (WNV), no qual a auséncia da
bactéria leva um aumento de 2 a 3 vezes nas taxas de disseminagao do virus
(GLASER; MEOLA, 2010). Resultados similares foram observados em
populacbes especificas com maiores densidades de Wolbachia que se
mostraram ainda mais refratarias a esse virus (MICIELI; GLASER, 2014).
Dados como este sdo relevantes, pois tratam de relagdes naturais parasito-
vetor e demonstram a capacidade de cepas nativas de Wolbachia em inibir a
infeccdo de mosquitos reduzindo assim a sua capacidade vetorial (ZELE et al.,
2012; MICIELI; GLASER, 2014).

Existem situagcbes onde efeitos diferentes podem ser presenciados
diante de uma mesma associacdo entre Wolbachia e hospedeiro; Baton e
colaboradores (2013), por exemplo, observaram que em alguns casos
Wolbachia nao interfere na infecgdo por P. gallinaceum no mosquito Ae.
fluviatilis, enquanto que em algumas situagdes foi constatado um aumento da
carga de oocistos do parasito (BATON et al., 2013). Efeitos variaveis também
ja foram observados em Ae. albopictus infectado com duas cepas de

Wolbachia, em geral a infecgdo néo afeta a replicagdo do virus Chikungunya
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(CHIKV). Entretanto existem casos onde foi relatado que a bactéria induziu o
aumento da replicagdo do CHIKV de 10° para 10® copias virais (MOUSSON et
al., 2010). O aumento da infecgdo nessa associagao natural coincidiu com um
periodo onde foi detectada ueda na densidade de Wolbachiaf (MOUSSON et
al., 2010).

Apesar de acontecer em um nivel bem menor em relagdo as cepas
transinfectadas, também pode existir bloqueio ao virus dengue na relagao Ae.
albopictus e Wolbachia. Em uma linhagem de mosquitos originados da ilha La
Reunion, Franga, local altamente endémico para CHIKV, foi demonstrado que
Wolbachia foi capaz de limitar a disseminagao do virus dengue e impedir sua
chegada as glandulas salivares, sugerindo que a bactéria torna o Ae.
albopictus um vetor menos eficaz para dengue naquela regido (MOUSSON et
al., 2012). Em contrapartida, em outros estudos com a mesma espécie foi
detectada 100% de infeccao por CHIKV nas cabecas dos mosquitos, taxa
similar aos mosquitos que foram tratados para remog¢ao da bactéria, mostrando
que a mesma também pode levar a um efeito de interferéncia nulo (BIAN et al.,
2010). Os exemplos descritos anteriormente mostram que os fendtipos de
interferéncia sao dependentes das popula¢gdes de mosquitos envolvidas como
também da infectividade e gendtipos dos patégenos utilizadas (BIAN et al.,
2010; MOUSSON et al., 2010, 2012).

A relacao entre a densidade e capacidade de interferéncia indicaria, em
teoria, que em infec¢cdes nativas esse fendtipo dificiimente poderia ocorrer
diante de altas cargas patogénicas. Se houver possibilidade de o fendtipo de
interferéncia ser perdido gradualmente, ou parcialmente, pode existir uma
capacidade latente de bloqueio que se manifeste sob certas condi¢gdes, como
por exemplo, diante da infec¢do com baixas cargas patogénicas. Sendo assim
€ importante estudar as diferentes associagdes entre a bactéria e os
hospedeiros para compreender a variabilidade inerente da capacidade de
bloqueio a patdégenos, e para compreender o grau de semelhanga desse
fendtipo entre associacdes nativas e nao nativas, fornecendo informacées para

futuros programas de controle de vetores envolvendo Wolbachia.
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2 JUSTIFICATIVA

A dengue e a malaria sdo exemplos de doengas transmitidas por vetores
que apresentam grande importancia para a saude global, sendo uma
problematica que associa o elevado numero de casos com a inexisténcia de
vacinas (. As medidas atuais de controle tem se mostrado insuficientes para
limitar a transmiss&o, levando a necessidade da criagdo de novas estratégias.
Uma nova abordagem para controle dessas doencgas € a utilizagdo da bactéria
Wolbachia, que ja esta sendo aplicada em situagdes de campo com foco
principal na sua capacidade de induzir ao fenotipo de bloqueio a patégenos
(FRENTIU et al., 2014; HOFFMANN et al., 2014).

Com o advento de técnicas de transinfec¢cao tém sido possivel criar
associagbes em hospedeiros que nao apresentam infeccdo natural com
Wolbachia, principalmente em espécies importantes na transmissdo de
doengas (HUGHES; RASGON et al., 2014). Entretanto existem grandes
diferengas entre as transinfeccdes e as relagdes nativas que sdo determinantes
para o tipo de resposta observado apés a infec¢do com determinado patégeno.
Em geral, esse fendtipo tem sido apontado principalmente em relagdes néo
nativas de Wolbachia devido a alta densidade da bactéria em virtude do
processo de transinfecgao (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015). Por outro lado é
mais comum que em relagdes nativas Wolbachia induza pouco ou nenhum
efeito de interferéncia (MOREIRA et al., 2009; BATON et al., 2013; DODSON et
al., 2014).

Apesar de levarem a efeitos de interferéncia a patégenos menos
consistentes, o estudo das associa¢des nativas de Wolbachia ndo deve ser
desprezado, pois estas associagdes apresentam uma longa historia evolutiva, e
dizem muito a respeito dos fendtipos que podem ser observados em
hospedeiros transinfectados em longo prazo (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015;
ZELE et al., 2014). Nessas relagdes pode haver uma diminuicdo na densidade
de Wolbachia em consequéncia da sua co- evolugdo com o hospedeiro, €
possivel que seja observado também uma atenuagdo na capacidade de
interferéncia, uma vez que a densidade da bactéria influencia fortemente esse
fendtipo (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015; HOFFMANN; PERRAN, 2015).
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Entretanto ndao existe nenhuma evidéncia de que esta evolugao poderia ocorrer
rapidamente, o que torna relevante investigar demais fatores relacionados a
capacidade de bloqueio a patégenos para melhor caracterizar esse fenétipo e

compreender suas possiveis mudangas em situagdes naturais.

Pouco se sabe atualmente sobre como a capacidade de interferéncia
pode mudar de acordo com a carga patogénica adquirida pelo vetor e se
diferentes espécies de patdogenos podem ser afetados por Wolbachia da
mesma maneira. Sendo assim & importante compreender como esses aspectos
influenciam a capacidade de interferéncia a patégenos com o intuito de melhor
caracterizar esse fendtipo, dado sua relevancia para o uso da Wolbachia como
medida de controle de doencgas. E devido ao fato de as transinfecgbes poderem
evoluir de forma a serem parecidas com as infecgdes nativas, € necessario
identificar semelhangas e diferencas nos padrdes de resposta dessas
diferentes associagdes, para gerar informagdes uteis que podem ser usadas no

monitoramento de mosquitos transinfectados liberados em campo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

[

Comparar a capacidade de bloqueio de Wolbachia a infeccdo pelo P.
gallinaceum e ao Dengue virus na relacdo nativa entre a cepa wFlu e o

mosquito Ae. fluviatilis e também na transifeccéo entre a cepa wMel e o Ae.

aegypti.

3.2 Objetivos especificos

[

Avaliar se a infecgao natural com a cepa wFlu pode levar a algum fenétipo

de interferéncia diante de baixas cargas parasitarias.

Analisar se o aumento da susceptibilidade do inseto vetor a determinado

patdgeno esta relacionado ao aumento da carga parasitaria.

Determinar se a capacidade de bloqueio pode mudar frente a infecgdo por

diferentes patégenos nas espécies Ae. fluviatilis e Ae. aegypfi.

Determinar se o Ae. fluviatilis pode adquirir infec¢gdo com Dengue, e se a

cepa nativa wFlu leva a alguma capacidade de bloqueio a esse virus.

Levantar informacdes sobre os efeitos biolégicos das infecgdes nativas por

Wolbachia em mosquitos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Linhagens de mosquitos utilizadas

Os mosquitos Aedes fluviatilis, naturalmente infectados com a cepa wFlu
de Wolbachia, foram provenientes de populagdes de campo e vem sendo
mantidos no insetario por quase 40 anos, sendo as colbnias originais
primeiramente estudadas por Cénsoli (1976). A linhagem de mosquitos Aedes
aegypti utilizada, foi gerada através do cruzamento entre mosquitos brasileiros
de campo e mosquitos australianos infectados artificialmente via microinjecao
de embrides com a cepa wMel (WALKER et al., 2011; DUTRA et al., 2015). Os
grupos controle consistiram em linhagens de mosquitos infectados com a cepa
wFlu ou wMel brasileira que passaram por um tratamento com o antibidtico
tetraciclina para remogao de Wolbachia conforme proposto por Dobson e
colaboradores (2001). Para isso foi oferecido para os mosquitos das duas
linhagens uma solucao de sacarose a 10% contendo 0,1 mg/mL de hidrocloreto
tetraciclina (Sigma) durante trés geragdes consecutivas; apos esse periodo as
linhagens passaram por um processo de recolonizagdo de sua microbiota
natural antes de serem utilizadas nos experimentos, esse processo se deu com
a utilizacdo da agua das bandejas usadas para a criagao de outras linhagens,
asumindo que parte da microbiota natural desses insetos é adquirida por meio
da ingestdo (DUTRA et al., 2015; BATON et al., 2013).

A presenga e auséncia de Wolbachia nestas linhagens foi monitorada
através de PCR em tempo real a cada geragao para as linhagens wkFlu e wMel,
e a cada trés geragbes para linhagens tratadas. Nas reagbes de PCR para
monitoramento das linhagens de Aedes fluviatilis foram utilizados primers do
gene de superficie de Wolbachia (wsp) que ja foram descritos por sua
capacidade em amplificar uma variedade de cepas de Wolbachia de diferentes
supergrupos (MOREIRA et al., 2009). As colbnias de Ae. aegypti por sua vez

foram monitoradas via sistema Tagman® com os seguintes primers e sondas:
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Tabela 1: Sequéncia dos primers para monitoramento da infecgao por
Wolbachia e por virus Dengue em mosquitos Aedes aegypti

Iniciador Sequéncia
RpS17 F: 5-TCCGTGGTATCTCCATCAAGC-3
RpS17 R: 5- ACTTCCGGCACGTAGTTGTC-3’

RpS17 Probe:
TM513 F:
TM513 R:

TM513 Probe

wsp F
wsp R
3'DENV F:
3'DENV R:

3'DENV Probe:

5'-FAM-CAGGAGGAGGAACGTGAGCGCAG- QSY-3'
5 - CAAATTGCTCTTGTCCTGTGG -3’

5 - GGGTGTTAAGCAGAGTTACGG -3
5'Cy5-TGAAATGGAAAAATTGGCGAGGTGTAGG-BHQS -3
5-ATCTTT TAT AGC TGG TGG TGG T -3
5’- GGA GTG ATAGGC ATATCT TCAAT -3
5-AAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCC-3
5-CGTTCTGTGCCTGGAATGATG-3’

5’- ABY/HEX- AACAGCATATTGACGCTGGGAGAGACCAGA- QSY -3’

Fonte: FRENTIU et al.,2014. DUTRA et al.,2015.

4.2 Manutencgao das coldnias de Aedes aegypti e Aedes fluviatilis

As espécies de mosquitos utilizadas neste trabalho foram criadas em

condi¢cdes de insetario a uma temperatura media de 27°C x1°C, umidade

relativa do ar média de 80% £10% e fotoperiodo de 12 horas. As larvas eram

mantidas em bandejas de 40x29x18 cm com aproximadamente 3 litros de agua

desclorada a uma densidade média de 200 larvas por bandeja. As larvas de

Ae. aegypti eram alimentadas com ragéo de peixe (Tetramin tablets) (meio

pellet por bandeja) sempre que necessario, enquanto que as larvas de Ae.

fluviatilis receberam em média 15 pellets de racéo de peixe Goldfish Colour por

dia. As pupas foram coletadas diariamente e colocadas em copos plasticos

descartaveis dentro de gaiolas. Os mosquitos ao emergirem recebiam solugao

de sacarose a 10% (p/v) que era trocada duas vezes por semana.
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As fémeas de Ae. aegypti de colbnia sao alimentadas em sangue
humano semanalmente em condicbes artificiais com a utilizacdo de
alimentadores de vidro e membrana de intestino suino na base. O sangue
oferecido as fémeas € proveniente de banco de sangue, sendo previamente
testado para a presenga do virus dengue com a utilizagédo do kit Dengue NS1
Ag Strip® (BioRad). Trés dias apds a alimentagdo sanguinea um recipiente
plastico contendo agua e papel filtro &€ colocado na gaiola para a realizagao da
postura dos ovos. As fémeas de Ae. fluviatilis, por sua vez, sdo alimentadas em
sangue de camundongo (CEUA-LW49/10), previamente anestesiados por via
intraperitoneal com Thiopentax (Tiopental sédico); sendo a postura coletada
apos trés dias, em copos plasticos sem a utilizagao de papel filtro. Apds 48
horas os ovos de ambas as espécies sao retirados das gaiolas; sendo os ovos
de Ae. fluviatilis transferidos diretamente para bandejas plasticas com agua,
enquanto que os ovos de Ae. aegypti passam por um processo de secagem

por cerca de 48 horas antes de serem colocados para eclosao.

4.3 Manutencao da cepa de Plasmodium gallinaceum

Aves Gallus gallus de uma a duas semanas de idade foram infectadas
através do inoculo intramuscular de 200 pl de sangue de outra ave previamente
infectada com Plasmodium gallinaceum (cepa 8A, isolado de Brumpt,1937),
sendo a parasitemia acompanhada por esfregagos sanguineos corados com
Giemsa (Anexo 01). A parasitemia corresponde a taxa de hemacias infectadas
no esfregago sanguineo a cada 1000 hemacias contadas, ja a gametocitemia é

a porcentagem de gametdécitos encontrada entre as formas infectantes.

Foram utilizadas aves com parasitemia de até 20% e gametocitemia
ascendente para realizagdo das passagens, sendo realizadas desta maneira
por no maximo 5 vezes consecutivas, quando entdo o ciclo sexual era
completado através da alimentagdo sanguinea dos mosquitos nas aves
infectadas. Apdés 15 dias do repasto infectante, tempo necessario para se
encontrar esporozoitos nas glandulas salivares, foi realizado um novo repasto
em aves sadias para restabelecimento do ciclo, procedimento importante para

garantir que a infectividade da cepa nao fosse perdida ao longo dos
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experimentos. A utilizagdo das aves nesses experimentos teve a aprovacao do
comité de ética no uso de animais (CEUA LW-38/12).

4.4 Infeccao dos mosquitos com P. gallinaceum sob condi¢cdes semi-

naturais

Os mosquitos de ambas as espécies criados conforme descrito no item
4.1, foram separados em gaiolas de papeldao (quatro gaiolas para mosquitos
infectados com Wolbachia — wFlu e wMel, e quatro para mosquitos infectados
com Wolbachia, linhagens wFlu wMel tratadas com tetraciclina) e privados da
solugdo de sacarose por 24 horas. As aves utilizadas neste experimento foram
infectadas conforme descrito anteriormente e a partir de entao a parasitemia foi
acompanhada diariamente. As aves foram entdo imobilizadas e colocadas na
parte superior das gaiolas de papeldo para que os mosquitos realizassem o
repasto infectante. Cada par de gaiolas, uma contendo mosquitos com
Wolbachia (linhagens wFlu ou wMel) e a outra contendo mosquitos sem
Wolbachia (respectivas linhagens Tet), foi alimentada em um dia diferente e as
alimentacbes foram realizadas durante quatro dias consecutivos o que

representou a analise de quatro faixas de parasitemia.

Apds a alimentagdo sanguinea, a solugdo de sacarose era colocada
novamente nas gaiolas e os mosquitos que nao realizaram o repasto foram
descartados. Passados sete dias as fémeas foram retiradas das gaiolas,
anestesiadas com CO, e mantidas em gelo, seus intestinos foram dissecados
em PBS 1X e corados com Mercurio Cromo (2%) para contagem dos oocistos
sob microscopio otico em aumento de 100X. Foram realizados trés
experimentos independentes para cada par de linhagens wFlu/ Tet e wMel/ Tet,
isto €, em cada experimento foram utilizadas aves e mosquitos diferentes, nao

consistindo em réplicas biolégicas (Figura 06)
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Figura 6: Metodologia do experimento de infeccao em condi¢cées semi-naturais. O mesmo
procedimento foi aplicado para as linhagens wMel e wFlu

4.5 Infeccao com P. gallinaceum via alimentacao artificial (experimento de

diluicao)

Com o intuito de reduzir a variagdo das parasitemias avaliadas,
realizamos experimentos de infecgdo dos mosquitos em condi¢des
exclusivamente artificiais baseadas na diluigdo do sangue de uma unica ave
infectada. Para isso aves de cerca de 10 dias foram infectadas com indculo
controlado de 1X10° parasitos, via intramuscular, e a parasitemia acompanhada
diariamente. Quando uma das aves atingiu uma parasitemia de
aproximadamente 25% o sangue foi coletado (cerca de 6mL via pungao
cardiaca) em seringas previamente preparadas com Heparina. Cerca do dobro
deste volume de sangue também foi coletado de uma ave sem infecgao por P.
gallinaceum e usado para se obter as diluigdes estudadas. Em capela de fluxo
laminar o sangue coletado foi transferido para tubos falcon de 15 ml que foram
submetidos a uma dupla centrifugagdo a 1500rpm, 37°C, 10 minutos para
lavagem das hemacias. As hemacias foram entdo ressuspendidas no volume

de 1:1 com meio RPMI para cultura de oocinetos suplementado com 40% de
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soro de ave inativado a 56°C por 30 minutos para inativagdo do sistema de
complemento. Com base no volume de hemacias obtido apds a centrifugacao e
ressuspensado, foi realizada uma diluicdo seriada de forma que a proxima
diluicdo recebeu 50% do volume de sangue infectado da concentragao anterior
e 50% de volume de sangue da ave néo infectada. Os procedimentos foram
realizados cuidadosamente e em curto espaco de tempo para minimizar a

perda de parasitos.

A parasitemia inicial das aves infectadas se manteve em
aproximadamente 25%. Com a realizagdo das diluicbes obtivemos o sangue
com parasitemias nas faixas de 12,5%, 6,75%, 3,5% e 1,5% que foram
oferecidos aos mosquitos através de sistema de alimentacao artificial com a
utilizacdo de alimentadores de vidro e membrana de intestino suino na base.
Apods a alimentagdo sanguinea, procedemos da mesma maneira como descrito
para o0s experimentos em condicbes seminaturais, e assim como nos
experimentos em condicbes seminaturais, os experimentos de diluicao foram
realizados de maneira independente, onde o sangue infectado foi coletado de

diferentes aves nos trés experimentos realizados (Figura 7).
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Figura 7: Metodologia do experimento de infeccao artificial. O mesmo procedimento foi
aplicado para as linhagens wMel e wFlu.
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4.6 Efeitos das mudancas na concentracao de DENV

Dengue virus, sorotipo 3, foi obtido através de protocolo de cultivo em
células C6/36 (Anexo 2) (Amostra 375 MG20, isolada de plasma humano em
06/2012, cedido pelo laboratorio de RNA de Interferéncia, departamento de
Imunologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas) foi utilizado para a
infeccao artificial de mosquitos wMel, wFlu e as respectivas linhagens tratadas
com tetraciclina. Foram utilizadas as mesmas aliquotas de virus que
permaneceram armazenadas a -80 ° C até o momento da alimentagao
sanguinea. As aliquotas foram tituladas por ensaio de formacéo de placas e
TCDI - 50, de acordo com protocolos anteriormente descritos (MOREIRA et al.,
2009). O virus foi diluido em meio L15 Leibovitz Medium (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, para se obter a faixa de titulos
virais que foram testados. Partindo-se da concentragdo de 10° PFU/mL,
obtivemos as concentragdes de 10°, 10% e 10° PFU/mL. O virus foi misturado
em sangue humano, coletado de um voluntario por um profissional treinado, no
dia da realizagdo do experimento, e adicionado em sistema de alimentagao
artificial por membrana aquecido a 37°. Cerca de 24 horas apos a infecgao, os

mosquitos que n&o realizaram o repasto infectante foram descartados.

Os mosquitos foram entao coletados 7 e 14 dias apos a infeccéo e a
extracdo de RNA foi feita através do método quimico de Trizol (Invitrogen).
Brevemente, 200ul desse reagente foi adicionado a um tubo contendo os
mosquitos e esferas de vidro de 3 mm, esse material foi entdo homogeneizado
em beadbeater (Biospec) e depois adicionado 40 pl de cloroférmio. As
amostras foram centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi cuidadosamente transferido para tubos estéreis e resfriado overnight a -
20°C com 100 plI de alcool isopropilico. Posteriormente o RNA foi precipitado
através de uma centrifugagao a 12.000g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi descartado e adicionado 200 ul de etanol 75%, seguido de outra
centrifugacdo 7.500g por 5min a 4°C. Finalmente o sobrenadante foi
descartado e o precipitado submetido a processo de secagem em temperatura

ambiente e depois ressuspendido em 20 ul de agua ultra pura. Logo apos a
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extracao foi feita a dosagem do RNA aplicando-se 2 yl de cada amostra em
um leitor NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).

Para a sintese do DNA utilizamos o kit Promega, sendo utilizado 2 pg de
RNA, 2 yl de random primers (C118A) e o volume completado para 14 pl com
agua livre de DNase/RNase, incubando-se a mistura a 70°C por 5 min. Apds
este tempo foi adicionado a cada amostra 5 yl de tampao M-MLV, 5 ul de
dNTPs (10 mM) e 1 ul de enzima transcriptase reversa M-MLV 200U/ ul. Em
seguida as amostras foram incubadas a 37°C por 60 minutos e depois a 70°C
por 10 minutos. As copias virais nos mosquitos infectados com DENV3 foram
estimadas a partir de gRT-PCR usando sondas especificas, em comparagao
com os iniciadores para os genes do RNA ribossomal do mosquito, RPS17

conforme descrito na tabela 1.

4.7 Investigacao da capacidade vetorial do Ae. fluviatilis

A linhagem wFlu de Ae. fluviatilis foi infectada através de alimentacgao
artificial com dengue virus, sorotipo 3, na titulacdo de 10° PFU/mL, como
descrito no item 4.5. Procedemos com a triagem dos mosquitos n&o
alimentados apds 24 horas; e apds 14 dias realizamos o processo de coleta da
saliva dos insetos antes da coleta das carcagas para proceder com a extragao
do RNA. Para realizar a coleta da saliva primeiramente removemos a solugao
de agucar das gaiolas por um periodo de cerca de 12 horas, visando aumentar
0 processo de salivacao; em seguida os mosquitos foram anestesiados
utilizando CO, e deixados em placa de vidro disposta em gelo. Apds esse
processo, as asas e pernas dos mosquitos foram removidas para evitar a fuga,
e a probodscide foi inserida em ponteira plastica de 10 pl com filtro contendo 5 pl
de meio IFCS. A solucdo IFCS foi preparada nos dias da coleta, e consiste de
uma solugdo de acucar 30% (p/v) suplementada com soro fetal bovino
inativado em igual volume. A probdscide dos mosquitos foi mantida nas
ponteiras por cerca de 30 minutos e, em seguida a solugdo presente na
ponteira foi transferida para tubos de microcentrifuga de 1,5ml e mantidos a -
80°C. Em alguns casos era observada a ingurgitacdo do abdome dos

mosquitos antes de 30 minutos, sendo necessaria a coleta da saliva
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antecipadamente. A coleta das salivas foi armazenada e analisada

individualmente.

Antes de dar continuidade ao procedimento realizamos a extracdo de
RNA e o gRT-PCR dos mosquitos coletados, como método de triagem das
salivas estocadas. As amostras de saliva de mosquitos comprovadamente
infectados foram utilizadas para realizar microinje¢cdes intratoracicas em
mosquitos sadios da linhagem wFlu e, em seguida, mantivemos esses
mosquitos em solugdo de acgucar por cerca de sete dias. Os mosquitos foram
coletados inteiros, sendo realizada a extragao de RNA pelo método quimico de
Trizol e estas amostras foram testadas para a presenga de infeccdo pelo
dengue virus. O desenvolvimento de infec¢ao nos mosquitos inoculados com a
mistura meio/saliva € uma evidéncia de que os mosquitos inicialmente

utilizados estavam aptos a transmitir o virus.

Além da inoculagao em mosquitos, foi testada também a possibilidade
de detecgdo do dengue virus diretamente da saliva coletada. Para isso parte
das amostras foi selecionada e procedemos com a extragcdo através da
utilizagao do kit High Pure Viral Nucleic Acid (Roche), o protocolo de extragao
foi seguido conforme as instru¢gées do fabricante reduzindo os volumes dos
reagentes para a metade devido ao pequeno volume das amostras. Em termos
gerais foram realizados os seguintes passos: adicionamos as amostras de
saliva a 100 pyl de tampéo de ligagao suplementado com 25 pl de proteinase K,
sendo as amostras incubadas por 10 minutos a 72°C. Essa mistura foi entdo
transferida para uma coluna de separagdo fixada em um tubo coletor e
centrifugadas a 8,000 g por um minuto, em seguida foi adicionado 250 ul de
tampao de inibicdo. As amostras foram submetidas a 3 centrifugagdes
sucessivas de um minuto cada, seguido do descarte do sobrenadante e
utilizagcado de novos tubos coletores, finalmente os tubos foram centrifugados a

13.000g por 10 segundos e adicionamos 25 ul do tampao de elui¢ao.

O RNA extraido pelo método quimico de Trizol ou pela utilizagdo do Kit
foi dosado em nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific), e diretamente aplicado

em placas 96 pocos para realizagdao de reacao qRT-PCR pelo One Step Kit. A
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corrida das amostras foi feita em termociclador Light Cycler (Roche), utilizando-

se de sonda HEX e os mesmos primers conforme descrito no item 4.1.
4.8 Analise dos dados

O efeito de bloqueio ao P. gallinaceum mediado por Wolbachia foi
avaliado com base na susceptibilidade de infecgao, isto €, na porcentagem de
mosquitos que se tornam infectados pelo parasito conforme a presenga da
bactéria e conforme a parasitemia analisada; levando em consideracéo
também a carga de oocistos observada apds a dissecgdo dos intestinos. As
analises estatisticas foram feitas utilizando o software SPSS V 17.0 (IBM),
usando um modelo linear generalizando (GLM) com distribuicdo binomial e

regressao de Poisson respectivamente.

Utilizamos também o software GraphPad Prism® versdo 5.0.1, para
comparagodes entre os pares de linhagens infectados ou nédo por Wolbachia a
cada parasitemia testada. A avaliacdo da susceptibilidade foi realizada com
base na utilizagdo do Teste de Fisher; enquanto que a abundancia de oocistos,
e os titulos virais de DENV3 em mosquitos infectados foi realizada com o teste
de Mann Whitney.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito da cepa wFlu na interferéncia ao P. gallinaceum em Ae.

fluviatilis (Infecgcao semi-natural)

Foram realizados trés experimentos utilizando as linhagens wFlu e Tet
de Ae. fluviatilis, sendo os insetos separados em quatro diferentes grupos que
receberam sangue diretamente de uma ave infectada por P. gallinaceum. As
aves utilizadas foram acompanhadas diariamente e apresentavam parasitemia
e gametocitemia ascendentes (Figura 8; Tabela 2), parametros fortemente
associados ao longo dos experimentos (R*> = 0,898) (Figura 14). Para
compreender o efeito da cepa wFlu e das mudangas na carga do patégeno na
interferéncia de infecgdo no hospedeiro, utilizamos como parédmetros a carga
de oocistos e a analise da susceptibilidade, que representa a porcentagem de
mosquitos que adquiriram infeccdao. Tendo em mente que a densidade de
Wolbachia em hospedeiros naturalmente infectados tende a ser menor e a
proporcdo direta entre a densidade da bactéria e sua capacidade de
interferéncia, nossa hipétese inicial era de que somente os mosquitos wFlu que

recebessem baixa carga parasitaria apresentassem resisténcia ao parasito.
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Figura 8: Variacao da parasitemia na infeccao seminatural do Ae. fluviatilis com P.
gallinaceum. Uma Unica ave foi utilizada no curso do 1° e 2° experimentos. No 3° foram
usadas aves diferentes. NA (n&o se aplica)



Tabela 2: Relagéo entre parasitemia e gametocitemia nos experimentos com Ae.

fluviatilis

Dia do experimento

Parasitemia da ave

Gametocitemia da ave

(%) (%)
=t 19 Dia 02 <01
©
£ 2° Dia 2,7 NA
=
o 32 Dia 354 17,75

1% Dia 1,3 =01
2
© 2° Dia 2,8 09
E
3 3 Dia 53 27
LU
o 42 Dia 22,5 6,4
1? Dia subpatente subpatente
(=]
=
E 2° Dia 0,7 02
)
[
o 32 Dia 11 0,7
)
42 Dia 2.6 3,0

Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados de infecgdo com P. gallinaceum foram bastante variaveis,
ainda assim, é possivel identificar padrdes que demonstram que o aumento da
carga de patdgeno, a presenca de Wolbachia, ou a interagdo entre esses dois
fatores nao sdo capazes de levar a mudangas na susceptibilidade do mosquito
a este patégeno (GLM; P > 0,05). Ao analisarmos os dados entre os pares de
linhagens, vimos que em dois dos trés experimentos (Experimentos 1 e 2)
também nao foi detectada diferenga significativa na susceptibilidade entre
mosquitos wFlu e Tet em nenhuma das parasitemias avaliadas (Fisher's exact
test; P > 0,05) (Figura 9). Somente no experimento trés, foi observada
susceptibilidade reduzida para a linhagem Tet, na maior parasitemia utilizada
(Fisher’s exact test; P = 0,458).
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Apesar de nao levar a alteragdes na susceptibilidade, foi observado que
0s aumentos na parasitemia que ocorreram com a progressao da infec¢gao nas
aves levam ao aumento da carga de oocistos nos mosquitos infectados, fato
observado nas linhagens wFlu e Tet em todos os experimentos realizados
(Exp. 1 - GLM; df = 2, W = 95,20 , P < 0,001), (Exp. 2 - GLM; df = 3, W =
129,795, P < 0,001), (Exp. 3 - GLM; df = 3, W = 1617,85, P < 0,001). O efeito
de interferéncia de Wolbachia na carga de oocistos nao foi observado nos
experimentos 1 e 2, porém no experimento 3 verificamos efeito da infeccao por
Wolbachia (GLM; df = 3, W= 16,566 , P < 0,001) e da interagdo entre este fator
e a parasitemia (GLM, df = 3, W = 47,722 , P < 0,001) (Figura 10). Ao
compararmos os efeitos entre os pares de linhagens vimos que somente na
segunda parasitemia utilizada no terceiro experimento (0,7%), foi possivel
detectar numero reduzido de oocistos na linhagem wFlu (Mann Whitney U test;
U=170,5, P<0,001).
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Figura 9: Susceptibilidade de infeccao do Ae. fluviatilis ao P. gallinaceum. Dados
representam os resultados dos trés experimentos independentes. No experimento 3 foi
observado efeito da maior parasitemia (Fisher's exact test; P = 0,458) no aumento da
suscetibilidade da linhagem wFlu. Estao representados os dois tempos do experimento onde
foram usadas diferentes aves. As barras pretas representam a porcentagem de mosquitos
infectados, enquanto que as barras brancas representam a porcentagem de mosquitos nao
infectados. As parasitemias utilizadas nos experimentos s&o demonstradas em ordem
crescente (valores abaixo de cada par de linhagens wFlu e Tet). * = P < 0,05.
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Figura 10: Carga de oocistos de P. gallinaceum nos intestinos de Ae. fluviatilis. Dados
representam os resultados dos trés experimentos independentes. Em geral o status de
infeccdo por Wolbachia ndo leva a mudangas na carga de oocistos. No experimento 3
Wolbachia foi capaz de levar a reducdo de oocistos em uma das faixas de parasitemia (0,7%
segundo dia de infecgdo - Fisher's exact test; P < 0,001). Os circulos pretos representam a
carga de oocistos em mosquitos sem Wolbachia, os circulos verdes a carga patogénica na
linhagem wFlu e as barras vermelhas representam a mediana do numero de oocistos. As
parasitemias utilizadas s&o demonstradas em ordem crescente (mesmos valores para
susceptibilidade), (Sp* parasitemia subpatente). *** = P < 0, 001.
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5.2 Efeito da cepa wMel na interferéncia ao P. gallinaceum em Ae. aegypti

(Infecgao semi-natural)

A linhagem de mosquitos Ae. aegypti utilizados em nossos experimentos
abriga a cepa wMel, que foi infectada artificialmente, apresentando entao
densidade bacteriana é consideravelmente maior se comparada com a cepa
natural no Ae. fluviatilis. Diante desse fato, nossa hipotese inicial era de que
essa cepa fosse capaz de reduzir a suscetibilidade do hospedeiro ao P.
gallinaceum, inclusive quando este fosse infectado com sangue contendo altas
parasitemias. Procedemos da mesma maneira conforme descrito no
experimento anterior; realizando 3 experimentos independentes, nos quais
comparamos a infecgdo entre as linhagens wMel e Tet que realizaram o
repasto sanguineo com faixas variaveis de parasitemias (Figura 11). Assim
como no experimento com o mosquito Ae. fluviatilis, a analise do esfregaco
sanguineo das aves mostrou que o aumento da gametocitemia foi proporcional

ao aumento da parasitemia (Tabela 3).
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Figura 11: Variacao da parasitemia ao longo do experimento de infec¢gao natural do Ae.
aegypti com P. gallinaceum . Foram registradas as parasitemias de uma uUnica ave ao longo
do 2° e 3° experimento. No 1° experimento uma ave foi usada nos dois primeiros dias, e a
outra ave nos dois ultimos dias.
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Tabela 03: Relac&o entre parasitemia e gametocitemia nos experimentos com Ae.

aegypti
Dia do experimento Parasitemia da ave Gametocitemia da ave
(%) (%)
1 Dia 2,6 0,7
j=]
c .
2 2% Dia 10,0 29
@
= 32 Dia 124 7,25
L
" 4°Dia 12,5 42
1 Dia 16 03
j=]
C -
= 2% Dia 101 19
g
5 3% Dia 135 8.4
&
42 Dia 532 21,0
1% Dia 09 0.4
e
g 2°Dia 2.9 07
T
=3 3% Dia 11,3 45
LLI
™ _
42 Dia 401 111

Fonte: Dados da pesquisa

Foi possivel observar variagdes ainda maiores no conjunto de resultados
da infecgdo do Ae. aegypti pelo P. gallinaceum; mas em termos gerais
constatamos que o status de infeccdo por Wolbachia, a parasitemia ou a
interacao entre esses fatores também nao foram capazes de levar a mudancgas
significativas na suscetibilidade de infec¢cdo nessa associagédo (GLM; P > 0,05).
Ao considerarmos o efeito de cada parasitemia entre os pares de linhagens
podemos ver que no experimento 1 houve reducdo da susceptibilidade na

linhagem infectada por Wolbachia em uma parasitemia intermediaria (10,02% -
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Fisher's exact test; P < 0,001), e nas duas parasitemias subsequentes que
representaram faixas bastante similares (12,4% - Fisher's exact test; P =
0,0491) (12,5% - Fisher’s exact test; P = 0,0025). Nos experimentos 2 e 3 ndo
houve efeito significativo da parasitemia no numero de mosquitos que

adquiriram infecgao (Fisher’s exact test; P > 0,05) (Figura 12).

Variagbes foram observadas ao analisarmos a carga de oocistos
adquirida pelos mosquitos Ae. aegypti. A analise global dos dados permite
constatar que o efeito da parasitemia (GLM, df = 1, W = 664,435 , P < 0,001),
do status de infecgéo por Wolbachia (GLM, df=1, W = 36,464 , P < 0,01), e da
interacao entre esses dois fatores influenciam nos resultados obtidos (GLM, df
=3, W=114,628 , P < 0,001). No experimento 1 a bactéria foi capaz de levar a
reducdo da infeccdo em mosquitos submetidos a carga parasitaria
intermediaria (10,02%) (Mann Whitney U test ; U = 36,50; P < 0,001), ja nas
maiores parasitemias (12,5%) foi possivel observar um ligeiro aumento na
carga de oocistos nos mosquitos wMel (Mann Whitney U test; U = 569,5; P =
0,0483). No segundo experimento esse efeito ndo foi observado, de forma que
nédo houve efeito significativo de Wolbachia na carga de oocistos em nenhuma
das parasitemias avaliadas (Mann Whitney U test; P > 0,05). No experimento
3, uma diferenga estatistica foi observada somente na segunda faixa de
parasitemia; onde a bactéria levou a uma reducdo do numero de oocistos em
comparagao aos grupos Tet (Mann Whitney U test; U = 166,5; P = 0,0201)
(Figura 13).
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Figura 12: Susceptibilidade de infeccao do Ae. aegypti ao P. gallinaceum Dados
representam o resultado de trés experimentos independentes. Em geral ndo ha efeito da
parasitemia ou da infecgdo por Wolbachia na susceptbilidade. Esse resultado divergiu somente
no experimento 1, onde foi observada diferenca em trés faixas de parasitemia. As barras pretas
representam a porcentagem de mosquitos infectados, enquanto que as barras brancas
representam os ndo infectados. As parasitemias utilizadas nos experimentos sdo mostradas
em ordem crescente (valores abaixo de cada par de linhagens Tet e wMel) * = P < 0,05; ** = P
<0,01; *** =P <0,001.
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Figura 13: Carga de oocistos de P. gallinaceum nos intestinos de Ae. aegypti. Dados
representam os resultados de trés experimentos independentes. Em geral o status de infecgéo
pela cepa wMel ndo levou a mudangas na carga de oocistos, entretanto houve algumas
variagbes entre os experimentos. No primeiro experimento houve redugdo da infec¢do na
parasitemia intermediaria (10,02% - Mann Whitney U Test; U = 36,50, P < 0, 001); e aumento
da carga de oocistos na maior parasitemia (12,5% - Mann Whitney U Test; U = 569,5, P =
0,0483). No experimento 3 houve diferenca estatistica na segunda parasitemia (2,9% - Mann
Whitney U Test; U = 166,5, P = 0,0201). Os circulos pretos representam a carga de oocistos
em mosquitos sem Wolbachia e os circulos alaranjados a carga patogénica na linhagem wMel,
as barras vermelhas representam a mediana de oocistos. As parasitemias utilizadas sao

mostradas em ordem crescente (mesmos valores para susceptibilidade). * = P<0,05; *** = P <
0,001.



70

25 7

y=0.380x+ 0,104
R*=10,208

Gametocitemia (%)

Parasitemia (%)

Figura 14: Correlacao entre parasitemia e gametocitemia no curso de infec¢ao das aves.
Dados representam as parasitemias e gametocitemias de todas as aves utilizadas nos
experimentos de infecgdo semi-natural com Ae. aegypti e com Ae. fluviatilis, existe forte
correlagao entre essas variaveis.

5.3 Efeito da cepa wFlu na interferéncia ao P. gallinaceum em Ae.

fluviatilis (Infecgao via alimentagao artificial)

Visando eliminar a variabilidade das parasitemias entre os experimentos,
propusemos uma metodologia baseada na diluigdo do sangue de uma ave
infectada com sangue de uma ave sadia. Foi realizada a coleta do sangue de
uma ave infectada a partir do qual obtivemos 4 diluigbes (sangue infectado com
quatro diferentes parasitemias, de aproximadamente 1,5% 3,12%; 6,25%;
12,5%) que foram utilizadas para o procedimento de infec¢ao artificial. Assim
como realizado nos experimentos em condi¢gdes semi-naturais comparamos as
taxas de infeccdo e a carga de oocistos nas linhagens wFlu e Tet. Os
resultados desses experimentos estiveram de acordo com os dados
observados nos experimentos anteriores. Nao foi observada influéncia da
infeccdo por Wolbachia, da parasitemia ou interagdo entre esses fatores na
susceptibilidade do Ae. fluviatlis ao P. gallinaceum (GLM; P > 0,05) (Figura 15).
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Figura 15: Susceptibilidade do Ae. fluviatilis ao P. gallinaceum na infeccao artificial.
Dados representam os resultados dos dois experimentos realizados, onde nao foi observado
efeito das parasitemias ou do status de infeccdo por Wolbachia na suscetibilidade (Fisher’s
exact test; P > 0,05). As barras pretas representam a porcentagem de mosquitos infectados,
enquanto que as barras brancas representam os nao infectados. As parasitemias utilizadas nos
experimentos sdo mostradas em ordem crescente (valores abaixo de cada par de linhagens
Tet e wFlu). Os mosquitos infectados com parasitemia de 12% foram perdidos ao longo do
curso do experimento 1, foram realizados experimentos independentes.
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A parasitemia foi capaz de levar alteragbes na carga de oocistos nos
experimentos de infeccao artificial (Exp. 1 - GLM; df = 2, W = 16,383 , P =
0,017) (Exp. 2 — GLM, df = 1, W = 632,449 , P < 0,001), assim como a
presenca de Wolbachia (Exp. 1- GLM; df =2, W= 63,562 , P < 0,001) (Exp. 2 —
GLM, df =3, W= 18,883, P < 0,001). Ao analisar o efeito das parasitemias a
cada par de linhagens verificamos que no experimento 1 nenhum efeito
significativo foi obtido (Mann Whitney U test ; P > 0,05); enquanto que no
experimento 2 o efeito da parasitemia sobre a carga de oocistos ocorreu
somente na parasitemia mais alta (12%- Mann Whitney U test; U = 77,50; P =
0,0176) (Figura 16).
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Figura 16: Carga de oocistos de P.gallinaceum nos intestinos de Ae. fluviatilis na
infeccao artificial. Dados representam os resultados dos dois experimentos realizados. No
primeiro experimento ndo houve efeito significativo do status de infecgdo por Wolbachia na
carga de oocistos (Mann Whitney U test; P > 0,05); enquanto que no segundo experimento
houve redugéo da carga de oocistos na maior parasitemia utilizada para mosquitos wFlu (12% -
Mann Whitney U test; U= 77,50, P=0,0176). *= P < 0,05.
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5.4 Efeito da cepa wMel na interferéncia ao P. gallinaceum em Ae. aegypti

(Infecgao via alimentacao artificial)

Ao compararmos os resultados deste experimento em relagdo a primeira
metodologia utilizada comprovamos que a parasitemia do hospedeiro
vertebrado € um fator que afeta significativamente a susceptibilidade do
mosquito Ae. aegypti (Exp. 1- GLM; df = 3, W = 8,014 , P = 0,046) (Exp. 2 —
GLM, df=3, W= 36,287 , P <0,001). No primeiro experimento foi demonstrado
ainda que as mudancas na parasitemia afetam a susceptibilidade dependendo
do status de infeccdo por Wolbachia (GLM; df = 3, W = 8,226 , P = 0,042),
sendo observado que a cepa wMel foi capaz de levar a uma reducao das taxas
de infeccdo em mosquitos que receberam a menor parasitemia avaliada (1,5%
- Fisher's exact test; P = 0,0075). Por outro lado, ndo foi observado efeito de
interferéncia mediado por Wolbachia no experimento 2 em nenhuma das

parasitemias avaliadas (Fisher’s exact test; P > 0,05) (Figura 17).

Ao longo dos experimentos as alteragbes na parasitemia levaram a
variagdes na carga de oocistos (Exp. 1 - GLM; df = 3, W = 45,576 , P < 0,001),
(Exp. 2 - GLM; df = 3, W = 479,509 , P < 0,001) assim como a presenca de
Wolbachia (Exp. 1 - GLM; df =1, W = 5,821 ,P = 0,016) (Exp. 2 - GLM, df = 1,
W=39,162, P <0,001) e a relagao entre esses dois elementos (Exp. 1 - GLM;
df = 3, W=13,939, P<0,01) (Exp. 2 - GLM, df=3, W= 31,131, P<0,001). A
analise de cada parasitemia individualmente nao revelou efeito significativo
para nenhuma das linhagens (Mann Whitney U test; P > 0,05) (Figura 18).
Nossos resultados mostram também que a capacidade de resposta do Ae.
aegypti ao P. gallinaceum difere de acordo com a metodologia de infec¢do
utilizada uma vez que foi visto certo efeito de Wolbachia na susceptibilidade

nesses experimento, mas nao nos experimentos em condi¢des naturais.
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Figura 17: Susceptibilidade do Ae. aegypti ao P. gallinaceum na infecg¢ao artificial. Dados
representam os resultados de dois experimentos independentes. No experimento 1 foi
observado efeito de Wolbachia na susceptibilidade nos mosquitos infectados com a menor
parasitemia (Fisher’'s exact Test; P = 0,0075). As parasitemias utilizadas nos experimentos sdo

mostradas em ordem crescente (valores abaixo de cada par de linhagens wMel e TET); ** = P
<0,01.
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Figura 18: Carga de oocistos de P.gallinaceum nos intestinos de Ae. aegypti na infeccao
artificial. Dados representam os resultados dos dois experimentos independentes. Nao houve
diferenca significativa na carga de oocistos entre as linhagens wMel e Tet em nenhuma das
parasitemias testadas nos dois experimentos. As barras vermelhas representam a mediana do
numero de oocistos.

5.5 Efeitos da titulagcao de DENV na infec¢ao do Ae. fluviatilis

Além da combinagdo Wolbachia - hospedeiro, o patdégeno envolvido
também € um fator determinante para a capacidade de interferéncia. Por isso,
propusemos analisar qual o efeito da bactéria na infeccdo do Ae. fluviatilis com
o virus Dengue. Partindo da titulagdo inicial de 10° PFU/mL, obtivemos as
titulagdes 10°, 10*, 10° PFU/mL, que foram homogeneizadas em sangue
humano e oferecidas aos mosquitos wFlu e Tet, via sistema de alimentagao
artificial por membrana. Foram consideradas positivas as amostras com valores
superiores a um limite de deteccdo de 10° copias virais,
pois foi demonstrado através da utilizacdo de curva padrao que nao é possivel
obter amplificacdo abaixo desta concentracdo nas condi¢gdes de reacgao

aplicadas.
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A analise dos dados permitiu determinar que uma grande quantidade de
mosquitos Ae. fluviatilis pode adquirir infeccéo pelo virus Dengue. A elevada
susceptibilidade dessa espécie foi encontrada nos grupos que receberam
titulagdes virais mais altas nos dois tempos avaliados, predominantemente na
linhagem wFlu aos 7 dias ap6s infeccdo (10° PFU/mL - Mann Whitney test; P =
0,0496) (10° PFU/mL - Mann Whitney test; P = 0,0250). Entretanto, tal cenario
nao foi observado 14 dias apds a infecgdo onde o numero de mosquitos
positivos nas titulagbes mais altas foi semelhante nas linhagens wFlu e Tet
(Mann Whitney Test; P > 0,05) (Figura 19). N&o foram encontradas amostras
positivas nas duas menores diluigées, independentemente do tempo de coleta
e do status de infeccdo por Wolbachia. A susceptibilidade destes mosquitos
tende a ser maior a medida que se aumentou a titulagcdo viral e a carga viral

nas amostras positivas também foi bastante variavel aos 7 e 14 dias.
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Figura 19: Relacdao entre susceptibilidade e carga viral do Ae. fluviatilis diante da
infeccado com Dengue virus. As titulacdes virais utilizadas no experimento estdo
representadas em ordem crescente (10°, 10*, 10°, 10°). Cada circulo representa uma fémea; os
circulos verdes representam a linhagem wFlu enquanto os circulos pretos representam a
linhagem Tet. A linha tracejada indica o limite de detecgdo e os numeros acima de cada grupo
de pontos representam a razdo de mosquitos infectados/ mosquitos analisados. A carga viral
foi quantificada em 1ug de RNA total; os resultados do experimento sdo mostrados aos 7 (A) e
14 dias (B) pos infeccdo. As barras vermelhas representam a mediana do numero de copias
virais.
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5.6 Efeitos da titulacao de DENV na infeccao do Ae. aegypti

Os resultados mostraram que mesmo diante da maior carga patogénica
houve completa capacidade de bloqueio da cepa wMel ao virus, nos diferentes
tempos avaliados; enquanto que altas taxas de infec¢do foram encontradas
somente nos mosquitos sem a bactéria (Figura 20). Grande numero de
amostras positivas na linhagem sem Wolbachia somente foram detectadas no
grupo que recebeu a maior titulagao viral do experimento (Mann Whitney U
Test; P < 0,0001). Na segunda diluigdo, por sua vez, um numero muito baixo
de mosquitos se tornou positivo e as cargas patogénicas seguintes nao foram
suficientemente altas para levar a infeccdo em nenhuma das amostras
coletadas. Esses dados demonstram que a susceptibilidade do Ae. aegypti ao
DENV é dependente da carga viral, e evidenciam ainda que é necessaria uma
titulacdo viral ainda mais alta para levar alguma mudanga no fendtipo de

interferéncia mediado pela cepa wMel.
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Figura 20: Relagao entre susceptibilidade e carga viral do Ae. aegypti diante da infeccao com
Dengue virus. Foi demonstrado consistente capacidade de bloqueio da cepa wMel aos 7 (A) e 14
(B) dias p6s infecgéo, e a redugéo das titulagdes virais levou a consideravel diminuigdo do numero
de mosquitos infectados. Os circulos alaranjados representam a linhagem wMel e os circulos pretos
representam a linhagem Tet. A linha tracejada indica o limite de detec¢do e os numeros acima de
cada grupo de pontos representam a razao de mosquitos infectados/ mosquitos testados. A carga
viral foi quantificada em 1ug de RNA total. As barras vermelhas representam a mediana de cépias
virais.
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5.7 Analise da competéncia vetorial do Ae. fluviatilis

Diante da alta susceptibilidade do mosquito Ae. fluviatilis ao virus
Dengue, levantamos a possibilidade desta espécie possuir competéncia
vetorial. Para responder essa pergunta foi realizada outra infecgdo com novos
mosquitos das linhagens wFlu e Tet foi realizada utilizando somente a maior
titulacdo do experimento anterior (10° PFU/mL). Apds a infecgdo sanguinea
procedemos com a coleta da saliva dos mosquitos, e somente a saliva dos
mosquitos comprovadamente positivos foi utilizada para realizagdo de injecdes
intratoracicas em novos mosquitos da linhagem wFlu, ou extragdo de RNA viral

diretamente da amostra de saliva.

A porcentagem de infeccdo dos mosquitos que realizaram o repasto
sanguineo foi maior na linhagem wFlu em comparagcdo com a linhagem Tet
(Figura 21), corroborando os dados do primeiro experimento de infecgdo que
mostrou maior susceptibilidade desta linhagem ao Dengue virus aos 7 dias pos
infeccao (Figura 19), apesar destes valores nao terem sido estatisticamente
diferentes (Fisher’s exact test; P > 0,05). Pouco se sabe sobre a interagao
patdgeno/vetor nessa associagéo e, por isso levantamos entdo a possibilidade
de ser necessario um periodo de incubagdao extrinseco maior que 14 dias
nessa espécie. Para resolver essa questao realizamos a coleta dos mosquitos
e da saliva também aos 21 dias apds a infecgcdo mas, ao examinarmos nossos
dados fica claro que as taxas de infecgado dos insetos sao similares nos dois
periodos analisados (Fisher’'s exact test; P > 0,05) (Tet: 5 positivos aos 14 dias
e 6 positivos aos 21 dias; wFlu: 8 positivos aos 14 dias e 10 positivos aos 21

dias; dados nao apresentados graficamente).

Apesar de uma porcentagem consideravelmente maior de saliva positiva
ser encontrada no grupo Tet, os valores também nao foram estatisticamente
significativos (Fisher's exact test; P > 0,05). Ainda assim, a presenga do
Dengue virus também pode ser detectada em uma pequena porcentagem do

material coletado de mosquitos da linhagem wFlu (Figura 22).
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B Positiva DENY

B Negativo DENV

Figura 21: Porcentagem de infeccao nos mosquitos Ae. fluviatilis utilizados para coleta
da saliva no experimento de competéncia vetorial. Uma nova infecgdo dos mosquitos Ae.
fluviatilis foi realizada com a titulagao viral 10° PFU/mL. Menor susceptibilidade da linhagem Tet
(A) pode ser observada em comparagéao a linhagem wFlu (37%) (B). Os valores representam o
total de mosquitos analisados 14 e 21 dias apds infeccdo. Os numeros em destaque
representam a razéo de mosquitos infectados/ mosquitos coletados.
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Figura 22: Presenca do virus Dengue na saliva de mosquitos Ae. fluviatilis. A saliva dos
mosquitos foi coletada aos 14 e 21 dias pds-infecgao e posteriormente injetada via intratoracica
em mosquitos da linhagem wFlu. A fatia mais escura do grafico representa as amostras
positivas coletadas dos mosquitos da linhagem Tet (A) e wFlu (B). Valores representam o total
de salivas analisadas aos 14 e 21 dias apds infeccdo. Os numeros em destaque cada no
grafico representam a razéo de salivas infectadas/ mosquitos infectados.
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6 DISCUSSAO

6.1 Efeito da carga parasitaria na capacidade de interferéncia de
Wolbachia ao P. gallinaceum

Diferentes metodologias foram utilizadas para analisarmos o efeito da
carga de P. gallinaceum na capacidade de interferéncia de cepas nativas e
artificiais de Wolbachia, levando em consideracédo o efeito desses fatores na
suscetibilidade de infeccdo e também na carga de oocistos. Apesar de mais
condizente com as situagdes naturais, nossa proposta de infecgdo dos
mosquitos diretamente na ave apresentou limitagdes, como por exemplo, a
impossibilidade de se manter parasitemias semelhantes entre as aves e entre
0s experimentos. Apesar de termos mantido as infec¢cdes por passagens
recentes e utilizado animais de idades semelhantes, ainda foi visto grande
variacdo entre os experimentos. Estudos tém demonstrado que a resposta
imune das aves durante a fase aguda da infecgao por malaria € um processo
dindmico e complexo (ELLIS et al., 2015), sendo assim a imunidade como um
fator individual de cada ave possivelmente fez com que grandes diferengas nas
parasitemias fossem observada entre elas. Para reduzir a influéncia desses
fatores desenvolvemos outra metodologia, procedemos com a coleta do
sangue da ave, processamento deste para retirada do soro e geragao de
diversas faixas de parasitemia e infecgao simultadnea dos grupos de mosquitos

ao mesmo tempo.

Ao analisarmos a associagdao wFlu e Ae. fluviatilis vimos que 0s niveis
de susceptibilidade foram similares independentemente das parasitemias
utilizadas; este resultado foi o0 mesmo para as duas metodologias testadas e
demonstra que a via de infecgdo, seja ela artificial ou natural, ndo leva a
mudancgas na taxa de infec¢do. Adicionalmente constatamos que essa espécie
€ naturalmente capaz de sustentar uma infeccdo com o P. gallinaceum, assim
como outros trabalhos com esse modelo que demonstraram que a proporgao
de infecgdo com esse patdgeno no Ae. fluviatilis é bastante elevada, com
taxas variaveis de infecgdo entre os experimentos (CAMARGO, 1983). Apesar

de n&o levar a mudangas entre os experimentos com a cepa wFlu, a utilizagao
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de duas metodologias foi determinante para os resultados observados com a
cepa wMel. Nos experimentos utilizando a metodologia de infec¢ao natural nao
foi observado nenhum efeito das parasitemias na susceptibilidade do Ae.
aegypti, entretanto quando foi realizada alimentagao artificial Wolbachia levou a
reducao da infeccao diante da menor parasitemia utilizada (Figura 17). Apesar
desse padrao ter sido observado nos dois experimentos realizados, os
resultados foram estatisticamente significativos somente no primeiro
experimento. O uso de diferentes metodologias ndo levou a diferentes
resultados no que diz respeito a carga de oocistos para as cepas wMel e wFlu
onde constatamos que aumentos na parasitemia levara a um aumento da
quantidade de parasitos observado nos intestinos. Variacbes de oocistos de
acordo com a parasitemia também foram observadas em outros trabalhos com
esse modelo (CAMARGO; 1983).

Embora tenhamos observado uma tendéncia de nao haver efeito da
parasitemia na capacidade de interferéncia de Wolbachia, em determinados
experimentos foram observadas algumas exce¢bes. Em um experimento
usando a metodologia de infeccdo natural no Ae. fluviatilis foi observada
elevada susceptibilidade para a linhagem wFlu e diminuicdo da carga de
oocistos, diante da maior parasitemia avaliada (5,6%) (Figuras 9 e 10). Usando
esta mesma metodologia vimos efeito significativo em um dos experimentos
com Ae. aegypti na infeccdo com duas diferentes parasitemias.
Interessantemente estes dados foram vistos nos experimentos onde foi
necessaria a mudanga da ave utilizada. Em outro experimento de alimentagao
artificial com Ae fluviatlis foi observado diminuicdo da carga de oocistos
também na infecgdo com a carga parasitaria mais elevada (12%). Contudo em
outros experimentos de infeccao natural foram utilizadas parasitemias mais
elevadas do que as citadas anteriormente e ndo constatamos mudancas em

nenhum dos parametros analisados.

Dentre os aspectos que podem ter levado a esses diferentes resultados
pode-se citar as complicagdes em manter suficiente o numero de mosquitos
durante os diferentes experimentos, uma vez que as fémeas ndo alimentadas
foram descartadas e existiu mortalidade dos mosquitos ao longo do periodo

necessario para observacao dos oocistos. Sendo assim em alguns casos,
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como no segundo experimento de infecgao artificial, onde foi visto diferenga
entre as linhagens na maior parasitemia, 0 numero de mosquitos que tiveram
os intestinos dissecados na linhagem sem Wolbachia foi consideravelmente
maior em relacao a linhagem wFlu o que pode levar a grande influéncia nos

resultados.

Além do numero de mosquitos analisados, a taxa de gametdcitos é outro
fator determinante no contexto da infecgdo dos mosquitos, pois somente esses
se desenvolverao no inseto vetor levando a fecundagao e formagao de oocistos
(ABRAHAM; JACOBS-LORENA, 2004; VLACHOU et al., 2006; SMITH et al.,
2014). Neste estudo vimos que existe correlagédo direta entre a parasitemia e
as taxas de formacao de gametdcitos (Figura 14), e destas com o numero de
oocistos observado nos intestinos de Ae. fluviatilis, corroborando o que foi
descrito em outros estudos com este modelo (CAMARGO, 1983). Entretanto é
importante ressaltar também que a contagem da parasitemia e da
gametocitemia foi realizada através de microscopia 6ptica, o que ndo permite
identificar a viabilidade dos parasitos. Sendo assim, as mudangas de
susceptibilidade observadas em determinados experimentos podem estar
associadas com aspectos especificos da cinética de infeccdo pelo P.
gallinaceum no hospedeiro vertebrado, aspectos individuais dos mosquitos,
fatores presentes no sangue das aves e até mesmo com a infectividade dos

parasitos.

A analise da susceptibilidade e da carga de oocistos mostrou que a cepa
wFlu ndo é capaz de induzir um efeito consistente diante da infecgao por P.
gallinaceum no Ae. fluviatilis, de forma que nao conseguimos comprovar a
existéncia de uma capacidade latente de interferéncia nessa associagao nativa.
Outro estudo com essa mesma associagao mostrou nao haver evidéncia da
capacidade de bloqueio da cepa wFlu e ocasionalmente foi relatado um
aumento do numero de oocistos em mosquitos Ae. fluviatilis comparado com as
linhagens tratadas com tetraciclina para remog¢ao de Wolbachia (BATON et al.,
2013). Mas em nosso trabalho a wFlu ndo foi associada com aumento
significativo da proporgédo de individuos infectados, ou com um aumento da
carga de oocistos em nenhum dos experimentos, tal como foi visto em 2 de 4

experimentos realizados por Baton e colaboradores (2013). De qualquer forma,
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existem trabalhos descrevendo que associagbes nativas nao induzem
interferéncia ao Plasmodium, como por exemplo na relagdo na relagéo entre
Cx. pipiens e P. relictum, outro parasito da malaria aviaria, no qual ha
diferengas na probabilidade de infeccdo entre linhagens de mosquitos
infectados ou ndo com Wolbachia (ZELE et al., 2012, 2014). Ainda assim,
trabalhos adicionais sdo necessarios para compreender como as cepas nativas

de Wolbachia podem responder ao Plasmodium.

Apesar de haverem algumas excegbes (DODSON et al.,, 2014;
MURDOCK et al.,, 2014) sabemos que em geral as infecgbes artificiais de
Wolbachia em um novo hospedeiro sdo mais efetivas na inibigcdo de diferentes
patdgenos em comparagdo a infecgbes naturais entre hospedeiro e
endossimbionte (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015). Entretanto em nosso trabalho
também nao vimos consistente capacidade de interferéncia ao P. gallinaceum
no mosquito Ae. aegypti transinfectado com a cepa wMel. Os experimentos de
infeccdo semi-natural mostraram que o status de infec¢gdo por Wolbachia e a
parasitemia sado fatores que ndo modificam a porcentagem de mosquitos que
adquirem infeccao, e somente em um dos experimentos de infeccao artificial foi
observado uma reducdo da susceptibilidade em mosquitos wMel que
receberam a menor parasitemia avaliada (Figura 17). A participacdo da

Wolbachia na reducao da carga de oocistos também foi inconsistente.

Diferente da nossa hipétese inicial o conjunto dos resultados mostrou
que a cepa wMel, mesmo estando em alta densidade no hospedeiro, ndo €
capaz de levar a interferéncia ao P. gallinaceum diante da infecgdo com
elevadas parasitemias. Seu fenétipo de interferéncia foi ainda mais dindmico do
que na associagao com a cepa natural wFlu, uma vez que observamos redugao
da infecgdo mediada por Wolbachia diante de algumas parasitemias e
houveram ainda casos de a bactéria levar a indu¢cédo do aumento de oocistos.
Esses resultados elucidam como o fendtipo de interferéncia ao Plasmodium
nao € universal, e sim contexto dependente podendo variar de acordo com as
espécies de parasito e vetor envolvidas na associacao (HUGHES et al., 2014).
Nesse sentido existem relatos onde foram detectados efeitos de cepas
artificiais na interferéncia ao Plasmodium; a cepa virulenta wMelPop por

exemplo causa grande interferéncia na infecgdo por P. gallinaceum no
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mosquito Ae. aegypti, foi observado que a susceptibilidade dos mosquitos
mudou de 74% em mosquitos controles para 42% nos mosquitos com
Wolbachia sendo também comprovado que a presencga da bactéria também foi
capaz de reduzir consideravelmente o numero de oocistos (MOREIRA et al.,
2009).

Outros trabalhos reforcam que associagdes nao nativas entre Wolbachia
e hospedeiro apresentam maior potencial para uso no controle da malaria.
Bian e colaboradores realizaram uma transinfecgdo em An. stephensi com a
cepa WAIbB que se mostrou estavel. Nesta associacdo o mosquito se mostrou
refratario ao P. falciparum com diminuigao da carga de oocistos nos intestinos
e reducdo de 3,7 vezes das cargas de esporozoitos nas glandulas salivares
(BIAN et al., 2013). No contexto da infecg&o transiente, isto €, uma infecgdo por
Wolbachia somente nos tecidos somaticos do inseto, foi demonstrado que a
cepa wMelPop pode inibir o desenvolvimento de P. berghei em An. stephensi
indicando que a criagdo de uma linhagem de mosquitos Anopheles com uma
infecgao estavel pela cepa wMelPop seria interessante como ferramenta para o
controle da malaria (KAMBRIS et al., 2009, 2010)

Nosso estudo apresenta evidéncias de que wFlu e wMel nédo séao
efetivas para o bloqueio do P. gallinacem, tendo sido observado o que ambas
apresentam respostas semelhantes diante da infecgado. Este fator ndo constitui
problema expressivo dado que essa espécie nao € um patdogeno de
importancia a saude humana sendo utilizado apenas como um modelo para
estudo do fendtipo de interferéncia de Wolbachia. Entretanto essa
caracteristica sera um impedimento para o uso dessas cepas em medidas de
controle da malaria, caso esse padrdo ainda seja observado para outras
espécies de Plasmodium, em especial as responsaveis pela doenga humana.
Também deve ser levado em consideracdo que podem existir grandes
diferengas na capacidade de interferéncia das cepas de Wolbachia frente a
infeccdo com parasitos de malaria humana em relagdo a malaria aviaria. E
ainda ndo se pode descartar a possibilidade de uma mudanca de resposta
frente a um processo de transinfeccao, tal como ja foi comprovado para outras
cepas de Wolbachia, de forma que cepas que ndo levavam a nenhum efeito

passam a demonstrar forte capacidade de interferéncia em novos hospedeiros
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(BIAN et al., 2010). Outro fato importante de ser destacado, € que em nossos
experimentos somente checamos a infecgdo dos mosquitos até a fase de
oocistos 0 que ndo descarta um efeito da Wolbachia mais tardio, impactando

na carga de esporozoitos.

6.2 Efeito da titulagao viral na capacidade de interferéncia de Wolbachia

ao Dengue Virus

Para analisar o efeito da dose viral na interferéncia ao dengue virus
realizamos uma infecgao artificial com o virus obtido através de cultivo celular
que foi diluido a partir de uma titulacdo de 10° PFU/mL. Os resultados
indicaram altas taxas de infecgao pelo virus dengue nos mosquitos Ae. aegypti
sem Wolbachia (Tet) somente nos grupos que receberam a maior titulagdo viral
do experimento, e a medida que reduzimos a titulagao viral observamos uma
queda drastica na susceptibilidade dos mosquitos Tet. Os resultados obtidos
podem ter acontecido em decorréncia da baixa concentragao final que pode ter
sido insuficiente para ultrapassar as barreiras biolégicas dos mosquitos no
controle da infeccdo. Aos 7 dias pos-infeccao as taxas de infecgdo nos
mosquitos da linhagem Tet foram de 73% na maior titulagdo viral, caindo para
6% na segunda carga patogénica (10° PFU/mL); e aos 14 dias pds-infecgdo
esses valores cairam de 65% para 18%. Por sua vez o Ae. aegypti
transinfectado com a cepa wMel mostrou consistente capacidade de
interferéncia ao virus, conforme ja havia sido comprovado em outros trabalhos
(HOFFMANN et al., 2011; FRENTIU et al., 2014) nao tendo sido observadas

amostras positivas para Dengue.

Surpreendentemente observamos consideravel susceptibilidade ao
Dengue virus ao analisarmos a infecgdo do mosquito Ae. fluviatilis. Os dados
mostraram que um numero maior de mosquitos adquirem infecgéo na linhagem
wFlu em relagao a linhagem Tet, aos sete dias pds infecgdo diante da maior
titulagao viral avaliada o que n&do acontece aos 14 dias de infecgdo onde nao
houve diferenca de susceptibilidade ao dengue entre as duas linhagens
(Figura 19).. Assim como no experimento realizado com Ae. aegypti também

foi observada redugado do numero de amostras positivas quando os mosquitos
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realizaram o repasto sanguineo com o virus mais diluido; da primeira para a
segunda diluicdo as taxas de infecgdo nos mosquitos wFlu cairam de 65% para

31% aos 7 dias, e de 61% para 5% aos 14 dias pos infecgéo (Figura 20).

Nossos dados deixaram claro que a carga viral € um aspecto
determinante para a susceptibilidade das duas espécies, entretanto foi um
ponto limitante para avaliar nossa hipotese, uma vez que nas menores
diluicdes nao foram encontradas amostras positivas. Nao observamos também
diferenga entre as cargas virais nos mosquitos positivos. Em um trabalho
similar Mousson e colaboradores (2012) avaliaram o efeito de diferentes
titulagdes virais de DENV-2 (10*, 10°, 10°, e 10" PFU/mL) na infecgdo em Ae.
albopictus, e viram que apds a infecgdo sanguinea com as diferentes cargas
virais o numero de copias virais totais nos individuos também néo foi diferente
entre as linhagens com e sem Wolbachia (MOUSSON et al., 2012).

As variaveis temporais e intrinsecas ao virus associadas com a
transmissdo do Dengue virus aos mosquitos ainda ndo sdo completamente
compreendidas, no entanto existem trabalhos que elucidam a importancia de
uma quantidade minima de virus ingerida necessaria para estabelecer uma
infeccdo nos mosquitos. Foi apontado que a dose de virus (sorotipo 2)
necessaria para infeccdo de 50% dos mosquitos esta entre 6,29 a 7,52 log10
copias de RNA/mL de plasma (NGUYET et al.,, 2013). Tais valores sao
similares as maiores titulagcbes utilizadas em nosso estudo e explicariam
também a baixa taxa de amostras positivas nas diluigdes menores. Além do
estabelecimento da infecgao, a titulagido é importante na disseminagao e na
transmissao do virus. Foi demonstrado, por exemplo, que a taxa de infec¢ao
com dengue nas glandulas salivares de Ae. albopictus, aumentaram de 12%
para 38% com o aumento de dez vezes na titulagdo viral (HADDAD et al.,
2012).

O nivel de viremia no ser humano necessario para infectar o Aedes
aegypti, assim como o periodo em que os casos da doenga permanecem
infecciosos para os mosquitos ainda nao estdo completamente elucidados
(NGUYET et al., 2013). No contexto do nosso estudo mostramos que titulagdes

virais de 10° e 10° PFU/mL ndo foram capazes de modificar o fenétipo de
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interferéncia da cepa wMel (Figura 20), enquanto que nas menores titulagdes
nao foi possivel encontrar amostras positivas para Dengue nos mosquitos
controle. Entretanto sdo necessarios mais estudos na tentativa de compreender
se titulagdes mais altas seriam capazes de mudar esse cenario; possivelmente
a exposicao de mosquitos transinfectados com wMel a titulagdes virais mais
altas induziria uma capacidade de bloqueio um pouco menos efetiva, ao passo
que o aumento da susceptibilidade ainda seja observado na relagao entre wFlu
e Ae. fluviatilis. Ainda que em menor concentracdo em relagdo aos mosquitos
sem a bactéria, Ye e colaboradores (2015) mostraram que uma pequena
proporcdo de mosquitos wMel de campo podem adquirir infecgdo na saliva.
Esta infeccao foi diretamente relacionada com a titulagdo de virus utilizada,
tendo sido mostrado que mosquitos infectados com uma titulagdo de 10°
PFU/ml apresentavam 2,6 vezes menos virus na saliva em relagdo a mosquitos
infectados na titulagdo 10’ PFU/mI (YE et al., 2015); esses dados reforcam a
importancia de estudar a relagdo das titulagdes virais com a capacidade de

interferéncia de Wolbachia.

Outros fatores podem influenciar a infeccdo dos mosquitos e
consequentemente os resultados observados. Dentre eles flutuagbes na
temperatura diaria, os genotipos do mosquito e dos virus (ARMSTRONG;
RICO-HESSE, 2001; NGUYET et al., 2013). Foi comprovado que dois
genotipos de DENV-2 levam a diferentes fendtipos de infecgao e disseminagao
entre mosquitos Ae. aegypti, sendo este mais susceptivel a infeccdo por uma
cepa asiatica (SE) em comparagdo a cepa americana (SEA), constatando que
pequenas diferengas genéticas entre os virus podem ter profundas
consequéncias para a infeccdo além de implicacbes epidemioldgicas
(ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2001). Adicionalmente a metodologia de
infecgao artificial pode levar a taxas de infecgao variaveis e mostrar capacidade
de interferéncia diferente da que seria observada em condi¢gdes naturais
(FERGUSON et al., 2015). Neste trabalho utilizamos virus de passagem de
laboratorio, de um unico sorotipo que foi adicionado em sangue humano
recém-coletado. Apesar deste procedimento ser eficaz no contexto dos nossos
objetivos, ndo se pode descartar que esse modelo nao reproduz com precisao

a infecgao por Dengue no hospedeiro humano.
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Ao se tratar de relagdes nativas os fendtipos de interferéncia séo
tipicamente fracos, mas pode ser observada uma variagdo de forma que nao
seja constatada nenhuma capacidade de interferéncia de Wolbachia ou
ocasionalmente havendo o aumento das taxas de infecgdes nos hospedeiros
que abrigam a bactéria (BATON et al., 2013). Neste estudo relatamos a
primeira evidéncia de uma cepa nativa de Wolbachia sendo capaz e levar ao
aumento das taxas de infecgdo pelo Dengue virus; constamos que cepa wFlu
induz aumento da infeccao nos mosquitos aos 7 dias e ndo leva a nenhum
efeito de interferéncia aos 14 dias, ao passo que a capacidade de bloqueio ao

virus € consistente na cepa wMel, independentemente da carga viral analisada.

Dodson e colaboradores (2014) observaram aumento da
susceptibilidade ao WNV no mosquito Cx. tarsalis, também aos sete dias pos-
infeccdo, mas em infecgao transiente com a cepa wAlbB (DODSON et al.,
2014). Outros trabalhos tém apontado o mesmo efeito diante da infeccéo por
espécies de Plasmodium, tal como visto para mosquitos An. gambiae, An.
stephensi, e Cx. pipiens, diante da infecgdo com Plasmodium berghei, P. yoelii,
e P. relictum, respectivamente (ZELE et al., 2014; HUGHES et al., 2012).
Porém ainda n&o ha trabalhos mostrando casos de transinfec¢cdes estaveis por
cepas de Wolbachia que levaram ao aumento da susceptibilidade a patdégenos.
Esses trabalhos em conjunto com nossos dados mostram que Wolbachia nem
sempre leva a inibicdo de patégenos em seus hospedeiros e o aumento da
susceptibilidade € dependente das espécies envolvidas e também da natureza
de infeccdo isto €, se bactéria apresenta uma relagcéo nativa, transiente ou uma

transinfecgdo em seu hospedeiro (DODSON et al., 2014).

As bactérias intracelulares podem alterar a fisiologia do hospedeiro de
varias maneiras, levando inclusive a manipulacbes que podem alterar a
resposta imune dos hospedeiros (KAMBRIS et al., 2009; BIAN et al., 2010;
PAN et al., 2012). A indugao da resposta imune como fator responsavel pela
capacidade de interferéncia ndo € um efeito tipicamente associado a cepas
nativas de Wolbachia (RANCES et al., 2012). Entretanto existe a possibilidade
da bactéria levar a inibigdo de genes imunes na tentativa de ser mantida no
hospedeiro (ZUG; HAMMERSTEIN, 2015). Tal fato foi descrito na infecgao
transiente em Cx. tarsalis onde a cepa WAIbB leva a reducdo da ativacédo de
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genes ativadores da via Toll e esse fato foi diretamente associado com
aumento das taxas de infecgdo por WNV (DODSON et al., 2014). Entretanto no
caso do nosso modelo, existe outro estudo que tem demonstrado que a cepa
wFlu ndo induz mudancgas na expressao de genes dos hospedeiro Ae. fluviatilis
(CARAGATA et al., 2016).

Outra possibilidade para explicar os resultados observados é de que
Wolbachia talvez influencie a microbiota intestinal de seus hospedeiros, fator
que também exerce papel importante na resisténcia dos mosquitos a infecgao.
A linhagem Tet passa por um processo de recuperagéo da flora intestinal que é
realizada através da reintroducdo da agua de criagdo da linhagem wFlu e
também com a utilizagdo da mesma dieta durante muitas geragdes, entretanto
nao esta claro se ainda podem existir diferengas na composicdo de sua
microbiota como um fator remanescente do processo de tratamento com
antibidtico. As linhagens podem ainda ter divergido ao longo das geragdes
fazendo com que a diferengca na suscetibilidade ao virus fosse observada
devido a diferentes backgrounds genéticos (HUGHES et al., 2011; MURDOCK
etal., 2014; ZELE et al., 2014).

Os resultados do nosso trabalho contrastam com outras relacbes
naturais onde é observado o efeito da Wolbachia na redugédo das cargas virais
e na disseminagdo de diferentes arbovirus, como constatado por Glaser e
colaboradores (2010) na relagcao entre a cepa nativa wPip, Cx. pipiens e virus
do Oeste do Nilo (GLASER; MEOLA, 2010), e em outros trabalhos com
populagdes geograficamente isoladas de Ae. albopictus onde foi observado a
capacidade de Wolbachia em limitar a transmissdo do virus dengue
(MOUSSON et al., 2012). Nossos dados mostraram ainda que a cepa wFlu
apresenta um padrao de resposta ao virus Dengue diferente em relagéo a cepa
wMel. Ao fazermos uma analise geral fica claro também que ambas as cepas
apresentaram resposta distinta para os dois patdogenos uma vez que frente a
infeccdo por P. gallinaceum a susceptibilidade dos hospedeiros n&o foi
dependente da carga parasitaria o que néo aconteceu no caso da infecgédo com
0 virus. Essas conclusdes sao reforgadas por demais dados da literatura que
tém indicado que a capacidade de interferéncia de Wolbachia contra arbovirus

tende a ser preponderante em relacdo a capacidade de interferéncia contra
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espécies de Plasmodium (MOREIRA et al., 2009; WALKER et al., 2011 BIAN et
al., 2013).

6.3 Interferéncia a patégenos das cepas wFlu e wMel e suas implicagdes

para o uso no controle de doencas transmitidas por vetores

Em nosso trabalho objetivamos fazer uma caracterizagéo da capacidade
de bloqueio de duas cepas de Wolbachia frente a infeccdo com diferentes
patdgenos, para identificar se existe um padrdo no qual a carga parasitaria
possa influenciar esse fendtipo de acordo com a natureza da infecgcado por
Wolbachia no hospedeiro. Entretanto, vimos que para a infeccdo com P.
gallinaceum nao houve efeito das parasitemias na susceptibilidade dos
mosquitos independente desses apresentarem infecgdo nativa ou exogena pela
bactéria. Foi comprovado que as cepas wFlu e wMel tem um padr&o similar de
resposta ao P. gallinaceum onde nao €& observado forte capacidade de
interferéncia ou efeito das cargas parasitarias; por outro lado isso nao
aconteceu na infecgdo com virus Dengue, uma vez que wMel levou a forte
interferéncia. Esse fato esta relacionado com a caracteristica de Wolbachia de
levar a fenétipos de interferéncia de acordo com a cepa, espécie de patdgeno e
hospedeiro envolvidos na associacdo (KAMBRIS et al.,, 2009; ZUG,;
HAMMERSTEIN, 2015)

No caso da infeccdo com o Dengue virus constatamos que as duas
cepas analisadas tém diferentes padrbes de resposta, havendo forte
capacidade de bloqueio para a cepa wMel, o que n&o é observado para a cepa
wFlu que apresenta potencial capacidade de levar a um aumento da infecgao
pelo virus. Os mecanismos que levam ao aumento da susceptibilidade a
patdgenos mediada por Wolbachia ndo s&o claros, entretanto existe a
possibilidade de a bactéria induzir a um aumento da replicagdo do virus nos
estagios iniciais de infecgéo, potencialmente levando a um menor periodo de
incubagao extrinseco e expansao das taxas de reprodugao do virus (DODSON
et al., 2014; MURDOCK et al., 2014). Esse fator poderia explicar porque
maiores taxas de infecgao foram observadas nos mosquitos infectados com a

cepa wFlu aos 7 dias poés-infecgdo mas nado aos 14 dias. A participagao de
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Wolbachia na modulagdo da resposta imune € outro fator que pode estar
diretamente correlacionado, ja tendo sido demonstrado em infecgéo transiente
que a bactéria pode levar a diminuicdo da expressao de genes de ativagédo da
via Toll (DODSON et al., 2014).

Alternativamente, podem existir fatores ambientais capazes de levar ao
aumento da susceptibilidade dos mosquitos. Um estudo demonstrou, por
exemplo, que em mosquitos An. stephensi com uma infecgao transiente com a
cepa wAIbB ocorre redugdo da carga de oocistos de P. yoelli aocs 28°C
enquanto que aumento do numero de parasitos no intestino € observado aos
24 °C (MURDOCK et al.,2014). Nosso trabalho foi inteiramente conduzido sob
condigcbes de insetario com temperaturas médias de 27°C £1°C e, é possivel
que essas condigdes também tenham influenciado o desenvolvimento do P.
gallinaceum no vetor, sendo um fator que contribuiu para o desenvolvimento da
infeccdo e impediu que qualquer capacidade de interferéncia fosse observada.
E provavel ainda que os fendtipos de interferéncia da cepa wFlu sejam

diferentes em situagcdées de campo onde as temperaturas sao variaveis.

A capacidade de bloqueio a patdgenos é observada principalmente em
casos de transinfecgdo, que levam a ativagdo da resposta imune e altas
densidades de Wolbachia. Esses processos nao ocorrem em interagdes
nativas onde a bactéria e hospedeiro apresentam longa histéria evolutiva.
Devido a esse aspecto alguns autores tém sugerido que a capacidade de
interferéncia a patdgenos talvez seja um fendmeno temporario, que acontece
em consequéncia da alta densidade inicial de Wolbachia, podendo desaparecer
gradualmente apds seu periodo de adaptagdo com o patégeno e o hospedeiro.
Além do mais a capacidade de bloqueio a patégenos pode reduzir a presséo
seletiva sob as populagdes infectadas facilitando a permanéncia da bactéria
nas populagdées de novos hospedeiros ( ZUG; HAMMERSTEIN, 2015). Diante
disso as relagdes nativas devem ser consideradas uma chave para entender o
que pode acontecer com os hospedeiros transinfectados em longo prazo (ZELE
et al.,, 2014).

Com base nessas teorias, um dos questionamentos do nosso estudo foi

a possibilidade de haver uma mudanca na interferéncia a patdégenos conferida
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pela cepa wMel no mosquito Ae. aegypti, de forma que essa associagao se
torne semelhante a uma infeccao nativa como a existente entre wFlu e o Ae.
fluviatilis. Mudangas no fendtipo de interferéncia poderiam ocorrer
gradualmente sugerindo que a cepa wFlu poderia conferir bloqueio a
patdgenos em determinadas circunstancias, como por exemplo diante da
infeccdo com uma baixa carga parasitaria. Entretanto, ndo observamos
capacidade latente de interferéncia da cepa wFlu ao P. gallinaceum nem
mesmo diante da infecgdo com parasitemia subpatente, e vimos também que
as cargas parasitarias ndo foram elevadas o bastante para modificar o padrao

de resposta bem estabelecido da cepa wMel contra o virus Dengue.

Os efeitos da transinfecgdo da cepa wMel em Ae aegypti em populagdes
de duas areas da Australia tem se mostrado persistentes apés trés anos da
finalizagcdo do processo de soltura. O acompanhamento dessas populagoes
detectou que a interferéncia ao virus dengue e os demais efeitos no fitness do
hospedeiro ndo foram alterados durante esse periodo mostrando que a
capacidade de bloqueio conferida por Wolbachia provavelmente ndo sera
rapidamente perdida (FRENTIU et al.,, 2014; HOFFMANN et al., 2014). Da
mesma forma, estudos em modelo de Drosophila tem mostrado que
associag¢des de longo prazo entre vetor, virus e Wolbachia podem levar a
continua capacidade de interferéncia. A invasdo da cepa wMel em D.
melanogaster tem se mantido estavel por um longo periodo de tempo e ainda &
possivel observar protecao contra Drosophila C virus (TEIXEIRA et al., 2008;
RAINEY et al., 2014). Em contrapartida, ja existem evidéncias da mudanga dos
fendtipos conferidos por Wolbachia apds sua adaptagdo nos hospedeiros,
como relatado para a cepa wMelPop que ao ser reintroduzida em D.
melanogaster apés uma longa série de passagens em linhagens de células de
mosquitos, passou a ndo mais conferir efeitos negativos na longevidade das
moscas e mostrou niveis reduzidos de incompatibilidade citoplasmatica
(MCMENIMAN et al.,2008). Ha ainda outros casos descrevendo mudangas
drasticas nos efeitos de Wolbachia nos hospedeiros. Em um trabalho preliminar
foi constatado que a cepa wRi levava a reducdo das taxas de fecundidade em
D. simulans. 20 anos apos essa descricdo um novo estudo foi realizado com

moscas coletadas em campo e foi observado que Wolbachia passou a conferir
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vantagem reprodutiva, curiosamente, as linhagens mantidas em laboratorio
utilizadas no estudo anterior ainda apresentavam déficit de fecundidade
(WEEKS et al., 2007). Essas mudangas podem acontecer em decorréncia da
evolucdo dos genomas dos hospedeiros em resposta a infeccdo por
Wolbachia, ou até mesmo por mudangas no genoma da prépria bactéria
(HOFFMANN et al., 2015).

A escolha da cepa de Wolbachia a ser aplicada em intervencdes de
controle deve ser feita com cautela e levar em consideragao o balango entre a
capacidade de bloqueio de Wolbachia ao patégeno (os patdégenos que serao
transmitidos por determinado vetor em uma area de soltura) e os efeitos que
ela pode levar ao fithess do hospedeiro (OSEI-POKU et al.,, 2012). Neste
trabalho verificamos que no caso do Ae. fluviatilis, Wolbachia nao influencia na
infeccdo com o P. gallinaceum e pode até mesmo levar ao aumento da
susceptibilidade ao virus dengue demonstrando que esta cepa nao seria uma
boa candidata para uso como medidas de controle de doengas. Entretanto néo
se pode descartar que estamos tratando de uma infec¢ao nativa, e que existe a
possibilidade de mudanca do comportamento dessa cepa apds um processo de

transinfeccdo para um novo hospedeiro.

Mudangas dos efeitos de interferéncia de Wolbachia em novos
hospedeiros ja foram descritas, como no caso da cepa wAIbB que induz a
inibicdo da disseminacao do Dengue em Ae. aegypti mas nao em seu
hospedeiro natural Ae. albopictus (BIAN et al., 2010). Outros estudos
mostraram que apesar de a cepa nativa dessa espécie nao reduzir a
multiplicagcdo do virus no corpo do mosquito ela é capaz de limitar a
transmissdo na saliva de algumas populagdoes de mosquitos (MOUSSON et
al., 2012). E posteriormente, a introdugao estavel com a cepa de wMel nesse
vetor levou a forte capacidade de interferéncia tanto no corpo quanto na saliva
tornando o Ae. albopictus refratario ao virus (BLAGROVE et al.,, 2012;
MOUSSON et al.,, 2012). Essas diferengas elucidam a importancia de se
estudar diversas interagdes entre cepas de Wolbachia e seus hospedeiros para
compreender o potencial biolégico dos mesmos e buscar fenétipos desejados
para medidas de controle. Sendo assim o estudo da cepa wFlu ndo deve ser

descartado, até mesmo porque a transferéncia de cepas de Wolbachia entre
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espécies proximamente correlacionadas é um processo que pode ter maiores
taxas de sucesso (OSEI-POKU et al., 2012).

6.4 Competéncia vetorial do Ae. fluviatilis

Estudamos neste trabalho a infeccdo do Ae. fluviatilis com o virus
dengue com o objetivo primario de identificar diferengcas e semelhangas na
resposta dessa associagao nativa em relagcdo a associagao artificial entre wMel
e Ae aegypti. Entretanto, diante da susceptibilidade observada ao Dengue,
suspeitamos da possibilidade dessa espécie apresentar algum grau de
competéncia vetorial para esse virus. Repetimos entdo os experimentos de
infeccdo, somente com a titulacdo viral mais elevada, para confirmar os

resultados do experimento anterior e avaliar a presenga do virus na saliva.

Os dados mostraram uma taxa de infec¢do maior nos mosquitos com
Wolbachia (37%) em relagdo a linhagem Tet (26%) que, apesar de nao
significativo, corrobora os dados previamente observados aos sete dias pos-
infecgcdo. No experimento onde avaliamos a influéncia das diferentes cargas
virais foi encontrado 65% e 61% de susceptibilidade dos mosquitos da
linhagem wFlu aos 7 e 14 dias pés infec¢do, enquanto que na linhagem Tet a
taxa de infecgao foi de 21% e 55%, respectivamente. Apesar da diferenca entre
os valores observados nos experimentos, os resultados mostraram que a
infeccdo no mosquito € uma caracteristica persistente. A variabilidade dos
resultados pode estar relacionada a caracteristicas individuais dos diferentes
grupos de mosquitos ou relacionada a fatores da aliquota de virus utilizada.
Variagbes nas taxas de suscetibilidade também foram observadas diante da

infeccao com o P. galinaceum.

Também conseguimos detectar a presenga do virus em parte das
salivas coletadas, o que sugere que o Ae. fluviatilis pode ser um vetor da
dengue. Esse é o primeiro trabalho a verificar a capacidade desta espécie em
adquirir infeccdo com o virus dengue, existindo grande escassez de dados
sobre a participacdo desse mosquito na transmissdo de outros patégenos de
importancia para a saude humana. No que concerne a associagdo com
arboviroses esta espécie foi apontada somente como responsavel por
infec¢des silvestres de febre amarela (DAVIS E SHANNON, 1931; SOPER,
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1933). Nesse sentido, contrastamos os habitos do Ae. fluviatilis em relagdo ao
Ae. aegypti e ainda que neste estudo tenhamos constatado a presenga do virus
na saliva dessa espécie o fato de ela nao apresentar habitos
predominantemente urbanos (FORATINI; RABELO, 1960) torna menor a sua
probabilidade de contato com um ser humano infectado que apresente viremia
suficiente para transmissdo do virus para o mosquito. Entretanto alguns
autores ja tém classificado o Ae. fluviatilis como em estado de “domesticagao”
sendo possivel de ser encontrada proxima a habitacbes urbanas em focos
mistos com o Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus (ROTFAULT, 1976; LOPES et
al., 1993; CORREA et al., 2014). Sendo assim essa espécie poderia se
transformar em um vetor em potencial caso ocorra uma modificacdo em sua
distribui¢ao, vindo essa a tornar-se mais urbana, como tem ocorrido com Ae.
albopictus (LI et al., 2014).

N&o é rica a literatura em informagbes sobre a biologia desta espécie
seja em condi¢bes naturais ou experimentais. Alguns autores apontam que
esse mosquito realiza a alimentagado sanguinea preferencialmente em animais,
entretanto estudos sobre a preferéncia alimentar do Ae. fluviatilis em condicdes
de laboratorio mostraram que o homem pode ser o hospedeiro preferencial da
espécie em 61,3% das vezes em relagao a outros animais (FORATINNI, 2002;
ROTFAULT,1976). Com base nesses dados é possivel sugerir que em caso de
contato entre homem e Ae. fluviatilis e se uma das partes estiver infectada com
0 virus, pode ocorrer um ciclo de transmissao, uma vez que nossos resultados

mostraram que o virus pode ser encontrado na saliva dessa espécie.

Em nosso estudo constatamos maior susceptibilidade dos mosquitos
naturalmente infectados com a cepa wFlu, entretanto as salivas coletadas
apresentaram menor taxa de infecgdo em relagéo a linhagem Tet (45% para a
linhagem Tet e 14% para a linhagem wFlu). Mousson e colaboradores
observaram dados similares na relagdo nativa entre Wolbachia e Ae.
albopictus, onde foi constatado que as cepas wAlb também ndo impedem a
replicagéo do virus dengue mas levam a infecg¢ao viral reduzida nas glandulas
salivares limitando a transmissao (MOUSSON et al., 2012). Tal fato pode estar
associado com a distribuicdo da bactéria nos tecidos do hospedeiro. Moreira e

colaboradores (2009) analisaram o tropismo da cepa wFlu no Ae. fluviatilis, e
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constataram que dentre outros tecidos a bactéria estava presente na cabeca
dos mosquitos (MOREIRA et al., 2009). Dessa forma, nosso resultado poderia
ser explicado caso haja suficiente densidade de Wolbachia nas glandulas
salivares, onde ocorre forte sitio de interacdo entre a bactéria e o virus
(FRENTIU et al, 2014; WALKER et al., 2011). Dessa forma, mostramos que a
presenca de Wolbachia nativa nesse caso poderia levar a redugao da infecgéo
seja impedindo a invasdo nas glandulas salivares ou levando a diminuicdo da
carga viral fazendo com que o Ae. fluviatilis nunca fosse incriminado como

vetor natural do Dengue virus.

Em nosso trabalho realizamos a detecgido de virus direto da saliva dos
mosquitos que foram induzidos a salivagéo, ou através da detecg¢ao do virus
em mosquitos injetados com a saliva previamente coletada. Entretanto, n&o foi
observada diferengca nas taxas de infeccdo entre as duas metodologias
testadas e comprovamos a possibilidade do uso do kit High Pure Viral Nucleic
Acid (Roche) para extracdo de RNA com este tipo de amostra. Nossos
resultados confirmam também que a metodologia de coleta de saliva proposta
foi eficiente, uma vez que através desta também detectamos salivas de
mosquitos Ae. aegypti positivas. Outros estudos de competéncia vetorial de
mosquitos diferem predominantemente na metodologia de extracdo do RNA
viral da saliva coletada, havendo diversos kits disponiveis para essa finalidade.
Castro e colaboradores (2004), por exemplo, utilizaram metodologia
semelhante a deste trabalho para a coleta do material e encontraram 48% de
positividade nas salivas de Ae. albopictus e 23% de positividade nas salivas de
Ae. aegypti (CASTRO et al., 2004). A extracao do RNA foi realizada através de
utilizacdo de kit (QlIAmp Viral mini Kit — Qiagen ®), e a busca do virus foi
realizada por RT-PCR. Posteriormente os autores realizaram também a
tentativa de reisolar o virus em células C6-36 a partir das salivas coletadas,

entretanto ndo obtiveram éxito nos resultados (CASTRO et al., 2004).

Outra metodologia proposta por Ye e colaboradores (2015) propbe a
coleta das salivas em solugdo de agucar explorando o fato dos mosquitos
expectorarem virus ao se alimentarem. O RNA do material recolhido foi
extraido com utilizag&o do Kit Pure Link Pro 96 (Life Technologies ®), seguindo

as instrugdes do fabricante os autores encontraram 62% de infec¢cdo nas
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salivas de mosquitos Ae. aegypti selvagens e 6% de infecgdo nas salivas de
mosquitos Infectados com a cepa wMel (YE et al., 2015). A metodologia
proposta por aqueles autores também é interessante, pois o processamento da
saliva antes do uso dos kits elimina a necessidade de se trabalhar com

amostras de pequenos volumes como as obtidas no nosso trabalho.

Demais estudos com o mosquito Ae. aegypti optam pela dissecagéo
das gléndulas salivares, e a extracdo de RNA dos tecidos através do método
quimico de Trizol, sendo observadas taxas de infecgdo variaveis entre 46 a
85% em mosquitos sem Wolbachia, nas diferentes réplicas dos experimentos
(AMUZU et al, 2015). Apesar de ser uma metodologia interessante,
dificuldades na realizagao no procedimento de dissecagao das glandulas levam
a grande perda de amostras, adicionando ao fato de que a glandula pode estar
positiva mas o virus ndo ser expectorado, por varias razbes. Além disso a
escolha da nossa metodologia foi baseada no fato de a utilizagdo de kits de
extracdo serem mais eficazes do que outros métodos, evitando falsos
negativos. Nossas taxas de infecgdo nas salivas foram de 45% em mosquitos
sem Wolbachia e apenas 18% nos mosquitos com a bactéria, esses valores no
entanto ndo foram diferentes estatisticamente possivelmente devido ao niumero
reduzido de amostras (11 para linhagem Tet e 18 para wFlu). A porcentagem
de salivas infectadas observada neste estudo foi menor do que em outros
trabalhos, mas ha a ressalva de o material testado nesse experimento
pertencer ao Ae. fluviatilis. Ndo ha também indicagdes de que esses resultados
estejam relacionados a eficiéncia da metodologia do estudo uma vez que foi
possivel detectar o virus em grande parte das salivas coletadas do mosquito
Ae. aegypli.

6.5 Diregcoes futuras

Neste trabalho estudamos a influéncia de diferentes cargas parasitarias
na capacidade de bloqueio de cepas nativas e exdgenas de Wolbachia diante
da infecgao pelo P. gallinaceum e pelo virus dengue, para entender se existem
diferengas e semelhangas nos seus padrdes de resposta. Baseado na relagao
entre densidade de Wolbachia e forga da capacidade de interferéncia,

supostamente, baixas parasitemias e titulagbes de virus possivelmente
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permitiiam a ocorréncia do fendétipo de interferéncia aos patdgenos para a
cepa wFlu. Por outro lado, as cargas parasitarias de P. gallinaceum nao seriam
relevantes para bloqueio mediado para a cepa wMel, e mosquitos positivos
seriam encontrados na infeccdo com maiores titulagbes do dengue virus. A
obtengcdo de dados com base em nossas hipdteses é importante, pois
forneceria informagdes adicionais a respeito do funcionamento do fendtipo de
interferéncia permitindo também a melhor compreensdo da dinamica de
transmissao de patégenos para os mosquitos e como esta pode ser modificada

pela presenga da Wolbachia.

Devido ao fato de nao termos determinado nenhuma capacidade de
interferéncia da cepa wFlu ao P. gallinaceum ou ao virus dengue, inicialmente
sugerimos que se houve a capacidade de bloqueio da cepa wFlu a patégenos
esta foi perdida ao longo da histéria evolutiva entre a bactéria e o hospedeiro.
Essa teoria ressalta a importancia da continua vigilancia das espécies que séo
transinfectadas com objetivos de soltura para estratégias de controle de
doengas. Entretanto foi observado pequeno nivel de bloqueio ao virus dengue
na saliva de mosquitos Ae. fluviatilis, o que pode significar a existéncia de uma
capacidade latente de interferéncia indicando que acontece de acordo com a
espécie de patogeno. Para investigar melhor essa hipotese devera ser avaliado
se a cepa wFlu pode influenciar nos niveis de esporozoitos de P. gallinaceum

na saliva dessa espécie.

Adicionalmente vimos que a cepa wMel tem maior potencial de
interferéncia ao dengue virus em relagdo ao P. gallinaceum, pois constatamos
que os titulos virais mais elevados nao foram capazes de modificar o fenétipo
da cepa wMel no Ae. aegypti. Houve 100% de bloqueio na titulagdo de 10°
PFU/mL, enquanto que as titulagcbes mais baixas ndo foram capazes de levar a
infeccdo sequer nos mosquitos sem Wolbachia, tornando necessaria a
realizagao de mais experimentos para testar nossa hipdtese. A influéncia da
carga viral ainda devera ser realizada com isolados virais mais infectivos, que
apresentem titulagbes mais elevadas ou ainda com sorotipos que levam a
capacidade de bloqueio menos efetiva (FERGUSON et al, 2015). Foi
demonstrado que mosquitos de campo infectados com a cepa wMel sao

capazes de adquirir infeccdo no abdébmen quando o sangue de pacientes
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apresenta elevadas viremias (FERGUSON et al.,, 2015). Com base nesses
dados acreditamos que uma metodologia que realize a concentragao do virus,
através de metodologia de ultracentrifugacdo, e o oferecimento dessas
titulagdes virais elevadas aos mosquitos talvez seja capaz de levar a alguma
mudanca no fendtipo de interferéncia desta cepa. Esses experimentos
forneceriam uma imagem mais completa do efeito dos titulos virais na

capacidade de interferéncia.

Nosso trabalho mostrou também uma evidéncia preliminar sobre a
competéncia vetorial do Ae. fluviatilis, contudo algumas ressalvas em relagao
aos experimentos ainda devem ser resolvidas. Primeiramente, deve ser
considerado que nossos ensaios foram realizados somente com um sorotipo de
dengue, ndo podendo ser descartado que a susceptibilidade do mosquito bem
como o impacto das diferentes cepas de Wolbachia na interferéncia ao virus
pode ser sorotipo dependente. Isso foi demonstrado por Ferguson (2015) que
constatou que ha maior capacidade de interferéncia da wMel para o sorotipo 4
no abdémen dos mosquitos Ae. aegypti infectados, enquanto que efeito
intermediario foi demonstrado para os sorotipos 2 e 3, e menor efeito dessa
cepa foi constatado para o bloqueio do DENV1. Com esses dados pode- se
suspeitar que em novos experimentos com DENV1 talvez seja observada
maiores taxas de infecgcao no Ae. fluviatilis. Além disso, nossos estudos foram
conduzidos em condigdes constantes (27°C e umidade relativa de 70%) e
alguns estudos mostram que a transmissdo da dengue pode ser também
dependente da temperatura de forma que variagdes na faixa de 26°C a 30°C
podem levar a variagdes na velocidade da replicacéo viral e na capacidade de
bloqueio (CARRINGTON; SIMMONS, 2014; MURDOCK et al., 2014)

Nossa metodologia para analise da competéncia vetorial consistiu na
realizagdo da busca do virus na saliva, entretanto nao realizamos a
quantificagdo absoluta do mesmo, tal procedimento devera ser incluido em
estudo posterior a fim de comparar os niveis de infeccdo na saliva do Ae.
fluviatilis em relagao ao Ae. aegypti para compreender se esses valores podem
ser suficientes para levar a infeccdo em um hospedeiro humano. Finalmente

metodologias baseadas em hibridizagao fluorescente in situ tal como realizado
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por Moreira e colaboradores (2009) esclareceriam a dinamica de infecgao por
dengue em Ae. fluviatilis. 1sso permitiria avaliar se os fenotipos observados
envolvem competigao por recursos celulares e se a presenga do virus esta esta

presente nos mesmos tecidos onde Wolbachia ocorre em menor densidade, ou

esta ausente.



101

7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra o efeito das mudangas nas cargas

parasitarias na capacidade de bloqueio mediada por diferentes cepas de

Wolbachia, dado que tal fator € importante para uma melhor descricao desse

efeito nos hospedeiros. Com base nos nossos resultados pode-se concluir que:

[

Variagbes na carga parasitaria ndo levam a consideravel mudanga na

capacidade de bloqueio;

Apesar de terem diferentes tipos de associagédo com os hospedeiros, sendo
uma nativa e uma exogena, as cepas WFlu e wMel nédo apresentam

consistente capacidade de interferéncia ao P. gallinaceum

As cepas estudadas apresentam diferentes padrées de resposta frente a
infeccdo com o Dengue de forma que foi visto que a cepa wMel apresenta
forte capacidade de interferéncia ao virus, enquanto que a cepa wFlu pode
induzir ao aumento da infeccdo nas titulagdes elevadas aos sete dias pos

infeccao.

O efeito das cargas parasitarias na susceptibilidade dos mosquitos é
especifico para os diferentes patégenos, pois ndo foram relatadas diferentes
taxas de infeccao dos mosquitos ao P. gallinaceum, mas houve queda no

numero de mosquitos infectados com baixas titulagdes do virus dengue.

E possivel detectar a presenca do virus na saliva do mosquito Ae. fluviatilis
contudo em menor porcentagem em comparagdo com oS mosquitos sem
Wolbachia, indicando que a cepa wFlu pode levar a uma modesta

capacidade de interferéncia em seu hospedeiro natural.

Os resultados permitem supor que o Ae. fluviatilis pode ser um vetor da
dengue, € necessaria uma anadlise completa de sua participagdo na
transmissdo da dengue com estudos mais aprofundados envolvendo
diferentes sorotipos, genotipos e condigbes de infecgdo. Esses resultados
destacam a importancia do estudo de cepas nativas para a melhor
compreensao das relagdes entre Wolbachia e hospedeiro, e para desvendar

demais fatores que influenciam o fenétipo de interferéncia a patégenos.
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Esfregaco de células sanguineas de aves infectadas com P. gallinaceum
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Anexo 1.1: Foto ilustra infeccdo de ave com baixa parasitemia (0,2%), em destaque pode-se
observar gametdcitos (G), formas sexuadas do parasito. Aumento de 1000X. ™
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Anexo 1.2: Destaque para Trofozéito (T) e Esquizonte (E), formas assexuadas do parasito. Aumento

de 1000X.
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Anexo 1.3: Exemplo de esfregago de aves com elevada parasitemia (35,4% e 40,1% respectivamente). E
possivel observar grande numero de parasitos, em diferentes formas evolutivas, além da deformacgao
de algumas hemacias cujo ntcleo é deslocado e a célula adquire aspecto arredondo Destaque para

Trofozéito (T), Esquizonte (E) e Gametocito (G). Aumento de 1000X.
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ANEXO 2

Protocolo de infecgao de células C6/36 com virus Dengue

O processo de infecgdo comeca com pelo menos uma garrafa T25cm? de

células C6/36 com confluéncia de 70-80%.

1. Retirar o meio completamente;

2. Pegar o tubo de virus congelado e ao descongelar jogar em cima das
células. Deixar homogeneizando lentamente por aproximadamente 1
hora;

3. Adicionar meio L15 com 10% de SFB inativado. Incubar a 28°C.
Observar dia a dia a formacao de efeito citopatico nas células até que se
observe 50% de Efeito citopatico (ECP).

4. Recolher o sobrenadante em um tubo de 50mL (deixar em gelo);

5. Congelar a garrafa no -70°C por 1 hora.

6. Descongelar a garrafa e juntar o material com o sobrenadante
armazenado no tubo de 50mL.

7. Centrifugar a 2.500rpm por 10 min a 4°C; Coletar apenas o

sobrenadante em microtubos com volume aproximado de 1mL.

Se o objetivo é a produgdo de virus para alimentag&o oral de mosquitos:

. Assim que a garrafa apresentar cerca de 20% de efeito citopatico transferir
todo o contetido para uma garrafa T75cm?.

. Adicionar mais células sadias (cerca de 1 x 10”). Acompanhar a progressao
da formacao do efeito citopatico.

. Quando atingir 20% novamente transferir todo o conteudo para garrafa
T175cm? adicionando mais células sadias (uma garrafa de T75cm?).

. A coleta do virus deve ser realizada conforme descrito anteriormente quando

for observado 50% de efeito citopatico.



