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Resumo

O mosquito Aedes aegypti € responsavel por transmitir aos humanos as principais
arboviroses de importancia médica, como o virus Zika (ZIKV). Estratégias para bloquear
a transmissao destes virus por interferéncia direta no inseto vetor podem ser uma forma
importante de conter as infec¢des por ZIKV. Compreender o padrao de replicagao e o
tropismo do virus no vetor pode facilitar a identificacdo de tecidos-chave para a replicagcéo
viral e auxiliar na elucidacao de alvos para bloquear a competéncia vetorial do mosquito.
Nesse estudo buscamos entender como ocorre o ciclo de infeccdo e o padréo de
replicacdo do ZIKV em mosquitos Ae. aegypti, utilizando ensaios de microscopia.
Desafiamos oralmente mosquitos Ae. aegypti em camundongos AG129 infectados com
ZIKV e verificamos o estado de infecgédo e a carga viral da carcaca e do intestino médio
dissecado dos mosquitos por gqPCR. Apds a confirmagao da infecgao, procedemos a
avaliagdo da cinética e do tropismo viral para os tecidos do mosquito. Para isso,
padronizamos uma estratégia de inclusdo de mosquitos em parafina que foi feita em
amostras coletadas nos dias 4, 8 e 14 pos-desafio oral em camundongos. Em seguida,
realizamos a imunomarcacao utilizando anticorpos anti-dsRNA (RNA de dupla fita), um
intermediario da replicagao viral, nas secgcdes dos mosquitos, as quais foram submetidas
a microscopia de fluorescéncia e confocal. A marcacgao para replicacao viral foi positiva
para os seguintes érgéos e tecidos do mosquito ao longo ciclo de infecg¢ao: intestino
meédio, corpo gorduroso, ganglio abdominal, glandula salivar e sistema nervoso central.
As analises sugerem que a disseminacdo sistémica do ZIKV €& provavelmente
condicionada ao tempo de infecgdo do mosquito e alcanga os érgaos secundarios ao
intestino de maneira ascendente a anatomia do vetor. Apresentamos que a replicagao
viral acontece de maneira polarizada na porcao apical do epitélio intestinal, apontando
um potencial microambiente para a formagao de fabricas viral do intestino do mosquito.
Dessa forma, fornecemos informagdes sobre tropismo viral e a dindmica de replicagao
do ZIKV em mosquitos em laboratério, estabelecendo os primeiros passos para a

caracterizagao do ciclo de infecgdo do ZIKV no vetor Ae. aegypti.

Palavras-chaves: Zika virus. Aedes aegypti. Tropismo viral. Replicagao viral.



Abstract

Major arboviruses of medical importance, such as the Zika virus (ZIKV), are transmitted
by the Aedes aegypti mosquitoes. Blocking viral transmission by directly targeting the
insect vector can be an important strategy to contain the transmission of ZIKV infections.
Understanding tissue tropism and the pattern of viral replication in different cell types in
the insect vector will facilitate the identification of key tissues for viral replication and
targets to interfere with mosquito vector competence. In this study, our major goal was to
understand how the infection cycle and the replication pattern of ZIKV occurs in Ae.
aegypti mosquitoes using microscopy. We challenged Ae. aegypti mosquitoes orally in
AG129 mice infected with ZIKV and checked the infection status and viral load of the
carcass and midgut dissected from the mosquitoes by gPCR. After confirming the
infection, we proceeded to evaluate the kinetics and viral tropism for the mosquito tissues.
To accomplish this, we standardized a protocol the paraffin inclusion of mosquitoes and
applied it to samples collected on days 4, 8 and 14 post-oral challenge. Next, we utilized
an antibody specific for dsRNA (double-stranded RNA), an intermediate of viral
replication, for immunostaining of mosquito sections. The slides were evaluated by
fluorescence and confocal microscopy. The staining for viral replication was positive for
the following organs and tissues of the mosquito: midgut, fat body, abdominal ganglion,
salivary gland and central nervous system. The analyses suggest that the systemic spread
of ZIKV is conditioned by the time of infection in the mosquito and reaches the organs
secondary to the midgut upwardly to the anatomy of the vector. We also show that viral
replication occurs in a polarized manner in the apical portion of the intestinal epithelium,
pointing out a potential microenvironment for the formation of viral factories in the
mosquito's gut. Thus, we provide information on viral tropism and the replication dynamics
of ZIKV in mosquitoes in the laboratory, establishing the first steps for the characterization
of the ZIKV infection cycle in the Ae. aegypti vector.

Keywords: Zika virus. Aedes aegypti. Viral tropismo. Viral replication.
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1 INTRODUGAO

Existem numerosas subespécies e linhagens que diferem em suas origens
geograficas e competéncia para a transmissédo de patégenos humanos (BEERNTSEN;
JAMES; CHRISTENSEN, 2000). Os arbovirus transmitidos por mosquitos sao
responsaveis por epidemias de doencgas infecciosas emergentes e reemergentes ao
longo do mundo (NYARUABA et al., 2019). O Zika virus (ZIKV) pertencente a familia
Flaviviridae, género Flavivirus (RUBIN; GREENE; BADEN, 2016) € um arbovirus
transmitido aos seres humanos através da picada de mosquitos hematéfagos Aedes spp,
principalmente, Aedes aegypti (MARCONDES; XIMENES, 2016). O ZIKV é responsavel
por grandes epidemias em varios paises das Américas (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

1.1 Doencgas associadas ao ZIKV

A principal forma de transmissao do ZIVK é através do mosquito Aedes agypti
durante o repasto sanguineo. O ZIKV infecta principalmente fibroblastos dérmicos,
queratindcitos epidérmicos e células dendriticas imaturas em humanos (WANG et al.,
2017). E geralmente uma infecgéo assintomatica ou com periodo de incubacéo que varia
entre 3 a 14 dias e sintomas autolimitantes como febre, dores musculares e mal-estar,
similar as manifestacdes clinicas do também Flavivirus Dengue virus (DENV) (WHO,
2018). Entretanto, a infeccao por ZIKV também tem sido associada a alteracoes
congénitas como microcefalia e prejuizos neuroldégicos em adultos, incluido mielite e a
sindrome de Guillain-Barré (MALKKI, 2016; OEHLER et al., 2014). O RNA viral do ZIKV
também foi detectado em placentas (VENCESLAU et al., 2020) e em tecido cerebral de
fetos humanos (NORONHA et al., 2016) caracterizando um perfil de tropismo distinto do

comumente observado para os demais virus da familia Flaviviridae (WANG et al., 2017).
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1.1.1 Epidemiologia

O ZIKYV foi originalmente isolado em 1947 na Floresta de Uganda através de um
programa de vigilancia e pesquisa de novos agentes virais (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). A ocorréncia desta arbovirose ficou restrita & faixa equatorial da Asia e Africa por
décadas (ATTAR, 2016; MUSSO; CAO-LORMEAU; GUBLER, 2015). Em 2007, uma
epidemia de infecgao por ZIKV ocorreu na Micronésia e com base em estudos sorolégicos
aproximadamente 70% da populagéo testaram positivo para ZIKV (DUFFY et al., 2009;
LANCIOTTI et al., 2008). Contudo, a expansdo endémica do virus ganhou destaque
somente em 2013, com a epidemia na Polinésia Francesa que resultou casos graves com
quadros caracteristicos de sindrome de Guillain-Barré (CAO-LORMEAU et al., 2016;
MUSSO et al., 2015).

Entre 2015 e 2016 o numero de casos nas Américas aumentou exponencialmente.
Também houve uma crescente nos relatos de prejuizos neurolégicos e microcefalia em
associacdo a infeccao por ZIKV. Esses relatos foram principalmente observados no
Brasil. O espalhamento acelerado da transmisséo de ZIKV gerou um estado de alerta
aos programas de saude publica e medidas emergenciais partindo da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (FARIA et al., 2016).

A epidemia mais recente por ZIKV ocorreu em 2018 na india e estudos
filogenéticos retratam que os casos foram decorrentes de uma cepa asiatica do virus,
atribuindo potencial epidémico a essa cepa que pode circular em outras regides (YADAV
et al.,, 2019). Levantamentos epidemiologicos relatam que 87 paises e territdrios
apresentam evidéncias de transmissao autoctone de ZIKV por mosquitos ao longo das
Americas, Africa, Sudeste da Asia e Pacifico Ocidental. Outros 61 paises e territérios
(correspondentes a paises de todas as regides cobertas pela OMS) tém evidéncias de
vetores competentes estabelecidos do Aedes aegypti, mas ainda ndo documentaram a
transmissao do ZIKV. Um mapa da distribuicdo mundial de mosquitos Aedes aegypti €
apresentado na Figura 1. E eminente o potencial risco de um espalhamento do ZIKV para
outros paises, bem como a possibilidade de reemergéncia ou reintrodugdo em areas com

relatos anteriores de transmissao (WHO, 2019).
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Figura 1. Distribuicdo geografica de mosquitos Aedes aegypti. Pontos em pretos representam areas
positivas para o vetor Aedes aegypti. Adaptado de KAMAL et al., 2018.

1.1.2. Ciclo de transmissao

A transmissao do ZIKV ocorre principalmente por meio de mosquitos vetores e é
categorizada em dois ciclos; silvestre e urbano que se concentram principalmente em
regides tropicais e subtropicais. No ciclo silvestre estdo envolvidos primatas nao
humanos e diferentes espécies de mosquitos. O ciclo urbano é caracterizado pela
transmissao do ZIKV entre humanos e mosquitos Aedes spp., principalmente Aedes
aegypti e em menor escala A. albopictus (SONG et al., 2017). A transmissédo entre
humanos ocorrem em casos esporadicos de contato sexual com um parceiro infectado,
transfusdo de sangue ou transmissao vertical (KURSCHEIDT et al., 2019). Os ciclos de

transmissdo s&o representados na Figura 2.
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Figura 2. Ciclos de Transmissdao do Zika virus. Em ambientes urbanos e suburbanos, o ZIKV é
transmitido principalmente em um ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano através do vetor Aedes
aegypti , mas pode ocorrer transmissdes exporadicas entre humanos através do contato sexual com um
parceiro infectado, transfusdo de sangue e gravidez. Na Africa ZIKV é transmitido em um ciclo de Silvestre
entre primatas ndo humanos e espécies de mosquitos Aedes que habitam a floresta. Podem ocorrer
interagdes entre o ciclo Silvestre e urbano. Adaptado de KURSCHEIDT et al. 2019.

Presumisse que o ZIKV possa ser transmitido por mosquitos arbéreos de primatas
nao humanos para humanos quando existe proximidade dos ambientes, interligando os
dois ciclos de transmissdo. O ZIKV foi isolado em regides na Africa e na Asia em
diferentes espécies de mosquitos do género Aedes, tais como: A. africanus , A.
apicoargenteus , A. furcifer , A. luteocephalus , A. opok , e A. vittatus. O que retrata o
potencial dessas espécies em atuar como vetores para a transmisséo de ZIKV em areas
endémicas nessas regides (BERTHET et al., 2014; KURSCHEIDT et al., 2019; MCCRAE;
KIRYA, 1982).

O ciclo de transmissao ZIKV inicia-se com a picada de fémeas do mosquito, que
estabelecem contato com o virus no repasto sanguineo em individuos infectados. O virus
infecta as células epiteliais do intestino médio e se espalha sistematicamente para outros
tecidos do mosquito, quando o virus promove a infecgdo produtiva da glandula salivar,
esse vetor pode dar continuidade ao ciclo infectando um novo hospedeiro durante a
alimentagao sanguinea (DU et al., 2019).

De maneira geral o estabelecimento dos ciclos de transmissdo de arbovirus

apresentam aspectos complexos devido ao ambiente distinto que o virus enfrenta para
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promover a infecgao e replicagcdo em organismos de vertebrados e invertebrados. O virus
precisa lidar com respostas imunoldgicas inatas e adaptativas na infecgdo do hospedeiro
vertebrado e se replicar para titulos suficientes que permitam a transmissao para o
proximo vetor artropode. A diversidade presente nas populagdes virais possui papel
importante para facilitar a evasdo do sistema imunolégico por tempo suficiente para a
transmissao (FORRESTER; COFFEY; WEAVER, 2014). Ao passo que a competéncia
vetorial € aparentemente influenciada pela variacdo genética do virus e do vetor
(GUBLER et al., 1979) e também pela densidade populacional do vetor em um dado
ambiente (SONG et al., 2017).

Na infeccdo em humanos (seg¢do 1.1) e outros vertebrados a resposta imune
montada é capaz de eliminar ou sucumbir o virus. Em contrapartida, os mosquitos uma
vez infectados permanecem carregando o agente viral. O ZIKV, assim como outros
arbovirus infectam as células do mosquito sem causar danos significativos, com poucas
evidéncias dos efeitos citopaticos, que geralmente sdo bem observados na infecgcédo de
células de vertebrados (FORRESTER; COFFEY; WEAVER, 2014). Essa relagéo entre o
virus e as células infectadas contribui para a infecgdo permanente dos mosquitos. A
resposta imune em mosquitos nao € bem compreendida, somente algumas vias imunes
sao descritas aos vetores das arboviroses, como a presenga de resposta de RNA
interferente (RNAI), documentada até entdo em trés vias: a resposta do pequeno RNA
interferente (siRNA), a via do micro RNA (miRNA) e a resposta do RNA tipo piwi (piRNA).
Sugere-se que a infecgdo vetorial de longo prazo seja resultado da supresséo viral a
respostas de siRNA (revisado por LUCAS; MYLES; RAIKHEL, 2013).

1.1.3 Zika virus

O ZIKV é uma particula envelopada com didmetro aproximado de 50 nm e um
genoma com 10.794 kb de comprimento, compreendendo uma molécula de RNA de fita
simples de sentido positivo (ssRNA +) com duas regides nao codificadoras (39 e 59) e
um quadro de leitura aberto longo que codifica uma poliproteina: 59-C-prM-E-NS1-NS2A-
NS2BNS3-NS4A-NS4B-NS5-39. A poliproteina é clivada em trés proteinas estruturais:

capsideo (C), envelope (E), precursor de membrana (prM) e sete proteinas nao
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estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 3) (KAZMI et al.,
2020; OLAGNIER et al., 2016).

Acredita-se que a infeccdo das células por ZIKV acontecga por endocitose mediada
por receptor. Esses receptores putativos possuem componentes tais como CD209, Tyro3
e AXL que interagem com a estrutura viral e permitem a internalizagdo do ZIKV mediada
por clatrina. O microambiente acido no endossoma favorece a liberagao do genoma viral
no citoplasma por promover a fusdo entre as proteinas do envelope do virus e a
membrana endossémica (MOHD ROPIDI et al., 2020).

O RNA liberado é usado tanto como mensageiro (RNAm) para a traducao das
proteinas virais, quanto como molde para sua propria replicagdo. Um RNA fita dupla
(dsRNA) é sintetizado a partir do RNA gendémico fita simples ( ssSRNA +). O dsRNA é
entdo transcrito / replicado, gerando novos RNAm virais que também culminam em novos
genomas virais ( ssRNA +) (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A replicagdo do
genoma do ZIKV acontece nos complexos de replicagdo associados a membrana do
reticulo endoplasmatico (SAW et al., 2019). Para a condugao do processo de tradugao o
ZIKV utiliza a maquinaria da célula do hospedeiro para produzir uma unica poliproteina
viral que entao clivada pela serina protease do virus (NS2B-NS3) e protease da célula
hospedeira em peptideos individuais (SAGER et al., 2018). Quando incorporados em
virions, essas particulas sdo transportadas para a membrana plasmatica (via secretora),
passando por maturacdo ao longo do caminho e saem da célula por exocitose
(ROSSIGNOL et al., 2017).
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Figura 3. Esquema da organizagao genémica do Zika virus. Representagéo da poliproteina do ZIKV e
seus respectivos sitios de clivagem em peptideos individuais em relagdo ao reticulo endoplasmatico. Cito:
lado citoplasmatico, lum: Lumem, tm: transmembrana. Tridngulos vermelhos representam sitios de
clivagens de protease viral NS2B-NS3 no lado citoplasmatico do reticulo endoplasmatico. Triangulos em
preto indicam clivagens realizadas por proteases celulares dentro do lumen do reticulo endoplasmatico. A
estrela verde indica o sitio de clivagem final da maturagéo da proteina M realizada pela protease furina
residente em Golgi. Adaptado de SAGER et al. 2018.

1.2 Mosquitos Aedes aegypti

O Aedes aegypti pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Culicidae, subfamilia Culicinae, Género Aedes, Subgénero Stegomyia (CONSOLI,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994) é reconhecido como o mais importante vetor de
patdégenos humanos em areas urbanas devido a sua capacidade de se adaptar a varios
habitats larvais (PIOVEZAN et al., 2019). O A. aegypti € responsavel por transmitir as
principais arboviroses de relevancia médica, como Febre amarela, Chikungunya e
Dengue, além do Zika virus. O mosquito possui habitos antropofilicos e diurnos,
praticamente ndo emite som audivel e possuem extrema habilidade em escapar da vitima
sob ameaca durante o repasto sanguineo (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

Para o metabolismo energético, tanto os mosquitos machos quanto fémeas
depende da ingestdo de carboidratos, na natureza usualmente sao provenientes de
seivas, flores e frutos. O acumulo de glicogénio e triglicérides é determinante para a
atividade e longevidade dos mosquitos. A alimentagdo sanguinea das fémeas esta
relacionada primordialmente ao desenvolvimento dos ovos. Com grande resisténcia a
dessecacao, os ovos podem continuar viaveis por até um ano (CONSOLI; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994).

3'0OH
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Quando em contato com agua, os ovos eclodem dando origem as larvas, que se
alimentam de particulas orgénicas na agua. A eclosdo dos ovos e proliferacdo de
mosquitos Aedes aegypti € condicionada a locais/ recipientes com agua parada, sem
excesso de matéria organica em decomposigao e sais, e preferencialmente ocorre em
locais sombreados e ou com fundo escuro (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

As larvas passam por quatro estagios de desenvolvimento: L1, L2, L3 e L4,
passando o maior tempo no ultimo estagio, também caracterizado como estagio pré-
pupal. Em seguida as larvas evoluem para o estado de pupa (ndo ha alimentagao durante
esse estagio) e em cerca de dois dias os mosquitos adultos emergem na superficie da
agua. Apds a copula e subsequente repasto sanguineo das fémeas o ciclo é reiniciado
(Figura 4). O ciclo dos mosquitos Aedes aegypti podem variar entre 10 a 15 dias,
dependendo das condi¢gbes do ambiente, como temperatura, alimentacdo e densidade
de larvas (CHRISTOPHERS, 1961).

Figura 4. Ciclo de vida do mosquito

&\ . Aedes aegypti. A figura esquematiza as
= etapas da proliferagao dos mosquitos Aedes
aegypti. 1) Os mosquitos fémeas ovipositam

em recipientes com agua; 2) O periodo de

incubacgao dos ovos pode ser de alguns dias

a varios meses apos a postura. Ovos

eclodem quando submersos em agua. 3) Os

terrestre . .

W quatro estagios do desenvolvimento larval

aquatico J Ovos acontecem em agua, L1: 2 mm, 2,0 + 0,1
dias; L2: 3 mm, 0,9 + 0,1 dias; L3: 4 mm, 1,2
+ 0,1 dias e L4: 5 mm, 2,1 £ 0,3 dias. 4) As
v pupas se tornam mosquitos adultos em 2-3
7 dias. Adaptado de COON et al (2014).
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1.2.1 Barreiras e disseminagao viral em mosquitos

A competéncia vetorial esta relacionada as barreiras no mosquito que o virus
precisa superar. Sao descritos quatro principais barreiras: barreira da infecgcdo do
intestino médio (Midgut Infection Barrier — MIB), barreira do escape do intestino médio
(Midgut Escape Barrier — MEB), barreira da infecgdo da glandula salivar (Salivary Gland
Infection Barrier — SGIB) e barreira de escape da glandula salivar (Salivary Gland Escape
Barrier — SGEB) (Figura 5). Os fatores e mecanismos, como a resposta antiviral, que
controlam essas barreiras sao determinantes para que o vetor adquira, mantenha e
transmita o virus. Sugere-se que os arbovirus e seus vetores estdo constantemente co-
evoluindo devido a especificidade conferida a linhagens e ou espécies de arbovirus em
superar os fatores relacionados a competéncia vetorial (revisado em FRANZ et al., 2015).

A infecgdo produtiva por arbovirus em mosquito inicia-se com a ingestdo do
sangue contendo o virus durante a alimentacdo em um hospedeiro vertebrado seguida
dainfeccao e replicagao no intestino médio; disseminacgao do intestino médio para tecidos
secundarios; amplificagdo sistémica do virus; infecgdo das glandulas salivares e
liberacdo do virus em ductos salivares para transmissdo a um novo hospedeiro
vertebrado (HARDY et al., 1983).
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Figura 5. Barreiras e disseminacgao viral no vetor Aedes aegypti. Para disseminagéo sistémica o virus
precisa superar barreiras de tecido do intestino médio e glandula salivar. Hexagonos em vermelho
representam as particulas virais. As imagens sequencias representam as barreiras e a infecgdo permissiva
em cada um dos casos: MIB, barreira da infecgao do intestino médio; MEB, barreira do escape do intestino
médio; SGIB, barreira da infec¢do da glandula salivar; SGEB, barreira de escape da glandula salivar. Fonte:
do autor.

Com a alimentacao sanguinea, o sangue contendo virus entra em contato com o
lumen do intestino do mosquito, postula-se que o virus necessita entrar nas células
epiteliais do intestino médio em algumas horas — por endocitose mediada por receptor —
antes da formagao da matriz peritrofica. A capacidade de infectar as células do intestino
representam superar a MIB. Os virions produzidos, sao entdo transportados para a
porcao basal das células epiteliais, proximo a lamina basal do intestino médio (CUI et al.,

2019) que constitui uma rede de componentes da matriz extracelular (principalmente
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colageno tipo IV e laminina) que reveste o epitélio intestinal do mosquito (YURCHENCO;
O'REAR, 1994). A ingestdo e digestdao de farinha de sangue pelo mosquito afetam
fortemente a estrutura e a morfologia do intestino médio e essa distensdo causa uma
reducao na densidade dos microvilos e um alongamento da lamina basal. Essa condig&o
esta intimamente ligada com o escape do ZIKV pela MEB e disseminag¢ao do ZIKV para
tecidos secundarios (ARMSTRONG et al., 2020). Tipicamente os arbovirus infectam
hemocitos (DENV e Sindbis virus — SINV) (SALAZAR et al., 2007; WANG et al., 2011),
corpo gorduroso, tecido neural (DENV, West Nile virus - WNV, Rift Valley Fever — RVF)
(GIRARD; KLINGLER; HIGGS, 2004; KADING et al., 2014; SALAZAR et al., 2007) e,
ocasionalmente, tecido muscular (Venezuelan Equine Encephalitis Virus —VEEV e WNV)
(GIRARD; KLINGLER; HIGGS, 2004; WEAVER, 1986) antes de infectar as glandulas
salivares.

As glandulas salivares do mosquito sao 6rgaos emparelhados localizados no
térax. Cada glandula consiste em trés lobos, dois distais e um lobo central mais curto.
Especula-se que os lobos laterais/distais das glandulas salivares dos mosquitos vetores
possuam receptores que permitem a endocitose de arbovirus (SALAZAR et al., 2007).
Ao alcancar e promover infecgdo dos lobos da glandula salivar o virus ultrapassa a
terceira barreira da competéncia vetorial (SGIB). Apds a replicagao, o virus é depositado
nas cavidades dos ductos das células acinare, o que pode levar a transmissao do virus
a um novo hospedeiro durante o repasto sanguineo, o que corresponde superar a ultima
barreira da competéncia vetorial (SGEB) e a manutengdo da assiduidade do ciclo de
transmissao viral (FRANZ et al., 2015).

Entretanto, padréo de disseminagao viral sistémica até a infecgcao produtiva da
glandula salivar, que garante a manutencado do ciclo de transmissdo ainda n&o € bem
compreendido (LEE et al., 2019), com intuito de explorar o tropismo viral em mosquitos
Aedes aegypt Salazar e colaboradores (2007) avaliaram a presenga de antigeno de
DENV 2 em tecidos do mosquito em diferentes dias apds a infegéo (dpi). Para a maioria
dos mosquitos a detecgédo aconteceu em 4 dpi no intestino médio e corpo gorduroso, 7
dpi nas glandulas salivares e 10 dpi no sistema nervoso central. Contudo, em um numero
significativo dos mosquitos avaliados (36%), a presenca do virus na glandula salivar foi
detectada em tempos precoces (4 dpi), sugerindo que o periodo de incubagao extrinseca
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possa ser menor do que o preconizado para aborvirus. Além disso, discute-se que apés
a disseminacéo a partir do intestino médio o virus requeira um meio de amplificagao para
que possa alcangar as glandulas salivares com eficiéncia (GIRARD; KLINGLER; HIGGS,
2004; HARDY et al., 1983) Ampliar conhecimento sobre essas condi¢gdes € um passo
importante para elucidar os fatores que levam a transmissdo bem sucedida de virus a
partir vetores artropodes para os hospedeiros humanos. A compreensao das interagdes
virus-vetor pode facilitar o desenho de estratégias de controle da transmissao vetorial
(LEE et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

O mosquito Aedes aegypti é responsavel por transmitir os principais arbovirus de
importancia médica, como o Zika. A infeccao por este virus tem sido associada a
manifestacbes graves como alteragcbes congénitas e sindrome de Guillain-Barré
(MALKKI, 2016). Grandes epidemias por Zika virus, sobretudo nas Américas, foram
relatadas ao longo da década de 2010 (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Esse cenario
fundamenta a necessidade de esforgos para o controle dessa aborvirose.

Devido a auséncia de vacinas e tratamentos eficientes (REY et al., 2018), o
combate a transmissao desta doenca depende principalmente do controle do vetor Aedes
aegypti. Entretanto, medidas de controle vetorial, como o uso de inseticidas, tem sido
cada vez mais ineficientes e frequentemente falham (KAUFFMAN; KRAMER, 2017). A
falta de conhecimento sobre as interagdes virus-vetor € uma condigao limitante para o
desenho de estratégias direcionadas ao controle da transmissdo vetorial (HUANG;
HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). Os mosquitos controlam a replicagdo viral,
presumivelmente sem comprometer o seu fitness, o que permite a transmissao viral
eficiente de um hospedeiro para outro (THAM et al., 2018). No vetor, o virus deve lidar
com as respostas imunes inatas e superar barreiras teciduais para promover a
disseminagao sistémica e infeccdo da glandula salivar de maneira que garanta a
transmissao para hospedeiros vertebrados (FRANZ et al., 2015). Entender o padrao de
replicacéo e o tropismo do virus no vetor Ae. aegypti pode facilitar a identificagdo de
tecidos chaves para a competéncia vetorial e o direcionamento de novas estratégias para

o controle da transmissao viral por vetores.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a disseminagao e tropismo tecidual do ZIKV em mosquitos Aedes aegypti.

3.1.10bjetivos especificos

a) Padronizar estratégias de microscopia em tecidos de mosquitos incluidos em

material histoldgico;

b) Padronizar a detec¢gdo de marcadores de replicagéo viral por imunofluorescéncia;

c) Caracterizar, por microscopia de fluorescéncia, a disseminagao sistémica e

tropismo tecidual do ZIKV em mosquitos Aedes aegypti apos repasto sanguineo;

d) Quantificar a replicagao viral em tecidos de mosquitos Aedes aegypti ao longo do

curso de infecgao
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Producao e titulagao do Zika virus

O ZIKV foi inoculado em uma MOI de 0,01 em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (FBS) e antibidticos
Penicilina (104 Ul / L), Estreptomicina (10 mg/L) - P/ E, sobre a monocamadas de células
A549. A adsorc¢ao foi realizada por 1h a 37°C e 5% de CO2, onde o frasco de cultivo foi
homogeneizado suavemente a cada 15 minutos. Apds adsorgao, o frasco teve seu
volume minimo completado com o meio DMEM suplementado e foi novamente incubado
a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Apds 4-5 dias de infecgdo e o desenvolvimento do
efeito citopatico caracteristico, o sobrenadante celular foi coletado, clarificado por
centrifugacédo a 1200 G por 3 min a 4 ° C. O clarificado foi distribuido em microtubos em
aliquotas de 400 uL armazenado a -80°C. O titulo viral foi determinado através da
contagem do numero de unidades formadoras de placas (PFU) utilizando células A549.
Para tal, 6x10° células A549 foram adicionadas a cada pogo de uma placa de 6 pogos e
incubada por 24h a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. No dia seguinte, cada pogo foi
inoculado com 400 uL de uma diluigdo da amostra de ZIKV produzido em meio DMEM
suplementado, passando por 1 hora de adsorgao a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Ao
término da etapa de adsorcido adicionou-se a cada pogo aproximadamente 2 mL de
carboxmetilcelulose (CMC) a 2% em meio DMEM e manteve-se a placa a 37°C e
atmosfera de 5% de CO2. Ao fim do quinto dia de infecgao, as células foram fixadas com
10% de formaldeido em PBS e coradas com solugao de cristal violeta. O calculo do titulo
viral foi realizado pelo numero de placas virais detectadas multiplicado pelo inverso da
diluicdo, divididos pelo volume do inéculo em mL. O titulo viral e linhagem utilizada neste
trabalho estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Titulo viral e origem da amostra de Zika virus

Virus Isolado Titulo viral (pfu/mL)
Zika virus BRPE243/2015 2,4 x 108
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4.2 Manutencgao das col6onias de mosquitos Aedes Aegypti

Os mosquitos Aedes aegypti (Linhagem Bangkok) foram mantidos em estufa a
28°C e umidade relativa de 70-80%, em fotoperiodo de 12: 12h claro: escuro e solugao
de sacarose a 10% ad libitum. Para manutengdo as fémeas realizaram o repasto
sanguineo em camundongos da linhagem Balb/c anestesiados com cetamina / xilazina
(80 / 8mg kg ~ ). Trés dias apds a alimentagdo sanguinea, um recipiente plastico
revestido com papel filtro contendo agua foi colocado dentro da gaiola para que as
fémeas realizassem a oviposicao. A postura era retirada da gaiola apos trés dias e seca
por 48 horas.

Os ovos foram eclodidos de maneira sincronizada sob vacuo por 30 minutos em
agua desmineralizada. Apos a eclosao, o conteudo foi transferido para bandejas
contendo 2L de agua desmineralizada onde as larvas foram mantidas até o estagio de
pupa. As larvas foram alimentadas com ragao para peixe ornamental (Tetra Pond). As
pupas foram capturadas e transferidas para um recipiente plastico com &agua, e
acondicionadas em gaiolas por até 2-3 dias, periodo suficiente para os adultos

emergirem.

4.3 Infecgao por alimentagao dos mosquitos com ZIKV

As infecgbdes foram realizadas utilizando camundongos deficientes em IFN - o/
conforme modelos previamente descritos para infecgdes por flavivirus (TAN et al., 2010).
. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob
o protocolo de submissao numero 337/2016 (Anexo 1). Camundongos AG129 foram
injetados intraperitonealmente com 10° PFU de ZIKV ou sobrenadante clarificado de
monocamada de células A549 sem infeccdo (controle n&o infectado - MOCK). Os
camundongos foram anestesiados no terceiro dia apds inje¢cdo - pico de viremia -
utilizando cetamina / xilazina (80 / 8mg kg ~ ') e colocados sobre recipientes cobertos com
mosquiteiros contendo mosquitos fémeas adultos de 5 a 7 dias de idade. A alimentacao

foi permitida por 1h. Os mosquitos foram anestesiados a 4°C e transferidos para uma
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placa de Petri sobre o gelo, as fémeas que alimentaram com sangue foram entao

separadas e colocadas em novas gaiolas para a condugao dos experimentos.

4.4 Quantificagao relativa de carga viral e prevaléncia da infecgao

4.4.1 Dissecacgao e extragao do RNA total de mosquitos

Foram coletados mosquitos nos dias 4, 8 e 14 apds a infecgdo. Para a coleta os
mosquitos foram anestesiados a 4°C e posteriormente transferidos para placas de Kline
(sobre gelo) contendo solucdo de PBS. Foi dissecado o intestino médio de cada
mosquito, o restante foi considerado carcaga. Cada amostra (intestino médio ou carcacga)
foi identificada e homogeneizada individualmente em 200 pL de TRIzol® Reagent
(InvitrogenTM) e 2-3 beads de vidro (1,0 mm de didmetro), utilizando o equipamento Mini-
BeadBeater-16 (Biospec) por 90 segundos. O homogeneizado foi incubado por 10
minutos a temperatura ambiente e foram entao adicionados 40 uL de clorofémio (Sigma)
seguido de agitacao vigorosa em vortex por 15 segundos e incubagao por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000g
em microcentrifuga a 4°C e entado a fase aquosa de cada amostra foi transferida para um
novo tubo contendo 5ug de glicogénio ultrapuro (Ambion), posteriormente foi adicionado
100 pL de isopropanol (Sigma) seguido de agitagao leve em vortex. Apés incubacgao por
10 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
1200 g. O sobrenadante foi descartado, e foi adicionado em cada tubo 1000uL de etanol
75% viv (Sigma) preparado utilizando agua livre de nucleases (Ambion). Apds agitagao
em vortex, os tubos foram novamente centrifugados por 5 minutos a 7500 g, e em seguida
o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi seco por inversao dos tubos em papel
absorvente. Apds a secagem, o RNA obtido foi ressuspendido em 10 pL de agua livre de

nucleases (Ambion). As amostras foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.
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4.4.2 Transcrigao reversa (RT)

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 200 ng do RNA total
extraido utilizando a enzima Transcriptase Reversa M-MLV (Promega), com tampao da
enzima (250 mM Tris-HCI pH8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgClI2 pH 8,3), 15 mM de Random
Primers, 10 yM de dNTPs, 0,1 mM de DTT e agua livre de RNAse (Ambion) para um
volume final de 20 uL. Primeiramente foi feita a desnaturacédo do RNA com incubacgao da
RNA e Random Primers a 70°C em termociclador durante 10 minutos, seguido de banho
de gelo. Apds, foram adicionados o tampao da enzima, DTT e a enzima transcriptase
reversa. Essa solugdo foi incubada novamente em termociclador a 42°C durante 60
minutos e 72°C por 5 minutos. Por fim, a amostra de cDNA gerada foi estocada a -20°C

até o momento do uso.

4.4.3 PCR quantitativo (QPCR)

Para a quantificagao relativa da carga viral, o cDNA sintetizado foi utilizado para a
técnica de PCR quantitativo utilizando o equipamento QuantStudio™ 7 Flex Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas com enzima Taq DNA
polimerase (Promega), tamp&o da enzima (0,1 M Tris-HCI pH8,3; 0,5 M KCI; 0,1% Triton-
X 100 pH 8,3), 25mM de MgCl2, 10 uM de dNTPs, 10x SyBR Green, Primers especificos
ZIKV, F= 5’CAGACTGCGACAGTTCGAGY3’, R= 5CGCGTTTTAGCATATTGACAATC3’
ou para o gene de referéncia RpL32 (gene constitutivo codificador para a particula
ribossomal L32), F= 5AGCCGCGTGTTGTACTCTG3, R=
5ACTTCTTCGTCCGCTTCTTG3’ e agua de injecao para um volume final de 15 pL. As

analises foram realizadas utilizando o método do 2-2¢t calculado em relagdo ao RpL32.
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4.5 Microscopia

4.5.1 Fixacao e inclusao em Parafina

As pernas e asas foram removidas dos mosquitos e foi feito uma abertura na
pleura abdominal de cada mosquito com auxilio de Microtesoura SuperFine Vannas
Scissors (blades 3mm), para otimizar a entrada do fixador. Os mosquitos foram
submersos em solug¢ao de paraformaldeido a 4% sob agitagéo por 1 hora. A seguir, foram
desidratados em série de etanol em concentragao crescente: 70, 80, 90, 95 e 100% (30
min/etapa), diafanizados em xilol (15 min/2 vezes), embebidos (30min/3vezes) e incluidos
em Parafina Paraplast Plus Leica. A microtomia dos mosquitos incluido em parafina foi
realizada com navalhas High profile Leica 818. Cortes de 10 ym de espessura foram

fixados em laminas de vidro silanizada Perfecta e secas em estufa por 2 horas a 37 ° C.

4.5.2 Imunofluorescéncia

Os cortes histolégicos com 10um de espessura foram desparafinados por duas
imersdes em xilol (10min/etapa) e hidratados em concentragdes decrescentes de alcool
etilico 100, 95, 90 80 e 70% e por ultimo em agua desmineralizada (10 min/etapa). Em
seguida, foi conduzida a recuperacao antigénica induzida por calor. Para tal, as laminas
foram imersas em tampéao citrato 10mM pH 6 e aquecidas em forno de micro-ondas
(700W) em cinco etapas de cinco minutos. Apds, as laminas foram climatizadas em
temperatura ambiente por 30 min e lavadas com PBS 1X pH 7,4. A permeabilizacédo de
membranas foi realizada com trés imersdes (5min/etapa) em PBS-T 0,3% (Triton x100
0,3% em PBS). Apds permeabilizagao, foi realizado bloqueio de ligagdes inespecificas
com solugcdo de BSA 2% por 90 min. As laminas entdo foram depositadas em uma
camara umida para o processo de imunomarcagao. Os cortes foram incubados overnight
a 4°C com anticorpo primario J2 anti-dsRNA (monoclonal,lgG2a - Scicons, Hungary)
diluido 1:100 em PBS 1X. No dia seguinte, os cortes foram lavados trés vezes com PBS
1X (10min/etapa) e incubados com anticorpo secundario Alexa Fluor 546nm (Molecular

Probes, 1:400), Faloidina 488 nm (coloracéo de filamentos de actina) (Molecular Probes,
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1:100), e hoechst (coloragdo de DNA) (Molecular Probes, 1:500) por 90 min. Apoés
incubagcdo, as laminas foram novamente lavadas por trés vezes com PBS 1X
(10min/etapa) e montadas com laminulas sobre liquido de montagem Hydromount
(National Diagnostics). As imagens foram adquiridas em microscépio de fluorescéncia
Apotome.2 (Zeiss) utilizando objetiva de 20x. As areas de marcacao de fluorescéncia
para dsRNA (J2) e DNA (Hoechst) foram mensurada para cada érgéao/tecido usando
Imaged v1.51e (https://imagej.nih.goVv/ij/), os valores foram expressos pela razdo area
positiva para dsRNA/DNA. Para mensurar a variagao da densidade das areas positivas
para replicagao viral (dsRNA/DNA) foi realizada uma analise de variancia (ANOVA)
seguida de teste de comparagdo multipla de Sidak. As analises estatisticas foram
realizadas com software Prism 6.0 (Graphpad Software). Imagens confocais de cada
orgao também foram adquiridas no microscopio LSM 880 (Zeiss) em 8-10 planos focais
em serie Z (10um) utilizando objetiva de 20x. A reconstituicao tridimensional baseada em
imagens confocais de cada érgéao foi realizada no software FluoRender v2.26 utilizando

a funcéo Polygon mesh.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da infec¢cao de mosquitos Ae. aegypti pelo ZIKV

Desafiamos oralmente mosquitos Ae. aegypti com camundongos AG129
infectados com ZIKV. Até 10 mosquitos foram coletados nos dias 4, 8 e 14 apds o
repastado sanguineo para avaliar o status e cinética da infecgédo por ZIKV. Utilizamos
gPCR com iniciadores padronizados em nosso laboratério (ver se¢cdo métodos) para
mensurar a carga viral em intestinos e carcagas de mosquitos Ae. aegypti. O genoma
viral foi detectado em todos os mosquitos avaliados (n=25) tanto no intestino (Figura 6A)

quanto na carcaca (Figura 6B).
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Figura 6. Cinética da infeccdo de ZIKV em mosquitos Ae. aegypti. A) Carga viral e prevaléncia da
infecgdo por ZIKV em intestinos dissecados e testados individualmente. B) Carga viral e prevaléncia da
infeccao por ZIKV na carcaga de mosquitos testados individualmente. Os mosquitos foram alimentados em
camundongo AG129 infectado com 10° PFU de ZIKV. A especificidade dos produtos amplificados foi
confirmada através da curva de dissociagdo. Os graficos mostram a relagdo entre a carga viral e a
expressao do gene constitutivo RpL32 mensurada por gPCR. O numero de individuos infectados e o total
estdo indicados em cada ponto. A significancia estatistica foi determinada usando o teste de comparagao
multipla de Dunn’s para grupos infectados em diferentes momentos apds a alimentacgéo.
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Com a confirmacédo de infecgcdo bem-sucedida por qPCR seguimos para a
avaliagao da cinética da replicacao viral em érgaos/ tecidos dos mosquitos por estratégias

de microscopia.

5.2 Padronizagao da detecgcdao de dsRNA por imunofluorescéncia em tecidos de
mosquitos Ae. aegypti incluidos em material histolégico

Avaliamos protocolos baseados na inclusdo amostras em parafina e historesina
para a padronizacao da deteccao de dsRNA por imunofluorescéncia em mosquitos Ae
agypti. A imunomarcacao de tecidos dissecados de mosquitos Ae. aegypti seguida da
inclusdo em historesina foi anteriormente empregada por SILVA et al., 2019. Utilizando
esse protocolo verificamos a possibilidade de imunomarcagao em tecidos de mosquitos
a partir de mosquitos inteiros apds abertura da pleura abdominal e fixagcdo em
paraformaldeido 4%. Entretanto, somente a marcacdo para DNA foi observada apos
inclusdo em historesina e microtomia (Figura 7A). Em paralelo avaliamos alternativas
baseadas na inclusdo de mosquitos em parafina. Brevemente, os mosquitos foram
incluidos em parafina e apds microtomia e fixagdo em lamina, as secgdes foram
hidratadas e desparafinadas conforme procedimento padrao para amostras em parafina
(Higgs et al. 1997) e procedemos o protocolo de imunomarcacédo. Nesse estagio, o
protocolo nao foi capaz de gerar nenhum sinal fluorescente (dados ndo mostrados), em
seguida avaliamos o processo de imunomarcacédo apos a inclusdo de um tampao de
recuperacao antigénica (tampéao citrato - ver segao métodos) e esse passo foi suficiente
para estabelecermos deteccdo de dsRNA por imunofluorescéncia a partir de amostras
incluidas em parafina, conforme Figura 7B. Apos padronizagao, a inclusdo em parafina

foi o método adotado para todos os experimentos apresentados na sequéncia.
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dsRNA (J2)

Figura 7. Padronizagao de técnica de imunofluorescéncia para detec¢ao de dsRNA.. A)
Secgéo do intestino de mosquitos infectados com ZIKV em 8 dpi e processados em historesina, o
protocolo teste nao foi capaz de gerar sinal para dsRNA por IF. B) Secgéo do intestino de mosquitos
infectados com ZIKV em 8 dp e processados em parafina, o protocolo teste foi capaz de detectar dsRNA
por IF. Os mosquitos processados foram alimentados oralmente em camundongos AG129 infectados
com ZIKV e sao oriundos de um mesmo experimento de infecgao.
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5.3 Caracterizagao da replicagao viral de ZIKV em mosquitos Ae. aegypti

Foram coletados mosquitos nos dias 4, 8 e 14 apds alimentacdo oral em
camundongos AG129 infectados com ZIKV, os mosquitos foram incluidos em parafina
(n=4/ por dia de infec¢do — dpi) e processados para imunofluorescéncia para acessar a
replicagao viral (marcacao para dsRNA) em diferentes tecidos. As areas de marcagao de
fluorescéncia para dsRNA (J2) e DNA (Hoechst) foram mensurada para intestino, o unico
tecido que demonstrou sugestdo de replicagao viral em todos os tempos avaliados. Os
valores foram expressos pela razdo area positiva para dsRNA/DNA para obtermos uma
relacdo aproximada de area de replicagao viral por célula. Os tecidos que apresentaram
focos de replicagdo viral ao longo do curso acompanhado foram intestino, corpo

gorduroso, ganglio abdominal, glandula salivar e sistema nervoso central (Tabela 2).

Tabela 2. Cinética de replicacao do ZIKV em mosquitos Ae. aegypti

CORPO GORDUROSO

TS B

.

GLANDULA SALIVAR
SISTEMA NERVOSO CENTRAL ‘-
Il 00% [ 75% [ 50% [ ] 25% [ ] 0% 4dpi | 8dpi |14 dpi

As taxas de infecgdo em orgao/tecido sdo mostradas na escala de cinza. As porcentagens foram obtidas
com base no numero de mosquitos positivos para dsRNA em cada érgéo (n = 4/ tempo).
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Todos os mosquitos avaliados foram positivos para dsRNA no intestino a partir do
dia 4 dpi (Figura 8), reproduzindo a prevaléncia da infecgao observada por qPCR. A area
de marcagéo para dsRNA (dsRNA/célula) no intestino ndo variou significantemente nos
tempos avaliados (Figura 8E), no entanto no primeiro momento avaliado (4 dpi — Figura
8A), dois perfis foram observados nos mosquitos avaliados; 1) focos de replicagéo viral
condicionados principalmente na porgao distal do intestino e 2) um padrao de marcagao
para dsRNA difundido em varios pontos da camada de células do epitélio intestinal. O
perfil de replicagdo difundido, sem concentragdo aparente, foi observado em todos os

mosquitos avaliados em 8 dpi (Figura 8B) e 14 dpi (Figura 8C).
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Figura 8. . Cinética da replicagao do ZIKV no intestino de mosquitos Aedes aegypti. A) IF de intestinos de mosquitos infectados com ZIKV em 4dpi.
B) IF de intestinos de mosquitos infectados com ZIKV em 8dpi. C) IF de intestinos de mosquitos infectados com ZIKV em 14dpi. D) IF de intestinos de
mosquitos ndo infectados (mock). E) Quantificagdo da densidade dsRNA. As areas de marcagao foram quantificadas com ImageJ e expressas como a
area de marcagdo dsRNA dividida pela area de marcacao para DNA para cada intestino. A analise comparativa da densidade de marcacgao ente os

tempos de infecgéo foi realizada pelo método Sidak. dsRNA (anticorpo J2) é apresentado em vermelho, actina (faloidina) em verde e DNA (Hoechst
33342 ) em azul. Duas representativas imagens de cada tempo s&o apresentadas. Barra: 100um.
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A dispersao da replicagao viral parece acontecer em toda a extensao do intestino do mosquito em 14 dpi. Alguns
pontos sugestivos de replicagéo viral apresem na porc¢ao basolaterial das células do epitélio intestinal do mosquito, contudo
esses pontos principalmente concentram-se na porgéo apical das células epiteliais (Figura 9) sugerindo um microambiente

propicio para a replicagao viral.

Figura 9. Replicagao viral em célias epiteliais do intestino de mosquitos Aedes aegypti. O retdngulo na por¢ao inferior apresenta a regido
ampliada no alto da imagem. A imagem ampliada destaca a localizagao apical da marcagéo para dsRNA. DNA (Hoechst 33342 ) é apresentado
em azul, actina (faloidina) em verde e dsRNA (anticorpo J2) em vermelho.
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O corpo gorduroso e ganglio abdominal também foi positivo para dsRNA a partir
do 4 dpi (Figuras 10A e 11A) e continuou sendo detectado em 8 (Figuras 10B e 11B) e
14 dpi (Figuras 10C e 11C). Evidenciando a alta prevaléncia de infec¢ao por ZIKV na

carcaga do vetor mesmo em tempos precoces, como também observado por gPCR.
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Figura 10. Cinética da replicagao do ZIKV no corpo gorduroso de mosquitos Aedes aegypti. A) IF do corpo gorduroso de mosquitos
infectados com ZIKV em 4dpi. B) IF do corpo gorduroso de mosquitos infectados com ZIKV em 8dpi. C) IF do corpo gorduroso de mosquitos
infectados com ZIKV em4dpi. D) IF do corpo gorduroso de mosquitos ndo infectados (mock). dsRNA (anticorpo J2) é apresentado em vermelho,
actina (faloidina) em verde e DNA (Hoechst 33342) em azul. Duas representativas imagens de cada tempo sdo apresentadas. Barra: 50um
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Figura 11. Cinética da replicagao do ZIKV no géanglio abdominal de mosquitos Aedes aegypti. A) IF do ganglio abdominal de mosquitos infectados
com ZIKV em 4dpi. B) IF do génglio abdominal de mosquitos infectados com ZIKV em 8dpi. C) IF do ganglio abdominal de mosquitos infectados com ZIKV
em 14dpi. D) IF do génglio abdominal de mosquitos ndo infectados (mock). dsRNA (anticorpo J2) é apresentado em vermelho, actina (faloidina) em verde
e DNA (Hoechst 33342) em azul. Duas representativas imagens de cada tempo s&o apresentadas. Barra: 100um.
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A glandula salivar, érgao diretamente relacionado com a competéncia vetorial, foi
positiva para dsRNA em mosquitos em tempos precoces (50% dos mosquitos em 4 dpi/
25% dos mosquitos em 8 dpi) e em 100% dos mosquitos avaliados em 14 dpi (Figura
12). A sugestao de replicagédo na glandula salivar em todos os tempos foi acompanhada

com a replicagao no intestino, corpo gorduroso e ganglio abdominal.
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Figura 12. Cinética da replicagao do ZIKV na glandula salivar de mosquitos Aedes aegypti. A) IF da glandula salivar de mosquitos infectados com
ZIKV em 4dpi. B) IF da glandula salivar de mosquitos infectados com ZIKV em 8dpi. C) IF da glandula salivar de mosquitos infectados com ZIKV em
14dpi. D) IF da glandula salivar de mosquitos nao infectados (mock). dsRNA (anticorpo J2) é apresentado em vermelho, actina (faloidina) em verde e
DNA (Hoechst 33342) em azul. Duas representativas imagens de cada tempo sao apresentadas. Barra: 50um.
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O sistema nervoso central do mosquito também apresenta focos sugestivos de
replicagédo viral (Figura 13). A marcacdo de dsRNA foi observada somente naqueles
mosquitos que dsRNA também foi detectado dsRNA na glandula salivar. Mas a infec¢ao
da glandula nao foi sempre acompanhada da detecgdo no SNC. Sugerindo que o SNC é
o ultimo tecido a se infectar, provavelmente devido a organizagdo anatémica. O tropismo
€ evidente para todos os mosquitos em 14 dpi e visualmente a replicagao viral acontece
em maior extensdo em 14 dpi em comparagdo com a marcacido em tempos precoce
(4dpi).
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Figura 13. Cinética da replicagao do ZIKV no sistema nervoso central de mosquitos Aedes aegypti. A) IF do SNC de mosquitos infectados
com ZIKV em 4dpi. B) IF do SNC de mosquitos infectados com ZIKV em 8dpi. C) IF do SNC de mosquitos infectados com ZIKV em 14dpi. D) IF
do SNC de mosquitos ndo infectados (mock). dsRNA (anticorpo J2) é apresentado em vermelho, actina (faloidina) em verde e DNA (Hoechst
33342 ) em azul. Duas representativas imagens de cada tempo s&o apresentadas. Barra: 100um.
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5.4 indice de disseminacgao da replicacao viral do ZIKV em mosquitos Aedes
aegypti

Um indice de disseminagdo da replicacdo viral do ZIKV em mosquitos Aedes
aegypti foi construido com base nos dérgdos/tecidos positivos para dsRNA além do
intestino. A presenca ou auséncia de dsRNA foi pontuada nos quatro tecidos que em
algum momento a marcacdo para dsRNA foi detectada (corpo gorduroso, ganglio
abdominal, glandula salivar e sistema nervoso central) e o numero de tecidos positivos
para dsRNA foi dividido por quatro para fornecer o indice de disseminagao.

A Figura 14 apresenta o indice de disseminagao da replicagao viral, o qual em
linhas gerais apresenta uma dinamica ascendente da disseminagao relacionada ao
tempo de infecgao, assumido que todos os mosquitos avaliados alcangam o maior valor

atribuido (indice 1) em 14 dpi.
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Figura 14. indice de disseminagao da replicagao viral de ZIKV em mosquitos Aedes aegypti. A
presenga ou auséncia de dsRNA foi pontuada nos quatro tecidos a seguir e o numero de tecidos
positivos para dsRNA foi dividido por quatro para fornecer o indice de disseminagdo: corpo gordo;
ganglios abdominais, glandula salivar e sistema nervoso central.
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5.5 Biologia celular da replicagao viral em mosquitos Ae. aegypti

A caracterizacdo da biologia celular da replicagao de Flavivirus é principalmente
dada por cultura de células de mamiferos e de mosquitos (HARAK; LOHMANN, 2015).
Entender a relagéo do virus com as células de diferentes tecidos do vetor pode esclarecer
parametros importantes para biologia de virus que n&o sdo observados em cultura de
células e também pode representar uma oportunidade para o desenho de estratégias
para conter a propagacao do virus. Nesse sentido, fizemos a reconstituicao tridimensional
dos tecidos de mosquitos infectados com ZIKV para observar a localizagcao da replicagao
viral (Figura 15). A marcacdo para dsRNA notavelmente assume uma concentracao
perinuclear nas células provenientes de todos os tecidos de mosquitos Ae. Aegypti
infectados com ZIKV. Com pontos de replicacdo difusos para maioria das células nos
tecidos secundario (Figura 15B — corpo gorduroso, C — ganglio abdominal, D- glandula
salivar e E — sistema nervoso central) e evidente polarizagdo na por celular apical no
epitélio intestinal como apontado na Figura 9 e evidenciado na reconstituigdo

tridimensional apresentada na Figura 15A.
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Figura 15. Localizagao celular da marcagido de dsRNA em tecidos de mosquitos Ae aegypti infectado
com ZIKV. A) Perfil de marcagdo dsRNA no intestino; B) Perfil de marcagdo dsRNA no corpo gorduroso;
C) Perfil de marcagao dsRNA no ganglio abdominal ; D) Perfil de marcagdo dsRNA na glandula salivar; E)
Perfil de marcagdo dsRNA no sistema nervoso central. dsRNA (anticorpo J2) é apresentado em vermelho
e DNA (Hoechst 33342) em azul.



47

6. DISCUSSAO

Em contraste com a patologia da infecgdo por ZIKV em humanos, os mosquitos
aparentemente controlam a replicagao viral sem comprometer