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RESUMO

Os insetos vetores sao tolerantes a infecgdes por arbovirus. A tolerancia é uma
estratégia de defesa conservada evolutivamente desde plantas até insetos e
humanos que ndo visa a eliminagdo do patdogeno, mas sim regular os efeitos
deletérios metabdlicos e teciduais causados por eles. O mosquito vetor Aedes
aegypti, responsavel por transmitir arbovirus, causando epidemias sazonais, tem
grande impacto na saude publica brasileira. No atual cenario de mudangas
climaticas, esse mosquito vem se alastrando para areas fora das zonas
epidemiologicas tradicionais, em razdo de varios fatores, dentre eles a aclimatacéo
ao frio. Buscando auxiliar no combate as epidemias e compreender a relacdo do
mosquito com os arbovirus, é fundamental dissecar as bases fisiolégicas da
resposta de tolerancia a doenga do vetor, analisando parametros relacionados a
fisiologia do inseto durante a infecgdo. Na falta de métricas bem estabelecidas e
considerando o impacto das mudangas climaticas na epidemiologia das arboviroses,
analisamos neste trabalho se a tolerancia térmica de fémeas de Aedes aegypti é
afetada pela infecgéo por Zika virus, a partir do Tempo de Recuperagdo do Coma
Induzido pelo Frio (CCRT). As infecgdes por Zika virus (ZIKV) foram realizadas de
forma sistémica, pelos métodos de micro-injegdo e pricking. Nossos resultados
demonstram que a alimentagdo com sangue e a infecgcédo pelo ZIKV reduzem o
CCRT, sugerindo que o estresse fisioldégico causado pela alimentagao com sangue
somado a infec¢do sistémica por ZIKV impactam na fisiologia do mosquito com

relagao a sua tolerancia ao frio .

Palavras-chave: mosquito; tolerancia a doencga; arbovirus; mudancas climaticas;
estresse térmico.



ABSTRACT

Vector insects are tolerant to arbovirus infections. Tolerance is an evolutionarily
conserved defense strategy, present from plants to insects and humans, which does
not aim to eliminate the pathogen but rather to regulate the metabolic and tissue
damage caused by it. The vector mosquito Aedes aegypti, responsible for
transmitting arboviruses and causing seasonal epidemics, has a significant impact on
Brazilian public health. In the current context of climate change, this mosquito has
been spreading to areas outside traditional epidemiological zones due to several
factors, including acclimatization to cold. To assist in combating epidemics and
understand the mosquito's relationship with arboviruses, it is essential to dissect the
physiological basis of the vector’s disease tolerance response, analyzing parameters
related to insect physiology during infection. In the absence of well-established
metrics and considering the impact of climate change on the epidemiology of
arboviral diseases, we analyzed in this study whether the thermal tolerance of Aedes
aegypti females is affected by Zika virus infection, using the Cold-Induced Coma
Recovery Time (CCRT). Zika virus (ZIKV) infections were performed systemically
using microinjection and pricking methods. Our results show that blood feeding and
ZIKV infection reduce CCRT, suggesting that the physiological stress caused by
blood feeding, combined with systemic ZIKV infection, impacts the mosquito's
physiology regarding its cold tolerance.

Keywords: mosquito; disease tolerance; arboviruses; climate change; thermal
stress.
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1. INTRODUGAO

1.1 AEDES AEGYPTI

O mosquito Aedes aegypti € da familia Culicidae, pertence ao género Aedes,
do subgénero Stegomyia. Inicialmente descrito na Africa, o Aedes aegypti é
encontrado em diversas partes do mundo, majoritariamente em regides de clima
tropical e subtropical, devido as suas preferéncias por condigdes quentes e umidas.
Devido aos seus habitos crepusculares, reprodugcao em criadouros artificiais e
alimentagdo com sangue humano, o0 mosquito é amplamente prevalente em areas
urbanas (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994).

O ciclo de vida do inseto envolve duas fases distintas (Figura 1). Uma delas
€ a chamada imatura, que envolve os estagios de vida aquaticos (ovos, larvas e
pupas). A outra fase ocorre quando o inseto passa pela maturagdo sexual,
tratando-se do mosquito adulto. No estagio de mosquito, as fémeas realizam o
repasto sanguineo (hematofagia) em animais vertebrados para adquirir nutrientes

necessarios para a maturagéo dos ovos (Bruce, 2004).

Figura 1 - Ciclo de vida
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Fonte: Adaptado de Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), 2019
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O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor global que transmite os virus
da dengue (DENV), febre amarela (YFV), chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV)
(Severson et al., 2016). No Brasil, encontra-se disseminado em todas os estados,
amplamente disperso em areas urbanas (Consoli, Oliveira, 1994; Marcondes,
Ximenes, 2016).

No processo de transmissdao dos virus, ha um periodo de incubacao
intrinseco (PII), que ocorre no ser humano, e o extrinseco, no vetor. Esses periodos
variam de acordo com o virus envolvido na transmissao e, no caso do periodo de
incubacédo extrinseco (PIE), também em fungdo da temperatura ambiente (World
Health Organization, 2009).

O vetor Aedes aegypti se infecta picando uma pessoa no periodo virémico
(presenca do virus no sangue), dando inicio ao PIE. Esse periodo compreende o
tempo desde a ingestdo de sangue virémico pelo mosquito, até a presenca do virus
na saliva do inseto (Duong et al., 2015). No mosquito, a infecgdo se inicia no
intestino médio. As particulas virais entdo se espalham através da hemolinfa para
outros tecidos secundarios como traquéia, ovarios, corpo gorduroso e glandulas
salivares (Figura 2) (Franz et al., 2015; Hardy et al., 1983). Apds o virus atingir a
saliva do inseto, este permanece infectante até o fim de sua vida, que tem média de

seis a oito semanas (Guzman et al., 2016).
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Figura 2 - Dinamica de infecg&o viral em Aedes aegypti
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O mosquito Aedes aegypti se infecta ingerindo sangue infectado (1). O sangue infectado chega ao
intestino médio (2). As particulas virais se disseminam pela hemocele (3), atingindo as glandulas
salivares (4). Com o virus ja tendo passado por todas as etapas de maturagao, chegando as
glandulas salivares, o inseto esta apto a transmiti-lo (5). Fonte: Adaptado de Weaver et al., (2021)

1.2 ARBOVIRUS

Os arbovirus (do inglés, Arthropod-borne virus) sao os virus transmitidos aos
animais vertebrados por vetores artrépodes, como mosquitos e carrapatos. Além de
serem transmitidos, também tém parte do seu ciclo replicativo dentro do inseto
(Lopes et al., 2014). Entre os mosquitos, temos os géneros Aedes, Culex e
Anopheles, que adquirem o virus picando uma pessoa ja infectada e o transmitem
picando novamente outra pessoa, num repasto sanguineo subsequente. Dengue,
chikungunya, febre amarela e Zika sdo arbovirus transmitidos pelas fémeas do
mosquito Aedes aegypti (Weaver et al., 2021).

Os agentes etiolégicos da dengue, chikungunya e Zika sao,
respectivamente, o virus da dengue, o virus chikungunya e o virus Zika. Todos os
arbovirus (DENV, CHIKV e ZIKV) possuem genoma de RNA de fita simples. O virus
Zika pode ser transmitido, além da forma vetorial, por transfusdo sanguinea,

transplante de érgéos e/ou transmissao sexual (Brasil Ministério da Saude, 2021).
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Os arbovirus transmitidos pelo Aedes aegypti sdo um problema de saude
publica grave, principalmente nas Américas. Tratando-se de doengas com sinais
clinicos semelhantes, ha uma dificuldade de suspeita inicial e consequentemente, de
realizagao do diagndstico diferencial e manejo clinico adequado. Isso colabora para
o desenvolvimento de formas graves e 6bitos (Calvo et al., 2016).

Entre os arbovirus que circulam simultaneamente no Brasil, o DENV possui
0 maior numero de notificagcbes, com predominio dos sorotipos 1 e 2 na ultima
década (Figura 3) (Brasil, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude e
Ambiente, 2023).

Figura 3 - Boletim Epidemiolégico. Monitoramento das arboviroses urbanas:
semanas epidemiologicas 1 a 35 de 2023
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O grafico expbe os numeros de casos provaveis e de 6ébitos confirmados pelas infecgdes por dengue,

chikungunya, Zika e 6bitos pela DCZ. Também compara as semanas epidemioldgicas de 1 a 35, entre

0s anos de 2014 e 2023. DCZ (Doenga Congénita Associada a infecgéo por Zika virus). Fonte: Brasil.
Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente; 2023.

1.3 ZIKA VIRUS

O Zika virus pertence ao género Flavivirus, assim como outros arbovirus

como dengue e febre amarela. Seu material genético € composto por uma fita



16

simples de RNA de sentido positivo, ndo segmentado e envelopado. S&o codificadas
trés proteinas estruturais: Capsideo (C), pré-membrana (Prm) e envelope (E) e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Figura 4)
(Chouin-Carneiro et al., 2020, Song et al., 2017). As trés proteinas estruturais
N-terminais participam da formag&o de virions infecciosos, e as sete proteinas néo

estruturais C-terminais, da replicagdo do RNA gendmico viral (Song et al., 2017).

Figura 4 - Esquema ilustrativo do genoma e replicagdo do Zika virus

A ZIKV genomic RNA

SNCR\

INCR
ORF

Estrutura do genoma e ciclo de replicagdo do ZIKV. (A) llustragdo do RNA gendémico do ZIKV.
Representacao da regido codificadora do genoma (ORF) em cinza. Em verde as trés proteinas
estruturais e em lilas, as sete proteinas nao estruturais. NCR, regido ndo codificadora. As setas
marcam os locais de clivagem das proteinas.(B) Ciclo de vida do ZIKV. As etapas sao: fixagéao,

endocitose, fusdo de membrana, tradugédo, replicacdo de RNA, montagem, maturacgéo e liberagéao.
Fonte: Song BH, et al.; 2017.



17

A entrada do virus na célula acontece por ligagdo ndo especifica com a
superficie celular, seguido da internalizagao via endocitose mediada por clatrina de
maneira dependente da glicoproteina viral E. Apds os virions serem entregues aos
endossomos, ocorre uma fusdo das membranas viral e endossomal e a liberagao do
genoma viral no citoplasma. Isso ocorre por alteragdes estruturais na glicoproteina
E, induzidas por pH baixo. A replicagdo do RNA viral acontece por meio dos
complexos de replicagao, que contém o RNA viral e as proteinas, além de elementos
da célula hospedeira necessarios para a sintese. Os virions no reticulo
endoplasmatico e sua maturacdo ocorrem enquanto passam pela via secretora do
hospedeiro, até serem liberados da célula por exocitose (Song et al., 2017).

Em humanos, o virus Zika infecta varios tipos celulares, incluindo células
neuroldgicas imaturas, as células progenitoras neurais. O virus também pode
infectar células gliais, prejudicando o desenvolvimento neuronal. Foi detectado na
placenta, cérebro, olhos, testiculos, utero, vagina e fluidos corporais (sangue,
lagrimas, saliva, sémen, muco cervical e urina) (Ferraris et al., 2019). Estudos
também mostraram que as linhagens celulares derivadas da placenta ou do trato
genital s&o suscetiveis a infeccdo pelo ZIKV, diferente de outros flavivirus, como o
DENV, o que associa a infeccdo por ZIKV com o desenvolvimento de doencas
congénitas (Chan et al., 2019). O ZIKV também ¢é capaz de se replicar no tecido
testicular humano e nas células germinativas masculinas, persistindo no sémen,
explicando a transmissao sexual (Ferraris et al., 2019).

A maior parte das infec¢des por Zika sao assintomaticas ou manifestam uma
doencga febril autolimitada (Brasil, Ministério da Saude, 2021). Os sintomas incluem
febre abaixo de 38,5° C ou auséncia, exantema, conjuntivite ndo purulenta, cefaleia,
artralgia, astenia, mialgia, edema periarticular e linfonodomegalia (Brasil, Ministério
da Saude, 2021). Em casos mais graves, a infecgdo pelo virus Zika pode causar a
Sindrome de Guillain-Barré, que afeta os nervos periféricos, levando a fraqueza
muscular e paralisia (Ferraris et al., 2019). O periodo de incubacgao intrinseco do
virus Zika (ZIKV) é de dois a sete dias, em média. Estima-se que o periodo de
viremia no homem se estende até o quinto dia do inicio dos sintomas (Pan American
Health Organization, 2017).

O virus foi identificado pela primeira vez em macacos na Floresta de Zika,

em Uganda, em 1947, e em humanos, em 1952. Depois disso, foi detectado
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esporadicamente na Asia e Africa. Em 2015, a infeccdo por Zika virus foi um
problema sério de saude publica em varios paises, principalmente em gestantes,
sendo responsavel por causar malformagdes congénitas (microcefalia) e
complicagdes neurolégicas, como a Sindrome de Guillain Barré (GBS)
(Chouin-Carneiro et al., 2020). N&o existe tratamento nem vacina para a infeccéo
por Zika virus, as formas de prevencao da doencga se baseiam apenas em medidas
de controle do vetor (Brasil. Ministério da Saude, 2021).

A partir de 2015, no Brasil, o numero de recém-nascidos diagnosticados com
microcefalia aumentou em locais onde havia circulacdo do Zika virus. Em 2016, foi
declarado pela OMS o estado de Emergéncia em Saude Publica de Importancia
Nacional (ESPIN), em razao da Sindrome Congénita associada a infec¢ao pelo virus
Zika. Os casos suspeitos passaram a ser monitorados por meio da notificagao
compulséria (Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude e
Ambiente, 2023). Em 11 de maio de 2017, dezoito meses apds a declaragao de
ESPIN, foi realizada uma nova avaliagao de risco. E foi declarado o fim do estado de
emergéncia resultante da infeccdo por Zika virus e sua associagao com a
microcefalia e outras alteragbes neurologicas pelo Ministério da Saude do Brasil
(Brasil. Ministério do Planejamento, Desenvolvimento e Gestao. IPEA; 2018).

Em 2023, entre a Semana Epidemiolégica (SE) 1 a 32, foram notificados
8.425 casos provaveis de Zika no pais, representando um aumento de 20,8% em
relacdo ao ano anterior (6.972 casos provaveis). Nao foram confirmados ébitos por
Zika no ano de 2023, no Brasil. A taxa de positividade dos casos provaveis até a SE
32 foi de 4,0%, inferior as taxas de dengue e chikungunya no mesmo periodo. Os
diagnosticos foram feitos a partir da pesquisa de anticorpos IgG e IgM no soro por
ensaio imuno-enzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-linked immunosorbent assay) e
deteccdo de RNA viral por biologia molecular, utilizando a técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) com transcriptase reversa (RT-PCR) (Brasil. Ministério
da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente; 2024).

O Nordeste foi a regido brasileira com maior coeficiente de incidéncia de
Zika (Figura 5). Em relacdo as gestantes, no Brasil foram notificados 396 casos
provaveis, dos quais 123 (31,0%) foram confirmados (Brasil. Ministério da Saude.

Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente; 2023).
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Figura 5 - Boletim epidemiologico da infeccéo por Zika virus. Monitoramento das
arboviroses urbanas: semanas epidemioldgicas de 1 a 35 de 2023.
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Fonte: Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente; 2024.

1.4 RESISTENCIA IMUNOLOGICA

A resisténcia imunolégica é a estratégia de defesa do hospedeiro contra
infeccdes que se baseia na eliminagdo do patégeno. De maneira geral, a imunidade
de resisténcia pode ser dividida em inata, que ndo depende de linfocitos e possui
menor grau de especificidade e adquirida, que é baseada na selec¢ao e proliferagéo
de clones de linfocitos antigeno-especificos a partir da exposigdo aos agentes
infecciosos ao longo da vida e geracdo de mecanismos efetores especificos, tais
como anticorpos (Medzhitoy, et al., 2012).

A fungdo imunoldgica € um processo energeticamente custoso, o que pode

influenciar negativamente na adaptabilidade (fitness) do hospedeiro. Um efeito
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negativo da imunidade de resisténcia é chamado de imunopatologia, quando ha
lesdo tecidual mediada pelos mecanismos efetores da imunidade no proprio
hospedeiro (Medzhitov, et al., 2012).

1.5 TOLERANCIA IMUNOLOGICA A DOENCA

A tolerancia a doencas € uma estratégia de protegcdo do hospedeiro que
compreende mecanismos que visam garantir a manutencdo da fisiologia sem
combater diretamente o microorganismo e a sua multiplicagdo. Esse conjunto de
mecanismos diminui a susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo e a resposta
imunoldgica e inflamatéria. Tanto o patégeno quanto a resisténcia imunolégica
podem causar dano tecidual pela morte celular e perda da homeostase e funcéo do
tecido (Medzhitov et al., 2012, Ayres et al., 2012).

Mesmo nao regulando diretamente a carga de patégenos, o controle dos
danos nos tecidos permite que os mecanismos de defesa imunoldgica se tornem
mais eficazes, sem o aparecimento de imunopatologia. Portanto, o controle de
danos teciduais pode funcionar regulando negativamente a viruléncia do patégeno
(Soares, M et al., 2017).

A tolerancia a doenca atua compensando os danos causados pela infecgéao
por meio de diferentes mecanismos de reparo tecidual e resposta ao estresse, que
variam de acordo com as vias relacionadas a patogenicidade do agente infeccioso e
a resposta imunoldgica de resisténcia associada. O resultado disso € uma redugao
da mortalidade e morbidade relacionadas a doenga infecciosa (Figura 6) (Medzhitov
et al; 2012).



21

Figura 6 - Esquema ilustrativo da tolerancia imunolédgica a doenga
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Tolerancia ao dano causado pela resposta imunoldgica
Fonte: Adaptado de Ayres, Schneider (2012)

A tolerancia contribui para que o hospedeiro ndo desenvolva um quadro
patolégico que comprometa sua saude de forma significativa. Esses mecanismos de
protecdo podem ser observados em artropodes vetores de doengas, como o caso do
mosquito Aedes aegypti. O mosquito € capaz de tolerar altos titulos virais sem
comprometer sua fisiologia, garantindo a competéncia vetorial para a transmissao
dos arbovirus (Oliveira et al., 2020; Maraschin et al., 2023 e 2024).

A competéncia vetorial € a capacidade intrinseca do inseto vetor de se
infectar, sustentar o ciclo replicativo do agente patogénico e permitir sua
transmissdo. A tolerancia ao patogeno esta diretamente relacionada a esse
processo, pois quanto maior a tolerancia, maior a carga de patdégenos o vetor é

capaz de carregar e transmitir para novos hospedeiros (Ayres, Schneider, 2012).
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Além da competéncia vetorial, existem outros fatores relacionados a transmisséao de
agentes patogénicos, como variabilidade no genoma do mosquito vetor, densidade
populacional do inseto, taxa de picada e taxa de sobrevivéncia. A interacdo entre
diferentes gendtipos do mosquito e do virus e de fatores ambientais influenciam a
variagao fenotipica na competéncia do vetor (Severson et al., 2016).

O estudo da tolerancia iniciou na botanica (Caldwell et al., 1958; Schafer,
1971), e vem sendo descoberto no reino animal nas ultimas décadas (Raberg et al.,
2009), como em moscas (Ayres, JS et al., 2008) e roedores (Raberg et al., 2007). A
partir disso, é notéria a presenca desse mecanismo em animais. E importante
salientar que componentes inatos e adaptativos do sistema imunolégico regulam os
mecanismos de controle de danos nos tecidos dos hospedeiros e contribuem para o
estabelecimento da tolerdncia a infeccdo. Assim como, as interacdes
hospedeiro-microrganismo comensal regulam a tolerdncia a doengas contra
patdgenos (Soares, M et al., 2017).

Estudos revelaram que os virus se beneficiam da infeccdo em insetos
vetores, tendo sua replicagdo favorecida (Lambrechts, Saleh, 2019). O
comportamento do hospedeiro também €& manipulado, a fim de aumentar sua
transmissao (Hughes, Libersat, 2019). Nos mosquitos, foram relatadas maior busca
pelo hospedeiro e melhor desempenho na alimentagao sanguinea (Murdock et al.,
2017).

Enquanto a resisténcia é medida a partir da queda da carga de patogenos, a
tolerancia pode ser avaliada por meio de uma curva dose-resposta, que relaciona a
carga do patdgeno e o impacto dessa carga na saude do hospedeiro ao longo da
infeccao (Raberg et al., 2009). A pergunta critica é: como avaliar a saude de um
hospedeiro? Ao trabalharmos com o mosquito vetor Aedes aegypti, essa
metodologia pode n&o ser suficiente para avaliar a saude do inseto e medir sua
tolerancia as infecgbes (Loui, Alexandre et al., 2016). Neste trabalho exploramos
uma nova métrica que aborda o estado fisiolégico especifico do Aedes aegypti, o
coma induzido pelo frio. A partir dela, buscamos avaliar se ha efeito da infec¢ao por
Zika virus nesse parametro. Dessa forma, esperamos aprofundar o estudo da
tolerancia do mosquito vetor. E importante citar que essa métrica ja foi avaliada em
Drosophila melanogaster no contexto de infecgdes bacterianas (Linderman et al.,
2012).
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Ao explorar novas abordagens para avaliar a tolerancia do Aedes aegypti
aos arbovirus, esperamos contribuir para o conhecimento necessario ao
desenvolvimento de estratégias de controle das arboviroses por meio de

intervengdes no mosquito vetor.

1.6 COMA INDUZIDO PELO FRIO

O mosquito Aedes aegypti € um organismo pecilotérmico, variando sua
temperatura corporal de acordo com a temperatura ambiente, ndo se adaptando as
baixas temperaturas. Isso é notério ao observarmos os periodos de alta das
epidemias de dengue, que ocorrem em periodos quentes e umidos (Brasil, Ministério
da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente, 2023). A maior presenca
do inseto em regides de clima tropical e subtropical evidencia isso. A habilidade do
Aedes aegypti de sobreviver em regides frias € limitada, o que restringe sua
capacidade de colonizar essas regides. Como outros ectotérmicos, as larvas do
Aedes aegypti sofrem atraso e redugao na pupacgao, além de uma maior mortalidade
com a diminuicao das temperaturas (De Majo et al., 2017; Tun-Lin et al., 2000). Os
adultos também tém aumento na mortalidade, diminuicdo na postura de ovos e
reducao na fecundidade a 15 °C (Tun-Lin et al., 2000). A sobrevivéncia do ovo até o
estagio adulto cai de 92% a 20 °C para apenas 3% a 15 °C (Rueda et al., 1990).

Levando em consideragdo as mudangas climaticas do ultimo século,
juntamente com o crescimento das areas urbanas, o mosquito Aedes aegypti tém se
dispersado em paises que nao pertenciam as areas epidémicas. Em uma era de
alteragdes climaticas, a capacidade de aclimatagcdo ao frio pode facilitar a
propagacao desta espécie para latitudes mais elevadas. Compreender os limites de
tolerancia térmica do Aedes aegypti e sua capacidade de plasticidade fenotipica é
importante para prever a propagacao desta espécie, ja que a temperatura ambiental
esta diretamente relacionada com a sua distribuicao (Jass et al., 2019).

O numero basico de reproducao (R,) € uma medida do potencial epidémico
de uma doenca. Para doencas transmitidas por vetores, esse numero é muito
influenciado pela temperatura ambiente. Essa métrica estima quanto um caso

infeccioso, durante sua fase de transmissao, pode gerar outros casos. Com R, >1, a
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epidemia tende a crescer e com R, < 1, tende a desaparecer. Foi descoberto que o
risco de doengas, baseado no R,, atinge o pico nas temperaturas mais altas para
patdgenos transmitidos pelo mosquito A. aegypti (Wyk, Hannah et al., 2022).

Nos dultimos anos, o A. aegypti espalhou-se pelo nordeste dos EUA,
atingindo o sul do Canada. Esse fato sugere uma habilidade de adaptacéo térmica
desenvolvida pelo vetor, em algum de seus estagios de maturagdo. O mosquito
também conseguiu sobreviver no norte, em Washington Distrito de Columbia e
Indiana, e no extremo sul, em Buenos Aires, na Argentina, e existem indicios de que
essas populagdes estado se adaptando ao clima frio (Jass et al., 2019).

Os insetos tém a capacidade de se adaptar ao frio se forem constantemente
submetidos a temperaturas baixas. O coma induzido pelo frio se trata de um periodo
reversivel de imobilidade, que ocorre quando os insetos sdao expostos a baixas
temperaturas (Linderman et al., 2012). A capacidade de plasticidade térmica em
baixas temperaturas ja foi relatada em outros insetos, como moscas-das-frutas,
baratas, gafanhotos e grilos (Andersen et al., 2017; Coello Alvarado et al., 2015;
Colinet e Hoffmann, 2012; Kostal et al., 2006).

O coma induzido pelo frio pode ser descrito como um estado de siléncio
neuromuscular, que ocorre devido a uma perda local da homeostase i6nica no
sistema nervoso, levando a despolarizagdo nervosa (MacMillan e Sinclair, 2011;
Robertson et al., 2017). A temperatura em que esse estado se inicia € chamada de
temperatura de inicio do coma frio (CCO). Com a exposigdo prolongada a
temperaturas baixas, os insetos vulneraveis ao frio experimentam desregulagéo
idbnica e hidrica, resultando em hipercalemia na hemolinfa (concentracéo elevada de
K+), o que leva a uma maior despolarizacao celular e a ativagdo dos canais de calcio
dependentes de voltagem, desencadeando um aumento descontrolado na apoptose
celular (Bayley et al., 2018 ; MacMillan et al., 2015). O dano tecidual resultante
dessa perda de homeostase pode aumentar devido a um maior tempo de exposigao
ou com temperaturas mais baixas (Overgaard e MacMillan, 2017).

A aclimatizagdo térmica ou o desenvolvimento de maior tolerancia ao frio
resultam em maior plasticidade fenotipica do inseto. Os modelos preditivos da
distribuicdo de A. aegypti ndo consideram atualmente a plasticidade nesta espécie,
por ela ainda nao ter sido descrita (Jass et al.,, 2019). Levando em conta as

problematicas de uma maior disseminacao do vetor, é de extrema importancia que
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estudos acerca desse parametro sejam feitos. Além de estimar previsbes da
ecologia do vetor e consequentemente, da epidemiologia das arboviroses, também
acrescentaria uma métrica ao painel que avalia a capacidade do Aedes aegypti de
responder e reagir ao seu ambiente, contribuindo para a compreensao da tolerancia

antiviral.

2. JUSTIFICATIVA

Este trabalho buscou estabelecer o método de coma induzido pelo frio em
Aedes aegypti e analisar se ele € um parametro fisiolégico afetado pela infecgao por
Zika virus. Esse método tem por objetivo contribuir para o estabelecimento do CCRT
em avaliacbes que visam quantificar a tolerancia do mosquito Aedes aegypti aos
arbovirus que ele transmite. A inibicdo da resposta de toleréncia pode proporcionar

uma estratégia de interferéncia biotecnolégica no combate as arboviroses.

3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a tolerancia térmica do mosquito Aedes aegypti ao frio, utilizando o

tempo de recuperacado do coma induzido pelo frio (CCRT).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar o protocolo de CCR em mosquitos Aedes aegypti.

e Testar diferentes técnicas de inoculacao viral (microinjecao e pricking) como
métodos para estabelecer a infecgdo de ZIKV em Aedes aegypti;

e Avaliar o impacto da infecgéo por ZIKV, bem como a alimentagdo com sangue

no CCRT do mosquito Aedes aegypti.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CRIACAO DOS MOSQUITOS

Mosquitos Aedes aegypti (cepa Red Eyes) foram criados no insetario do
Laboratério de Imunologia - Lidi, da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Adultos e larvas foram mantidos em fotoperiodo de 12h claro/ 12h escuro, a
aproximadamente 70-80% de umidade do ar e temperatura de 28 °C. Uma solucao
de sacarose a 10% era oferecida “ad libitum” aos adultos a cada trés dias. Os ovos
eram eclodidos semanalmente em recipientes plasticos contendo agua filtrada e
deaerada. As larvas eram transferidas para bandejas também de plastico e
alimentadas com racdo de cachorro (Pedigree®) triturada. Todos os mosquitos

usados nos experimentos foram fémeas entre trés e dez dias de vida.

4.2 ALIMENTACAO DOS MOSQUITOS COM SANGUE

Fémeas de Aedes aegypti foram deixadas em jejum por um periodo entre 18
e 22 horas antes da alimentagdo. A alimentacédo foi feita com sangue humano
adicionado de fagoestimulante ATP na concentracdo de 1mM pH 7. O sangue foi
coletado de um individuo doador em tubos a vacuo contendo EDTA (numero de
protocolo aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH/UFSC) - CAAE: 89894417.8.0000.0121). Foi utilizado um alimentador
artificial de vidro contendo a solugao, aquecido por agua a 37 °C (para mimetizar a
temperatura corporal) durante uma hora. Apdés a alimentacdo, os mosquitos
totalmente engorgitados foram separados em uma gaiola com solugao aquosa 10%

de sacarose, onde foram mantidos até a realizagdo dos préximos experimentos.

4.3 INFECGAO DOS MOSQUITOS

4.3.1 Micro-injecao



27

As fémeas de Aedes aegypti foram infectadas com o virus Zika (ZIKV)
(linhagem ZV BR 2016/16288 — Strottmann et al., 2019). A preparag¢ao do estoque
viral foi realizada conforme detalhado em Maraschin et al., 2024. Para realizar a
infeccdo, os mosquitos foram entdo imobilizados a -20° C, sendo passadas para
uma placa de petri sobre o gelo em uma caixa de isopor, para as fémeas serem
separadas para o experimento. Com auxilio de um estereoscépio, os mosquitos
foram submetidos a inje¢des intratoracicas. Cada injecdo contém 69 nL de volume.
Foram realizadas diluicdes seriadas do virus em solugdo sobrenadante de células
C6/36. As doses aplicadas foram de 1 x 10° 1 x 10° e 1 x 10* PFU/mL. O
micro-injetor utilizado foi o Nanoject Il Microinjetor Drummond (Drummond Scientific,
Filadélfia, EUA) (Figura 7). Todos os experimentos de infecgdo tiveram triplicata

técnica e foram realizadas trés replicatas bioldgicas.

Figura 7 - Micro-injetor Nanoject Il - Drummond Scientific

E &
NANOIECT I

Fonte: MedicalExpo. Automatic micro-injector Nanoject II. Drummond Scientific Company

4.3.2 Pricking

A infecgao por meio do pricking consiste em inserir na cuticula/exoesqueleto
do mosquito uma agulha mergulhada na diluicdo do virus. Antes da infecgéo, os
mosquitos foram imobilizados a frio e colocados em uma placa de petri sobre o gelo
em uma caixa de isopor. Um estereoscédpio foi usado para observar a area de
incisdo da agulha (Mondotte, Juan et al., 2018). Foram realizadas inje¢des a partir

de diluigbes da solugdo estoque de ZIKV (concentragdo: 8 x 10°) com solugéo
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sobrenadante de células C6/36, chamada aqui de solugdo mock (ou nado infectada).
As células C6/36 sao células larvais embrionarias de Aedes albopictus.

Os mosquitos foram divididos em grupos com triplicatas para cada dilui¢ao,
além de uma triplicata para o grupo Mock. Todos os experimentos de infecgao

tiveram triplicata técnica e foram realizadas trés replicatas biologicas.

Figura 8 - Mosquito sendo infectado com Zika virus por pricking

-

7

Fonte: Dos autores (2024)

4.4 CURVA DE SOBREVIVENCIA

A curva de sobrevivéncia foi realizada com fémeas entre 4 e 9 dias apos
eclosdo. As fémeas foram infectadas por micro-inje¢gdo ou por "pricking" e depois,
imobilizados a frio para a separagdo em gaiolas, mantidas em uma incubadora a 28°
C (+/- 2°C) e 80% (+/- 10%) de umidade, e alimentadas com solu¢ao de sacarose a
10% “ad libitum”, trocada a cada dois dias. A sobrevivéncia foi registrada uma vez
por dia, cinco vezes na semana (Maraschin et al., 2023). Neste trabalho,
acompanhamos a sobrevivéncia dos mosquitos em 4, 7 e 14 dias apds a infeccao

(DPI), até a realizagédo do ensaio de CCRT.
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4.5 ENSAIO DE TOLERANCIA AO FRIO (Chill Coma Recovery Time - CCRT)

Este ensaio € realizado apds aplicar diferentes estimulos aos insetos, como
alimentagdo com agucar, ingestdo de sangue ou exposi¢ao a infeccdo. Em seguida,
transferimos os mosquitos para um ambiente com uma temperatura entre 4 e 5° C
(geladeira do laboratério), mantendo-os nesta condicdo por um periodo de seis
horas para induzir um estado de coma induzido pelo frio. Esse tempo foi escolhido
apos experimentos preliminares nos quais tentamos determinar o tempo necessario
para induzir completa paralisia no mosquito (coma). Apds 6 horas no frio e indugao
de coma, os mosquitos sao devolvidos ao ambiente de col6nia com temperatura de
28° C e 80% de umidade. Monitoramos o tempo de recuperagao do coma induzido
pelo frio em intervalos de 20 minutos e sem tocar na gaiola ou alterar sua posi¢cao
entre as avaliagdes (Figura 7). A intencéo foi provocar a menor interferéncia nos
mosquitos durante a medigdo do CCRT.

Consideramos que um mosquito se recupera quando ele é capaz de,
espontaneamente, retomar sua posi¢ao normal, ou seja, ficar “de pé”, com as pernas
em contato com a superficie da gaiola. E importante observar que este método foi
adaptado com base em uma técnica previamente descrita por Linderman et al., em
2012.

O ensaio é conduzido em grupos fémeas de mosquito mantidos em gaiolas
de cartolina com cerca de 470 mL de capacidade, que tém aproximadamente 10
centimetros de altura. Uma unidade experimental, ou replicata técnica, é formada
por uma gaiola contendo 20 fémeas. A porcentagem de mosquitos recuperados é

registrada a partir desse numero a cada 20 minutos, durante o ensaio.
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Figura 9 - Esquema representativo do método para avaliar a tolerancia ao frio em
Aedes aegypti submetido a diferentes condigdes fisioldgicas
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

4.6 CULTURA DE CELULAS

Células Vero (células de rim de macaco verde africano Cercopithecus
aethiops - ATCC®, CCL-81™ - CRL-1586™) foram cultivadas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM 1x, GIBCO) suplementado com: 5% de soro fetal
bovino (SFB, - GIBCO, Thermo Fisher Scientific), 1% de Glutamina (GIBCO) e 1%
de penicilina e estreptomicina (P/S - GIBCO, Thermo Fisher Scientific). As células
foram mantidas em estufa a 37° C e atmosfera de 5% de dioxido de carbono (CO,).
A linhagem celular foi testada mensalmente pela doutoranda Daiane Bobermin
(Programa de Pés-graduagdo em Farmacologia - UFSC), por ensaio de PCR para

contaminagao por micoplasma.
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4.7 QUANTIFICAGCAO DA CARGA VIRAL POR ENSAIO DE PLACA

Para a realizagdo do ensaio, as células Vero foram semeadas em uma
densidade de 5 x 10* células/pogo em placas de 24 pogos e mantidas a 37° C e 5%
CO, por 24 horas.

No dia seguinte, as amostras de mosquitos Aedes aegypti inteiros,
infectados ou ndo com ZIKV foram higienizadas com etanol 70%, hipoclorito 1% e
salina estéril 0,9%. Depois foram colocados individualmente em tubos (1,5 mL) com
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 1x, GIBCO) para a preparagao do
homogenato. O homogenato foi preparado com o uso de pistilos estéreis (um por
mosquito) e de um voértex manual. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
3.200 x g por cinco minutos a 4 °C.

Os homogenatos foram diluidos em séries de 10 (10" a 10*) em meio
DMEM 1x suplementado, e as células Vero foram incubadas com 200 pL de cada
diluicdo contendo o homogenato de mosquitos contendo ZIKV por 60 minutos, a 37
°C e 5% CO,. Apbs o periodo de infeccdo das células, o meio foi removido, e foi
adicionado DMEM semissélido 1,6%. As placas permaneceram por quatro dias em
estufa a 37 °C e 5% CO, e a titulagdo foi quantificada por PFU/mL (unidades
formadoras de placa/mL). A revelagéo foi feita utilizando paraformaldeido 3%, para a
fixacao das células, e cristal violeta 0,8% para corar os pocos. Todas as titulacoes
foram realizadas com pelo menos 5 mosquitos infectados e quantificados
individualmente e tiveram trés replicatas biologicas.

O calculo da titulagcédo foi feito pela contagem de unidades formadoras de
placas (PFU) por pogo x diluicdo. O valor foi multiplicado por 5, pelo uso de % do

homogenato para as dilui¢des.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9.

Para realizar a analise estatistica foi utilizada a Analise de Variancia de dois
termos para avaliar as diferengas estatisticamente significativas entre as condi¢des
experimentais. Os dois termos se referem as variaveis independentes que estamos
investigando: tempo de recuperagédo do coma induzido pelo frio (20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160 minutos) e infecgdo por Zika virus (Mock e ZIKV) e/ou estado
alimentar (SF e BF). A ANOVA de dois termos nos permite decompor a variagéao
observada nos dados em componentes atribuiveis a cada uma das variaveis
independentes, bem como a interacdo entre elas. Isso nos ajuda a determinar se
existem efeitos principais significativos de cada variavel e se a interagédo entre elas
desempenha um papel relevante nas diferengcas observadas nas respostas dos
mosquitos. Para realizar a ANOVA de dois termos, utilizamos um nivel de
significancia pré-determinado (geralmente a = 0,05) e avaliamos se as diferengas
observadas sdo estatisticamente significativas. Caso sejam, podemos realizar testes
de comparagbes multiplas para identificar quais grupos especificos apresentam
diferengcas significativas entre si. Essa analise estatistica € fundamental para a
interpretacdo dos resultados e permite quantificar o impacto das variaveis
independentes nas respostas dos mosquitos, fornecendo uma base sélida para

nossas conclusdes no estudo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZAGAO DO PROTOCOLO CHILL COMA RECOVERY TIME (CCRT)

O mosquito Aedes aegypti € um animal pecilotérmico, portanto, sua
temperatura corporal varia conforme o ambiente. Quando exposto a baixas
temperaturas, o inseto entra em um estado de coma do frio, um periodo reversivel
de imobilidade (Linderman et al., 2012; Overgaard e MacMillan, 2017).

Com as mudancas climaticas do ultimo século sdo esperadas alteracdes na
fisiologia e na competéncia vetorial. Trabalhos evidenciaram que variagbes na
temperatura tem multiplos impactos na biologia do virus e do mosquito, como na
transmissao do virus (Winokur et al., 2020; Murrieta et al., 2021). Neste trabalho nao
exploramos o impacto do aumento da temperatura, apenas da diminuigao.

Primeiramente, criamos um protocolo para o experimento do “Chill Coma
Recovery”. O método foi adaptado de Linderman, realizado em Drosophila
melanogaster (Linderman et al., 2012). Em experimentos preliminares nao
apresentados nesta monografia, testamos diferentes tempos e temperaturas para
estabelecer o coma induzido pelo frio sem que ocorresse a morte do inseto.

Todos os ensaios de CCRT foram realizados no mesmo periodo do dia,
durante a tarde. O motivo disso foi o impacto do ciclo circadiano no comportamento
dos mosquitos (Shetty et al., 2022). Outro importante procedimento foi a nao
movimentagdo das gaiolas durante todo o periodo do ensaio, para evitar que esse
fator externo impactasse no experimento.

O primeiro experimento de CCRT realizado, foi com grupos de mosquitos
nao infectados, a fim de avaliar o impacto da alimentagdo com sangue no parametro
de CCRT (Figura 10). Determinamos assim, que a alimentagdo com sangue né&o

interfere no parametro de CCRT.
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Figura 10 - A alimentagdo com sangue nao interfere no CCRT
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Fémeas de Aedes aegypti foram alimentadas com sacarose 10% (ad libitum) (SF) ou sangue (BF) e
submetidas ao CCRT 24 horas apo6s alimentagéo. Cada ponto representa um grupo de 20 mosquitos
pertencentes a uma mesma gaiola. Esse experimento foi repetido seis vezes. Quatro dos
experimentos continham trés replicatas técnicas, com n de 20 mosquitos. Os outros dois, cinco
replicatas técnicas, com n de 20 mosquitos.

Fonte: Dos autores (2023)

A ingestdo de sangue pelos mosquitos causa estresse no inseto. A
hemoglobina presente nas hemacias € composta pelos grupamentos heme, que
contém ferro (Fe). O heme é uma molécula pré-oxidante, liberada com a degradagao
da hemoglobina. A liberagao dessa estimula a acdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), gerando dano tecidual (Oliveira et al., 2011). O estresse também esta
relacionado com a temperatura do sangue ingerido. O sangue humano fica em torno

de 36,5° C, enquanto a temperatura ideal para o desenvolvimento do Aedes aegypti
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é entre 26 e 28° C. A microbiota intestinal também aumenta, devido ao grande valor
nutritivo do sangue (Sterkel et al., 2017).

Esse estresse gerado pela ingestdao de sangue nao influenciou no CCRT.
Esperavamos que a alimentacdo com sangue pudesse pré-condicionar o Aedes
aegypti ao estresse do frio. Isso porque, com a ingestdo de sangue, a homeostasia
do inseto é adaptada pela expressao de proteinas de estresse térmico, as
chaperonas (King, MacRae, 2015). Sendo possivel uma indugdao anterior das
chaperonas, permitindo com que as proteinas celulares mantivessem uma
conformacao e a célula, sua funcionalidade adaptada a temperaturas estressantes
ao inseto. Porém, isso nao foi observado.

A analise estatistica pelo ANOVA de 2 termos, ndao demonstrou diferenca

significativa entre os diferentes estados alimentares.

Tabela 1 - Analise estatistica BF X SF

Variaveis % variagao total Valor de P Valor de P Significativo?
sumario
Tempo x 0.6656 0.3136 ns Nao
alimentagao
Tempo 23.32 <0.0001 e Sim
Alimentacéao 0.8026 0.4742 ns Nao

Ns = nao significativo. Fonte: Dos autores (2024)

Tabela 2 - Analise estatistica BF X SF multiplas comparacgdes

Teste de Diferenga média Intervalo de Sumario Valor de P
variagao confianga 95% ajustado
multipla Sidak
0 0.000 - - -
20 0.9011 -21.93 a23.73 ns <0.9999
40 -7.368 -31.52 2 16.77 ns 0.9299
60 -8.684 -34.33 a 16.96 ns 0.8956
80 -10.48 -38.14 a 17.17 ns 0.8444

Ns = nao significativo. Fonte: Dos autores (2024)
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5.2 MICROINJECAO E PRICKING COMO METODOS DE INFECCAO

A micro-injecdo e o pricking foram escolhidos como métodos de infecgéo,
por se tratarem de formas de infecgdo sistémica, garantindo que uma maior
populagdo de mosquitos submetida ao experimento se infecte. Na infeccéo oral, os
mosquitos sao alimentados com sangue infectado. Através dela, ndo é garantido que
todos os mosquitos alimentados se infectem, havendo também uma grande variagao
no titulo viral (Hodoameda et al., 2022).

Para que as particulas virais ingeridas pelo Aedes aegypti consigam infectar
com sucesso o0 artropode, é necessario que atinjam as células epiteliais do intestino.

As que permanecem na luz intestinal, ndo geram infeccao (Kantor et al., 2018).

Figura 11 - Representacédo esquematica da disseminac¢ao do CHIKV do
intestino médio do Aedes aegypti

a sugarfed bloodfed

24 h pibm 32 h pibm 48 h pibm
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Intestino médio do mosquito alimentado com agucar (esquerda) e com sangue (direita) (a).
Disseminag¢ado do CHIKV (verde) através do intestino médio (azul) em 24, 32 e 48 horas
apos-alimentacao com sangue infeccioso. Em 48 horas o virus atravessa o intestino médio (b).
Fonte: Kantor, et al., 2018.

Para determinar a carga viral em unidades formadoras de placas
(PFU)/mosquito, foram feitas titulagdes dos mosquitos infectados por micro-injegéo.
Na figura 12 é possivel observar a média das titulagdes dos trés experimentos de
infecgdo por microinjecao, por Zika virus. As titulagdes foram feitas com fémeas no
sétimo dia de infecgdo. A dose utilizada para infecgdo por Zika virus foi de 10°
PFU/mL. Em cada experimento, cinco mosquitos infectados e um n&o infectado
(controle) sao titulados. Cada mosquito possui 4 diluigcdes (-1 ao -4). Um pogo é
usado como controle das células Vero, recebendo apenas meio DMEM 1X

suplementado.

Figura 12 - Média titulagdes por micro-injegéo 7 d.p.i 10° PFU/mL
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Fémeas de Aedes aegypti foram infectadas através de microinje¢do de Zika virus na concentragédo de
1x108 PFU/mL. Depois de 7 dias de infecgéo, foram feitas as titulagdes. O grafico compila 3
experimentos, cada um com n de 10 mosquitos, sendo 5 deles usados para titulagao.

Fonte: Dos autores (2023)

Para garantir que os mosquitos foram realmente infectados com a dose

injetada (10° PFU/mL), separamos mosquitos recém infectados para realizar a
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titulagdo do tempo zero (TO = imediatamente apds injecdo). Ao realizarmos as
titulagdes, notamos que néao foi possivel obter resultados, visto que a dose injetada a
partir de um calculo tedérico do numero de PFUs injetada era de aproximadamente
69 PFU, estando, portanto, abaixo da sensibilidade do ensaio de placa em PFU.
Analisando resultados das titulagdes por ensaio de placa de outros estudos,

podemos notar que o ensaio ndao possui sensibilidade para titulos virais abaixo de
100 PFU (Olukunle et al., 2024).

1 mL = 1.000.000 nL
69 nL = 69/ 1.000.000 mL
69 nL = 0,000069 mL
PFU = 10° PFU/mL x 0,000069 mL
PFU = 10° x 0,000069
PFU = 69

A partir disso decidimos testar quantas inje¢des seriam necessarias para
conseguirmos obter o titulo viral através do ensaio de placa (Figura 13). Dividimos
0s mosquitos em quatro grupos: grupo controle (mosquitos nao infectados);
mosquitos infectados com 5 inje¢cdes; mosquitos infectados com 15 injegcbes e
mosquitos infectados com 30 inje¢des. A solugédo de Zika virus utilizada foi de dose
10° PFU/mL. Foram separados cinco mosquitos de cada grupo infectado e trés do

grupo nao infectado (grupo controle) para a titulagao.
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Figura 13 - Titulagdo tempo zero de infecgédo por micro-injetor - Injecées multiplas
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As titulagdes foram feitas com mosquitos inteiros individuais, no tempo 0 da infecgdo. Os mosquitos
foram divididos em 3 grupos: os que receberam 5 injegdes, 15 injecdes e 30 inje¢des. Foram titulados
5 mosquitos de cada grupo. Cada mosquito recebeu 69 nL por injegéo da solugéo de dose 10°
PFU/mL de ZIKV.

Fonte: Dos autores (2023)

Com os experimentos de infecgdo por pricking, buscamos analisar a relagéo
dose-prevaléncia de infeccdo dos mosquitos e a cinética de infecgao, através da

titulagao viral por ensaio de placa (Figura 14).
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Figura 14 - Titulagdes 102, 10%, 10 PFU/mL 7 d.p.i
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As titulagdes foram feitas com mosquitos inteiros individuais, no dia 7 apés infeccdo. Os mosquitos
foram divididos em 3 grupos que receberam pricking das diluigbes virais do Zika virus: 1,34 x 102,
1,34 x 10* e 1,34 x 10°. Foram titulados 10 mosquitos de cada grupo.

Fonte: Dos autores (2024)

Na dose de 1,34 x 10® PFU/mL, 100% das fémeas foram infectadas com o
pricking quando avaliadas 7DPI. Ja nas doses de 10?e 10* PFU/mL, a prevaléncia
da infecgdo por pricking diminuiu proporcionalmente, revelando uma relagdo direta
de dose x prevaléncia.

Em relagdo a cinética de infeccdo, é possivel afirmar que a infecgao
sistémica por meio do pricking gera infeccao cronica, similar a obtida em mosquitos
infectados pela via oral. No segundo dia pés-infeccdo nao foi possivel determinar o
titulo viral da maioria dos mosquitos. De vinte fémeas tituladas, apenas nove
atingiram a sensibilidade do ensaio de placa. No quarto dia pés-infecgao, a maioria
das fémeas esta infectada com titulos virais entre 10* e 10° PFU. Podemos notar
através do grafico, que o sétimo dia € o momento em que a infec¢ao atinge o pico,

reduzindo, mas permanecendo até o décimo quarto dia apdés infeccao.
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Figura 15 - Titulagdes 2, 4, 7 e 14 d.p.i por pricking
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As titulagdes foram feitas com mosquitos inteiros individuais, nos dias 2, 4, 7 e 14 da infec¢do. Foram
titulados respectivamente 20, 17, 18 e 17 mosquitos infectados com uma diluicdo de Zika virus de
1,34 x 10° e um mosquito n&o infectado, por placa, como controle.

Fonte: Dos autores (2023)

5.3 ENSAIOS DE CHILL COMA RECOVERY TIME (CCRT) MOSQUITOS

INFECTADOS COM ZIKA VIRUS ALIMENTADOS COM AGUCAR

Nos trés experimentos de CCRT realizados sete dias apds a infecgao por
pricking (Figura 16), foi possivel notar que os mosquitos infectados pelo Zika virus se
recuperaram mais lentamente do coma induzido pelo frio, quando comparados com
o grupo controle (Mock), sugerindo uma menor tolerancia ao frio (Tabela 3). Os
experimentos foram realizados com triplicada técnica e em trés replicatas biolégicas.

A dose utilizada para infecgéo por Zika virus foi de 1,34 x 106 PFU/mL.
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Figura 16 - CCR 7 d.p.i pricking
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Fémeas de Aedes aegypti submetidas ao pricking com sobrenadante de células C6/36 (MOCK) e de
1,34 x 10° PFU/mL de Zika virus (ZIKV) foram colocados na geladeira por 6 horas, 7 dias apos a
injecdo. A temperatura da geladeira era de 5,3°C. O experimento foi feito em triplicata técnica, com 3
gaiolas de cada grupo. O experimento avalia e compara quanto tempo as fémeas de cada grupo
demoram para se recuperar do coma induzido pelo frio apds voltarem as condi¢des de temperatura e
umidade do insetario (umidade de 76% e temperatura de 28,1°C).

Fonte: Dos autores (2024).

O ensaio de CCRT também foi realizado em grupos de mosquitos em 4 e 14
d.p.i, porém, n&o foi observada diferenga entre os grupos Mock e ZIKV nesses
ensaios.

Considerando que as fémeas infectadas com Zika virus, no sétimo dia de
infecgdo, se recuperaram mais lentamente do CCR, este parametro mostra-se
afetado pela infecgdo, sendo uma possivel lacuna da tolerancia antiviral a ser
explorada. Também sugere uma relagao dose-resposta da tolerancia ao frio, ja que o
sétimo dia de infecgdo foi o com maior titulo viral. Com quatro e quatorze dias de
infeccao, onde o titulo foi de um a dois logaritmos decimais a menos, essa reducao
da tolerancia ao frio ndo foi observada.

De modo geral, o mosquito Aedes aegypti € considerado tolerante aos

arbovirus, sendo a infecgéo por estes pouco danosa (Lambrechts e Scott, 2009),
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ndo causando mortalidade no vetor (Barret e Higgs, 2007). Para isso, o mosquito
sofre varias adaptacbes metabdlicas, respostas ao estresse e reparo dos tecidos.
Assim, mesmo com a replicagcdo ativa do patdbgeno, sua saude é mantida
(Lambrechts e Saleh, 2019).

A curva de sobrevivéncia € um método bem descrito para avaliar a saude
do Aedes aegypti (Maraschin et al., 2023; da Silveira et al., 2018; Martin et al.,
2010). Porém, a alimentacdo dos mosquitos com sangue com altos titulos virais de
dengue e Zika, ndo induziu mortalidade (Maraschin et al., 2023). Essa medida é
limitada, visto que seria necessario um dano enorme ao inseto, para culminar na sua
morte. Assim, a avaliagdo de outros parametros fisioldgicos do inseto se faz
necessaria.

Em recente artigo do nosso grupo, foram relatadas diferencgas significativas
na oviposigao, na fertilidade dos ovos das fémeas, e na atividade de voo dos
mosquitos, quando infectados com DENV-4. A atividade de voo dos mosquitos
infectados foi beneficiada, enquanto a fertilidade, prejudicada (Maraschin et al.,
2024). Esses resultados alterados na fisiologia do Aedes aegypti durante as
infeccbes por arbovirus revelam que estas impactam na saude do inseto, sendo
necessarios mais estudos para compreender esse processo.

No estudo de Linderman, usado como base para estruturagdo do protocolo
do CCRT, nao foi observada relagdo entre a carga bacteriana de infeccéo e a
recuperacdo tardia do coma induzido pelo frio. (Linderman et al., 2012). Outros
estudos demonstraram que nos periodos de frio ha regulagao positiva de genes de
resposta ao estresse, também induzidos durante a infecgdo. Um exemplo sdo as
proteinas de choque térmico, como a Hsp70 (Colinet H, Lee SF, Hoffmann A,2010;
Udaka H, Ueda C, Goto SG, 2010; Schwan WR, Goebel W, 1994). Assim, Linderman
conclui que a infeccdo e o frio, podem juntos sobrecarregar os mecanismos de
protecao, tendo impacto na recuperagédo do coma (Linderman et al., 2012).

Ao realizarmos a analise estatistica dos dados da Figura 16, concluimos que
a diferenca no tempo de recuperacdo dos mosquitos infectados por ZIKV e nao

infectados se mostrou significativa.
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Tabela 3 - Analise estatistica ZIKV X MOCK comparacéao das variaveis

Variaveis % to_tal~de Valor de P Valor de P Significativo?
variagao sumario
Tempo X infecgao 1.819 0.0482 * Sim
Tempo 63.12 <0.0001 i Sim
Infeccao 5.174 0.0409 * Sim

Fonte: Dos autores (2024)

O parametro com maior variagao foi o tempo, porém, a estatistica associada
a variavel tempo se torna menos importante. A estatistica associada a variavel
infeccdo também se mostra significativa, e € de maior importancia na analise, pois
estd mais relacionada a pergunta do efeito do CCRT no mosquito infectado, o que
estamos avaliando nesse projeto.

Na avaliacdo de cada intervalo de tempo (intervalo de 20 minutos) da
variavel tempo, ndo ha diferenga significativa. Apesar de nos tempos 40 e 60

minutos, o valor de P chegar préoximo de uma significancia.

Tabela 4 - Analise estatistica ZIKV X MOCK comparagao entre os tempos da variavel

tempo

Teste de Valor de P

variagao Diferenga média Intervalo de Sumario ajustado

multipla confianga 95%

Bonferroni

0 0.000 -28.64 a 28.64 ns >(0.9999
20 24.38 -4,261 a 53.01 ns 0.1501
40 27.83 -0.8030 a 56,47 ns 0.0621
60 27.68 -9.607 a 56.31 ns 0.0648
80 18.70 -9.937 a 47.34 ns 0.5337
100 18.95 -9.687 a 47.59 ns 0.5071
120 4.196 -24.44 a2 32.83 ns >(0.9999

Ns = néo significativo. Fonte: Dos autores (2024)
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Figura 17 - CCR 60 min
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Representacao grafica da distribuicdo no tempo de recuperagdo coma induzido pelo frio (CCRT), em
cada intervalo de 20 minutos, nos primeiros 60 minutos de experimento.
Fonte: Dos autores (2024).

Analisando a diferenca no tempo de recuperacdo com 60 minutos do CCRT
(Figura 17), podemos dizer que ha uma notavel diferenca intra-experimento. Apés
esse periodo, todos os mosquitos submetidos ao ensaio se recuperam. Cada cor
corresponde a uma replicata técnica. E possivel observar também, que a cada
replicata, a diferenga do tempo de recuperagdo entre os grupos Mock e ZIKV
diminui, mostrando uma variagdo acima do desejado, sugerindo que pode ser
necessario, em experimentos futuros, continuar refinando o protocolo de CCRT.

A partir da analise conjunta dos dados, podemos relacionar o fato do periodo
epidemiologico das arboviroses no Brasil ser no verdo, onde as temperaturas
permeiam 30°C - 40°C, com uma maior porcentagem de mosquitos infectados. O
menor numero de infeccbes nos periodos de menor temperatura, € um efeito da
baixa adaptabilidade do Aedes aegypti ao frio (De Majo et al., 2017; Tun-Lin et al.,

2000; Tun-Lin et al., 2000; Rueda et al., 1990), acarretando em um menor numero
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de mosquitos circulantes. Porém, esse fato também pode ter influéncia da menor

tolerancia ao frio dos mosquitos infectados.

5.4 CHILL COMA RECOVERY TIME (CCRT) EM MOSQUITOS INFECTADOS COM
ZIKA VIRUS ALIMENTADOS COM AGCUCAR X ALIMENTADOS COM SANGUE

Considerando ser necessaria a alimentagdo com sangue para o ciclo
biolégico dos mosquitos (Bruce, 2004) e a relagdo da ingestdo de sangue com a
infeccdo e transmisséo dos arbovirus (Weaver et al., 2021), decidimos incluir este
fator no experimento de CCRT.

Para garantir que todos os mosquitos estivessem infectados no experimento
de CCRT, foi realizada a infecgao por pricking. A alimentagdo com sangue foi feita no
quarto dia de infeccdo, e 18 horas depois, o ensaio de CCRT. O experimento foi
realizado em triplicata técnica e biolégica. As fémeas infectadas foram divididas em
dois grupos, um alimentado apenas com agucar, € o0 outro com sangue. Os
mosquitos submetidos ao ensaio de CCRT estavam no sexto dia de infecgdo. As
titulagdes feitas anteriormente garantem uma infec¢do estabelecida, com titulo viral
entre 10*e 10° PFU/mosquito (Figura 18).

A escolha da realizacdo do experimento de CCRT dezoito horas apds a
alimentagdo com sangue, foi considerando estudos que relataram que a proteina de
choque térmico Hsp70 retorna aos niveis normais de expressao apos 24 horas da
alimentagao (Benoit et al., 2011). Isso poderia impactar também no comportamento

do mosquito, portanto no ensaio de CCRT.
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Figura 18 - Esquema ilustrativo CCRT ZIKV SF X ZIKV BF
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Fonte: Dos autores (2024).

Nesse experimento, que compara dois grupos de fémeas infectadas, um que
ingeriu sangue, e outro que néo, revela o impacto do sangue no fitness do mosquito.
Somada a infecg¢ado, a ingestdo de sangue foi mais um estresse aos mosquitos do
grupo ZIKV BF, justificando sua recuperagao tardia (Figura 19).

A recuperagdo tardia dos mosquitos infectados alimentados com sangue,
contribui para a hip6tese de que a menor tolerancia ao frio dos mosquitos infectados
estad relacionada com o fato das infecgbes diminuirem nos periodos mais frios,
considerando que a maioria das fémeas de Aedes aegypti infectadas ingeriram

sangue (Lequimes S., Lambrechts L., 2014).
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Figura 19 - CCRT ZIKV SF X ZIKV BF
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Fémeas de Aedes aegypti foram infectadas por meio do pricking com Zika virus na dose 1,34 x 106
PFU/mL (ZIKV), 5 dias antes do CCRT. Foram divididas em dois grupos, cada um composto por 3
gaiolas de 20 fémeas. No quarto dia de infecgdo, um dos grupos (BF) recebeu alimentagao com
sangue. O outro (SF) permaneceu sendo alimentado apenas com solugédo de sacarose 10%. 18 horas
apos a alimentagdo com sangue, os dois grupos foram submetidos ao protocolo de CCRT (6 horas na
geladeira). No experimento de CCRT o numero de mosquitos do grupo SF foi de 155 e do grupo BF
de 176. O experimento avalia e compara quanto tempo as fémeas de cada grupo demoram para se
recuperar do coma induzido pelo frio apds voltarem as condigées de temperatura e umidade do
insetario.

Fonte: Dos autores (2024).

A analise estatistica dos experimentos mostra que a diferenca entre os

grupos ZIKV SF e ZIKV BF é significativa, sendo observada em todos os parametros
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Analise estatistica ZIKV SF X ZIKV BF

Variaveis Valor de P Valor de P sumario Significativo?
Tempo <0.0001 i Sim
Alimentacao 0.0018 ** Sim
Tempo x alimentagao 0.0008 e Sim

Fonte: Dos autores (2024)

Fazendo a analise de multiplas comparacdes, foi analisado cada intervalo de
tempo, juntamente com os status alimentares. Do intervalo de tempo de 20 minutos

até 100 minutos, houve diferenga significativa entre os grupos.

Tabela 6 - Analise estatistica ZIKV SF X ZIKV BF multiplas comparagdes

Teste de variagao Intervalo de Sumario Valor de P ajustado
multipla Sidak confianga 95%

0 -29.43 2 29.43 ns >0.9999

20 4.411 a 63.28 * 0.0162

40 11.01 2 69.88 ** 0.0026

60 10.14 a 69.00 ** 0.0033

80 18.40a77.27 o 0.0003
100 18.88 2 85.74 o 0.0005

Ns = nao significativo. Fonte: Dos autores (2024).

5.5 LIMITACOES DOS ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

E importante frisar que os ensaios comportamentais em mosquitos Aedes
aegypti possuem limitagdes. A maioria dos ensaios que sao realizados possuem
heterogeneidade e os tamanhos limitados das amostras desafiam conclusdes
definitivas. Estudos observacionais do comportamento do inseto, além de serem

demorados, dependem do julgamento humano subjetivo (Maire, T, et al., 2024).
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Também ¢é necessario avaliar quanto a realidade laboratorial corresponde
com a realidade biolégica. Consideragbes acerca dos fendtipos observados na
natureza precisam ser feitas. Como variagbes genéticas, ecoldgicas e fenotipicas

entre diferentes variantes (geograficas) da mesma espécie (Maire, T, et al., 2024).

6. CONCLUSAO

Nos ensaios de CCRT, o mosquito Aedes aegypti sofre multiplos estresses
como alimentacdo com sangue e infecgdo por ZIKV. Esses estresses afetam
negativamente a fisiologia do inseto. Porém, a alimentacdo com sangue sozinha n&o
alterou o CCRT. A infecgao por ZIKV impactou negativamente o CCRT no limiar da
significancia estatistica. Interessantemente, quando somamos os estresses da
alimentagao e infecgdo, o mosquito manifesta um impacto negativo no CCRT, de
forma significativa.

Assim, os mosquitos infectados parecem ser menos tolerantes ao coma
induzido pelo frio, sendo, um parametro fisioldgico para se investigar mais a fundo a
fim de buscar possiveis intervengdes. Porém, ainda sdo necessarias adaptacdes do
protocolo de CCRT para alcangarmos resultados mais consistentes no que diz
respeito a variagdes inter-experimentos .

Em relacao aos métodos de infeccdo que exploramos, a infecgédo sistémica
por meio do pricking e da micro-injecdo sao efetivas e cronicas. A micro-injegao
torna possivel atingir titulos virais mais altos, pelo volume maior injetado no inseto.
Os dois métodos também garantem uma maior porcentagem de mosquitos
infectados, quando comparados com a infecgao oral, otimizando os experimentos de

infeccao.

7. PERSPECTIVAS

Em experimentos futuros, pretendemos avaliar a contribuicdo de genes
especificos de resposta ao estresse térmico de Aedes aegypti, tais como AeHSP70
(AAELO17975), AeHSF (AAEL019713) e AesHSP (AAEL013344), durante o CCRT.

Nosso laboratério ja vem aprofundando as pesquisas da tolerancia térmica do Aedes
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aegypti. A expressado das proteinas de choque térmico esta sendo avaliada em
diferentes situagdes de temperaturas baixas e alimentagdo com sangue.

O parametro de tolerancia ao frio também pode ser aprofundado, sendo
possivel chegar a explicagbes de como isso acontece, e assim encontrar alvos para
intervengdes biotecnoldgicas e farmacoldgicas.

Esperamos assim, que as pesquisas desenvolvidas em nosso laboratério
ajudem a elucidar o entendimento sobre o vetor Aedes aegypti. Contribuindo com o

controle das arboviroses.
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