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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti consome grande quantidade de sangue como fonte
de nutrientes para a producdo de seus ovos e a0 mesmo tempo se infecta com
arbovirus de relevancia meédica. Essa dieta representa um desafio
metabdlico/oxidativo e imune para o mosquito. Como adaptacao a esse desafio, os
mosquitos desenvolveram mecanismos de resposta ao estresse que atuam
protegendo o inseto de possiveis danos teciduais, garantindo sua homeostase. O
Aedes aegypti € o principal vetor do virus dengue (DENV) e sua capacidade de
transmitir o virus esta diretamente relacionada a tolerancia a esse virus. A
compreensao molecular da relagdo entre mosquito vetor e os arbovirus — por ele
transmitido — é essencial para entender sua competéncia vetorial, e assim desenvolver
estratégias para bloquear a transmissdo de arboviroses. Nossa hipotese é que os
mecanismos de protegcdo antioxidante disparados pela alimentagdo com sangue no
mosquito Aedes aegypti promovem tolerancia durante a infeccdo por dengue.
Desafiamos os mosquitos com duas cepas de DENV-4; a cepa TVP/360, derivada
direta de uma cepa isolada na Republica Dominicana em 1981, e a cepa LRV 13/422,
isolada no sul do Brasil em 2013 e avaliamos o fithess/adaptabilidade dos mosquitos
a partir de curvas de sobrevivéncia. Nossos resultados demonstraram que as
infeccbes DENV nao impactaram negativamente o tempo de vida dos mosquitos. A
intensidade da infeccao para a cepa TVP/360 apresentou prevaléncia de 89,28% no
21 dia pés infeccao (dpi). Para os mosquitos infectados com a cepa LRV 13/422 foi
observada prevaléncia de infec¢ado de 33,33% no 21 dpi. Em seguida, avaliamos o
perfil de expressao de genes antioxidantes e de resposta ao estresse celular durante
a alimentagao sanguinea. Os mosquitos foram infectados com a cepa TVP/360 e a
expressao dos genes foi avaliada 24hpi, 4 e 7dpi, no intestino e carcaga. O gene da
Glutamina Sintetase 1 (GS1) (AAEL001887), essencial na detoxificacdo do excesso
de grupamentos amino derivados da dieta rica em proteinas, apresentou expressivo
aumento no RNAmM no epitélio do intestino do mosquito 24 horas apo6s a alimentacgao,
independente da presenga do virus. O RNAmM do gene Nrf2 apresentou aumento de
4x, no grupo infectado, 24 hpi. Os genes da GS1 e Nrf2 (AAEL019563) foram
selecionados para o silenciamento através da técnica de RNA de interferéncia (RNAI)
em mosquitos infectados com a cepa TVP/360. Nao observamos alteragao da carga
viral no corpo todo do inseto 7 dias apds desafio com DENV, sugerindo que o
silenciamento desses genes ndo altera a resisténcia ao virus em Aedes aegypti.
Experimentos em andamento estdo avaliando o impacto na fisiologia dos mosquitos
apo6s reducgao da expressao de GS1 e Nrf2, bem como a indugdo compensatéria de
outras vias associadas ao metabolismo de nitrogénio em Aedes aegypti durante a
infeccao pelo DENV.

Palavras-chave: Aedes aegypti, dengue virus, competéncia vetorial,
tolerancia, fitness, antioxidantes, Glutamina Sintetase.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito consumes a large amount of blood as a nutrient
source for egg production and simultaneously becomes infected with medically
relevant arboviruses. This diet represents a metabolic/oxidative and immune challenge
for the mosquito. As an adaptation to this challenge, mosquitoes have developed
stress response mechanisms that protect the insect from potential tissue damage,
ensuring its homeostasis. Aedes aegypti is the main vector of the dengue virus
(DENV), and its ability to transmit the virus is directly related to its tolerance to the
virus. Understanding the molecular relationship between the mosquito vector and the
arboviruses it transmits is essential to comprehend its vector competence and thus
develop strategies to block the transmission of arboviruses. Our hypothesis is that the
antioxidant protection mechanisms triggered by blood feeding in the Aedes aegypti
mosquito promote tolerance during dengue infection. We challenged the mosquitoes
with two strains of DENV-4: the TVP/360 strain, directly derived from a strain isolated
in the Dominican Republic in 1981, and the LRV 13/422 strain, isolated in southern
Brazil in 2013, and evaluated the fithess/adaptability of the mosquitoes through
survival curves. Our results demonstrated that DENV infections did not negatively
impact the lifespan of the mosquitoes. The infection intensity for the TVP/360 strain
showed a prevalence of 89.28% on day 21 post-infection (dpi). For mosquitoes
infected with the LRV 13/422 strain, an infection prevalence of 33.33% was observed
on day 21 dpi. Next, we evaluated the expression profile of antioxidant and cellular
stress response genes during blood feeding. Mosquitoes were infected with the
TVP/360 strain, and gene expression was assessed at 24 hours post-infection (hpi), 4,
and 7 dpi, in the gut and carcass. The Glutamine Synthetase 1 (GS1) gene
(AAELO01887), essential in detoxifying excess amino groups derived from the protein-
rich diet, showed a significant increase in mMRNA in the mosquito gut epithelium 24
hours after feeding, regardless of the virus presence. The Nrf2 gene mRNA showed a
4-fold increase in the infected group at 24 hpi. The GS1 and Nrf2 (AAEL019563) genes
were selected for silencing using RNA interference (RNAi) technique in mosquitoes
infected with the TVP/360 strain. We did not observe a change in viral load in the whole
body of the insect 7 days after DENV challenge, suggesting that silencing these genes
does not alter the resistance to the virus in Aedes aegypti. Ongoing experiments are
evaluating the impact on mosquito physiology after reducing GS1 and Nrf2 expression,
as well as the compensatory induction of other pathways associated with nitrogen
metabolism in Aedes aegypti during DENV infection.

Keywords: Aedes aegypti, dengue virus, vector competence, tolerance, fitness,
antioxidants, Glutamine Synthetase.
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1 INTRODUGCAO

1.1 ARBOVIROSES E EPIDEMIOLOGIA DE DENGUE

Doencgas virais transmitidas por artrépodes (arboviroses), como dengue, Zika,
chikungunya e febre amarela sdo ameacgas a saude publica mundial, principalmente
em regides tropicais e subtropicais do mundo. A disseminagao global dos arbovirus,
especialmente aqueles transmitidos por mosquitos, esta se tornando mais frequente
no mundo todo, impulsionada pela combinagéo de fatores ecologicos, econdmicos e
sociais (LOURENCO et al., 2017; WHO, 2023).

A dengue é uma doenca tropical negligenciada que vem ganhando importancia
mundial (GUZMAN; HARRIS., 2015). Ela atinge aproximadamente 400 milhdes de
pessoas anualmente no mundo, sendo que dessas, 96 milhdes manifestam algum
sintoma (BHATT et al., 2013). As infeccbes por dengue em humanos séo
frequentemente assintomaticas, mas podem causar manifestagdes clinicas leves a
severas e, em alguns casos, fatais (WHO, 2023).

No Brasil, considerando as primeiras 21 semanas epidemiolégicas de 2024
(MINISTERIO DA SAUDE, 2024) foram registrados 6.226.716 casos provaveis de
dengue, com 83.268 casos de dengue grave. Atualmente, o indice é de 3.066,4 para
cada 100 mil habitantes. O numero de ébitos confirmados foi de 4.333 casos e 2.683
ainda sob investigagao.

Os estados brasileiros com maior indice da doencga sao Distrito Federal, Minas
Gerais e Parana. Santa Catarina é o quarto estado mais atingido pela incidéncia da
doencga. O numero provavel de casos no estado é de 353.901 e o numero de 6bitos
confirmados é de 272, até o momento (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

O combate ao mosquito vetor é a abordagem mais eficaz no controle das
epidemias de dengue, ja que ndo ha tratamento especifico ou vacinas para a maioria
dos arbovirus. O aumento significativo nos casos de dengue em 2024 ja ultrapassou
o0 numero de casos de 2023. Acredita-se que a expansdo da doenca esteja
diretamente relacionada a adaptacdo do mosquito em areas urbanas e ao crescimento
desordenado da populagao, além de fatores climaticos que afetam a dindmica de
transmisséo desses virus (HARISH et al., 2024). Dessa forma, combater o mosquito
ainda é a melhor estratégia contra os impactos negativos causados pelas infecgdes
por arbovirus (ACHEE et al., 2019).
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1.2 DENGUE VIiRUS E MOSQUITO AEDES AEGYPTI

O virus da dengue € um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, do género
Flavivirus. Ele apresenta quatro sorotipos diferentes, denominados DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4, todos com genoma de RNA de sentido positivo e fita simples, com
cerca de 11kb (FIELDS, 2013). Seu genoma codifica uma unica poliproteina que
apresenta trés proteinas estruturais (C, capsideo; pr/M, membrana; E, envelope) e
sete proteinas nao estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(CHAMBERS, 1990). Esses virus também possuem alta taxa de mutagdo, o que
proporciona rapida evolugdo e adaptacao entre diferentes hospedeiros (WEAVER,
2006).

O virus da dengue, assim como Zika, febre amarela e chikungunya sao
transmitidos pelo mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti, seu principal vetor (HAY et al.,
1987; KRAEMER et al., 2019). N&o por coincidéncia, o mosquito tem desempenhado
historicamente o papel principal como vetor em quase todas as epidemias humanas
relacionadas a esses quatro virus (SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019).
Pesquisas apontam para a coevolugcdo entre humanos, mosquitos e os arbovirus
(dengue, Zika, febre amarela e chikungunya), uma vez que todos sdo originarios da
Africa e se espalharam ao redor do mundo (AUBRY et al., 2020).

O Aedes aegypti € um mosquito hematdfago que estd adaptado as areas
urbanas, o que torna mais facil a transmissao viral (SCOTT; TAKKEN, 2012). Fémeas
adultas tém preferéncia pelo sangue humano (antropofilicas), possuem habitos
alimentares crepusculares e podem se alimentar de diferentes hospedeiros durante
um unico ciclo gonotréfico (ARMSTRONG et al.,, 2020; JANSEN; BEEBE, 2010;
MARQUARDT et al., 2005).

O ciclo de vida do mosquito compreende quatro etapas: ovo, larva, pupa e
mosquito adulto (Figura 1). Larvas e pupas sdo aquaticas. Em condigdes ambientais
favoraveis, as fémeas depositam seus ovos em agua parada. Esses, podem
permanecer viaveis por dias ou meses (OLIVEIRA, 1994). Uma vez que 0s ovos
eclodem, inicia-se a etapa larval, que dura cerca de 7 dias até se converterem em
pupas. As pupas vivem na agua e levam cerca de 2 dias para emergir a mosquitos
adultos (FIOCRUZ, 2024). Apés emergirem, as fémeas dos mosquitos se alimentam
de néctar por alguns dias até estarem aptas a se alimentarem de sangue (ALMIRE et
al.,, 2021; BARREDO; DEGENNARO, 2020; DE CARVALHO et al.,, 2021). A
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alimentagdo sanguinea é uma etapa importante na reprodugéo do inseto, uma vez
que o sangue é rico em proteinas essenciais para o ciclo de ovogénese (SCARAFFIA,
2016).

E durante o processo de alimentacéo sanguinea que as fémeas dos mosquitos
podem se infectar através de humanos infectados (fase febril aguda e virémica da
doencga), iniciando o ciclo de transmissdo (DUONG et al., 2015). O virus infecta
primeiro as células do intestino e entdo é disseminado para replicar em outros tecidos
do corpo do inseto (SALAZAR et al., 2007). Uma vez presente nas glandulas salivares,
0 virus pode ser transmitido para um individuo saudavel, durante nova alimentacéo.
O mosquito permanece infeccioso por toda a vida (GUZMAN et al., 2016;
LAMBRECHTS; SALEH, 2019) e tem a capacidade de tolerar altos niveis de
proliferagdo viral sem desenvolver patologia significativa (OLIVEIRA; BAHIA; VALE,
2020). Essa adaptacgao é fundamental para a competéncia vetorial e a propagacéo da

doenca.

Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.

Fémeas de Aedes aegypti depositam ovos em agua parada que eclodem liberando larvas que
posteriormente convertem-se em pupas. Apés um periodo de 2 a 3 dias as pupas transforma-se
em mosquitos adultos. Adaptado de FIOCRUZ, 2024.

1.3 COMPETENCIA VETORIAL DOS MOSQUITOS AEDES AEGYPTI

A competéncia vetorial € definida como a permissividade do artréopode vetor

para a infeccdo, disseminacdo e transmissdo de microorganismos (virus e
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protozoarios) potencialmente patogénicos (HARDY et al., 1983; RUCKERT; EBEL,
2018). Ela é determinada por fatores genéticos, ambientais e a interacdo entre
genotipos e ambiente (RUCKERT; EBEL, 2018). A competéncia vetorial dos
mosquitos Aedes aegypti depende da relagdo entre cepas de mosquitos e genotipos
virais (LAMBRECHTS et al., 2009; VEGA-RUA et al., 2014).

Um vetor competente possui caracteristicas associadas as barreiras
anatdbmicas e imunoldgicas impostas pelo organismo do inseto para conter o
estabelecimento da infecgdo (Figura 2). Isso inclui as barreiras intestinais,
denominadas MIB (do inglés Midgut Infection Barrier) e MEB (Midgut Escape Batrrier)
e as barreiras encontradas nas glandulas salivares SGIB (Salivary Gland Infection
Barrier) e SGEB (Salivary Gland Escape Barrier). Em alguns vetores, a MIB pode atuar
impedindo a infecgao e replicacao viral devido a mecanismos pouco claros e que
podem envolver a auséncia de receptores celulares para a internalizacado da particula
viral (BENNET ET AL., 2002; CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). Respostas imunolégicas
também podem diminuir a carga patogénica impedindo a replicacdo bem-sucedida do
virus dentro do epitélio intestinal (MERKLING et al., 2023). Quando a infecgao viral se
estabelece no intestino do mosquito, ela pode ser controlada pela MEB, a qual pode
atuar impedindo a disseminag&o do virus para o corpo do inseto (RUCKERT; EBEL,
2018). A lamina basal, que da suporte as células epiteliais do intestino, também pode
contribuir para a reduc¢ao da disseminag¢ao da carga viral de arbovirus em mosquitos
do género Aedes sp (DONG et al., 2017; THOMAS et al., 1993).

Para alcancar as glandulas salivares e posteriormente ser secretado na saliva,
€ necessario que o virus consiga ultrapassar a SGIB e SGEB. Porém, até o momento,
nao se sabe ao certo como essas barreiras bloqueiam o virus, impedindo que ele seja
expelido na saliva do mosquito (RUCKERT; EBEL, 2018; TABACHNICK, 2013). Os
hemdécitos também podem participar tanto da disseminacgao viral e imunidade dos
arbovirus, na disseminacao entre intestino e glandula salivar (HALL et al., 2024; LEITE
et al., 2021).

Todas essas barreiras de infeccdo podem variar amplamente entre as
populagcdes de Aedes aegypti, influenciando na competéncia vetorial desses
mosquitos frente as infec¢des pelos diferentes sorotipos de DENV. (BENNET et al.,
2002). As vias imunoldgicas dos mosquitos, a digestdo sanguinea e a microbiota
também interferem na suscetibilidade do vetor a infecgdo (TABACHNICK, 2013).
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Estudos sobre a regeneracao do epitélio intestinal do mosquito Aedes aegypti
demonstram a capacidade do inseto em responder e se defender contra o estresse
oxidativo e infecgdes bacterianas e pelo dengue virus. A capacidade de regeneragao
tecidual é crucial para manter a homeostase do intestino e evitar a infec¢ao viral.
Mosquitos refratarios as infecgdes por DENV possuem uma regeneragdo tecidual
mais eficiente, mantendo a integridade do intestino e o estabelecimento da infeccao.
Ja os mosquitos suscetiveis, possuem uma regeneragao tecidual mais lenta, sdo mais
propensos a desenvolver lesdes e, consequentemente, a transmitir o virus (AYERS et
al., 2021; CHOWDHURY et al., 2020; JANEH; OSMAN; KAMBRIS, 2017; TARACENA
et al., 2018).

Outro fator importante para o estabelecimento da infeccdo por dengue no
intestino dos mosquitos Aedes € a microbiota bacteriana (DONG et al., 2017). A
colonizacao do intestino do Aedes aegypti pela bactéria Chromobacterium sp atua
degradando proteinas do envelope viral do virus da dengue e dessa forma, reduzindo
a infectividade do mosquito. Além disso, bactérias de género como Proteus e
Paenibacillus também promovem protegéo contra infec¢gées por dengue, ativando a
expressao de peptideos antimicrobianos (AMPs - Antimicrobial Peptides) no intestino
do inseto via mecanismos ainda desconhecidos (RAMIREZ et al., 2012; SARAIVA et
al., 2018). Por outro lado, também existem bactérias capazes de aumentar a
susceptibilidade de mosquitos Aedes sp. durante infeccdes por DENV, como a
Serratia odorifera que interage com proteinas envolvidas na ativagcdo de vias
imunolégicas do mosquito (APTE-DESHPANDE et al., 2012).

Outro elemento importante na competéncia vetorial esta envolvido na digestao
sanguinea (MOLINA-CRUZ et al., 2005). O sangue do hospedeiro infectado por DENV
ingerido pelo mosquito pode impactar na replicagao e disseminagao do virus no corpo
do inseto (ZHU et al., 2019). Por exemplo, o heme, que é encontrado em altas
concentragbes no sangue, atua em vias de sinalizagdo e redes reguladoras de
transcricdo no intestino do mosquito (BOTTINO-ROJAS et al., 2015). Estudos
sugerem que o heme influencia na replicacdo viral de DENV-2 no intestino de
mosquitos suscetiveis e refratarios ao virus (BOTTINO-ROJAS et al., 2015).

Outros aspectos que podem impactar na transmissdo das arboviroses estao
relacionadas com a patogenicidade das cepas virais, a distribuicdo geografica dos

mosquitos e virus, as mudancgas climaticas e a densidade populacional de mosquitos
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e hospedeiros humanos. Todos esses elementos também podem influenciar as
infeccdes por dengue (SONI et al., 2020; TULADHAR et al., 2019).

Virus

SIGB/SEGB

Salivary glands

Basal lamina

Haemocoel — —,
Virus —2 Lumen
( )y

Figura 2. Anatomia do mosquito Aedes aegypti.

Barreiras anatdmicas que determinam a infecgdo de artropodes por arbovirus. MIB - Barreira
Intestinal, MEB - Barreira de escape intestinal, SEGB/SIGB - Barreiras salivares, cabega, toérax
e abdome. Adaptado de Weaver et al., (2020).

1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA E TOLERANCIA EM MOSQUITOS AEDES
AEGYPTI

E possivel dividir a resposta de defesa dos mosquitos Aedes aegypti contra
infeccbes por arbovirus em resisténcia e tolerdncia. A resposta de resisténcia
compreende um conjunto de mecanismos que atuam restringindo o crescimento viral
e potencialmente eliminando o microorganismo invasor. O sistema imune dos
mosquitos possui vias de sinalizagdo associadas a resisténcia que promovem uma
resposta celular conduzida por hemdécitos e uma resposta humoral regulada pelas vias
Toll, IMD (Immune Deficiency), JAK/ISTAT (JAK - Janus Kinase ISTAT - signal
transduction and activators of transcription) e RNAi (RNAi — RNA interference)
(CHENG et al., 2016; SHAW et al., 2018). Dentre as defesas do mosquito, a via de
RNAI € a principal via antiviral e leva a degradacdo do material genético do virus,
inibindo a replicagéo e promovendo sua eliminagao (CHENG et al., 2016; MERKLING,
2022; MERKLING et al., 2023). Embora as estratégias moleculares que levem a

eliminagao viral sejam cruciais para a protecdo do hospedeiro, a eliminacido do
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microorganismo invasor também pode gerar danos teciduais, processo conhecido
como imunopatologia (MEDZHITOV; SCHNEIDER; SOARES, 2012).

Outro conjunto de mecanismos que atuam de forma independente ou em
cooperagdo com a resposta de resisténcia sdo os mecanismos de tolerancia
(SOARES; GOZZELINO; WEIS, 2014). A toleréancia € definida como uma estratégia
de defesa que promove protecao tecidual e é essencial para limitar o impacto negativo
na saude do hospedeiro, sem eliminar o patégeno invasor (AYRES; SCHNEIDER,
2012; MARTINS et al., 2019; MEDZHITOV; SCHNEIDER; SOARES, 2012; SOARES;
TEIXEIRA; MOITA, 2017). Durante as intera¢cdes entre mosquito e virus, podem
ocorrer altas taxas de replicagao viral, porém, essas infecgdes tipicamente ndo geram
um grande impacto no fitness ou saude do inseto. Dessa forma, os mosquitos podem
ser considerados tolerantes as infecgbes arbovirais (LAMBRECHTS; SALEH, 2019).
Organismos que possuem uma maior eficiéncia em reparar as lesdes causadas pelos
patdgenos sdo capazes de suportar altas cargas patogénicas, alteragdes e estresse
metabdlico do que individuos menos tolerantes (LAMBRECHTS; SALEH, 2019; VALE;
FENTON; BROWN, 2014).

A tolerancia é uma estratégia evolutivamente conservada e composta por
mecanismos ainda pouco elucidados. Esses mecanismos controlam danos teciduais
e permitem o equilibrio entre a homeostasia celular, a imunopatologia e a resposta
imunoldgica, mantendo as infecgdes virais em niveis nao letais (LEE et al., 2019).
Essa estratégia de defesa atua ainda no reparo e substituicbes de macromoléculas e
organelas celulares, restabelecendo a funcionalidade celular apesar da infecgdo. A
resposta a danos e ao estresse limitam os impactos negativos gerados tanto pelos
patdgenos como pela imunopatologia no metabolismo do hospedeiro infectado
(SCHNEIDER; AYRES, 2008; SOARES; GOZZELINO; WEIS, 2014; WIPT; GEORGE,
2008).

Para o virus, a resposta de tolerancia € benéfica, uma vez que altas cargas
virais associadas a sobrevivéncia do inseto sdo fundamentais para a transmissao viral
(LAMBRECHTS; SALEH, 2019). Um exemplo de mecanismo de tolerancia é o
promovido pelo fator de transcricdo CrebA, em Drosophila melanogaster, que esta
ativado na presenca de infecgdes por bactérias. Moscas deficientes para CrebA sao
mais propensas a morrer da infeccao apesar de carregarem a mesma quantidade de
bactérias que as moscas selvagens. A perda de CrebA gera estresse no reticulo

endoplasmatico, tornando as moscas mais sensiveis a infecgdo. Isto sugere que o
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sistema imune pode modular a fisiologia do hospedeiro, prevenindo efeitos danosos
associados ao estresse celular causado pela infecgdo (TROHA et al., 2018). Outros
trabalhos realizados com Drosophila melanogaster demonstraram que o regulador
G9a da via imune JAK-STAT tem uma fung¢ao importante na tolerancia a infecgbes por
Drosophila C virus (DCV). Moscas que apresentam mutagdo em G9a exibiram
aumento de mortalidade frente a infecgdes por DCV, mesmo nao havendo diferencas
na carga viral quando comparada ao grupo controle (VALE; GUPTA, 2017). O gene
G9a codifica uma proteina com atividade de histona metiltransferase que em
Drosophila melanogaster também demonstrou importancia na tolerancia ao estresse
oxidativo (RIAHI et al., 2019). Recentemente, demonstrou-se em Aedes aegypti que
modulagdes epigenéticas podem estar envolvidas no controle da competéncia vetorial
apontando para uma possivel correlagdo com resposta de tolerancia dos mosquitos
durante o estresse oxidativo e infeccioso (AMARANTE et al., 2022; OLMO et al.,
2023). Outro dado relevante € a importancia da formagao de vDNA (DNA derivado do
virus) para a tolerancia dos mosquitos a infecgao por arbovirus. A inibicdo da formagao
de VDNA é crucial para a redugao da replicacao viral e eliminacéo de pequenos RNAs
viriais (SRNA) pela resposta imune do mosquito. A inibicdo da formagao de vDNA leva
a aumento da suscetibilidade as infeccbes virais, reducdo de sRNA e perda de
tolerancia viral. Isso sugere que o vVDNA € um mecanismo importante para a tolerancia
dos mosquitos a infeccao (GOIC et al., 2016).

Hospedeiros que exibem alta tolerancia a infecgcao estdo associados a maior
transmissao viral (ABDULJALIL; ABD AL GALIL, 2022; SEAL; DHARMARAJAN;
KHAN, 2021). Dessa forma, a compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos
na tolerancia dos mosquitos pode identificar alvos para reduzir a competéncia vetorial
e bloquear a transmisséao de arbovirus (OLIVEIRA; BAHIA; VALE, 2020). Acreditamos
que esses alvos estdo envolvidos na manutencéo da integridade fisioldgica, reparo
tecidual e reducéo do processo inflamatério no mosquito vetor durante as infeccoes
por arbovirus (OLIVEIRA; BAHIA; VALE, 2020).

1.5 DESAFIOS IMPOSTOS PELA ALIMENTACAO SANGUINEA NOS
MOSQUITOS AEDES AEGYPTI

Mosquitos ingerem uma grande quantidade de sangue, a qual representa
aproximadamente 2 a 3 vezes o seu peso (FRIEND; CHOY; CARTWRIGHT, 1965;
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GRACA-SOUZA et al., 2006). O sangue € a fonte de nutrientes necessaria para a
producdo de seus ovos (MARQUARDT et al.,, 2005). O sangue do hospedeiro &
composto majoritariamente por proteinas como hemoglobina, albumina e
imunoglobulinas, além de lipidios e carboidratos que sao encontrados em menores
quantidades (HELMER; EMERSON, 1934). Durante a digestdo sanguinea, as
proteinas sdo convertidas em peptideos e aminoacidos, que sdo utilizados para a
sintese de proteinas dos ovos e proteinas maternas, bem como para fornecer
substratos para a produg¢ao de energia e reserva de nutrientes. Além disso, 0 processo
também resulta na produgdo de acgucares e sintese de lipideos. Esses processos
fisiolégicos compreendem um periodo que inicia na alimentagdo sanguinea até a
postura dos ovos, denominado ciclo gonotrofico (SCARAFFIA, 2016; ZHOU et al.,
2004). Uma grande quantidade de aminoacidos (~70%) é destinado para o
metabolismo oxidativo e excretado como residuos metabdlicos. A oxidacdo dos
aminoacidos para produgdo de energia, sintese de carboidratos e lipideos gera
amébnia como subproduto do metabolismo de nitrogénio. Os mosquitos possuem
mecanismos capazes de regular a sintese e ou a excregao de residuos de nitrogénio
de forma eficiente para evitar o acumulo em seus tecidos, o que poderia ser téxico
(ISOE; SCARAFFIA, 2013; WEIHRAUCH; O'DONNELL, 2021).

A alimentagdo sanguinea possui altas concentragées de moléculas pro-
oxidantes e potencialmente téxicas para o mosquito vetor, como o heme e o ferro
(GRACA-SOUZA et al., 2006). A hemoglobina é a mais abundante proteina presente
no sangue dos mamiferos e alcanga concentragcbes aproximadas de 150 mg/mL e
representa 60% do conteudo proteico (GRACA-SOUZA et al., 2006; SCARAFFIA,
2016). Durante a hidrélise da hemoglobina uma grande quantidade de heme, grupo
prostético responsavel por ligar oxigénio, é liberado no intestino desses insetos. O
heme é uma molécula téxica devido a habilidade de amplificar a geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS — Reactive oxygen species) (STERKEL et al., 2017). ROS
sao um grupo de moléculas reativas contendo oxigénio em sua estrutura e capazes
de oxidar biomoléculas. As ROS séo divididas em dois tipos de moléculas: as espécies
oxidantes nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H202) e os radicais livres,
que possuem elétrons desemparelhados em sua estrutura, tornando-as instaveis e
capazes de reagir rapidamente com outras moléculas, como o superéxido (Oes-) e o
radical hidroxil (OH¢). Quando as ROS estdo em excesso podem levar ao estresse

oxidativo, gerando danos celulares e desequilibrio fisiolégico (STERKEL et al., 2017).
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Os insetos hematoéfagos desenvolveram mecanismos de protegdo antioxidante que
garantem seu sucesso evolutivo (STERKEL et al., 2017). Embora essas estratégias
de defesa atuem limitando a agcdo de heme e espécies reativas de oxigénio, uma
quantidade reduzida pode entrar em contato com as células intestinais e com a
hemolinfa, colocando esses tecidos sob potencial estresse oxidativo (STERKEL et al.,
2017). De fato, os mosquitos precisam administrar os efeitos pro-oxidantes da
presenca de heme e sua interacdo com o sistema imunolégico, uma vez que ROS
podem ser geradas como parte da resposta imune contra patdgenos invasores
(OLIVEIRA et al., 2011a).

A adaptagdo dos mosquitos a digestdo do sangue envolve a inducdo da
Catalase (Cat1a), uma enzima antioxidante que protege os tecidos da acao de radicais
livres. Mosquitos que tiveram a catalase silenciada e foram desafiados com uma
alimentagdo sanguinea suplementada com virus dengue, apresentaram redugéo na
taxa de prevaléncia de infecgdes por este arbovirus. Esses resultados sugerem que o
metabolismo redox pode ter fungdes diferentes na competéncia vetorial dos mosquitos
frente as infecgdes arbovirais. Um cenario possivel € que apés o silenciamento da
catalase, ocorra acumulo de peroxido de hidrogénio e essa exerga efeito anti-dengue
(OLIVEIRA et al., 2017). O consumo de sangue pelos mosquitos € acompanhado por
mudang¢as hormonais, alteragbes na fisiologia reprodutiva e na permeabilidade do
intestino, o que afeta a capacidade do vetor de lidar com infec¢des. A homeostase
intestinal e o metabolismo energético sao influenciados pelo consumo de sangue,
podendo impactar a capacidade do vetor de manter a saude. Esses mecanismos
tipicamente ndo sédo entendidos como parte da resposta imune mas sao criticos na
determinacao da competéncia vetorial (TALYULI et al., 2021).

A adaptacdo do Aedes aegypti as condicdes de estresse decorrentes da
ingestdo de sangue rico em moléculas pré-oxidantes e, ainda assim, aproveitar os
nutrientes como fonte para a ovogénese e para o metabolismo energético é um
fenbmeno ainda nao totalmente elucidado. Essa adaptacdo é fundamental para
manter a saude do mosquito e sua fertilidade (DEJONG et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2017). Simultaneamente, microorganismos invasores também sdo submetidos ao
mesmo desafio oxidativo. Dessa forma, € possivel que genes antioxidantes protejam
ao mesmo tempo o hospedeiro mosquito e seus microorganismos associados
(microbiota, arbovirus, protozoarios), promovendo tolerancia e impedindo danos

teciduais causados pelos patégenos e mantendo a saude do vetor.
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1.6 CEPAS DENV-4 TVP/360 E DENV-4 LRV 13/422

O primeiro registro de dengue no Brasil ocorreu em 1685, no Recife (SALLES
et al.,, 2018). No entanto, foi apenas em 1981 que a doenga comegou a circular
amplamente no pais, com os sorotipos DENV-1 e DENV-4 sendo responsaveis por
essas epidemias (SALLES et al., 2018). Desde entdo, a doenga se disseminou com
rapidez e forga significativa em todo o pais (SALLES et al., 2018).

A introduc&o de novos sorotipos e gendtipos do virus da dengue no Brasil € um
fendmeno preocupante. O DENV-2 foi introduzido no Rio de Janeiro em 1990, e o
DENV-3 foi isolado em 2000, causando uma epidemia entre 2001 e 2003. O DENV-4
foi detectado pela primeira vez em 1982, mas novas infec¢des foram registradas em
2010 (SALLES et al.,, 2018; VILLABONA-ARENAS; ZANOTTO, 2011). Analises
filogenéticas demonstraram a co-circulagado de dois diferentes gendtipos de DENV-4
(gendtipo | e II) no Brasil (NUNES et al., 2012).

A rotacéo de diferentes sorotipos e gendtipo do virus da dengue aumenta o
potencial para novos surtos no pais (SALLES et al., 2018). Isso é preocupante pois
pode ocasionar o fendmeno conhecido como aumento da infectividade dependente
de anticorpos (ADE - do inglés Antibody-dependent enhancement) e agravamento da
doenca de forma dependente de anticorpos sub neutralizantes (LEAH et. al, 2017).

A dengue é uma doenga com ampla distribuicdo global, alta taxa de
transmissao e graves manifestagdes clinicas. Além disso, a distribuicdo do mosquito
Aedes aegypti € prevista para aumentar de 10-30% globalmente até o final deste
século. Essa previsdo depende do cenario de emissdes de gases de efeito estufa e
pode acelerar apos 2050 (SUN et al., 2018). A compreensao da relagao entre as cepas
virais e seu principal vetor é essencial para o desenvolvimento de novas estratégias
no combate a doenga.

Neste trabalho, avaliamos se diferentes cargas virais de duas cepas de DENV-
4 poderiam impactar de maneira diferenciada a sobrevivéncia dos mosquitos Aedes
aegypti em condi¢cdes laboratoriais. O DENV-4 TVP/360 (GenBank - KU513442),
gendtipo Il, € uma cepa de referéncia adaptada ao laboratério. Foi inicialmente isolada
de um paciente em fase aguda da infecgdo em Porto Rico no ano de 1982. Ela foi
primeiramente designada como TVP/376, conforme evidéncias de estudos
conduzidos por Sarathy et al.,(2015). Em nossos estudos, optamos por manter o nome
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TVP/360, pois nos baseamos nas descobertas apresentadas por Kuczera et
al.,(2016).

A cepa DENV-4 LRV 13/422 (GenBank - KU513441), gendtipo I, foi isolada no
Municipio de Santa Fé no Parana-PR em 2013, de um paciente que apresentou
sintomas classicos de dengue e manifestacbes hemorragicas, além de uma alta carga
viral. O LRV13/422 & o primeiro virus da dengue, sorotipo 4 completamente
sequenciado e isolado no Sul do Brasil.

Ambas as cepas foram escolhidas porque apresentam diferentes taxas de
infectividade in vitro em células de vertebrados e mosquitos e capacidades
imunomoduladoras em células de vertebrados (KUCZERA et al., 2016).

Em parceria com o pesquisador Dr. Tiago Graf, realizamos a busca pelas
diferengas nas sequéncias de aminoacidos entre as duas cepas, elas séao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Diferenga nas sequéncias de aminoacidos das cepas DENV - 4 TVP/360 e DENV- 4
LRV 13/422 comparadas com a cepa de referéncia
DENV — 4/ 814669 — GenBank: AF326573.1

%iﬁ:: Cepa DENV4 - TVP/360 Cepa DENV4 - LRV13/422
C F49L
prM S2H S2H
E S64L, M163T, A222T, K346R, 1351V, S354A
NS1 K11R, V108A, L153F, K214R, D290N
NS2A V35A, I72T, M771, V112T, P159S
NS2B V116l
NS3 K14Q K14Q, R594K
NS4B V109A, A240V
NS5 R23K T5A, R23K, T269I, K649R, T8261, P885S
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1.7  JUSTIFICATIVA

O mosquito Aedes aegypti € um dos principais vetores na transmissao de
arbovirus como dengue, Zika, febra amarela e chikungunya. Esses virus constituem
uma ameaga a saude publica mundial, causando diversas morbidades e mortalidade
em regides tropicais e subtropicais. Atualmente, ndo ha vacinas para a maioria dos
arbovirus ou tratamento especifico. O combate ao mosquito vetor ainda € a melhor
estratégia para diminuir os impactos negativos causados por esses virus. O Aedes
aegypti possui a capacidade de tolerar altas cargas virais sem sofrer grande impacto
em sua adaptabilidade (“fithess”) e sobrevivéncia (MARASCHIN et al., 2023). Esta
adaptacgao esta relacionada com a competéncia do mosquito vetor e a disseminagao
das arboviroses no mundo. Dessa forma, entender os mecanismos de tolerancia é

essencial para o desenvolvimento de novas estratégias no combate as arboviroses.

1.8 HIPOTESE

Os mecanismos de protecdo antioxidante disparados pela alimentagao com
sangue no mosquito Aedes aegypti promovem tolerancia durante a infecgao por

dengue virus.

1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo Geral

Determinar o impacto na sobrevivéncia do Aedes aegypti infectado com as
cepas de DENV4 TVP/360 e LRV 13/422 e como a inibicdo de vias de resposta ao

estresse oxidativo modulam a infecgdo dos mosquitos.

1.9.2 Objetivos Especificos

e Determinar o perfil de infeccdo e sobrevivéncia do mosquito Aedes aegypti
infectado com as cepas de DENV-4 TVP/360 e DENV-4 LRV 13/422.

e Definir o perfil de expressao de genes antioxidantes em mosquitos infectados com
DENV-4.
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¢ |nibir a agdo dos genes Glutamina Sintetase 1 (GS1) e Nrf2 em Aedes aegypti
infectado com DENV4 e estudar seu impacto na competéncia vetorial do

mosquito.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CRIAGAO DOS MOSQUITOS AEDES AEGYPTI

Fémeas de Aedes aegypti (cepa Red Eyes) foram criadas no insetario do
Laboratorio de Imunologia — Lidi, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Os mosquitos adultos e as larvas foram mantidos em ciclos de fotoperiodos de 12h
claro/12h escuro, 70% - 80% umidade relativa e temperatura de 28°C. As larvas foram
alimentadas com ragao canina (Pedigree) e os mosquitos foram mantidos em gaiolas
e alimentados com solugao de sacarose 10%, embebida em algodao e oferecida “ad
libitum”. Todos os mosquitos fémeas usados nos experimentos tinham entre 4 e 9 dias

de vida.

2.2 CULTIVO CELULAR

As células da linhagem Vero e Vero E6 (células epiteliais de rim de macaco
verde africano Cercopithecus aethiops — ATCC®, CCL-81™ - CRL-1586™) foram
mantidas e propagadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12 (DMEM F-12 1X, GIBCO - Thermo Fisher Scientific) suplementado com: 5% de
soro fetal bovino (SFB, - GIBCO, Thermo Fisher Scientific), 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S — GIBCO, Thermo Fisher Scientific) e 1% de glutamina
(GIBCO), definido como DMEM F12 1X - completo. As células foram incubadas em
estufa a 37°C e atmosfera de 5% de didéxido de carbono (CO2). Também foram
utilizadas células da linhagem C6/36 (células de mosquitos Aedes albopictus — ATCC,
CRL-1660), mantidas em meio Leibovitz's L15 (L-15) (GIBCO) e suplementado com
5% de SFB, 1% de P/S e 0,26% de triptose (Thermo), incubadas a temperatura de
28°C. Ambas as linhagens celulares foram testadas mensalmente para contaminagéo

por micoplasma.
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23 VIRUS

2.3.1 Preparagao de estoque viral

Células de mosquitos Aedes albopictus, da linhagem C6/36 foram mantidas e
propagadas em meio L-15 1X, pH 7,4, suplementado com 5% SFB, 1% P/S e 0,26%
triptona, a temperatura de 28°C em estufa Biochemical oxygen demand (B.O.D.).

O virus foi multiplicado em garrafa de 150 cm? contendo 80% de confluéncia
de células C6/36 que foram mantidas a 28°C overnight. No dia seguinte, as células
foram infectadas com Multiplicidade de infec¢gdo (MOI) de 0,01 e permaneceram por
90 minutos a temperatura de 28°C em estufa B.O.D. Apds o periodo de adsorgéo viral,
o meio foi removido e adicionado meio L-15 1X completo. As células foram mantidas
por 5 dias a temperatura de 28°C para a produgdo de DENV-4 (cepa TVP/360 -
GenBank: KU513442) ou DENV-4 (cepa LRV 13/422 — GenBank: KU513441). Apos
esse periodo, o sobrenadante das células contendo particulas virais, foi coletado,
centrifugado a 460 x g por 10 minutos a 4°C, aliquotado e armazenado a -80°C. O
ensaio de placa (item 2.3.3) foi realizado para determinar o titulo viral, sendo para
DENV-4 TVP/360: 9,5 x 10" PFU/mL ou 3,65 x 108 PFU/mL e DENV-4 LRV 13/422:
1,13 x 107 PFU/mL.

2.3.2 Concentragdao de DENV-4 TVP/360

A concentragéao viral da cepa DENV-4 TVP/360 foi realizada conforme técnica
descrita por Richard et al., (2015). A amplificacdo viral em células C6/36 seguiu o
protocolo descrito no item 2.2.1 até a etapa da coleta do sobrenadante das células
contendo particulas virais. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 3.200 x g por
10 minutos a 4°C e em seguida, pré-filtrado em filtro de 0,22 um. O sobrenadante pré-
filtrado foi adicionado em Centricon Plus CFD (100K NMWL) (Millipore, Germany) e
filtrado através de centrifugacdo a 3.200 x g a 4°C. O concentrado de virus foi
recuperado invertendo-se o dispositivo do filtro e centrifugado a 2.000 x g por 2
minutos. Apos a centrifugacgao, o concetrado da cepa DENV-4 TVP/360 foi aliquotado
e armazenado até titulagao viral. O titulo do virus concentrado foi realizado por ensaio

de placa conforme item 2.3.3. A titulag&o viral ficou em 2,5 x 10° PFU/mL.
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2.3.3 Titulagao do estoque viral por placas de lise

Para a titulacdo da cepa DENV-4 TVP/360, células Vero foram semeadas em
uma densidade de 5 x 10* células/pogo em placa de 24 pogos e mantidas a 37°C e
5% COz2. No dia seguinte, as aliquotas virais a serem tituladas foram descongelas e
as diluigdes seriadas dos virus (10" a 107) em meio DMEM F-12 1X com 1% P/S e
5% SFB, foram preparadas. Em seguida, as células Vero foram incubadas com 200
ML de cada diluicdo de virus por pogo. O mesmo foi feito para o grupo controle (Mock)
utilizando 200 uL de meio sem adicdo de virus. As placas permaneceram incubadas
por 90 minutos, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2. Apds esse periodo, o meio foi
removido e acrescentado 700 yL de meio semissolido: meio DMEM F-12 2X com 1%
SFB, 1% P/S e 3,2% de CMC (Carboximetilcelulose de sédio — Sigma-Aldrich) por
poco. Em seguida, as células foram mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO2 por 5
dias. Passado esse tempo, as células foram fixadas com 700 uyL de solugdo de
Paraformaldeido 3% (PFA — Sigma-Aldrich) por 20 minutos a temperatura ambiente
(T.A.). As células foram entao lavadas em agua corrente em fluxo baixo e incubadas
com solugéo de cristal violeta 0,8% por 30 minutos a T.A. Em seguida, as placas foram
lavadas novamente em agua corrente e apds sua secagem, as mesmas foram
contadas e os valores adicionados na formula do calculo do titulo viral. O resultado é
expresso por PFU/mL (do inglés, plaque forming unit, Unidades Formadoras de
Placa/mL).

Para a titulagdo da cepa DENV-4 LRV 13/422 foram semeadas células Vero E6
em uma densidade de 1 x 10° células/poco em placa de 24 pogos. O protocolo

utilizado foi o mesmo descrito acima.

2.4  INFECCAO VIRAL DOS MOSQUITOS AEDES AEGYPTI POR DENV-4

Para a infeccdo dos mosquitos, foi coletado sangue humano de doadores
saudaveis (UFSC - CAAE: 89894417.8.0000.0121) utilizando tubo contendo reagente
EDTA. Para obtencéo das células vermelhas (RBC), 1 mL de sangue foi centrifugado
por 4 minutos, 6.400 rpm em T.A. Apds a centrifugacéo, o soro foi descartado e as
células foram lavadas gentilmente com solugdo de PBS 1X estéril (GIBCO). Esse
processo foi realizado por 2 vezes. Na ultima lavagem, apés o descarte do PBS 1X,
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as ceélulas foram gentiimente homogeneizadas e entdo as alimentagdes foram
preparadas.

Fémeas de Aedes aegypti foram mantidas com acesso a agua, mas em jejum
de sacarose por 18-24h e entao foram oferecidas alimentagdes contendo: uma mistura
1:1 células RBC e meio L-15 contendo virus DENV-4 TVP/360 (9,5 x 10’ PFU/mL ou
3,65 x 108 PFU/mL) ou DENV-4 LRV 13/422 (1,13 x 107 PFU/mL). Também foram
oferecidas alimentacdes contendo: uma mistura 1:1 RBC e meio L-15 contendo uma
diluicdo de 10X de cada cepa de DENV-4. O grupo controle (Mock) recebeu uma
mistura 1:1 RBC e o sobrenadante de células C6/36. ATP, pH7,4 na concentracao
final de 1TmM foi incluido como fagoestimulante.

Essas solugdes foram oferecidas as fémeas utilizando um alimentador artificial
de vidro aquecido por agua a 37°C durante aproximadamente 40 minutos na sala de
infeccdo do insetario. Em seguida, os mosquitos foram anestesiados por frio (-20°C),
por aproximadamente 1 minuto e 30 segundos e somente as fémeas totalmente
ingurgitadas foram separadas em pequenas gaiolas e mantidas em B.O.D, a 28°C até
o final do experimento. Cada gaiola recebeu 20 mosquitos e solu¢ao de sacarose 10%

embebida em algodao e oferecido “ad libitum”.

25 DINAMICA DA INFECCAO E CURVA DE SOBREVIVENCIA DOS
MOSQUITOS AEDES AEGYPTI INFECTADOS COM DENV-4

Para os experimentos de dindmica da infec¢ao, os mosquitos foram infectados
com DENV-4 TVP/360 ou DENV-4 LRV 13/422, conforme descrito no item 2.4. As
fémeas de Aedes aegypti foram coletadas nos dias zero (dia da infecgéo), 7, 14 e 21
dias apos infeccao (dpi), sendo cada dia correspondente a um grupo de 20 mosquitos.
Cada grupo, entao, foi eutanasiado por frio (aproximadamente 10 minutos a -20°C),
coletado em tubos de 1,5 mL e armazenado a -80°C até o dia da quantificagao viral.

Para os experimentos de curva de sobrevivéncia, apdés a infeccao pelas
diferentes cepas de DENV-4 e suas diluicbes correspondentes, os mosquitos foram
separados em grupos, cada um com 20 mosquitos e a sobrevivéncia foi acompanhada
diariamente. Um grupo controle, em paralelo, correspondente ao 14 dpi da cepa viral
LRV 13/422 e suas diferentes diluicoes foi utilizado para verificar a carga viral desse

grupo na curva de sobrevivéncia.
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2.6 QUANTIFICAGAO DA INFECCAO VIRAL DE MOSQUITOS AEDES AEGYPTI
INFECTADO POR DENV-4

Para a realizagao desta técnica, células Vero (DENV-4 TVP/360) e Vero E6
(DENV-4 LRV 13/422) foram semeadas em uma densidade de 5 x 10* células/pogo e
1 x 10° células/poco, respectivamente, em placa de 24 pogos e mantidas a 37°C e 5%
COg2, previamente. No dia seguinte, as amostras de mosquitos a serem tituladas,
foram descongeladas. Cada mosquito passou por um processo de descontaminagao
sendo: 1 x 45" em alcool 70%, 1 x 45” em hipoclorito 1%, 1 x 45” em alcool 70% e 1 x
45” em salina 0,9% estéril. Em seguida, cada mosquito foi colocado em um tubo de
1,5 mL contendo 200 pL de meio DMEM F-12 1X completo e mantidos no gelo. Cada
mosquito foi macerado com o auxilio de vortex manual com pistilo estéril e individual
para cada amostra. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 3.200 x g por 5
minutos a 4°C.

Cada homogenato de mosquito individual foi diluido (10" a 10°) em meio
DMEM F-12 - 1X completo e as células foram incubadas com 200 uL de cada diluigao
por 60 minutos, a 37°C e 5% CO2. O mesmo foi feito para o Mock utilizando 200 pL
de meio DMEM F-12 - 1X completo. Apds o periodo de adsorcao viral, o meio foi
removido e foram adicionados 700 pL de meio semissolido (item 2.3.3). As placas
permaneceram por 5 dias em estufa a 37°C e 5% CO2. Passado esse periodo, as
placas foram reveladas e a titulagdo quantificada por PFU/mL.

O calculo da titulagdo foi realizado através da contagem do N° de PFU/ pogo x
diluicdo. O valor gerado foi multiplicado por 5, uma vez que foi utilizado 1/5 do

homogenato dos mosquitos para as diluigdes experimentais.

2.7 DISSECCAO DO INTESTINO E CARCACA DOS MOSQUITOS AEDES
AEGYPTI

Mosquitos fémeas previamente alimentadas com sangue humano e/ou
infectados com DENV-4 TVP/360, conforme descrito no item 2.4, totalmente
ingurgitadas, foram selecionadas para dissec¢ao do intestino em diferentes tempos
(24 horas apos infecgéo, 4 e 7 dpi).

Os mosquitos foram anestesiados por aproximadamente 1 minuto a

temperatura de -20°C. Apds, foram colocados em placa de petri e mantidos no gelo
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durante todo o processo. A disseccao foi realizada em 300 pL de alcool 50%
adicionado em uma lamina histologica sob estereomicroscopio (Olympus SZ51). Com
auxilio de pingas o intestino foi removido e posteriormente lavado em PBS 1X estéril
para a remogao completa do bolo sanguineo. Um pool de 10 intestinos por grupo foi
homogeneizado com auxilio de vortex manual em 500 uL de Trizol (Ambion - Life
Techonologies). A carcaga (térax e abdome) dos mosquitos que tiveram seus
intestinos removidos, foi separada em um pool de 10 amostras e homogeneizadas em
700 pL de Trizol. Em seguida, as amostras foram mantidas em -80°C até a extracao
do RNA total.

2.8 RT-QPCR

2.8.1 Extracao de RNA e sintese de cDNA do intestino e carcaca dos

mosquitos Aedes aegypti infectados com DENV-4 TVP/360

Um pool de 10 intestinos ou 10 carcagas de fémeas de Aedes aegypti foram
macerados em 500 pL e 700 pL de Trizol, com auxilio de vortex manual,
respectivamente. O homogenato foi incubado por 10 minutos a T.A. e em seguida, foi
adicionado 200 uL de cloroférmio (Merck) e os tubos foram homogeneizados por
inversao (aproximadamente 15 vezes). Uma incubacdo de 2 minutos a T.A. foi
realizada e as amostras centrifugadas a 4°C, por 15 minutos a 12.000 x g. A fase
aquosa, contendo o RNA total, foi coletada e separada em um novo tubo de 1,5 mL.
Foi adicionado 200 uL de isopropanol (Merck) e novamente, as amostras foram
homogeneizadas por inversado, aproximadamente 10 vezes. Em seguida, o RNA foi
incubado por 10 minutos a T.A. Uma nova centrifugacao foi realizada a 4°C, por 10
minutos a 12.000 x g. O sobrenadante foi descartado e a etapa de lavagem foi iniciada
com 500 uL de alcool P.A. (Merck) e centrifugado a 4°C, por 5 minutos a 10.000 x g.
O sobrenadante foi mais uma vez descartado e entdo adicionado 500 uL de alcool
75% e o RNA foi centrifugado a 4°C, por 5 minutos a 8.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi seco por inversdao do tubo em papel absorvente. Apds a

secagem do RNA, este foi homogeneizado com 10 uL de agua livre de nucleases.
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O RNA foi quantificado através do NanoDrop Lite (Thermo Scientific) e o
tratamento com DNAse foi realizado utilizando o Kit (RQ7 RNase - Free DNase -
Promega), seguindo o protocolo de acordo com as especificagdes do fabricante.

Em seguida, a sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High Capacity
(Applied #4368814) conforme as recomendacgdes do fabricante e as amostras foram

armazenadas a -20°C.

2.8.2 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) para analise da expressao dos

genes antioxidantes e redox em Aedes aegypti

Os genes antioxidantes e redox selecionados em Aedes aegypti séo

apresentados a Tabela 2.

Tabela 2. Lista dos genes estudados em Aedes aegypti.

Genes
Aedes Nome
Genes aegypti
apex1 AAEL010781 ap endonuclease
erp44 AAEL013845 endoplasmic reticulum resident protein (ERp44)
dnajc16 AAEL002502 putative chaperone
glrx AAEL001109 glutaredoxin
GS1 AAEL001887 glutamine synthetase 1, 2 (glutamate-amonia ligase) (GS)
p4hb AAEL000641 protein disulfide isomerase
pdia3 AAEL001432 protein disulfide isomerase
pdia6 AAEL010065 protein disulfide-isomerase A6 precursor
prdx1 AAEL019408 2-Cys thioredoxin peroxidase
txn AAELO010777 thioredoxin
gsto1 AAEL017085 glutathione transferase
park?7 AAEL004081 dj-1 protein (park7)
sod1 AAEL019938 putative SOD
LOC5576166  AAEL012368 putative SOD
Cat1a AAEL013407 catalase protein
Nrf2 AAEL019563 segmentation protein cap'n'collar

Os experimentos de qPCR foram realizados no StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems) usando o kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega).
Todas as reacdes foram preparadas em placas do tipo MicroAmp® Fast Optimal 96-
well — Reaction Plate (Applied Biosystems®).

As analises foram realizadas utilizando o método 2*- AACq calculado em
relagao ao gene de referéncia 60S ribossomal proteina L32 (RLp32) de Aedes aegypti.

A eficiéncia dos iniciadores foi testada utilizando diluicbes seriadas das diferentes
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amostras de cDNA. Os testes foram realizados em duplicata e a concentragao dos
iniciadores foi definida em 100nM. Os oligonucleotideos utilizados neste estudo estao
representados na Tabela 5. Os dados de threshold, baseline e Cq, foram obtidos e
analisados inicialmente através do software StepOne™ Software v2.1. Os graficos
plotados com os dados foram de acordo com a expressao relativa de cada gene em
relagcdo a mosquitos alimentados com agucar - SF (Sugar Fed) de cada experimento,
ao qual foi atribuido o valor de 1. Todas as analises foram realizadas através do

software GraphPad Prism 9.0 (Graphpad® Software).

Tabela 3. Lista de oligonucleotideos utilizados para analise da expressao génica por RT-qPCR.

Genes Primer senso Primer anti-senso

apex1 ACAAATCCGCAACCGACTAC GCACAGAATGTCCGGTTTTT
erp44 GGCAACGAATCTCAAGGAAG GTCAGTTCTTCGGCGTTCTC
dnajc16 GCAATCTCGCAACAAACTGA TCGGGTTGATCTTCATCTCC
glrx TTCTGCAGAGTGATGCCTTG CCGACCTTCTTCAGCTCATC
GS1 TATTGATGGAAGGCCTTTGG GATATCGTCAGCGCACTTCA
p4hb GCTCTGCCACTGATTGTTGA CTTCTCGCGGTACTTCTTGG
pdia3 ATTGTACCGAAGGTGGCAAG CTTCGAAAGCCTCCAGTGTC
pdia6 ATCGCCGGTAGATTACAACG CCAACCAAATGTCGTCACTG
prdx1 AAGATCGGCTGCTCTGTGAT CTGGCGGAGATTCTGCTTAC
txn CTCGTCGTGGTGGACTTTTT ACAGGAAGGTGGGCATACTG
gsto1 CGTTTAAGAAGGCGCAAGAC CCACGGGTTTTGAGTTCTGT
park?7 TGACGTCGTATCCCTCCTTC TTGCGACTTGCTTGGTCTTA
sod1 AGGTCTCTCTCCGGGTAAGC GCCAACCAGCGTTATTTTGT
LOC5576166 GGGTGAGGTTTACGACTCCA TCGTCCCAAATCGTAACTCC
Catla CAATGAACTGCACCGACAAC AGCCTCATCCAGAACACGAC
Nrf2 CGCTACCGTCAGCTACCAAT CGGCTCCCTCTAAGTGACTG

RLp32 GCTATGACAAGCTTGCCCCCA TCATCAGCACCTCCAGCT

2.9 SILENCIAMENTO POR RNAi DO GENE DA GLUTAMINA SINTETASE 1 E

NRF2

Um fragmento de 485 pb do gene da Glutamina Sintetase 1 (AAEL001887) e
um fragmento de 445 pb do gene Nrf2 (AAEL019563) foram amplificados a partir do
cDNA do epitélio intestinal de mosquitos BF (Blood Fed), 24 horas ap6s alimentagao.
Os iniciadores utilizados para essa amplificagdo possuem a sequéncia T7 na porgao
5’ para a ligacao da RNA polimerase. Como controle, foi utilizado um fragmento de
452 pb do gene LacZ, amplificado do plasmideo pAAV LacZ Vector.
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Os produtos da amplificagdo foram purificados utilizando o kit QIAquick® PCR
Purification Kit (Qiagen) e utilizados como molde para a reag&o de transcrigéo in vitro
para a sintese da dupla fita de RNA (dsRNA), utilizando o Kit MEGAscript RNAI Kit
(Ambion), seguindo as recomendagdes do fabricante. As sequéncias de
oligonucleotideos sdo apresentados na Tabela 4.

Os experimentos de silenciamento génico foram feitos através da inje¢éo de 69
nL de dsGS1 ou dsNrf2 (3ug/uL) ou dsLacZ (gene néao relacionado ao dsRNA) no
térax de fémeas de Aedes aegypti com 4 a 5 dias de adultas, utilizando microinjetor
(Nanoject Il — Drummond Scientific). Dois dias apds a inje¢do, os mosquitos foram
desafiados com sangue humano ou sangue contendo a cepa DENV-4 TVP/360 na
concentragédo de 1x10% PFU/mL, conforme item 2.4. O silenciamento foi confirmado
24 horas ap6s alimentagao ou infec¢ao, seguindo item 2.8.1. e 2.8.2. Um grupo de 20
mosquitos silenciados para dsGS1, dsNrf2 e dsLacZ foram separados em gaiolas
ap6s a infeccdo com TVP/360 e tiveram sua carga viral quantificada em 7dpi,

conforme item 2.6.

Tabela 4. Lista de oligonucleotideos utilizados para a construgdo do dsRNA. Em vermelho esta
a sequéncia de ligagédo T7 para a RNA polimerase.

Genes 5 -3 Oligonucleotideos
GS1 Primer senso taatacgactcactatagggCCTATGTGTGGATCGATGG
Primer anti-senso taatacgactcactatagggGTCAACTCCAGCATAGAG
Lac? Primer senso taatacgactcactatagggGTGTGATCATCTGGTCGC
Primer anti-senso taatacgactcactatagggGTCAACTCCAGCATAGAG

Primer senso taatacgactcactatagggGAACAGCGCTTTCAGGATCT

Nrf2 Primer anti-senso  taatacgactcactatagggCGCATGGTGTACATACCCTC

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram analisados através do software GraphPad Prism 9,
utilizando teste ndo pareado Kruskal — Wallis, Teste Log-rank (Mantel Cox) para
curva de sobrevivéncia, teste T de Student de acordo com o desenho
experimental. As barras representam a média ou mediana juntamente com erro

padrao da média, como detalhado na legenda das figuras.
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3 RESULTADOS

3.1 INFECCAO DO AEDES AEGYPTI COM DIFERENTES DOSES DE DENV-4
TVP/360.

O Aedes aegypti é suscetivel as infecgdes por diversos arbovirus, como DENV,
Zika e CHIKV. A infec¢do ndo gera um grande impacto na saude geral do mosquito
(OLIVEIRA; BAHIA; VALE, 2020). Essa adaptacao esta relacionada a competéncia
vetorial do inseto (LAMBRECHTS; SALEH, 2019; OLIVEIRA; BAHIA; VALE, 2020).
Estudos realizados por Long et al., (2019) mostraram que mosquitos Aedes aegypti
se infectam com doses entre 102 e 10® PFU/mL de soro. Diante disso, decidimos
investigar o impacto de diferentes doses da cepa laboratorial DENV-4 TVP/360 na
sobrevivéncia dos mosquitos Aedes aegypti. Para isso, fémeas foram alimentadas
oralmente com sangue humano suplementado com diferentes concentragdes virais -
10%, 10° e 10" PFU/mL de sangue (Figura 3A). Os mosquitos totalmente ingurgitados
foram selecionados para a determinagdo da carga viral logo apés a alimentacao
(tempo zero, T=0), através do ensaio de placa (Figura 3B e 3C). Em seguida,
avaliamos o impacto dessas infecgcdes na sobrevivéncia dos mosquitos, monitorando
diariamente a curva de sobrevivéncia até que todos os mosquitos estivessem mortos.

Nenhuma das diferentes concentracdes testadas de TVP/360 resultou em
reducao significativa na longevidade dos mosquitos infectados (Figura 3D e 3E).

Nossos dados sugerem que o0 Aedes aegypti possui uma alta capacidade de
defesa (resisténcia e tolerancia) quando desafiado com diferentes doses da cepa
DENV-4 TVP/360, uma vez que ndo houve impacto negativo na longevidade dos

mosquitos testados.
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Figura 3. Mosquitos Aedes aegypti infectados com diferentes concentragcées de DENV-4
TVP/360.

(A) Desenho experimental. Fémeas de Aedes aegypti foram alimentadas com sangue humano
suplementado com diferentes concentragdes do virus DENV-4 TVP/360. (B) Input - é definido
como a concentragdo de particulas infecciosas presentes na alimentagdo sanguinea oferecida
aos mosquitos (PFU/uL de sangue). (C) Cada ponto refere-se a um mosquito fémea que teve sua
carga viral quantificada através de ensaio de placa, no tempo zero (T=0), dia da infecgdo. (D)
Sobrevivéncia dos mosquitos desafiados com diferentes concentragcbes de DENV-4. A
sobrevivéncia dos mosquitos foi registrada diariamente ao longo de toda a vida do inseto. A linha
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preta pontilhada representa 50% da mortalidade dos insetos. Esse experimento foi realizado de
forma independente 6 vezes e o dado apresentado é o somatério de todas as replicatas. (E) Dia
de morte de cada mosquito submetido as diferentes doses. (C) Resultado representativo de 2
experimentos independentes. O nimero de amostras testadas esta indicado na parte superior de
cada coluna. Todos os experimentos possuem média com +/- erro padrdo. (D) Teste Log-rank
(Mantel Cox) para curva de sobrevivéncia, (E) A significancia estatistica foi determinada pelo
teste de Kruskal-Wallis.

3.2 DIFERENTES DOSES DE DENV-4 TVP/360 NAO AFETAM A INTENSIDADE
DA INFECCAO, MAS MODIFICAM A PREVALENCIA EM MOSQUITOS AEDES
AEGYPTI

O estudo da intensidade e prevaléncia da infecgdo em mosquitos Aedes aegypti
infectados com DENV é crucial para o entendimento da dindmica da infeccédo e
competéncia vetorial (NOVELO et al., 2019).

Dessa forma, selecionamos duas concentragdes virais da cepa TVP/360 - 108
e 10" PFU/mL de sangue, ambas testadas nos experimentos de sobrevivéncia. A
concentragédo viral de 107 PFU/mL corresponde ao valor maximo da titulagao viral em
células C6/36. As fémeas do mosquito foram alimentadas com sangue humano
suplementado com TVP/360 e apds a infeccao, os mosquitos foram separados em
grupos de 0, 7, 14 e 21 dias apos infeccao (dpi) (Figura 4). Cada grupo de mosquitos
teve sua carga viral quantificada por ensaio de placa, os dados sao apresentados na
Figura 4B e 4C.

Nossos resultados de intensidade da infeccdo para a maior dose da cepa
TVP/360 mostraram uma pequena oscilagdo na carga viral ao longo do tempo (7 e 14
dpi), ndo apresentando grandes diferengas no titulo viral e sugerindo um baixo grau
de resisténcia e uma possivel saturagédo da capacidade de crescimento (10° PFU/mL
de sangue) (Figura 4B). No grupo de mosquitos alimentados com 10® PFU/mL de
TVP/360, foi constatado um aumento na carga viral nos mosquitos do 21 dpi, fato esse
que difere do Input e demais grupos testados (Figura 4C).

A prevaléncia da infecgao para a maior dose, nos dias 7, 14 e 21 dpi foi de
53,33%, 84% e 89,28%, respectivamente (Figura 4D). Para a dose de 106 PFU/mL a
prevaléncia para o 7 dpi foi de 26,66%, enquanto que para o 14 e 21 dpi esse resultado
foi ainda menor - 16,66% e 13,63%, respectivamente (Figura 4E).

Identificamos uma variacdo na dindmica da infeccdo ao comparar as duas

doses virais testadas para a cepa TVP/360. Esses resultados apontam que,
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independentemente da concentragédo viral fornecida aos mosquitos, a carga viral
tende a se manter préxima a dose inicial ou até aumentar ao longo do tempo. Ja a
prevaléncia da infecgao é diretamente influenciada pela dose inicial de virus: quanto
maior a dose, maior sera a prevaléncia da infecgdo, fenbmeno ja observado em

diversos estudos relacionados a infecgao de DENV em Aedes (DUONG et al., 2015;

NGUYEN et al., 2013; NOVELO et al., 2019).
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Figura 4. Intensidade e prevaléncia da infecgcao de DENV-4 TVP/360 em mosquitos Aedes
aegypti.

(A) Desenho experimental. (B-C) Os mosquitos foram alimentados com sangue humano contendo
diferentes concentragcdes do DENV-4, sendo 10% e 107 PFU/mL. Cada ponto refere-se a um
mosquito fémea que teve sua carga viral quantificada através de ensaio de placa em diferentes
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dias apos infeccao (0, 7, 14 e 21 dpi). O Input representa a quantidade de virus oferecido aos
mosquitos por puL de sangue. (D-E) O grafico de setores indica a prevaléncia da infecgao por
DENV-4 em cada grupo em diferentes dias apos a infecgdo. O numero de amostras testadas esta
indicado abaixo de cada coluna. Estes resultados apresentam média e +/- erro padrdo e sao
representativos de 3 experimentos independentes para cada grupo.

3.3 INFECCOES PELA CEPA DENV-4 LRV 13/422 NAO ALTERAM A
SOBREVIVENCIA DOS MOSQUITOS AEDES AEGYPTI DESAFIADOS POR
DIFERENTES DOSES

A resposta de defesa do mosquito vetor pode ser diferente dependendo da
interagdo com outras cepas virais (NOVELO et al., 2023). Por esse motivo, uma vez
que as infeccdes pela cepa DENV-4 TVP/360 (cepa adaptada ao laboratério), ndo
afetaram o tempo de vida dos mosquitos, foi realizada uma nova curva de
sobrevivéncia utilizando a cepa clinica DENV-4 LRV 13/422. Fémeas de mosquito
foram infectadas com duas doses da cepa LRV 13/422 — 10° e 10% PFU/mL (Figura
5A). A concentragao viral de 108 PFU/mL corresponde ao valor maximo da titulagao
viral em células C6/36. As fémeas totalmente ingurgitadas foram selecionadas para a
determinacdo da carga viral logo apds a alimentagdo sanguinea (T=0), através do
ensaio de placa (Figuras 5B e 5C).

Os experimentos de sobrevivéncia com mosquitos infectados pela cepa LRV
13/422 nao apresentaram diferenga estatistica na sobrevivéncia dos insetos testados
(Figura 5D e 5E). A mediana de morte para o grupo controle foi de 42 dias, enquanto
que para os mosquitos infectados com doses em 10° e 10° foi de 33 e 40 dias,
respectivamente.

Esses resultados sdo os mesmos encontrados para as infeccdbes com a cepa
TVP/360 (Figura 3D e 3E).
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Figura 5. Mosquitos Aedes aegypti infectados com diferentes concentracées de DENV-4

LRV 13/422.

(A) Desenho experimental. Fémeas de Aedes aegypti foram alimentadas com sangue humano
suplementado com diferentes concentragdes do virus DENV-4 LRV 13/422. (B) Input - é definido
como a concentragdo de particula infecciosa presente na alimentagdo sanguinea oferecida aos
mosquitos (PFU/pL de sangue). (C) Cada ponto refere-se a um mosquito fémea que teve sua
carga viral quantificada através de ensaio de placa, no tempo zero (T=0), dia da infec¢éo. (D)
Curva dose-resposta apresentando a sobrevivéncia dos mosquitos desafiados com diferentes
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concentragbes de DENV-4. A sobrevivéncia dos mosquitos foi registrada diariamente ao longo
de toda a vida do inseto. A linha preta pontilhada representa 50% da mortalidade dos insetos.
Esse experimento foi realizado de forma independente 4 vezes e o dado apresentado é o
somatoério de todas as replicatas. (E) Dia de morte de cada mosquito submetido as diferentes
doses. (C) Resultado representativo de 2 experimentos. O nimero de amostras testadas esta
indicado na parte superior de cada coluna. Todos os experimentos possuem média com +/- erro
padrdo. (D) Teste Log-rank (Mantel Cox) para curva de sobrevivéncia, (E) A significancia
estatistica foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis.

3.4 DIFERENTES DOSES DE DENV-4 LRV 13/422 ALTERAM A INTENSIDADE
DA INFECCAO E MODIFICAM A PREVALENCIA EM MOSQUITOS AEDES
AEGYPTI

Ap0s os resultados obtidos para a curva de sobrevivéncia da cepa LRV 13/422,
decidimos avaliar a intensidade e prevaléncia da infeccdo dos mosquitos infectados
em diferentes dias apds a infeccdo. Para esses experimentos, infectamos os
mosquitos com a dose mais alta para o LRV 13/422, sendo de 10° PFU/mL de sangue.
Apos a infecgdo, somente as fémeas totalmente ingurgitadas foram separadas em
gaiolas e tiveram sua carga viral quantificada por ensaio de placa nos dias 0, 7, 14 e
21 dpi. (Figura 6A).

A Figura 6B apresenta os resultados obtidos para a intensidade da infeccéo.
Observamos que houve um aumento na carga viral dos mosquitos quantificados nos
dias 7 e 14 dpi quando comparados aos valores do Input e T=0. O 21 dpi apresentou
carga viral média de 10* PFU/mosquito. Também foi verificada uma variagao na carga
viral entre os grupos de mosquitos testados, sendo um valor minimo de 1032
PFU/mosquito e uma concentragdo maior proxima a 108 PFU/mosquito, superando a
carga viral quantificada no /nput e no dia da infecgédo (T=0). Verificamos uma oscilagéo
na carga viral média no decorrer dos 21 dias.

A baixa na prevaléncia da infeccéo foi notada para os grupos de 7 dpi com
23,33% e 14 dpi com 36,66% (Figura 6C). A prevaléncia da infecgdo determinada para
o 21 dpi foi de 33,33%.

A prevaléncia da infeccao mostrou-se diferente entre a cepa laboratorial e o
isolado clinico (Figura 4E e Figura 6C). A partir do 14 dpi a prevaléncia da infecgao foi
maior para a cepa LRV 13/422, sendo de 36,66% contra 16,66% da cepa TVP/360.
Para o dia 21 ap6s infecgao, o TVP/360 apresentou prevaléncia de 13,63% e o LRV
13/422 de 33,33%.
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Figura 6. Intensidade e prevaléncia da infec¢cdo do DENV-4 LRV 13/422 em mosquitos

Aedes aegypti.
(A) Desenho experimental. (B) Os mosquitos foram alimentados com sangue humano contendo

DENV-4 na concentragédo de 108 PFU/mL. Cada ponto refere-se a um mosquito fémea que teve
sua carga viral quantificada através de ensaio de placa em diferentes dias apés infecgao (0, 7,
14 e 21 dpi). O Input representa a quantidade de virus oferecido aos mosquitos por yL de sangue.
(C) O grafico de setores indica a prevaléncia da infeccdo por DENV-4 em cada grupo em
diferentes dias apds a infecgdo. O nimero de amostras testadas esta indicado abaixo de cada
coluna. Estes resultados apresentam média e +/- erro padrao e sdo representativos de 3
experimentos independentes para cada grupo.

O primeiro conjunto de experimentos confirmou a alta capacidade de defesa do
Aedes aegypti contra diferentes concentracbes e cepas virais. Mesmo quando
desafiados com a maior dose administrada de virus, que foi de 10’ PFU/mL de sangue
(TVP/360), os mosquitos testados nao tiveram seu tempo de vida impactado em
condi¢cdes controladas no insetario. A variagdo da carga viral em todo o corpo do
mosquito também revelou como diferentes cepas (laboratorial e isolado clinico)

interagem com o vetor durante a infecgéo.
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Esses resultados nos impulsionaram a buscar novas abordagens na tentativa
de entender a resposta de tolerancia do Aedes aegypti, que € um importante
disseminador das arboviroses no pais. O mosquito parece tolerar infec¢des
persistentes por arbovirus sem sofrer grandes impactos na saude e na sobrevivéncia,
0 que sugere que a infecgdo ativa mecanismos de tolerancia no mosquito.

Por isso, o segundo conjunto de experimentos buscou identificar essas defesas
adaptativas e inibir vias metabdlicas que podem levar a mortalidade do mosquito vetor.
Nés avaliamos um grupo de genes associados ao metabolismo e a defesa
antioxidante, considerados candidatos a promotores de tolerancia nos mosquitos

infectados com o virus dengue.

3.5 GENES CANDIDATOS A PROMOTORES DE TOLERANCIA EM AEDES
AEGYPTI

Para investigar o mecanismo biolégico envolvido no processo de tolerancia dos
mosquitos Aedes aegypti, foi selecionado um grupo de genes redox e antioxidantes,
como candidatos a promotores de tolerancia.

A busca pelos genes de interesse foi baseada na reanalise de dados publicados
por ZANINI e colaboradores (2018), que empregaram a técnica viscRNA-seq para
analisar o transcriptoma de células unicas infectadas com DENV. Nesse estudo,
células de hepatécito humano (Huh7) foram infectadas com o virus DENV-2, e seus
transcriptomas foram examinados ao longo do tempo, in vitro durante a infecgcéo. Os
dados foram entdo re-analisados através de filtragem computacional utilizando o
algoritmo CellRouter (LUMMERTZ DA ROCHA et al., 2018), que é capaz de agrupar
subpopulagdes de células com respostas transcricionais semelhantes. Essa analise
resultou na identificacdo de 9 grupos de células com respostas transcricionais
coordenadas/similares (Figura 7A), dos quais os grupos 2, 3, 4, 8 e 9 demonstraram
uma prevaléncia significativa de células infectadas por DENV-2 (Figura 7B). Em
seguida, utilizamos a ferramenta Gene Ontology para filtrar os termos relacionados ao
metabolismo redox e antioxidantes, com a premissa de que esses genes Sao
candidatos a promotores de tolerancia pois protegem o tecido do ataque inespecifico
de espécies reativas de oxigénio durante a resposta imune a infeccao (SOARES;
RIBEIRO, 2015). Identificamos 27 genes diferencialmente expressos nas células
Huh7 infectadas com DENV-2 e procuramos seus ortélogos em Aedes aegypti.
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Observamos que os 14 genes candidatos ja haviam sido flagrados como
diferencialmente expressos em Aedes aegypti infectado com arbovirus em
transcriptomas de tecido total (e ndo células unicas), o que validou nossa abordagem
utilizado as células Huh7 e o Cell Router (Tabela 5). Além disso, incluimos na lista os
genes da catalase (cat1a) e do regulador transcricional Nrf2 (nuclear factor erythroid-

derived factor 2), totalizando 16 genes de interesse.
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Figura 7. Esquema representativo da sele¢cdo de genes candidatos a promotores de
tolerdncia em mosquitos Aedes aegypti.

(1) Reanalise dos dados publicados por ZANINI et al., (2018). (2) Identificagdo da transcrigao
coordenada de células infectadas através do algoritmo CellRouter (LUMMERTZ DA ROCHA et
al., 2018). (3) Grupos de células com respostas transcricionais similares. (4) Identificagado dos
grupos infectados com dengue. (5) Ferramenta Gene Ontology para os termos redox e
antioxidante e selecdo dos genes. (6) Genes ortélogos em mosquito Aedes aegypti.
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Tabela 5. Lista dos genes selecionados para o estudo em Aedes aegypti.

Genes Bulk-
Genes Aedes Nome transcriptomes
aegypti DENV
apex1 |AAELO010781 ap endonuclease Raquin et al., 2017
erp44 | AAEL013845 endoplasmic reticulum resident protein (ERp44) Colpitts et al., 2011
dnajc16 | AAEL002502 putative chaperone Behura et al., 2011
glrx | AAELO01109 glutaredoxin Colpitts et al., 2011
GS1 |AAEL001887 | glutamine synthetase 1, 2 (glutamate-ammonia ligase) | Raquin et al., 2017
p4hb | AAELO00641 protein disulfide isomerase Colpitts et al., 2011
pdia3 | AAEL001432 protein disulfide isomerase Colpitts et al., 2011
pdia6 | AAEL0O10065 protein disulfide-isomerase A6 precursor Suzuki et al., 2017
prdx1 | AAEL0O19408 2-Cys thioredoxin peroxidase Raquin et al., 2017
txn AAELO10777 thioredoxin Behura et al., 2014
gsto1 | AAEL017085 glutathione transferase Raquin et al., 2017
park7 | AAEL004081 dj-1 protein (park7) Colpitts et al., 2011
sod1 | AAEL019938 putative SOD Colpitts et al., 2011
sod ? |AAEL012368 putative SOD Colpitts et al., 2011
3.6 EXPRESSAO DOS GENES CANDIDATOS A TOLERANCIA EM AEDES

AEGYPTI

Uma vez que os 16 genes antioxidantes foram previamente selecionados,
analisamos a expressao de cada gene no intestino e na carcaga (térax e abdome —
que contém a maior parte do corpo gorduroso) do mosquito Aedes aegypti em 24
horas apo6s infecgao (hpi), e aos 4 e 7 dias apds infecgao (dpi). Utilizamos trés grupos
de mosquitos: Grupo Nao Infectado, alimentado somente com sangue; Grupo
Infectado, alimentado com sangue e inéculo viral de 107 PFU/mL de DENV-4 TVP/360;
e o Grupo Controle SF (Sugar Fed), alimentado com sacarose a 10%. Em todas as
alimentagdes contendo sangue, foi utilizado 1% de ATP (1mM) como fagoestimulante.
Apos a alimentagaol/infeccao, as fémeas totalmente ingurgitadas foram selecionadas
e mantidas em gaiolas, sendo dissecadas nos diferentes tempos. Em seguida, o RNA
total de um conjunto de 10 intestinos ou carcacgas foi extraido e a sintese de cDNA foi
realizada. Para avaliar a expressao dos genes, as amostras foram analisadas por RT-
gPCR.

Nossos dados revelaram que nas primeiras 24 horas houve um aumento de
cerca de 120x (vezes) do RNAm do gene da Glutamina Sintetase 1 (GS1) no intestino

do grupo infectado. Para o grupo nao infectado o aumento foi de aproximadamente
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100x, o que indica que a GS1 é modulada positivamente no momento da alimentagéo
sanguinea, independente da presenga do virus (Figura 8A). Analisamos também a
expressdao do RNAm codificante para o gene Nrf2, o qual apresentou um aumento na
presencga do virus (4x). Para o RNAm da enzima antioxidante catalase observamos
um aumento na transcrigdo na presenga de sangue de 11x em ambos 0s grupos
testados. As demais sequéncias génicas analisadas variaram em seus niveis de
expressao entre 2x e 10x na presenga ou nao do virus.

Ao avaliarmos a expressao do RNAm dos genes selecionados no intestino dos
mosquitos no 4 dpi, a maioria deles ndo apresentou expressao maior que 2x quando
comparada ao grupo controle (SF). Observou-se também que os grupos N&o
Infectado e Infectado mostraram um perfil de expresséao similar entre eles (Figura 8B).

No dia 7 dpi, ambos os grupos - Infectado e Nao infectado - apresentaram um
perfil de expressao proximo ou igual ao grupo controle (Figura 8C). Esses resultados
indicam que os niveis de RNAm no intestino do inseto foram modulados positivamente
na presenga de sangue e/ou virus e apos o término da digestdo sanguinea eles
retornaram ao seu nivel basal de expressao. A Figura 8D demonstra o aumento do
RNAmM de TVP/360 no decorrer do tempo, confirmando a presenca do virus no

intestino do inseto.
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Figura 8. Expressao relativa dos genes antioxidantes em Aedes aegypti infectados com DENV-4 TVP/360.

Os mosquitos foram alimentados com sangue humano contendo 107 PFUs/mL de DV4 TVP/360 e o fagoestimulante ATP (1mM). Um pool de 10
intestinos foi dissecado (A) 24 horas ap6s infecgao (hpi), (B) 4 dpi e (C) 7 dpi. O RNAm total foi extraido e o cDNA foi testado através RT-qPCR para
detectar a expresséao relativa dos genes redox e antioxidantes. O Grupo Nao Infectado foi alimentado com sangue humano mais o sobrenadante de
células C6/36 e ATP. O grupo controle, SF (Sugar Fed), foi alimentado com solugdo de sacarose 10%. (D) Controle positivo para a presenca de
DENV-4 TVP/360. Esses resultados apresentam média e +/- erro padrao e séo representativos de 2 a 3 experimentos independentes. A significancia
estatistica foi determinada entre os grupos Nao Infectado e Infectado com TVP/360 através do teste T de Student para cada um dos genes.
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Também foi avaliada a expressao dos genes de interesse na carcaga (térax e
abdome) dos mosquitos Aedes aegypti, sendo selecionado apenas os tempos 4 e 7
dpi (Figura 9). No grupo 4 dpi, os genes gsto1 e prdx1 aumentaram suas transcri¢gdes
em até 8x na presenca do virus e 4x a 6x somente no grupo alimentado com sangue
(Figura 9A). Para o RNAm do gene Nrf2 o aumento foi de 6x para ambos os grupos
quando comparado ao controle. O gene dnajc16 apresentou uma expressao de 4x e
5x no grupo N&o Infectado e Infectado, respectivamente. Os demais genes
apresentaram oscilagdes entre 1x a 4x em seus niveis de transcrigao.

As analises de expressao génica no 7 dpi mostraram que o gene apex1 obteve
um aumento de 4x, em ambos os grupos, em relagdo ao grupo alimentado com
agucar. Os demais genes oscilaram entre 1x a 2x 0 aumento da expressao em relagao
ao SF (Figura 9B). A Figura 9C apresenta o controle positivo para a presencga de
TVP/360 nas amostras testadas.

Esses resultados indicam que o gene da GS1 esta altamente expresso no
intestino dos mosquitos durante a alimentagdo sanguinea do inseto vetor
independente da presencga do virus. Além disso, o gene Nrf2 também apresenta um
aumento frente a infecgdo viral. Observou-se também outros genes que oscilam em
menor grau durante a alimentagdo e infecgdo. Os genes GS1 e Nrf2 foram

selecionados para o silenciamento através da técnica de RNA de interferéncia.
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Figura 9. Expressao relativa dos genes e antioxidantes em Aedes aegypti infectados com DENV -4 TVP/360.

Os mosquitos foram alimentados com sangue humano contendo 107 PFUs/mL de DV4 TVP/360 e o fagoestimulante ATP (1mM). Um pool de 10
carcacgas foram dissecadas (A) 4 dpi e (B) 7 dpi. O RNAm total foi extraido e o cDNA foi testado através RT-qPCR para detectar a expresséao relativa
dos genes redox e antioxidantes. O Grupo N&o Infectado foi alimentado com sangue humano mais o sobrenadante de células C6/36 e ATP. O grupo
controle, SF (Sugar Fed), foi alimentado com solugéo de sacarose 10%. (C) Controle positivo para a presenca de DENV-4 TVP/360. Esses resultados
apresentam média e +/- erro padrao e sao representativos de 2 a 3 experimentos independentes. A significancia estatistica foi determinada entre os
grupos Nao Infectado e Infectado com TVP/360 através do teste T de Student para cada um dos genes.



49

3.7 SILENCIAMENTO DOS GENES DA GLUTAMINA SINTETASE 1 E NRF2 EM
MOSQUITOS AEDES AEGYPTI

A expressao do gene da Glutamina Sintetase 1 esta altamente expressa no
intestino do mosquito Aedes aegypti apds alimentagdo sanguinea com e sem DENV-
4 TVP/360. Isso sugere que o gene pode ter uma fungéo importante no metabolismo
do sangue, pois a GS1 é responsavel pela sintese de glutamina, essencial na
detoxificagdo do excesso de aménia no mosquito apds alimentacdo sanguinea
(SCARAFFIA, 2016). Além disso, hipotetizamos que sua modulagdo poderia impactar
na infectividade do Aedes aegypti frente ao DENV-4. Para entender melhor a fungao
do gene, realizamos o silenciamento por RNAIi para avaliar como a auséncia da GS1
pode afetar o crescimento do virus no corpo do mosquito.

O gene Nrf2 também apresentou aumento na expressdo do RNAm nas
primeiras 24h apds a alimentagao/infecgdo com TVP/360. Esse gene desempenha um
papel importante na fisiologia do mosquito, principalmente na homeostasia intestinal.
O Nrf2 ajuda a manter a integridade da mucosa intestinal e atua na resisténcia a
inseticidas e na invasdo de patdégenos (BOTTINO-ROJAS et al, 2018). O
silenciamento deste gene pode gerar perturbagdes importantes no intestino do inseto
e dessa forma impactar na infecg¢ao viral e competéncia do vetor.

Para avaliar o impacto do silenciamento em mosquitos Aedes aegypti, foram
administrados dsRNA direcionados aos genes da GS1 e Nrf2. Apos 48h do
silenciamento, os mosquitos foram alimentados com sangue humano contendo 1% de
ATP (1mM) como fagoestimulante. Em 24h e 4 dias apos alimentagdo sanguinea
(dpa), os mosquitos foram dissecados (cada cDNA foi formado por um “pool” de 10
intestinos ou 10 carcacas), o RNA total extraido e a sintese de cDNA realizada. Em
seguida, os niveis de RNAm da GS1 e Nrf2 foram analisados por RT-gPCR. Como
controle negativo, utilizamos uma parte da sequéncia do gene LacZ que nao esta
presente no genoma do mosquito e por esse motivo ndo iria silenciar nenhum gene
enddgeno no inseto vetor. Além disso, funciona como agonista em potencial da via de
RNAI por ser apresentado ao mosquito na forma de dsRNA.

Observou-se uma redugao nos niveis transcricionais do gene da GS1 em torno
de 80% (p=0.0010) no intestino dos mosquitos 24 horas apds alimentagéo sanguinea

(hpa). O efeito do silenciamento ficou proximo de 55% em 4 dpa (Figura 10A e 10C).
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Na carcaca dos mosquitos, o efeito do dsRNA foi de 80% (p=0.0005) apds 24h e de
42% apbs 4 dias (Figura 10B e 10D).

Quanto ao gene Nrf2, houve uma redugdo de 60% do transcrito no epitélio
intestinal dos mosquitos em 24h e 4 dias apds alimentagao (Figura 10E e 10G). O
efeito do dsRNA na carcaca foi de aproximadamente 60% enquanto em 4 dpa, apenas
10% (Figura 10F e 10H).

O silenciamento dos genes da GS1 e Nrf2 em Aedes aegypti foi bem-sucedido,
resultando em uma reducdo significativa da expressdo desses genes. Esses
resultados nos permitem avaliar o impacto do silenciamento da GS1 e Nrf2 durante a
infeccéo pela cepa DENV-4 TVP/360 no mosquito vetor.

A B Cc D

Silencii G

0 G
Intestino - 24hpa

00010

Silenciamento Glu ina Si

Carcaca - 24hpa

0.0005

o Glutamina Sintetase 1
Intestino - 4ddpa

Silenciamento Glutamina Sintetase 1

Carcaga - 4dpa

12 12 1.2 1.2
-
© 10 @ 1.0 W 1.0 o 10
2 2 8 8
E % 0.3 ,(00\;1:3 0.8 § jg 0.8 _§§ 0.8
29 08 39 o8 89 06 8P 06 1
sg 82 2 &2
= = = =
4 E 04 @ E 04 . GE 04 @ E 04
8 L] B 2
302 g 02 & 02 202
0.0 0.0 0.0 0.0
N N N 4 N
R - \?J' & & F
IS ¥ 2 ¥ I fd P ¥
E Silenciamento Nrf2 F Silenciamento Nrf2 G Silenciamanto Nrf2 H Silenciamento Nrf2
Intestino - 24hpa Carcaca - 24hpa Intestino - 4dpa Carcaca - 4dpa
12 1.2 12 1.2
" 1.0 " 1.0 1.0 1.0
g
Z 08 Z 08 % 0.8 = 08
3 2 8 2
§ 06 % 0.6 % 0.6 E 0.6
S 04 S 04 S04 3 04
a [0 |

0.2

0.0
4 8‘
G’
& F

0.2
0.0

&

® ¥

0.2
0.0

gb 3
& &

Figura 10. Silenciamento dos genes da Glutamina Sintetase 1 (GS1) e Nrf2 em mosquitos
Aedes aegypti.

Fémeas de mosquitos com 4 a 5 dias de adulto, foram silenciadas por RNAi e 48h apds o
silenciamento foram alimentadas com sangue humano contendo fagoestimulante ATP (1mM).
Um pool de 10 intestinos ou carcagas foram dissecadas em 24 horas apés alimentacao (hpa) e
4 dias apds alimentacdo (dpa). O RNAm total foi extraido e o cDNA foi testado através RT-qPCR
para detectar a expresséo relativa dos genes GS1 e Nrf2. Esses resultados apresentam média e

+/- erro padrdo e sdo representativos de 1 a 3 experimentos independentes. A significancia
estatistica foi determinada através do teste T de Student.
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3.8 A GLUTAMINA SINTETASE 1 E O NRF2 NAO ALTERAM A INFECCAO E NEM
A CARGA VIRAL DE DENV-4 TVP/360 EM MOSQUITOS AEDES AEGYPTI

ApOs realizarmos o silenciamento dos genes da GS1 e Nrf2 e confirmarmos
sua eficacia, decidimos verificar se a redugédo da expressao desses genes afetaria a
infecgao viral no mosquito vetor. Para isso, fémeas silenciadas para dsGS1 ou dsNrf2
foram infectadas com a cepa DENV-4 TVP/360 nas concentragdes de 10° ou 10°
PFU/mL de sangue. Apds infecgao os mosquitos foram separados em gaiolas e no 7
dpi suas cargas virais foram quantificadas por ensaio de placa (Figura 11).

O silenciamento do gene da GS1 e do gene Nrf2 em mosquitos Aedes aegypti
nao afetou a carga viral apos a infecgdo com a cepa TVP/360 na concentragdo de 108
PFU/mL de sangue (Figura 13A). Ao realizar uma infecgdo com 10® PFU/mL de
sangue, os mosquitos ingeriram aproximadamente 10° PFU/uL de DENV-4, o que
consideramos uma quantidade muito baixa de virus. Decidimos entdo, aumentar a
dose da infecgdo (10° PFU/mL de sangue — virus concentrado artificialmente) de forma
que os mosquitos ingerissem uma quantidade de 10° PFU/uL de virus e testamos qual
seria o efeito do silenciamento da GS1 e Nrf2 em uma concentragao viral mais alta
(Figura 11B).

Observamos que mesmo aumentando a dose de virus para a infecgao, o
silenciamento de ambos os genes nao alterou a carga viral nos mosquitos testados.
Todos os grupos, dsLacZ, dsGS1 e dsNrf2, apresentaram 100% de infecgao apds 7dpi
e carga viral préxima de 10° PFU/mosquito.

Nossos resultados sugerem que a GS1 e o Nrf2 ndo afetaram a prevaléncia da
infeccdo ou a carga viral dos mosquitos infectados pela cepa DENV-4 TVP/360 nas

doses testadas.
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Figura 11. Silenciamento da Glutamina Sintetase 1 (GS1) ou Nrf2 nao afetam a infecgao e

nem a carga viral de DENV-4 TVP/360 em mosquitos Aedes aegypti.

Fémeas de mosquitos com 4 a 5 dias de adulto, foram silenciadas por RNAi e 48h apdés o
silenciamento foram alimentadas com sangue humano contendo (A) 108 ou (B) 10° PFU/mL de
sangue de DENV-4 TVP/360 e fagoestimulante ATP (1 mM). Cada ponto refere-se a um mosquito
fémea que teve sua carga viral quantificada através de ensaio de placa apdés 7 dias de infecgao.
O Input representa a quantidade de virus oferecido aos mosquitos por yL de sangue. Esses
resultados apresentam média e +/- erro padrdo e sdo representativos de 2 experimentos
independentes. A significancia estatistica foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis.
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4 DISCUSSAO

Nossa hipotese inicial era que os mecanismos de protegdo antioxidante
disparados pela alimentagdo com sangue no mosquito Aedes aegypti promoveriam
tolerancia durante infecgdes por DENV. Para investigar essa hipotese, utilizamos
analises geradas por biologia computacional para identificar genes antioxidantes
expressos durante infecgbes por DENV em células de vertebrados. Em seguida,
buscamos genes ortélogos em Aedes aegypti e os selecionamos como candidatos a
tolerancia no mosquito vetor. Identificamos que o gene da Glutamina Sintetase 1
estava altamente expresso na presencga de sangue, independente da infec¢do viral.
Essa descoberta nos levou a investigar o papel da enzima GS1 no mosquito vetor,
revelando que ela atua na sintese do aminoacido Glutamina (GIn), essencial para a
detoxificagao, assimilacao e fixacdo de amdnia no corpo do inseto.

A Glutamina Sintetase possui duas isoformas diferentes no mosquito Aedes
aegypti: GS1 (AAEL001887) e GS2 (AAEL013458) e ambas atuam no metabolismo
de nitrogénio (SCARAFFIA et al., 2010). Porém, a GS1 esta aumentada nas primeiras
24h apo6s alimentagdo sanguinea, sendo seu pico maximo nas primeiras 4 a 6 horas,
no intestino do mosquito. Por essa razao, escolhemos essa isoforma para a realizagao
dos nossos experimentos (BUCHON LAB; HIXSON et al., 2021). O fato da glutamina
ser um dreno do excesso de grupamento amino, que sao citotoxicos, nos motivou a
explorar o envolvimento da GS1 e do metabolismo da glutamina na tolerancia do
mosquito a infecgdo por DENV.

Fémeas do mosquito Aedes aegypti sao capazes de digerir 0 sangue dos
hospedeiros, absorver os nutrientes e eliminar produtos toxicos decorrentes dessa
alimentacao (Figura 12). As proteinas presentes no sangue sao hidrolisadas e
convertidas em aminoacidos que serao utilizados para a sintese de lipidios, proteinas,
agucares e para a producdo de energia durante o ciclo gonotrofico. (SCARAFFIA,
2016; WRIGHT, 1995; ZHOU; MIESFELD; MIESFELD, 2009). A maior parte dos
aminoacidos (~70%) é oxidada para a produgao de energia. Nesse processo ocorre a

liberagdo de aménia (NH3 ou NH4* ou ambos).
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Figura 12. Destino dos aminoacidos da alimentagao sanguinea durante o Ciclo
Gonotrofico.
Adaptado de Scaraffia et al., (2016).

A aménia € um dos principais residuos do metabolismo de aminoacidos e, por
ser toxica para os tecidos, precisa ser rapidamente incorporada como produto nao
toxico (SCARAFFIA, 2016; SCARAFFIA et al., 2005). Ela é removida através da
sintese de glutamina a partir do aminoacido Glutamato (Glu) pela enzima Glutamina
Sintetase. A amdnia, subproduto do metabolismo de nitrogénio, € capaz de alterar o
pH intracelular e extracelular, interferir no equilibrio eletrolitico e iénico, alterando
diversos aspectos do funcionamento celular (DASARATHY et al., 2017).

A glutamina é um aminoacido essencial envolvido no metabolismo do nitrogénio
em Aedes aegypti. Estudos demonstram que a glutamina, a Prolina (Pro) e Alanina
(Ala) sdo encontradas em altas concentracbes na hemolinfa do mosquito,
aproximadamente 18 horas apdés a alimentagdo com sangue (SCARAFFIA et al.,
2005). Tanto a glutamina quanto a prolina tém a capacidade de estocar a amonia livre,
possuindo, respectivamente, 2 e 1 atomo de nitrogénio em sua estrutura, permitindo
ao inseto neutralizar altas concentragdes de uma dieta rica em proteinas. Além disso,
0s mosquitos sdo capazes de eliminar elevadas quantidades de amoénia nas fezes, o
que sugere que a amodnia pode ser excretada ou metabolizada na forma de acido urico
e ureia.(SCARAFFIA, 2016; SCARAFFIA et al., 2005).

No corpo gorduroso, 6rgdo analogo ao figado de vertebrados, a fixagao e
assimilagao da aménia ocorre através da via Glutamina Sintetase/ Glutamato Sintase
(GS/GItS). A GItS pode metabolizar a glutamina e produzir glutamato que pode ser
convertido a prolina. A glutamina e prolina sdo o0s principais responsaveis pela
remogao de amédnia no corpo gorduroso (SCARAFFIA et al., 2005). A via GS/GItS é
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ativa apenas no corpo gorduroso, n&o atuando no intestino do inseto vetor (Figura 13)
(SCARAFFIA et al., 2006, 2010). Quando a GItS é inibida, ocorre o bloqueio da
produgao dos aminoacidos glutamato e prolina, resultando no acumulo de glutamina
na hemolinfa do mosquito (LEA; MIFLIN, 2003; SCARAFFIA et al., 2005, 2006, 2010).
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Figura 13. Esquema representando a via GS/GItS de assimilagdo e fixagdo de amdnia no
mosquito Aedes aegypti.

A amobnia em excesso é fixada pela conversao de Glutamato para Glutamina pela Glutamina
Sintetase. A Glutamina e o alfa-cetoglutarato sdo metabolizados pela Glutamato Sintase para
gerar duas moléculas de Glutamato, as quais podem ser utilizadas para a sintese de Prolina.
Adaptado de Scaraffia et al., (2016).

Outros estudos demonstram que a prolina pode ser oxidada durante o voo dos
mosquitos, removendo amdnia através da sintese de alanina, a qual atua como um
transportador entre 0 musculo de voo e o corpo gorduroso. Também foi sugerido que
a glutamina esteja envolvida neste processo, como um mecanismo alternativo de
transporte da aménia (SCARAFFIA; WELLS, 2003).

Nossos resultados demonstraram que o gene da enzima GS1 apresentou um
maior nivel de expressao durante a digestdo do sangue, independente da presenca
do virus no intestino dos mosquitos, 24h apds infecgéo (Figura 8A). Além disso,
nossos dados corroboram outros estudos que avaliaram a expressao da GS no

intestino do mosquito nas primeiras 40 horas apds alimentagdo (SMARTT et al.,
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1998). Esses processos metabdlicos ocorrem juntamente com o estabelecimento e
progressao das infecgdes por arbovirus nos mosquitos Aedes aegypti. Ao silenciar o
gene da GS1 e desafiar os mosquitos com diferentes doses da cepa DENV-4
TVP/360, foi possivel observar que ndo houve diferenga na infecgdo e nem na carga
viral em 7dpi. Verificamos também, um niumero muito pequeno de mosquitos positivos
para a infeccdo. Acreditamos que a dose de virus oferecida aos mosquitos foi muito
baixa, gerando uma infecgao pouco eficiente e dificultando uma melhor resolugéo dos
resultados (Figura 11A). Embora nossos resultados nao tenham demonstrado que o
silenciamento da GS1 influenciou na intensidade e prevaléncia da infecgcdo nos
mosquitos testados, ainda acreditamos que ela possa ter um papel importante no
contexto de genes imuno-metabdlicos, o que ainda nao foi explorado. A interacéo
entre o sistema imunolégico e o metabolismo celular € conhecido como
imunometabolismo (VOSS et al., 2021). Muitos genes associados ao metabolismo
celular e que néo sao classificados como genes imunoldgicos também séo capazes
de modular infecgbes (TALYULI et al., 2021).

A expressao diferencial de genes imuno-metabdlicos entre mosquitos
resistentes e suscetiveis a infecgao por Plasmodium sugere que esses genes
desempenham um papel critico na regulagéo da suscetibilidade do vetor. A ativacéo
de vias metabdlicas especificas, como a glicélise e a respiragdo mitocondrial, pode
influenciar a capacidade do mosquito de lidar com a infecgéo, possivelmente mediante
a modulagdo da resposta imune e da produgao de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Portanto, a compreensao da regulagdo dos genes imunometabdlicos pode
fornecer novas abordagens para o desenvolvimento de estratégias de controle dos
mosquitos vetores (OLIVEIRA et al., 2011b).

Ao desafiarmos os mosquitos com uma concentragao viral mais alta da cepa
TVP/360, a infeccao se estabeleceu e todos os mosquitos testados ficaram infectados.
Nossas analises também mostraram que uma dose alta de virus influencia
diretamente na infecgao e prevaléncia do virus (DABO et al., 2024; NOVELO et al.,
2019). Observamos também, que os mosquitos apresentaram uma carga viral
aproximada de 10° PFU/mosquito apds 7 dias de infecgdo (Figura 11B). Essa
concentracao viral mais alta resultou em 100% de prevaléncia da infecgdo no 7 dpi, o
que pode ter mascarado o efeito do silenciamento da GS1, devido a saturagao do

sistema com uma carga infecciosa muito alta.
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Nossas analises de biologia computacional indicaram o gene da GS1 como
induzido durante infecgdo por DENV. Dado sua fungdo de tamponamento da amoénia
e reducdo de sua toxicidade, hipotetizamos que a GS1 pode estar envolvida na
indugao do fendtipo de tolerancia em Aedes aegypti. Porém, o silenciamento da GS1
nao parece ter gerado perturbagdes no metabolismo do inseto ao ponto de alterar o
curso da infeccédo por DENV. Observacgdes preliminares nido apontaram para redugao
de sobrevivéncia do grupo dsGS1 apoés alimentagcdo com sangue infectado. Mais
estudos estdo em andamento para avaliar potenciais efeitos da inibicdo da GS1 no
metabolismo do Aedes aegypti durante a digestdo do sangue. Estudos anteriores ja
demonstraram que genes de protegcdo antioxidantes podem atuar modificando a
prevaléncia da infecgdo em mosquitos Aedes aegypti. O silenciamento da enzima
catalase, responsavel pela detoxificagdo de H202, gerou reducéo significativa na
prevaléncia de dengue no intestino dos mosquitos Aedes aegypti (OLIVEIRA et al.,
2017). Diversas evidéncias mostram que a capacidade de evitar estresse oxidativo
confere tolerancia aos hospedeiros infectados pois a detoxificagdo de ROS previne
dano tecidual durante a resposta imune (SOARES et al., 2015).

Uma vez que a enzima responsavel pela sintese da glutamina estivesse
silenciada, a diminuigdo desse aminoacido poderia gerar um impacto importante a
nivel tecidual, podendo dificultar o estabelecimento da infec¢do viral. Porém, dados
da literatura apontam um possivel sistema compensatério na diminuicdo da sintese

de glutamina (Figura 14).
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Figura 14. Biossintese da Prolina em Aedes aegypti.

A prolina estoca amdnia de forma transitéria através da desaminacéo dos aminoacidos derivados
da alimentagdo sanguinea. A amédnia pode ser recuperada da prolina e excretada como sub-
produto do nitrogénio, enquanto que o esqueleto de carbono pode ser usado parao produgéo de
energia ou na sintese de carboidratos, lipideos e proteinas. Adaptado de Scaraffia et al., (2016).

Mosquitos que receberam uma dieta contendo sacarose e Cloreto de Aménio
(NH4CI), apresentaram aumento na concentragcéo de prolina, quando a GS foi inibida
pelo DL-methionine-DL-sulfoximine, o que gerou uma diminuicdo significativa de
glutamina na hemolinfa do mosquito (SCARAFFIA et al., 2005). Quando a atividade
da GS foi inibida, a enzima Glutamato desidrogenase (GDH) apresentou papel
importante, pois € através da GDH que ocorre a formagao do glutamato, e pode levar
o0 aumento da sintese de prolina via delta-1-pirrolina-5-caboxilato sintase (P5CS). No
intestino e no corpo gorduroso, ambas GS e GDH sao altamente ativas e em ambos
os tecidos o glutamato pode ser convertido para glutamina pela GS (EISENBERG et
al., 2000; MEISTER, 1985; SCARAFFIA, 2016)

Nossos dados sugerem que o silenciamento da GS1, pode ter gerado uma
diminuicdo na concentragdo de glutamina, porém a aménia livre pode ter sido
estocada pelo aminoacido prolina, impedindo possiveis danos teciduais durante a

infeccdo por dengue. Experimentos futuros pretendem bloquear as duas vias de
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detoxificagdo da aménia para observar os efeitos sobre a fisiologia do Aedes aegypti
alimentado com sangue na presencga e auséncia de DENV.

Esses resultados nos proporcionaram novas ideias para causar perturbagdes
significativas na fisiologia do inseto e, possivelmente, observar um impacto na
infeccdo por DENV. Sugerimos o silenciamento duplo das enzimas GS1 e GDH ou
P5CS, uma vez que elas séo responsaveis pela sintese dos aminoacidos glutamina e
prolina, cruciais para a detoxificagao, assimilagao e fixagdo de amdnia no corpo do
inseto. Além disso, apdés o silenciamento e infecgdo, € importante avaliar a
sobrevivéncia dos mosquitos até o 21 dpi e realizar a quantificagdo viral nos tempos
7,14 e 21dpi.

A GS apresenta duas isoformas, GS1 (AAEL001887) e GS2 (AAEL013458),
que estao localizadas em regides diferentes na célula do mosquito. Enquanto a GS1
esta presente na mitocéndria (NCBI, 2024), a GS2 esta no citoplasma (NCBI, 2024).
Nossa analise do silenciamento da GS1 em mosquitos infectados com DENV-4 nao
mostrou impacto significativo na infeccéo e carga viral no corpo do mosquito. Isso
pode ser explicado pelo fato de que a GS1 esta localizada na mitocdndria, o que
sugere que sua fungéo nao impacta na infecgéo viral. No entanto, isso também sugere
que a GS2, localizada no citoplasma, pode ter um papel mais importante na infecgao.
Portanto, especulamos que o silenciamento da GS2 poderia mostrar um fendtipo
diferente nos mosquitos infectados, indicando que essa isoforma pode ser mais critica
durante a infecgao viral. Por esse motivo, o silenciamento da GS2 é uma abordagem
interessante que permitira avaliarmos se ela pode causar alteracbes na infeccgao,
carga viral e impactar a sobrevivéncia dos mosquitos Aedes aegypti infectados com
DENV-4.

Quando os mosquitos ingeriram sangue contendo TVP/360, no tempo de 24h,
foi observado um aumento de 4x nos niveis transcricionais do gene Nrf2 comparado
ao grupo controle (Figura 8A). Os mosquitos que receberam sangue nao infectado
apresentaram um aumento de 2x. Apesar de estatisticamente essa diferenca nao ser
significativa, esse € um gene responsavel por uma via de sinalizagao transcricional
conservada que atua na regulagao do sistema antioxidante e na resposta de defesa
contra o estresse oxidativo (BOTTINO-ROJAS et al., 2018). A presenga de heme pode
induzir uma resposta transcricional associada as vias de sinalizacdo de Nrf2
(BOTTINO-ROJAS et al., 2018). Dessa forma, podemos sugerir que a presencga do

virus criou um ambiente mais estressante, requerendo uma resposta direcionada ao



60

patdogeno e ou aos danos causados pela infecgdo. Os radicais livres de oxigénio
também s&o utilizados pela resposta imune no controle dos patogenos (BOTTINO-
ROJAS et al.,, 2018). Estudos mostram o papel das ROS como mediadores na
sinalizagcdo da resposta imune inata dos mosquitos Anopheles ao parasita
Plasmodium (KUMAR et al.,, 2003; MOLINA-CRUZ et al., 2008). Durante o
silenciamento do gene Nrf2, também verificamos que n&o houve diferenga no numero
de mosquitos infectados ou qualquer redugao na carga viral em 7 dias ap0s infecgao.

Um aumento na expressédo do gene da catalase foi observado nas primeiras
24h (Figura 8A). A catalase é uma enzima antioxidante envolvida na detoxificacdo do
H202, durante ingestdo sanguinea de Aedes aegypti. Esse dado corrobora estudos
realizados por Oliveira et al., (2017), quando foi registrado um aumento do RNAm
dessa enzima em 24h, 36h e 48h apds alimentagao e o nivel maximo de atividade em
24h. A expressao do RNAm dos demais genes nos tempos 4 e 7 dpi, para o intestino
e carcaga do mosquito vetor, diminuiu para a maioria dos genes, alcangando seus
niveis basais (Figuras 8 e 9).

Avaliamos também a sobrevivéncia dos mosquitos frente as infec¢des por duas
cepas de DENV-4 (TVP/360 e LRV 13/422). Nas condi¢des testadas, os mosquitos
nao exibiram aumento de mortalidade em decorréncia do desafio infeccioso (Figura
3D e 3E). Esse fendtipo reforga a capacidade do vetor em tolerar altas cargas virais
sem sofrer grande impacto no seu fithess, o que é essencial para a transmissao do
virus (LAMBRECHTS; SALEH, 2019; MARASCHIN et al., 2023). Acreditamos que
fatores como a ativagcdo de via imunoldgicas, adaptagbes metabdlicas, vias de
resposta ao estresse e a reparacio de danos teciduais sao fatores fundamentais para
a tolerancia do mosquito infectado durante a ingestdo sanguinea (LAMBRECHTS;
SALEH, 2019; TALYULI et al., 2022).

Os resultados obtidos na Figura 4 demonstram que a intensidade da infec¢ao
também pode variar dependendo da dose de virus administrada inicialmente, como
observado por Novelo et al., (2019). Para ambas as doses de TVP/360, foi possivel
observar que quanto maior a dose administrada maior foi o nimero de mosquitos
infectados. A carga viral permaneceu igual em praticamente todos os tempos testados
(Figura 4B). Verificamos que, embora a dose inicial seja menor (Figura 4C) a carga
viral maxima alcanca o titulo de 10° PFU/mosquito em 21dpi, quantidade de virus igual

ao encontrado na maior dose em todos os tempos. Isso demonstrou que independente
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do Input inicial ou 0 numero de mosquitos infectados, a infecgdo se estabeleceu e se
disseminou pelo corpo do inseto, podendo garantir o sucesso na transmisséo viral.

A prevaléncia da infeccdo também foi maior quando os mosquitos foram
infectados com uma dose mais alta do virus, além disso, alguns mosquitos foram
capazes de eliminar completamente a infeccdo, como ja relatado por outros
laboratorios (Figura 4D e 4E) (OLMO et al., 2018).

Durante a infecgédo, os mecanismos de resisténcia e tolerancia operam juntos.
Porém, o que definira uma maior intensidade na resposta de resisténcia ou
coexisténcia com o virus, ainda ndo esta bem entendido. Especulamos que talvez o
gasto energético da resposta de resisténcia seja mais caro para o metabolismo do
inseto do que reparar os danos causados pelo virus. Manter um limiar de tolerancia
mais alto pode ser vantajoso tanto para o virus quanto para o inseto. E importante
salientar que essa relacao entre resisténcia e tolerancia tera variagdes na populagao
de mosquitos, uma vez que a competéncia vetorial depende de fatores genéticos,
ambientais e a interagcédo entre gendtipos e ambiente (DHARMARAJAN; WALKER;
LEHMANN, 2019).

Para os mosquitos infectados com a cepa DENV- 4 LRV 13/422 o fenétipo
encontrado foi semelhante. A curva dose-resposta mostrou que ndo houve impacto
na sobrevivéncia dos mosquitos (Figura 5D e 5E).

Ao avaliarmos a intensidade da infecgdo da cepa LRV 13/422 para a dose de
10® PFU/mL de sangue, observamos uma oscilagdo na carga viral a partir do tempo
zero até o 21 dpi. Consideramos que possiveis variagdes experimentais possam ter
impactado a precisédo dos resultados (Figura 6B).

A diferenga observada na prevaléncia da infec¢ao entre a cepa laboratorial € 0
isolado clinico a partir do 14 dpi (TVP: 16,66% e LRV 36,66%) e 0 21 dpi (TVP:13,63%
e LRV 33,33%) foram interessantes. A cepa DENV-4 TVP/360 é filogeneticamente
mais proxima a cepa parental DENV-4 /814669, do que a cepa LRV 13/422. Podemos
supor que as alteracdes genéticas tenham conferido vantagens evolutivas a cepa LRV
13/422, tornando-a mais eficaz na infecgdo e evasdo do sistema imunolégico do
mosquito vetor, assegurando assim o sucesso na transmissao viral (Tabela 1).

Os resultados apresentados sugerem que, embora o gene da GS1 seja crucial
para os processos de detoxificacao, fixagdo e assimilagdo de amdnia no mosquito
vetor, seu silenciamento nao afeta a infeccdo por engue. O silenciamento da GS1

parece ativar um mecanismo compensatoério que previne danos teciduais devido ao
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acumulo de amdnia no corpo do inseto. No entanto, acreditamos que a modulagao de
outra enzima, como a GDH e/ou a via de sintese de prolina (P5CS/P5CR), possa ter
um impacto mais significativo quando silenciada em conjunto com a GS1. Além disso,
a localizagdao da GS1 pode estar relacionada com o fendtipo observado, sendo
necessario o silenciamento da GS2 para avaliarmos se ha um impacto negativo na
infecgdo viral. Dessa forma, podemos supor que a inibicdo simultdnea de duas
importantes enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio ou o silenciamento da
GS2 poderiam causar um impacto substancial na fisiologia do mosquito. Esse impacto
pode afetar negativamente a infectividade ou tolerancia do Aedes aegypti e impedir a

transmissao viral.
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CONCLUSAO

. A infeccdo com diferentes doses testadas pelas cepas DENV-4 TVP/360 e LRV
13/422 nao alteram o tempo de vida dos mosquitos Aedes aegypti.

. Os genes candidatos a tolerancia s&o modulados pelo sangue,
independentemente da presencga do virus.

. O silenciamento dos genes da Glutamina Sintetase 1 e Nrf2 ndo impactou a carga
viral de DENV-4 TVP/360 nas condicdes estudadas.
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