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RESUMO

As arboviroses representam um desafio crescente a saude publica no Brasil, especialmente
diante da circulacao simultanea e recorrente de virus como dengue (DENV), Zika (ZIKV) e
chikungunya (CHIKYV). Diante das limita¢des das estratégias tradicionais de controle vetorial,
abordagens inovadoras tém explorado a modifica¢do genética de Aedes aegypti, exigindo um
entendimento aprofundado de seus mecanismos de defesa antiviral. A proteina Logs2, exclusiva
do género Aedes e naturalmente ausente no intestino médio, foi identificada como um potencial
componente da resposta antiviral. Estudos anteriores do nosso grupo mostraram que sua
expressdo ectopica no intestino de mosquitos transgénicos reduz significativamente a
replicagdo e disseminacdo do DENV, sugerindo que Logs2 atua como um regulador antiviral
intestinal. No entanto, esses dados estavam restritos a DENV e a linhagens laboratoriais. Nesta
tese, avaliamos a atividade antiviral de Logs2 frente a trés arbovirus: ZIKV, CHIKV e Mayaro
virus (MAYV). Os resultados revelaram efeito antiviral especifico contra ZIKV, sem impacto
significativo sobre os Alphavirus testados. Para investigar sua aplicabilidade em contextos de
campo, testamos a eficidcia de Logs2 em mosquitos com fundo genético de populagdes
brasileiras. Diferentemente da linhagem laboratorial de Bangkok, os mosquitos de campo nao
apresentaram efeito antiviral contra ZIKV, o que pode ser atribuido a variabilidade genética ou
apresenca de virus especificos de insetos (ISVs). A analise de pequenos RNAs revelou infec¢do
natural pelo Phasi Charoen-like virus (PCLV) nas linhagens de campo. No entanto, a
eliminacdo desse ISV em linhagens derivadas ndo restaurou a atividade antiviral de Logs2,
indicando o envolvimento de fatores genéticos intrinsecos. Adicionalmente, observamos uma
redugdo significativa da expressdo do gene Argonaute-2 (AGOZ2) nas carcacas de mosquitos
transgénicos, sugerindo que a interacdo de Logs2 com a via de RNA de interferéncia (RNA1)
pode ser modulada pelo contexto genético e viroma. Esses achados refor¢gam a necessidade de
validar intervengdes genéticas em populagdes naturais, considerando sua diversidade bioldgica.
Estratégias baseadas em manipulagdo genética so serdo eficazes e sustentaveis se forem testadas
em condic¢des que reflitam a realidade ecologica dos vetores em areas endémicas.

Palavras-chaves: Infeccdes por arbovirus; Aedes aegypti; Sistema imune dos invertebrados.



ABSTRACT

Arboviruses represent a growing public health challenge in Brazil, particularly due to the
simultaneous and recurrent circulation of viruses such as dengue (DENV), Zika (ZIKV), and
Chikungunya (CHIKYV). Given the limitations of traditional vector control strategies,
innovative approaches have focused on the genetic modification of Aedes aegypti, requiring a
deeper understanding of its antiviral immune mechanisms. The protein Loqs2, exclusive to the
Aedes genus and naturally absent in the midgut, was identified as a potential component of the
antiviral response. Previous studies from our group demonstrated that ectopic expression of
Logs2 in the midgut of transgenic mosquitoes significantly reduced DENV replication and
dissemination, suggesting that Logs2 functions as a key antiviral regulator in this tissue.
However, those findings were limited to DENV and laboratory strains. In this thesis, we
evaluated the antiviral activity of Loqgs2 against three arboviruses: ZIKV, CHIKV, and Mayaro
virus (MAY'V). The results revealed a specific antiviral effect against ZIK'V, with no significant
impact on the Alphaviruses tested. To assess its applicability under field-like conditions, we
tested Logs2 efficacy in mosquitoes with a genetic background representative of Brazilian
natural populations. Unlike the Bangkok laboratory strain, field-derived mosquitoes did not
exhibit an antiviral response to ZIKV, which may be due to genetic variability or the presence
of insect-specific viruses (ISVs). Small RNA sequencing identified natural infection with Phasi
Charoen-like virus (PCLV) in the field populations. However, elimination of this ISV from
derived lines did not restore Logs2-mediated antiviral activity, indicating that intrinsic genetic
factors may modulate the immune response. Additionally, we observed a significant reduction
in the expression of Argonaute-2 (AGOZ2) in the carcasses of Logs2-expressing mosquitoes,
suggesting that Logs2’s interaction with the RNA interference (RNAi) pathway may vary
depending on the genetic and viromic context. Collectively, these findings highlight the
importance of validating genetically based vector control strategies in natural mosquito
populations. Such approaches will only be effective and sustainable if they are tested under
ecological conditions that reflect the biological reality of vectors in endemic regions.

Keywords: Arbovirus infections; Adedes aegypti; Insect immunity.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIRUS

Arbovirus sdo virus transmitidos por artropodes, como mosquitos, flebotomineos e
carrapatos, capazes de causar infecgdes em humanos e outros vertebrados (Davis; Beckham;
Tyler, 2008; Gubler, 2006). Os arbovirus representam uma das principais ameacas emergentes
a saude publica global, especialmente em regides tropicais e subtropicais (World Health
Organization, 2024). No Brasil, a circulacdo simultanea de diversos arbovirus, aliada a ampla
distribuicdo de vetores competentes, tem contribuido para a ocorréncia recorrente de epidemias
com alto impacto social e economico (Gomes; de Jesus; Quaresma, 2023; Thompson; and
Constenla, 2020). Doengas como dengue, Zika, chikungunya e febre amarela tém afetado
milhdes de pessoas nas ultimas décadas, sobrecarregando o sistema de saude e evidenciando a
necessidade urgente de estratégias mais eficazes de vigilancia, prevencao e controle (Lim et al.,
2025). A complexidade ecoldgica e genética desses virus, somada a diversidade dos vetores
envolvidos, refor¢a a importancia de estudos que investiguem os mecanismos moleculares de
infec¢do e disseminagao nos hospedeiros vetoriais (Ciota; Kramer, 2010; Kean ef al., 2015).

A maioria dos arbovirus possui genomas de RNA e pertence as familias Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae € Rhabdoviridae. As elevadas taxas de mutacdes em
seus genomas contribuem significativamente para a adaptagdo dos virus a diferentes
hospedeiros e ambientes, facilitando sua perpetuacdo e disseminagdo (Figueiredo, 2007,
Hanley; Weaver, 2008). Com o objetivo de organizar o conhecimento sobre esses virus, o CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) mantém o Arbovirus Catalog, um banco de dados
que originalmente lista 537 virus, dos quais 113 sdo classificados como arbovirus, 389 como
possiveis ou provaveis arbovirus, e 35 como ndo ou provavelmente nao arbovirus (Figura 1. A)
(CDC Division of Vector-Borne Diseases (DVBD), [s. d.]). Contudo, uma revisdo recente
realizada por nosso grupo identificou 535 virus, sendo 135 classificados como arbovirus, 362
como possiveis ou provaveis arbovirus, e 38 como ndo ou provavelmente ndo arbovirus,
evidenciando a continua atualizagdo do conhecimento sobre esses patogenos (Figura 1.B)
(dados nao publicados).

Entre os arbovirus catalogados, a maioria ¢ transmitida por mosquitos pertencentes as
subfamilias Culicinae e Anophelinae (Figura 1.C), com destaque para os géneros Aedes e Culex
(Figura 1.D), que desempenham um papel central na transmissao de arboviroses de relevancia

médica. A ampla distribui¢do geografica desses vetores, aliada a sua elevada capacidade de
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adaptacdo a ambientes urbanos, tem favorecido a disseminac¢do de diversas doengas, como
dengue, chikungunya, febre amarela e Zika (Consoli; Oliveira, 1994). Neste contexto, o
presente estudo concentra-se na analise de arbovirus das familias Flaviviridae e Togaviridae,
que incluem os principais virus de impacto epidemiologico na América do Sul, em especial
aqueles transmitidos por Aedes aegypti (Higuera; Ramirez, 2019). A compreensao aprofundada
desses virus e de seus vetores ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de

vigilancia, prevencdo e controle, visando a mitigacdo dos impactos das arboviroses na saude
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Figura 1. Catalog Arbovirus. A, visdo geral dos virus listados pelo CDC, organizados por suas respectivas
classificagoes. B, revisao das classificagdes dos 535 virus incluidos no catidlogo. C, numero de arbovirus
classificados de acordo com os principais grupos de artropodes vetores: mosquito-palha (sandflies —
familias Phlebotomus e Lutzomyia), Culicoides, mosquitos (subfamilias Anophelinae e Culiciae) e carrapatos
(ticks). D, numero de arbovirus transmitidos por diferentes géneros de acordo com o género da
subfamilia Culicinae, com destaque para os géneros Aedes e Culex. Fonte de dados: (CDC Division of Vector-
Borne Diseases (DVBD), [s. d.])
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1.2 FLAVIVIRIDAE

A familia Flaviviridae € caracterizada por possuir um genoma composto por RNA de
fita simples de sentido positivo, com tamanho aproximado entre 8,9 e 13 kb. Esse genoma
contém uma Unica open reading frame (ORF) longa, flanqueada por regides nao codificadoras
nas extremidades 5° e 3’ (untranslated regions — UTRs). Essas regides formam estruturas
secundarias essenciais para os processos de replicagao e traducgao viral (Neufeldt et al., 2018;
Simmonds et al., 2017).

A familia ¢ composta por quatro géneros: Orthoflavivirus, Pestivirus, Hepacivirus ¢
Pegivirus (Simmonds et al., 2017). Dentre esses, o género Ortoflavivirus inclui a maioria dos
arbovirus de importancia médica, sendo classificado em dois principais grupos: os virus
transmitidos por mosquitos € os virus transmitidos por carrapatos. Enquanto os virus
transmitidos por carrapatos formam um grupo monofilético, os transmitidos por mosquitos
apresentam maior diversidade, abrangendo o virus da dengue (DENYV), o virus da febre amarela
(YFV), o virus da encefalite japonesa (JEV) e o virus da Zika (ZIKV) (Bamford et al., 2022;
Chambers et al., 1990; Holbrook, 2017; Simmonds et al., 2017).

Entretanto, nem todos os virus da familia Flaviviridae sao transmitidos a vertebrados
por esses ciclos vetoriais. Alguns exibem especificidade de hospedeiro, infectando
exclusivamente vertebrados ou insetos, sem capacidade de transmissdo entre diferentes grupos
taxondmicos (Blitvich; Firth, 2015; Holbrook, 2017). A seguir, o foco serd direcionado a
género Orthoflavivirus, com énfase no ZIKV.

Orthoflavivirus sdo virus icosaédricos com cerca de 50 nm de didmetro (Figura 2.A).
Seu genoma contém uma tUnica ORF, traduzida em uma poliproteina que ¢ clivada em trés
proteinas estruturais (C, prM/M e E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1 a NS5) (Figura 2.B).
As regides 5’UTR e 3’UTR contém estruturas secundarias cruciais para a regulacdo da
replicacdo e traducgdo viral. A 3’UTR ¢ responsavel pela produgdo de sfRNA (small flavivirus
RNA), implicado na evasdo da resposta imune (sfRNA — small flavivirus RNA) (Best, 2016;
Kuhn et al., 2002; Rey; Stiasny; Heinz, 2017; Santos et al., 2019; Williams; MacKenzie;
Bingham, 2019).
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Figura 2. Representacido do género Orthoflavivirus. A, Representacdo esquematica da estrutura do virion,
destacando os componentes externos e internos. B, Organiza¢io do cddigo genético do Orthoflavivirus, mostrando
a ORF (Open Reading Frame) que codifica uma tnica poliproteina. Apds clivagem, a poliproteina gera trés
proteinas estruturais (E, prM/M e C) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢
NSS5), que sao inseridas na membrana do reticulo endoplasmatico (RE). C, proteina do Capsideo; E, proteina do
envelope; prM, pré-membrana; M, membrana. Fonte: ViralZone, [s. d.] com adaptacdes.

A estrutura viral inclui uma camada externa, uma bicamada lipidica e um
nucleocapsideo que abriga o RNA viral. A proteina E, presente na superficie dos virions
maduros, forma homodimeros ancorados na proteina M, organizados em estruturas chamadas
“jangadas” (rafts) com padrao de “espinha de peixe” (herringbone), essenciais para fusdo com
a célula hospedeira. Essa proteina ¢ composta por trés dominios: I (central), II (envolvido na
fusao viral) e III (sitio de ligacdo ao receptor). Alteragdes conformacionais nesses dominios,
induzidas pelo pH, permitem a entrada viral nas células (Allison et al., 2001; Kuhn ef al., 2002;
Rey et al., 1995; van Leur et al., 2021; Zhang et al., 2004).

Diversas moléculas dos mosquitos sdo potenciais receptores para Orthoflavivirus,
incluindo as glicoproteinas 40/45 kDa, proteinas R67, R80, HSP70, HSP90 e proibitina
(Kuadkitkan et al., 2010; Lourdes Mufioz et al., 1998; Mercado-Curiel et al., 2006; Salas-
Benito; del Angel, 1997; Vega-Almeida ef al., 2013). Apos internalizagdo, o pH écido do
endossomo promove a reorganizacao da proteina E em trimeros, expondo o fusion loop, que
facilita a fusdo entre as membranas viral e endossomal e libera o nucleocapsideo no citosol
(Acosta; Castilla; Damonte, 2008; Chu; Ng, 2004; Modis et al., 2003; Pierson; Kielian, 2013;
Schaar et al., 2008; Smit et al., 2011).

Uma vez no citosol, o capsideo ¢ desmontado e o RNA viral ¢ liberado (Figura 3). Esse
RNA apresenta uma cap do tipo [ na extremidade 5’ e estruturas que favorecem a circularizacao
do genoma, permitindo sua traducdo no reticulo endoplasmatico (RE) (Garcia-Blanco et al.,
2016). Alteracdes nas membranas do RE geram compartimentos como vesiculas (VPs) e
membranas convolutas (CMs), que compdem o complexo de replicagdo (Grief et al., 1997;

Mackenzie; Jones; Young, 1996; Welsch et al., 2009). A proteina NS1 localiza-se no limen do
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RE, enquanto as proteinas NS2A-2B, NS4A-4B sdo inseridas na membrana do RE. Por outro
lado, as proteinas NS3 e NS5, que sdo soluveis, sdo recrutadas para o compartimento do
complexo de replicagdao, desempenhando um papel essencial na replicagdo eficiente do virus
(Ci; Shi, 2021; Fishburn et al., 2022; Li et al., 2015; Li, Yan et al., 2016; Miller et al., 2007,
Xie et al., 2013).
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Figura 3. Ciclo de replicacdo dos Orthoflavivirus em células hospedeiras. O virus inicia sua infec¢do através
da interag@o entre a proteina E e receptores celulares na superficie celular (1), seguida por internalizacdo via
endocitose mediada por clatrina (2). No interior do endossomo, o ambiente acido induz mudangas conformacionais
na proteina E que promovem a fusdo viral com a membrana endossomal, liberando o nucleocapsideo no citoplasma
(3). Apods a desmontagem do nucleocapsideo, o RNA viral ¢ liberado e serve como molde para traducido de uma
poliproteina estrutural e ndo estrutural (4) e para replicagdo. As proteinas ndo estruturais se organizam em um
complexo de replicagdo associado a membrana do RE (5), permitindo a sintese de novos RNAs. Paralelamente, o
RNA viral recém-sintetizado e as proteinas estruturais (prM e E) s@o encapsulados no limen do RE, formando
virions imaturos (6). Essas particulas sdo transportadas para a rede de trans-Golgi, onde o ambiente acido
desencadeia o processamento proteolitico da prM em M pela furina, resultando em virion maduros que sao
liberados da célula por exocitose (7), prontos para infectar outras células (8). Fonte: Gomes da Silva et al. (2023)
com adaptagoes.

A fita positiva de RNA (RNA+) ¢ entdo copiada em fita complementar de sentido
negativo (RNA—) pela NS5, uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). O RNA— serve
de molde para a sintese de novas fitas RNA+. Durante esse processo, as estruturas de fita dupla
(dsRNA), formadas como intermediérios da replicagdo, sdo desenroladas pela helicase NS3,

com auxilio de NS2B e NS4B. O RNA+ recém-sintetizado ¢ capeado e metilado pelas
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atividades de NS3 e NS5, possibilitando sua traducdo ou empacotamento (Diosa-Toro et al.,
2020; Duan et al., 2019; Filomatori et al., 2006; Garcia-Blanco et al., 2016; Junjhon ef al.,
2014; Klema; Padmanabhan; Choi, 2015; Reid et al., 2018; Umareddy et al., 2006; van den
Elsen; Quek; Luo, 2021; Zhao et al., 2015; Zou et al., 2015). Paralelamente, a degradacgao
parcial da 3°’UTR pela exonucleases XRN1 ou Pacman gera o sfRNA, essencial para a evasao
imune (Besson et al., 2024; Jones; Zabolotskaya; Newbury, 2012; Pijlman et al., 2008; Reid et
al., 2018).

A tradugdo do RNA viral ¢ iniciada ap6s o reconhecimento do codon AUG, mediado
por estruturas secundarias como hairpins na 5’UTR, facilitando a montagem do ribossomo
funcional 80S. A poliproteina resultante ¢ clivada por proteases virais e celulares, gerando os
componentes necessarios para o ciclo viral (Chambers et al., 1990; Clyde; Barrera; Harris,
2008; Clyde; Harris, 2006; Garcia-Blanco et al., 2016).

A montagem de novos virions ocorre no limen do RE, onde se formam particulas
imaturas contendo RNA+, proteina C, prM e E. Essas particulas, com cerca de 600 A de
diametro, apresentam 60 picos triméricos de prM-E (Diosa-Toro et al., 2020; Duan et al., 2019;
Li et al., 2008; Morita; Suzuki, 2021; Tan et al., 2020; Yu et al., 2008). Durante a passagem
pelo Golgi, a proteina prM ¢ clivada pela furina do hospedeiro, liberando a por¢ido “pr” e
convertendo o virion em sua forma madura, pronta para ser liberada por exocitose (Elshuber et
al.,2003; Li et al., 2008; Mukhopadhyay; Kuhn; Rossmann, 2005; Renner et al., 2021; Sirohi;
Kuhn, 2017; Yu et al., 2009, 2008). Essa maturacdo ¢ essencial para a infectividade viral e

disseminagao.

1.2.1 Zika Virus

O virus Zika (ZIKV) representa um dos mais significativos desafios de satde publica
das ultimas décadas, especialmente devido a sua répida disseminagdo global e as graves
complicagdes associadas, como a microcefalia em recém-nascidos (Plourde; Bloch, 2016;
Santos et al., 2019). Relatado pela primeira vez em 1952, apds o seu isolamento em um macaco
rhesus na floresta Zika, em Uganda, em 1947, o virus foi subsequentemente identificado em
mosquitos Aedes africanus na mesma regiao (Dick; Kitchen; Haddow, 1952). O primeiro caso
humano de infecg¢do por ZIKV foi diagnosticado em 1954, na Nigéria (MacNamara, 1954), e,
desde entdo, o virus foi identificado de forma esporadica em regides da Africa e da Asia

(Plourde; Bloch, 2016; Santos et al., 2019).
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Em 2007, foi registrado o primeiro surto documentado de ZIKV fora da Africa e da
Asia, na ilha de Yap, nos Estados Federados da Micronésia. Durante esse episodio, os pacientes
apresentaram sinais clinicos como exantema, conjuntivite, febre, artralgia e artrite. Testes
laboratoriais confirmaram a infec¢do por ZIKV em diversos individuos, e estimativas indicaram
que cerca de 75% da populagdo local havia sido infectada (Duffy et al., 2009). Nos anos
subsequentes, o ZIKV ampliou sua distribui¢ao geografica. Em 2010, novos casos foram
registrados no Camboja (Heang et al., 2012), e em 2013 ocorreu um surto de grandes
propor¢des na Polinésia Francesa, onde, pela primeira vez, a infeccdo foi associada a
manifestagdes neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barré (Cao-Lormeau et al., 2014;
Oehler et al., 2014). Posteriormente, o virus foi detectado na Nova Caledonia (Dupont-
Rouzeyrol et al., 2015), na Ilha da Pascoa (Tognarelli et al., 2016) e nas Ilhas Cook (Roth ef
al.,2014).

A introducdo do ZIKV nas Américas ocorreu a partir de 2015, com surtos de grande
magnitude (Fauci; Morens, 2016). No Brasil, os primeiros casos foram identificados na regiao
Nordeste, nos estados do Rio Grande do Norte e da Bahia. Analises moleculares revelaram que
a linhagem viral era de origem asidtica e apresentava elevada similaridade com a cepa isolada
na Polinésia Francesa (Campos; Bandeira; Sardi, 2015; Zanluca et al., 2015). Esse achado
representou um alerta epidemioldgico, pois coincidia com a co-circulagdo de outros arbovirus
no pais, como DENV e o virus chikungunya (CHIKV), ja4 endémicos na regido. A sobreposicao
desses virus aumentou a complexidade do diagndstico clinico e laboratorial, além de impor
desafios adicionais ao sistema de satde publica, exigindo estratégias integradas de vigilancia e
controle (Campos; Bandeira; Sardi, 2015).

Estudos indicam que, até 30 de janeiro de 2016, aproximadamente 30 mil casos de
infeccdes por ZIKV haviam sido notificados no Brasil, com o pico epidémico registrado em
julho de 2015. O estado da Bahia concentrou o maior numero de casos (Faria et al., 2016).
Atualmente, o ZIKV estd presente em todos os estados brasileiros (Figura 4). Informes
epidemiologicos recentes apontam um aumento no numero de casos provaveis em 2024,
sobretudo no primeiro trimestre do ano (Figura 4.A). A andlise espacial revela maior incidéncia
nas regioes Norte e Nordeste, com destaque para os estados do Amapé e Rio Grande do Norte

(BRASIL. Ministério da Saude, 2025).
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Figura 4. Dados de casos provaveis de Zika virus no Brasil. 4, representa a distribuicdo mensal dos casos
provaveis entre 2023 ¢ 2025 (dados até a 15% semana epidemioldgica). B, ilustra o coeficiente de incidéncia por
100 mil habitantes em 2024 no Brasil, destacando os estados mais afetados. Fonte: dados adaptados do Ministério
da Saude, 2025

Além dos desafios para o sistema de saude, a circulacdo do ZIKV no Brasil trouxe
consequéncias graves para a saude publica, como o aumento significativo de casos de
microcefalia. Com a identificagdo de ZIKV circulando no Brasil em 2015, observou-se um
crescimento significativo no nimero de recém-nascidos com essa malformacdo congénita,
especialmente em regides com maior incidéncia de infec¢do pelo virus. A associagdo entre a
infeccao por ZIKV e microcefalia foi fortemente evidenciada quando o virus foi detectado em
tecidos neuronais de criangas afetadas. Essa descoberta reforgou a hipdtese de que o ZIKV
possui neurotropismo, ou seja, a capacidade de infectar e danificar células do sistema nervoso,
levando a complicagdes graves no desenvolvimento fetal, principalmente quando a mae ¢
infectada durante os primeiros meses de gestacdo (Araujo ef al., 2018; Martines, 2016; Mlakar
et al., 2016; Schuler-Faccini, 2016).

Essa associacdo entre ZIKV e a microcefalia ganhou destaque com os dados
epidemioldgicos divulgados pelo Ministério da Satde. Entre 2015 e 2023, foram notificados
22.251 casos suspeitos de sindrome congénita associada a infec¢ao pelo ZIKV (SCZ), dos quais
3.742 foram confirmados. Esse fato ¢ alarmante, pois revela que a SCZ ainda ¢ um problema
recorrente. Somente em 2023, 1.035 casos suspeitos foram notificados, dos quais seis foram
confirmados (BRASIL. Ministério da Saude, 2024b). No entanto, esses numeros podem
representar apenas a ponta do iceberg, uma vez que a subnotificagdo e as limitagdes

diagnosticas permanecem como desafios significativos para a deteccdo precisa dos casos.
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Além dos desafios epidemiologicos, a desigualdade social emerge como um fator
agravante. A maioria dos casos de SCZ esta intimamente relacionada a condi¢des
sociodemografica desfavoraveis, afetando as populagdes periféricas. Estudos demonstram que,
na maioria dos casos da sindrome congénita do ZIK'V, as maes viviam em condigdes de pobreza
ou baixo da linha da pobreza (Aratjo et al., 2018; Souza et al., 2018). Frequentemente, essas
populagdes nao tém acesso adequado a assisténcia médica e vivem em condi¢des que favorecem
a proliferacao do vetor, como falta de saneamento basico e o acimulo de agua parada (Alirol et
al.,2011).

Do ponto de vista biologico, sabe-se hoje que o ZIKV possui capacidade de infectar
células progenitoras neuronais, essenciais para neurodesenvolvimento embrionario. Além
disso, a infec¢@o induz o aumento da ativacao da caspase-3, resultando na desregulagdo do ciclo
celular e culminando em morte celular (Li, Cui et al., 2016; Tang et al., 2016). Outro fator que
contribuiu para ocorréncia de SCZ foi a presenga de mutagdes no genoma viral. Estudos
sugerem que a mutagdo de serina para asparagina na posicdo 139 (S139N) pode estar
diretamente relacionada a SCZ (Yuan et al., 2017).

Diante desse cendrio, ¢ essencial fortalecer os sistemas de vigilancia em satde, com
foco na detecgdo precoce de casos e no monitoramento da circulagdo do virus. Além disso, ¢
crucial investir em pesquisas que aprofundem o entendimento dos mecanismos moleculares e
epidemiologicos do ZIKV, bem como suas interagdes com o hospedeiro e o vetor.
Paralelamente, ¢ necessario implementar politicas publicas que abordem as desigualdades
socioeconOmicas, garantindo acesso a saneamento basico, educagdo em saude e assisténcia
médica, e que intensifiquem o controle do vetor, por meio de estratégias integradas de combate
ao Aedes aegypti. Essas acdes sdo fundamentais para reduzir a transmissdo de arbovirus no pais,

diminuindo o niimero de casos de infec¢ao por ZIKV e SCZ.

1.3 TOGAVIRIDAE

A familia Togaviridae ¢ caracterizada por virus envelopados, cujo material genético
consiste em uma fita simples de RNA de polaridade positiva. Esses virus apresentam simetria
icosaédrica (geometria 7= 4) e uma estrutura organizada por um nucleocapsideo proteico, uma
bicamada lipidica derivada da membrana celular do hospedeiro e um de glicoproteinas

superficiais (Figura 5.A). Embora seja uma familia pequena, com apenas um género



27

(Alphavirus), inclui espécies de grande relevancia médica, como CHIKV e Mayaro virus

(MAYYV) (Chen et al., 2018; Hernandez; Brown; Paredes, 2014; Strauss; Strauss, 1994).
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Figura 5. Representacgao do género Alphavirus. A, Representagdo esquematica da estrutura do virion, destacando
amembrana lipidica com as glicoproteinas E1 e E2, além do CP contendo o RNA genomico de polaridade positiva.
B, Organizagdo gendmica do Alphavirus, composta por duas ORFs (Open Reading Frame). A primeira ORF
codifica a poliproteina néo estrutural (P123 e nsP4), que é processada em nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, responsaveis
pela replicagdo do RNA viral. A segunda ORF, codifica a poliproteina estrutural que, apds clivagem, origina as
proteinas CP, E3, E2, 6k, E1 ¢ TF. Fonte: ViralZone [s. d.] com adaptacdes.

O genoma viral é organizado em duas ORFs. A primeira, localizada na regido 5’
proxima ao cap viral, codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-nsP4) envolvidas na
replicagdo e transcri¢do viral. A segunda ORF codifica as proteinas estruturais: capsideo (CP),
E3, E2, 6k, transframe (TF) e E1 (Figura 5.B) (Button ef al., 2020; Hernandez; Brown; Paredes,
2014). Dentre essas, apenas a CP, a bicamada lipidica derivada do hospedeiro e os complexos
triméricos de glicoproteinas E1-E2, incorporadas nessa bicamada, sdo necessarios para a
infectividade (Figura 5.A) (Button ef al., 2020; Hasan et al., 2018; Paredes et al., 1993; Zhang
etal.,2002).

As proteinas E1 e E2 formam um heterodimero estavel na superficie viral,
desempenhando func¢des essenciais para a entrada do virus na célula hospedeira. A proteina E2
¢ responsavel pela interacdo inicial com os receptores celulares, enquanto a El atua
posteriormente promovendo a fusdo de membranas. Estruturalmente, E1 possui trés
ectodominios (I-IIT), com o dominio II mediando a fusdo. A E2 contém cinco dominios (A-D e
o conector de fita B); o dominio A € o principal sitio de ligagdo aos receptores celulares,
enquanto o dominio B protege o loop de fusdo de E1 e auxilia na interagdao com o hospedeiro
(Hasan et al., 2018; Li et al., 2010; Strauss; Strauss, 1994; Sun et al., 2013; Voss et al., 2010;
Zhang et al., 2002).

Apos a ligagdao de E2 aos receptores celulares, o virus € internalizado por endocitose
mediada por clatrina (Figura 6) (Bernard et al., 2010; Lee ef al., 2013). A vesicula revestida

por clatrina se funde aos endossomos, onde o pH acido induz mudangas estruturais no complexo
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E1-E2, preparando o virus para a fusdo com a membrana endossomal (De Caluwé; Arién;
Bartholomeeusen, 2021; Van Duijjl-Richter et al., 2015). O ambiente 4acido desestabiliza o
heterodimero E1-E2, expondo o loop de fusdo da E1, que se insere na membrana do endossomo.
Essa inser¢ao ¢ dependente da presenca de colesterol, pois facilita interagdes hidrofébicas
criticas (Cao; Zhang, 2013; Gibbons et al., 2004; Justman; Klimjack; Kielian, 1993; Li et al.,
2010; Margaret Kielian; Ari Helenius, 1985; Spyr; Kdsermann; Kempf, 1995; Van Duijl-
Richter et al., 2015; Voss et al., 2010; Wahlberg et al., 1992; Wahlberg; Garoff, 1992).
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Figura 6. Ciclo de replicacdo dos Alphavirus em células hospedeiras. O virus, representado por CHIKV, ¢
internalizado via endocitose mediada por clatrina apos a interagdo da proteina E2 com receptores celulares. No
endossomo, o pH acido desencadeia a fusdo do envelope viral com membrana endossomal, liberando o
nucleocapsideo (CP) no citoplasma. Apoés a desmontagem do CP, o RNA gendmico (49S) ¢é traduzido em
poliproteinas ndo estruturais (P1234), que sdo processadas em nsP1-nsP4 para formar o complexo de replicagdo
viral. Este complexo sintetiza RNA de polaridade negativa (RNA-), que serve como molde para produgio de novos
gRNA e sgRNA (26S). O sgRNA ¢ traduzido em poliproteina estrutural (CP-p62-6K-El), onde a clivagem
autocatalitica do CP expde um peptideo de sinal que direciona o restante da poliproteina (p62-6K-E1) para o
reticulo endoplasmatico (RE). No RE, a peptidase de sinal processa a poliproteina em p62, 6K e El. Os
heterodimeros p62-E1 sdo transportados para o complexo de Golgi, onde a furina cliva p62 nas subunidades E2 e
E3. Finalmente, os componentes estruturais sdo direcionados para a membrana plasmatica, onde ocorre a
montagem dos virions maduros e sua liberagio por brotamento (budding). Fonte: Abdelnabi; Neyts; Delang (2015)
com adaptacgdes.
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Na etapa final, E1 sofre trimeriza¢do, mediada pelas interagdes entre seus dominios I e
II, promovendo a formac¢dao de poros na membrana endossomal (Kielian, 2006; Lanzrein;
Weingart; Kempf, 1993; Martin; Sosa; Kielian, 2008; Spyr; Kédsermann; Kempf, 1995;
Wabhlberg et al., 1992; Wahlberg; Garoff, 1992). Através desses poros, o nucleocapsideo €
liberado no citoplasma da célula. Apds a liberagdo, o nucleocapsideo ¢ desmontado, liberando
o RNA viral, que sera traduzido e replicado para dar continuidade ao ciclo de infeccdo (Jose;
Snyder; Kuhn, 2009; Kim; Diamond, 2023; Leung; Ng; Chu, 2011).

O RNA genomico dos Alphavirus possui aproximadamente 11,8 kb, polaridade positiva
e caracteristicas estruturais semelhantes as de RNAs mensageiros (mMRNA) eucaridticos, como
a presenca de uma cap 5’ (N7-metilguanosina) e uma cauda poliadenilada 3’°, elementos
essenciais para o reconhecimento pela maquinaria de traducdo do hospedeiro. O genoma
codifica duas ORFs traduzidas em momentos distintos da infeccdo: o RNA gendémico (gRNA),
traduzido logo apds a entrada viral, e 0o RNA subgenomico (sgRNA), expresso posteriormente.
A tradugdo do gRNA origina uma poliproteina (P123 ou P1234), processada pela protease viral
nsP2 em quatro proteinas nao estruturais: nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. A nsP1 ¢ ancorada a
membrana do RE e atua na formacao da cap do RNA viral. A nsP2 possui multiplas atividades
enzimaticas, incluindo helicase, NTPase, RNA-trifosfatase e protease. A nsP3 é um cofator
essencial da replicagdo e a nsP4 atua como RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), sendo
expressa por meio de readthrough de um codon de parada (UGA) entre os genes nsP3 e nsP4,
processo regulado por elementos na sequéncia 3’ adjacente (Carrasco; Sanz; Gonzalez-Almela,
2018; Gorchakov et al., 2008; Jose; Snyder; Kuhn, 2009; Lemm et al., 1994; Li; Rice, 1993;
Shin et al., 2012; Shirako; Strauss, 1994, 1990; Silva; Dermody, 2017; Solignat ef al., 2009;
Tan et al., 2022; Toribio et al., 2018).

O sgRNA ¢ sintetizado a partir do RNA— por reconhecimento de um promotor interno
e apresenta sequéncia idéntica a por¢ao 3’ do gRNA. Sua tradugdo resulta na produgdo de uma
poliproteina precursora das proteinas estruturais: capsideo (CP), p62 (precursora de E2 e E3),
6K, E1 e a proteina TF. A CP ¢ traduzida no citosol, sofre clivagem autocatalitica e direciona
o ribossomo para o RE por meio de um peptideo sinal. No RE, a traducdo prossegue com a
glicosilacdo de p62 e clivagens da poliproteina por peptidases de sinal, gerando p62, 6K e
E1(Brown; Wan; Kielian, 2018; Kiaridinen; Ahola, 2002; Melancon; Garoff, 1987; Nicola;
Chen; Helenius, 1999; Ou et al., 1982; Sanz et al., 2003). A p62 ¢ E1 formam um heterodimero
que segue para o complexo de Golgi, onde p62 € processada pela furina em E2 e E3. A E3 ¢

geralmente liberada, enquanto E2 permanece no virion maduro (de Curtis; Simons, 1988; Green
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et al., 1981; Lobigs; Zhao; Garoff, 1990; Martin; Liu; Kielian, 2009; Rayner; Dryga; Kamrud,
2002; Sariola; Saraste; Kuismanen, 1995; Wahlberg; Boere; Garoff, 1989; Zhang et al., 2003).

A proteina 6K, apesar de ndo integrar o virion maduro, participa da montagem viral e
apresenta duas isoformas: 6K e 4K (ou TF). Ambas compartilham sequencias de aminoacidos
semelhantes, mas diferem em seu grau de acilagao por acidos graxos. A isoforma TF ¢ gerada
por frameshift ribossomal -1 e acredita-se que esteja envolvida na estabilidade do virion
(Chung; Firth; Atkins, 2010; Firth ef al., 2008; Gaedigk-Nitschko; Schlesinger, 1990; Lusa;
Garoff; Liuestrom, 1991; Welch; Sefton, 1979, 1980; Yao; Strauss; Strauss, 1996).

A proteina CP encapsida seletivamente o gRNA por meio de interagdes com regides
especificas do genoma. O nucleocapsideo formado migra para a membrana plasmatica, onde se
associa as glicoproteinas E2-E1 ancoradas na membrana, promovendo a montagem e liberagao
do virion por brotamento (budding), completando o ciclo de replicacdo viral (Acheson; Tamm,
1967; Frolova; Frolov; Schlesinger, 1997; Geigenmiiller-Gnirke; Nitschko; Schlesinger, 1993;
Soéderlund, 1973; Suomalainen; Liljestrom; Garoff, 1992; Ulmanen; Soderlund; Kéairidinen,
1976; Weiss et al., 1989; Weiss; Geigenmiiller-Gnirke; Schlesinger, 1994; White; Thomson;
Dimmock, 1998).

1.3.1 Chikungunya virus

O virus chikungunya (CHIKV) foi isolado pela primeira vez 1953, durante uma
epidemia ocorrida em Newala, distrito de Mtwara, na Tanzania. O virus foi identificado
simultaneamente em amostras de soro humano e em mosquitos Ae. aegypti, marcando o
primeiro registro deste arbovirus (Ross, 1956). Essa descoberta foi motivada pelas
manifestagoes clinicas em pacientes que apresentavam febre aguda, artralgia intensa, erupgao
cutaneas e um periodo sintomatico de aproximadamente sete dias, além de episodios de artralgia
persistentes por meses. Apds esse primeiro isolamento, surtos esporadicos foram relatados na
Asia e Africa, com o virus sendo transmitidos por mosquitos do género Aedes (Diallo ef al.,
1999; Hammon; Rundnick; Sather, 1960; Morrison, 2014; Schuffenecker et al., 2006; Wahid
etal.,2017a).

Desde os anos 2000, casos autoctones de CHIKV tém sido reportados na Europa, onde
circula um de seus vetores, o Ae. albopictus (Angelini et al., 2007; Delisle et al., 2015;
Grandadam et al., 2011; Liumbruno et al., 2008). J4 nas Américas, a detec¢do dos primeiros
casos autoctones ocorreu em 2013, em Sdo Martinho (Cassadou et al., 2014), seguida pela

disseminagdo do virus para outros paises do continente (Leparc-Goffart et al., 2014; Pan
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American Health Organization, [s. d.]; Wahid ez al., 2017b). Em 2023, observou-se um aumento
no numero de casos provaveis e de Obitos associadas a infec¢do por CHIKV em todo o
continente, o que levou a Organizagdo Pan-Americana de Satde a emitir um alerta
epidemiologico (Pan American Health Organization, 2023).

No Brasil, os primeiros casos autoctones de CHIKV foram reportados nos estados do
Amapa e da Bahia, no segundo semestre de 2014. Desde entdo, o virus tornou-se endémico no
pais, com registros em todos os estados brasileiros (Almeida et al., 2023; BRASIL. Ministério
da Saude, [s. d.]). De acordo com o Ministério da Saude, entre 2014 e 2023, o Brasil
contabilizou cerca de 1 milhdo de casos provaveis da doenga (BRASIL. Ministério da Saude,
2024c).

Em 2024, observou-se um aumento expressivo no nimero de casos provaveis de
arboviroses, incluindo o CHIKV, principalmente entre os meses de janeiro € maio. Nesse ano
o Brasil registrou 265.545 casos provaveis de infecgdo por CHIKV (Figura 7.A). Uma das
justificativas para esse aumento envolve anomalias nos padrdes de temperatura e precipitacao
associadas ao fenomeno El nifio (BRASIL. Ministério da Satade, 2024a, 2025). No entanto, em
2025, até 15* semana epidemioldgica, observou-se uma reducdo consideravel nos casos
provaveis de CHIKV em nivel nacional. Contudo, estados como Mato Grosso ¢ Mato Grosso
do Sul apresentaram um aumento exacerbado no coeficiente de incidéncia, com 824,4 ¢ 232,2
casos por 100 mil habitantes, respectivamente, em comparacao com o restante do pais (Figura

7.B) (BRASIL. Ministério da Satude, 2025).
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Figura 7. Casos provaveis de Chikungunya no Brasil. 4, distribui¢do mensal dos casos provaveis entre 2023 e
2025. B, o coeficiente de incidéncia por 100 mil habitantes em 2025, destacando os estados mais afetados. Os
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dados do ano de 2025 correspondem as notificagcdes registradas até 15* semana epidemioldgica. Fonte: dados
adaptados do Ministério da Satude (2025).

Entre as linhagens de CHIKV existentes, a que circula no Brasil pertence ao gendtipo
Africa Oriental/Central/Sul (ECSA), detectado pela primeira vez durante a introdugdo do virus
no territorio nacional. Essa descoberta foi considerada uma surpresa, uma vez que os primeiros
casos autoctones nas Ameéricas estavam associadas a linhagem asiatica (Charlys da Costa et al.,
2017; Cunha et al., 2017; Fritsch et al., 2022; Leparc-Goffart et al., 2014; Nunes et al., 2015;
Rodrigues Faria ef al., 2016; Xavier et al., 2021, 2023). A linhagem ECSA esta associada ao
desenvolvimento de manifestagdes clinicas graves, como artrite e reumatismo cronico apos a
infeccdo por CHIKV, afetando significativamente as atividades didrias dos pacientes, com
disfung¢des de mobilidade e, em alguns casos, evolugao para complicagdes neuroldgicas e 6bito
(de Lima et al., 2021; Hayd et al., 2020; Lazari et al., 2023; Souza et al., 2024).

Os vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus apresentam competéncia vetorial para transmitir
a linhagem ECSA para hospedeiros vertebrados, o que agrava ainda mais a situagao, pois esses
mosquitos estdo amplamente distribuidos por todo o territdrio brasileiro. Além disso, esses
mosquitos sdo responsaveis pela transmissdo de DENV e ZIKV, favorecendo a ocorréncia de
infeccdo concomitantes por CHIKV, o que pode dificultar o diagnostico clinico e agravar os
desfechos dos pacientes (Almeida-Souza et al., 2024; Cardoso et al., 2017; Costa-da-Silva et
al.,2017; de Franga Cirilo et al., 2023; Rocha et al., 2023; Santos et al., 2022; Tsetsarkin; Chen;
Weaver, 2016; Variza et al., 2022; Vega-Rua et al., 2014).

1.3.2 Mayaro virus

A Febre do Mayaro, causada pelo Alphavirus mayaro (MAYV), historicamente
apresenta baixa incidéncia e estd associada ao ciclo de transmissdo silvestre, envolvendo
primatas ndo humanos e mosquitos do género Haemagogus. No entanto, nas Ultimas décadas,
relatos de casos em dreas periurbanas e urbanas sugerem uma possivel expansao do ciclo de
transmissao. Estudos indicam que o Ae. aegypti, amplamente distribuido em ambientes urbanos,
possui competéncia vetorial para 0o MAY'V, o que levanta preocupacdes sobre o seu potencial
de emergéncia como arbovirose urbana (Abad-Franch et al., 2012; BRASIL. Ministério da
Saude, [s. d.]; Hoch et al., 1981; Long et al., 2011a; Mackay; Arden, 2016; Mota et al., 2015;
Pereira et al., 2020; Rufino et al., 2022; Serra et al., 2016).

O MAYYV foi isolado pela primeira vez em 1954, durante um surto em Trinidade, a partir

de amostras sangue de pacientes que apresentavam febre aguda (Anderson et al., 1957). No ano
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seguinte, foi identificado no Brasil, em trabalhadores rurais no Para (Casals; Whitman, 1957;
Causey; Maroja, 1957), consolidando seu padrao inicial de transmissdo ocupacional em areas
florestais. Desde entdo, a circulagdo de MAY 'V permaneceu restrita 8 América Central e do Sul,
com casos esporadicos, sendo a maioria deles reportados no Brasil (Ganjian; Riviere-
Cinnamond, 2020; Rufino et al., 2022).

As andlises filogenéticas das linhagens de MAYV demonstram que este grupo ¢é
monofilético com trés genotipos principais, definidos com base nas sequéncias génicas dos
segmentos E2 e E1. O gendtipo D compreende linhagens amplamente distribuida na América
do Sul e Trinidade. Ja o genotipo L foi identificado somente no Brasil e Haiti (Auguste et al.,
2015; Lednicky et al., 2016; Perez-Restrepo et al., 2024; Powers et al., 2006). O genotipo N,
por sua vez, foi detectado exclusivamente no Peru (Auguste ef al., 2015).

No Brasil, os estudos iniciais indicavam que o genodtipo D circulavam
predominantemente na regido Norte (Azevedo et al., 2009; Forato et al., 2024; Pimentel et al.,
2024; Terzian et al., 2015), enquanto o genotipo L era mais frequente entre as regides Norte e
Centro-Oeste (Serra et al., 2016; Vieira et al., 2015). Entretanto, a recente detectacdo do
gendtipo D em Goiania entre 2017 e 2018, indica uma possivel expansdo geografica desse
genotipo para a regido central do pais, alterando o panorama epidemiologico anteriormente
estabelecido (de Paula Silveira-Lacerda ef al., 2021).

Apesar de febre do Mayaro integrar a Lista Nacional de Notificagdes Compulsorias de
Doencgas desde 2017 (Portaria n°® 4, de 28 de setembro de 2017 (BRASIL, 2017)), persistem
lacunas significativas nos sistemas de informacdo do Ministério da Saide quanto a dados
epidemiologicos atualizados, o que representa um desafio para a vigilancia epidemiologica.
Esta situagdo € particularmente preocupante considerando as evidencias de circulacao em éreas
urbanas, sua ocorréncia concomitante com outras arboviroses, € 0 aumento da deteccdo em
novos casos em cidades brasileiras, fatores que ressaltam a necessidade de fortalecer os sistemas
de monitoramento para uma adequada preparagdo frente a possiveis surtos (Finn ef al., 2017;

Forato et al., 2024; Lima et al., 2021; Lorenz; Chiaravalloti-Neto, 2024; Zuchi et al., 2014).

1.4 Aedes aegypti COMO VETOR DE ARBOVIROSES: CICLO BIOLOGICO E INFECCAO
VIRAL

Ae. aegypti ¢ o vetor das principais arboviroses disseminada no mundo, como dengue,
Zika, chikungunya e febre amarela (Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019). O mosquito possui

uma distribui¢ao cosmopolita, situado em regides tropicais e subtropicais (Black et al., 2002).
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Desenvolvendo-se em ambientes urbanos, principalmente em reservatdrios artificiais
domiciliares, onde encontram-se as formas imaturas da espécie (Black et al., 2002; Forattini;

Brito, 2003).

1.4.1 Ciclo biologico de Ae. aegypti

O ciclo bioldgico de Ae. aegypti ¢ considerado como holometdbolo, ou seja, seu
desenvolvimento ocorre em quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e mosquito adulto (Figura
8) (Consoli; Oliveira, 1994; Matthews, 2019). As fémeas depositam seus ovos nas paredes dos
recipientes contendo dgua. Os ovos apresentam o formato eliptico, inicialmente de coloragao
palida, que se tornam enegrecidos poucos minutos depois (Consoli; Oliveira, 1994; Forattini;
Brito, 2003). Ap6s completar o seu processo embrionario, ovos podem eclodir ao entrar em
contato com agua, liberando as larvas (Consoli; Oliveira, 1994). Entretanto, pode permanecer
adormecido por meses, chamado de diapausa facultativa (Consoli; Oliveira, 1994; Matthews,

2019).

Ovo

Ciclo de vida do mosquito
Aedes aegypti

-

Figura 8. Ciclo de vida de Aedes aegypti. Representacao ilustrada das fases de desenvolvimento do Aedes aegypti:
ovos, larva (estagios L1 a L4), pupa e mosquito adulto (macho e fémea). Fonte: adaptado de CDC e Pratt (1966).

As larvas possuem quatro estagios evolutivos e vivem em ambientes aquaticos, sendo o
Gltimo estagio mais prolongado (Carvalho; Moreira, 2017; Consoli; Oliveira, 1994). E a inica

fase imatura em que ocorre alimentagdo e crescimento no ciclo bioldgico. A sua alimentagdo
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ndo ¢ seletiva, consistindo em materiais organicos ¢ sedimentos presente no reservatorio de
agua. O desenvolvimento larvério ¢ influenciado pela temperatura, alimento disponivel e
densidade populacional, podendo completar os estagios em quatro a cinco dias em condi¢des
favoraveis. Durante essa fase, as larvas apresentam um aparelho bucal mastigador, os apéndices
locomotores estao ausentes ¢ o sexo ainda ¢ indefinido (Carvalho; Moreira, 2017; Consoli;
Oliveira, 1994)

A fase de pupa € considerada uma fase intermediaria, marcando a transi¢cao do quarto
estagio larval para a vida adulta. Nesse periodo, ndo ha alimentagdo, mas ocorrem
transformagdes internas essenciais, resultando no desenvolvimento do mosquito adulto
(Carvalho; Moreira, 2017; Consoli; Oliveira, 1994).

Os adultos emergem lentamente sobre a superficie da dgua e, apos alguns minutos,
conseguem voar a curtas distancias (Carvalho; Moreira, 2017; Foster; Walker, 2019). Nos
primeiros dias, alimentam-se de agucares, através de néctares de plantas e mel, como fonte de
energia para estimular a maturacgao sexual e realizar atividades, como voar, acasalar e encontrar
sangue (Foster; Walker, 2019). Os carboidrato permanecem como a principal fonte de
alimentagdo durante toda a fase adulta (Consoli; Oliveira, 1994; Foster; Walker, 2019). As
fémeas, além da ingerirem aglcares, alimentam-se de sangue para possibilitar a maturagao
ovariana ¢ desenvolvimentos dos ovos (Carvalho; Moreira, 2017; Consoli; Oliveira, 1994).
Durante a ingestao de sangue, podem transmitir arbovirus para os seres humanos, quando

previamente infectado (Matthews, 2019).

1.4.2 Infeccao viral

O ciclo de infeccdo e transmissdo de arbovirus por mosquitos hematofagos, como Ae.
aegypti, ¢ um processo complexo que envolve multiplas etapas celulares, teciduais e
imunologicas, influenciadas tanto pelas caracteristicas do virus quanto pelas do vetor. A
infeccdo tem inicio quando a fémea do mosquito realiza um repasto sanguineo em um
hospedeiro virémico, adquirindo o virus durante a ingestao do sangue (Agarwal; Parida; Dash,
2017; Beerntsen; James; Christensen, 2000; Black et al., 2002; Hardy et al., 1983; Wang et al.,
2018a).

No intestino médio do mosquito, o virus entra em contato com as células epiteliais e se
liga a receptores especificos na superficie celular. A entrada viral ocorre principalmente por
endocitose mediada por clatrina, sendo seguida pela liberacdo do genoma viral no citoplasma,

onde ocorre a replicagdo e montagem de novos virions (Black ef al., 2002; Cui et al., 2019; da
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Encarnacdo Sa-Guimaraes ef al., 2021). Essa etapa intestinal representa a primeira barreira
antiviral, frequentemente modulada por fatores como a microbiota, o pH do limen, a atividade
de enzimas digestivas e a resposta imune local (Dong et al., 2017; Kantor et al., 2024; Molina-
Cruz et al., 2005; Okuda et al., 2002; Talyuli et al., 2023).

Ap0s essa fase inicial, os virions recém-formados podem atravessar a barreira basal do
epitélio intestinal e alcangar a hemolinfa, um processo essencial para que o virus se dissemine
sistemicamente (Figura 9). Essa disseminac¢ao depende da integridade e permeabilidade da
lamina basal, além da habilidade do virus de evadir mecanismos de defesa mediados por
hemocitos e moléculas antimicrobianas circulantes (Ayers et al., 2021; Dong et al., 2016, 2017;
Leite et al., 2021). Uma vez na hemolinfa, o virus pode atingir e infectar outros tecidos-alvo,
como o corpo gorduroso, sistema nervoso, ovarios e, principalmente, as glandulas salivares
(Azar; Weaver, 2019; Kramer; Ciota, 2015).

A infeccdo das glandulas salivares ¢ a etapa final e decisiva do ciclo de transmissdo. Os
virions devem cruzar mais uma barreira basal para alcancar as células acinares das glandulas,
onde se replicam e sao secretados na saliva. A partir dai, o0 mosquito torna-se competente para
transmitir o virus a um novo hospedeiro durante o préximo repasto sanguineo, completando o
ciclo de transmissao (Azar; Weaver, 2019; Castillo-Méndez; Valverde-Garduio, 2020).

'f:} Zika virus

1. Infeccao no mtestino e
rompimento da barreira
imunologia;
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3. Infecgao na glandula

salivar.
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Figura 9. Rota de infec¢do por arbovirus em Ae. aegypti. 1, ap6s a fémea de Ae. aegypti se alimentar de um
individuo infectado, o sangue contendo o arbovirus atinge o limen do intestino, onde o virus pode ser internalizado
por endocitose, infectando as células epiteliais e rompendo a primeira imunologica. 2, a infec¢do do epitélio
intestinal resulta na liberagao do virus na hemolinfa, permitindo sua disseminagao sistémica. 3, ao atingir e infectar
as glandulas salivares, o virus torna-se capaz de ser transmitido a um novo hospedeiro durante um repasto
sanguineo. Fonte: elaborado pela autora (2025) utilizando a plataforma BioRender (https://www.biorender.com).

A eficiéncia com que um mosquito completa todas essas etapas, da aquisi¢do a
transmissdo viral, define o conceito de competéncia vetorial. Essa competéncia ¢ uma

propriedade intrinseca do vetor e representa sua capacidade bioldgica de se infectar com um
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determinado arbovirus, sustentar a replicagdo viral e, por fim, transmitir o patégeno a novos
hospedeiros. Ela ¢ influenciada por fatores genéticos do mosquito, presenca de virus especificos
de insetos, microbiota, expressao de receptores virais, ativacdo de vias imunologicas (como
Toll, IMD e JAK/STAT) e integridade de barreiras epiteliais e basais (Beerntsen et al., 1995;
Behura; Severson, 2012; Bosio; Beaty; Black, 1998; Bosio ef al., 2000; Chen, Tse-Yu et al.,
2024; Conway; Colpitts; Fikrig, 2014; Kantor et al., 2024; Lounibos; Kramer, 2016; Sim;
Jupatanakul; Dimopoulos, 2014; Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019; Tabachnick et al.,
1985).

Contudo, embora essencial, a competéncia vetorial por si s6 nao determina o risco real
de transmissdo em campo. Para isso, € necessario considerar o conceito mais abrangente de
capacidade vetorial, que incorpora a competéncia vetorial a outros parametros ecoldgicos e
populacionais. A capacidade vetorial ¢ definida como a estimativa do nimero de novas
infecgcdes que uma populagdo de mosquitos pode gerar em uma populagdo humana totalmente
suscetivel, por unidade de tempo. Ela ¢ influenciada por diversos fatores, como: i) densidade
populacional de mosquitos; ii) frequéncia de picadas em humanos (taxa de contato vetor-
hospedeiro); iii) longevidade do vetor (que determina se ele sobreviverd tempo suficiente para
transmitir o virus ap6és o periodo de incubagdo), iv) periodo de incubagdo extrinseca (tempo
necessario para que o virus se torne transmissivel apds a infeccao do mosquito), v) e, claro, a
propria competéncia vetorial (Cansado-Utrilla et al., 2021; Miller et al., 1989; Souza-Neto;
Powell; Bonizzoni, 2019).

Esses parametros sao combinados em modelos matematicos que ajudam a estimar o
potencial de disseminagdo de arboviroses como DENV, ZIKV e CHIKV, em diferentes cenarios
ecologicos e geograficos (Birley; Charlwood, 1986; Eder et al., 2018; Holmes, 2023). Assim,
enquanto a competéncia vetorial expressa a capacidade bioldgica do vetor, a capacidade vetorial
quantifica o impacto epidemioldgico dessa competéncia no ambiente natural.

Compreender em profundidade essas duas dimensdes € essencial para interpretar a
dindmica de transmissdao de arboviroses ¢ desenvolver estratégias eficazes de vigilancia e
controle vetorial. O estudo integrado desses fatores permite identificar populacdes de mosquitos
com maior risco de transmissdo, bem como prever surtos com base em variaveis ambientais,

genéticas e virais.

1.5 MECANISMOS IMUNOLOGICOS ANTIVIRAIS EM Ae. aegypti
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A descoberta de similaridades imunoldgicas entre invertebrados, vertebrados e plantas,
particularmente nos receptores das vias de Toll/interleucina-1 e nos mecanismos de sinalizagdo
da resposta imune inata, revelou uma notavel conservacgao evolutiva destes sistemas imunes de
defesa. Embora os invertebrados carecam de um sistema imune adaptativo, eles desenvolveram
um sofisticado arsenal de mecanismos inatos que garantem sua sobrevivéncia através de
multiplas estratégias de defesa. Estes incluem sistemas de RNA de interferéncia (RNAi) para
resposta antiviral, receptores de reconhecimento de padrdes moleculares para deteccao de
patogenos (PRRs), peptideos antimicrobianos (AMPs) como defesa humoral, respostas
celulares como mediada por hemdcitos e producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, e ativacdo da via melanizagdo como barreira bioquimica (Beck; Habicht, 1996;
Ghosh et al., 2011; Loker et al., 2004; Rowley; Powell, 2007; Wang ef al., 2018b).

Nos mosquitos vetores, como Ae. aegypti, esses mecanismos sdo particularmente
relevantes. A exposi¢do a patdgenos que penetram através do intestino ou cuticula/exoesqueleto
desencadeia respostas imunologicas coordenadas. Como nos vertebrados, o reconhecimento de
agentes estranhos ativa cascatas de sinaliza¢do, incluindo as vias Janus quinase transdutor de
sinal e ativador de transcricdo (JAK-STAT), Toll e Immune Deficiency (IMD), que induzem a
expressao de proteinas efetoras contra diversos patogenos (Figura 10). Dentre estas, o RNAi
destaca-se como um dos mecanismos antivirais mais eficientes em artropodes (Castillo-
Méndez; Valverde-Garduiio, 2020; Hillyer, 2016; Rowley; Powell, 2007; Sim; Dimopoulos,
2010; Wang et al., 2018b).



39

Toll IMD JAK-STAT RNAi
fungi
% b - PGRP-SA, -SD Gram- Upd
¥ ? (\ bacteria 2 0
(\ 5pag(le - @ virus \ .
Gram+ virus \ ﬁ virus l
bacteria * 7 ¢ ? — Vago
PGRP-LC
Toll Dome A
PGRP-LE Dcr2
i . — Hop R2D2 I g
Tube / Ubiquitina SOCs /_\ P dsRNA viral
Pelle Imd X * Clivagem do dsRNA

TAKI ST!T ‘
\ A

Dredd Ativagao davia

Rell

\
\ JNK
6—8, e % | |E-B—A

Cactus )
U

fosforilagao Dimerizado RNA viral
Caspar l STAT @
4 \
e Rel2 [P < ivagem ] R e SRR A
l Voo / \ TRAF i) [o] vira
0o
.-r .

| 1 Citoplasma

E Nucleo
Pl A
AS o %
Genes regulados por Genes regulados por D — Genes regulados por JAK-
Toll IMD STAT

Figura 10. Ativacao das vias de sinalizacido imunes e da via RNAi em Ae. aegypti. llustracdo mostra a ativagao
das vias Toll, IMD e JAK-STAT e RNAI. A via Toll ¢ ativada quando receptores do tipo PPR, como PGRP-SA e
PGRP-SD, reconhecam PAMPs de bactérias gram-positivas e fungos, levando a clivagem da pro-proteina Spétzle.
A forma ativa de Spétzle se liga ao receptor Toll, desencadeando uma cascata de sinalizagdo mediada pelas
proteinas adaptadores MyD88, Tube e Pelle. Essa cascata culmina na fosforilagdo de Cactus, permitindo que o
fator de transcri¢do Rell transloque para o nicleo e ative a expressdo de AMPs. A via IMD, por sua vez, é ativada
por PAMPs de bactérias gram-negativas, iniciando uma cascata de sinalizagdo com as proteinas adaptadoras IMD,
FADD e DREDD, além do complexo IKK, resultando na clivagem e transloca¢do nuclear de Rel2. A via
JAK/STAT ¢ ativada em respostas a infecgdes virais, comecando com a ligagdo do ligante Upd ao receptor Dome,
o que ativa a quinase Hop e leva a fosforilagao e translocagao do fator de transcricdo STAT. Além disso, a proteina
Vago, cuja produgao ¢ induzida por Dicer-2 (via RNAi) e mediada por Rel2 (via IMD), também pode ativar a via
JAK/STAT quando secretada durante infecgdes virais. Fonte: adaptado de Sim, Jupatanakul e Dimopoulos (2014).

1.5.1 Via Toll

A via Toll foi inicialmente caracterizada em Drosophila melanogaster, demonstrando
seu papel fundamental na defesa contra infecgdes por fungos e bactérias gram-positivas.
Diferentemente dos vertebrados, cujos receptores Toll-like apresentam alta especificidade, em
insetos um mesmo receptor Toll pode participar de multiplas respostas imunes, tanto
antifingicas quanto antibacterianas (Lemaitre et al., 1996; Rutschmann; Kilinc; Ferrandon,
2002). Estudos recentes revelaram que os insetos, incluindo Ae. aegypti, possuem multiplos
receptores Toll (Toll1A, Toll1B, Toll5A, Toll5B e Toll4), resultantes de eventos de duplicacao
génica. Os padrdes de expressdo desses receptores variam conforme o tecido, estdgio de

desenvolvimento e o tipo de infec¢do. Evidencias indicam que Toll5, Toll1A e Toll5B sao
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expressos no corpo gorduroso durante infec¢des fungicas, enquanto TollSA também apresenta
forte expressdo em tecidos ovarianos, e Toll4 € expresso especificamente nos ovarios (Luna et
al., 2003; Saucereau et al., 2022; Shin; Bian; Raikhel, 2006).

O mecanismo de ativagao da via Toll inicia-se com o reconhecimento do antigeno por
proteinas soltiveis. No caso de bactérias gram-positivas, esse reconhecimento ¢ mediado pelas
PGRP-SA, PGRP-SD (proteinas de reconhecimento de peptidoglicano), em associagdo com a
proteina de ligacao a gram-negativos 1 (GNBP1). Juntas, essas moléculas induzem a clivagem
da pro-proteina Spétzle (Bischoff et al., 2004; Bolling et al., 2015; Gobert et al., 2003; Michel
et al., 2001; Pili-Floury et al., 2004; Sanders et al., 2005; Saucereau et al., 2022). Essa
clivagem, dependente de uma cascata proteolitica, resulta na forma ativa de Spitzle, capaz de
se ligar com alta afinidade aos receptores de Toll (Hashimoto; Hudson; Anderson, 1988S;
Hoffmann, 2003; Weber ef al., 2003).

A sinalizacdo intracelular subsequente ¢ mediada por um complexo de proteinas
adaptadoras, que inclui MyD88, Tube e Pelle. Essa sinalizagdo culmina na fosforilagao e
degradacdo proteassomal de Cactus, o inibidor citoplasmatico da via NF-kB (fator nuclear
kappa-B). Com a degradacdo de Cactus, o fator de transcri¢do Relishl (Rell) ¢ liberado e
translocado ao nucleo, onde ativa a expressdo de genes efetores da resposta imune, como
peptideos antimicrobianos defensina e cecropina (Bian ef al., 2005; Ferreira et al., 2023; Horng;
Medzhitov, 2001; Letsou et al., 1991; Luplertlop ef al., 2011; Shin et al., 2005; Shin; Bian;
Raikhel, 2006; Xi; Ramirez; Dimopoulos, 2008a).

Em Ae. aegypti, estudos tém demonstrado que a via Toll ndo atua somente durante
infeccdes bacterianas e fingicas, mas também contra infec¢des virais. Evidéncias sugerem que
via Toll ¢ ativada durante infec¢do inicial por DENV no intestino, tecido gorduroso, glandula
salivar e carcaga, contribuindo para o controle da infeccdo (Luplertlop ef al., 2011; Ramirez;
Dimopoulos, 2010; Xi; Ramirez; Dimopoulos, 2008a). Além de DENV, também hé indicios de
que a via Toll atue contra a infec¢do por ZIKV no mosquito (Angler6-Rodriguez, Yesseinia I.
et al., 2017). Avangos recentes mostraram que, assim como em vertebrados, a via Toll pode
reconhecer dsSRNA nos endossomos das células de Ae. aegypti por meio do receptor Toll6

(Angler6-Rodriguez et al., 2021).

1.5.2 Via IMD

A via IMD (Immune Deficiency) foi inicialmente identificada em Drosophila

melanogaster durante estudos sobre a resposta imune a bactérias gram-negativas. Pesquisadores
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observaram que moscas com mutacdes recessivas no gene imd apresentavam uma deficiéncia
na producao de peptideos antimicrobianos e uma significativa redugdo na sobrevivéncia quando
infectadas (Lemaitre ef al., 1995). Em mosquitos, como Ae. aegypti € Anopheles, essa via
mostrou-se crucial nao apenas contra bactérias gram-negativas, mas também na defesa contra
infec¢des fungicas e parasitarias, como Plasmodium spp. (Meister et al., 2005; Ramirez ef al.,
2019; Shin et al., 2002, 2003).

O mecanismo de ativacdo da via IMD inicia-se com o reconhecimento do
peptidoglicano contendo 4cido diaminopimélico (DAP-PGN), caracteristicas de bactérias
gram-negativas, pelo receptor transmembrana do peptidoglicano (PGRP-LC). Essa interagao
desencadeia uma cascata de sinalizagdo que envolve o recrutamento de varias proteinas
adaptadoras, incluindo a prépria proteina IMD, FADD (FAS-associated death domain), a
caspase DREDD e o complexo IKK (inibidor do NF-kB). Um passo crucial nessa cascata ¢ a
fosforilagdo de Relish2 (Rel2) pelo complexo IKK, que modifica a estrutura da proteina,
expondo sitios de clivagem especificos para a agdo da caspase DREDD. Apos a clivagem, o
dominio N-terminal da Rel2 ¢ liberado e translocado para o nucleo, onde ativa a transcri¢ao de
genes efetores da resposta imune, incluindo diversos peptideos antimicrobianos como cecropina
e defensina (Cooper; Chamberlain; Lowenberger, 2009; Ertiirk-Hasdemir et al., 2009; Ramirez
et al.,2019; Shin et al., 2002, 2003; Silverman et al., 2000; Stoven et al., 2003).

Além desse eixo principal de ativacdo, a via IMD estabelece conexdes moleculares com
outras rotas de sinalizagdo celular. Particularmente relevante ¢ sua capacidade de ativar a via
JNK (c-Jun N-terminal kinase) através da quinase TAK1, um componente compartilhado entre
as vias. Essa ramificacdo da sinalizagao esta envolvida na modulagdo de processos de apoptose
celular, expandindo o espectro de respostas imunoldgicas pela via IMD (Chen; White; Cobb,
2002; Chowdhury et al., 2020; Sluss et al., 1996; Takatsu et al., 2000).

A regulagdo da via ¢ garantida por multiplos mecanismos supressores. A proteina
Caspar atua como um potente regulador negativo, inibindo a clivagem de Rel2 pela caspase
DREDD e, consequentemente, impedindo sua translocagdo nuclear. Durante infecgdes
bacterianas, a atividade de Caspar ¢ temporariamente suprimida, permitindo uma resposta
imune proporcional a infec¢do (Garver; Dong; Dimopoulos, 2009; Kim et al., 2006). Outro
importante mecanismo regulatorio envolve a proteina PGRP-LB, que hidrolisa o peptidoglicano
bacteriano, reduzindo assim a ativacao do receptor PGRP-LC e modulando negativamente a
intensidade da resposta imune. Este sofisticado sistema de retroalimentacdo negativa é essencial

para prevenir respostas imunoldgicas excessivas que podem levar a danos teciduais, além de
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manter a homeostase com a microbiota comensal (Gendrin et al., 2017; Zaidman-Rémy ef al.,
2006).

Ainda n3o ha muitos estudos demonstrando a atuagdo da via IMD durante infec¢des
virais em Ae. aegypti. No entanto, estudos ja observaram que essa via pode atuar no controle
da infec¢do por DENV, especialmente na glandula salivar (Chowdhury et al., 2020). De forma
semelhante, Sim e colaboradores (2013) observaram um aumento da carga viral de DENV-2 no
intestino médio de uma linhagem de Ae. aegypti apds o silenciamento da proteina adaptadora
IMD. Esses resultados reforgam a importancia das vias de sinalizagao imune frente as infec¢des
virais, ja que essa linhagem era originalmente resistente a infec¢gdo por DENV (Sim et al.,
2013).

Outro estudo revelou que a expressdao da proteina Rel2 aumenta no intestino apds a
ingestdo de sangue, sendo esse aumento dependente da microbiota intestinal. Essa ativacao
impacta diretamente a replicacdo do virus Sindbis (SINV) (Barletta et al, 2017).
Adicionalmente, uma pesquisa demonstrou que, em células de Ae. albopictus, a ativagao prévia
da via IMD por bactéria inativadas, reduziu significativamente a replicagdo de Semliki Forest
virus (SFV) (Fragkoudis et al., 2008). Esses estudos demonstram que multiplos componentes

da via IMD sao essenciais para o controle de infec¢des virais em mosquitos.

1.5.3 JAK/STAT

A via JAK/STAT foi inicialmente descrita em células humanas como um importante
mecanismos de transducdo de sinais, envolvendo proteinas citoplasmaticas que respondem ao
interferon-a (Darnell; Kerr; Stark, 1994; Fu et al., 1992; Schindler et al., 1992). Sua
caracterizagdo em insetos ocorreu posteriormente, com a identificagdo do fator de transcri¢ao
STAT em Anopheles gambiae, revelando seu papel crucial no sistema imune desses organismos
(Barillas-Mury et al., 1999). Tanto em mamiferos quanto em insetos, essa via demonstrou ser
fundamental na resposta a infec¢des virais (Dostert et al., 2005; Dupuis et al., 2003; Shuai; Liu,
2003)

Em mosquitos, o mecanismo de ativacao da via JAK/STAT inicia-se com a interacao
do ligante extracelular Unpaired (Upd) com o receptor Domeless (Dome). Essa interagdo
desencadeia a dimeriza¢do do receptor e ativa a quinase associada JAK, Hopscotch (Hop), por
meio de autofosforilacdo. A Hop ativada promove a fosforilagdo de residuos de tirosina na
porcao citoplasmatica do Dome, criando sitios de ancoragem para o fator de transcricdo STAT.

Uma vez ligado e também fosforilado, o STAT dimeriza-se e se transloca para o nucleo, onde
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reconhece sequencias regulatorias especificas no DNA, ativando assim a transcri¢cao de genes
envolvidos na resposta imune (Arbouzova; Zeidler, 2006; Bang, 2019; Jupatanakul et al., 2017;
Kisseleva et al., 2002).

A atividade da via JAK/STAT ¢ rigorosamente controlada por mecanismos reguladores
negativos. O supressor de sinalizagdo de citocinas (SOCS) atua como um pseudosubstrato,
inibindo a atividade da quinase JAK e, consequentemente, reduzindo a fosforilacdo de SAT.
Em paralelo, o inibidor de STAT ativado (PIAS) bloqueia diretamente a acao do fator de
transcricdo (Arbouzova; Zeidler, 2006; Shuai; Liu, 2003; Souza-Neto; Sim; Dimopoulos, 2009;
Starr et al., 1997).

Um achado relevante que evidencia a interacdo entre diferentes vias de sinalizacdo foi
a identificacdo da proteina Vago, cuja produgdo ¢ induzida durante infec¢des virais e
desempenha papel essencial no controle da carga viral no corpo gorduroso de D. melanogaster
(Deddouche et al., 2008; Dostert et al., 2005). A expressdo de Vago depende da proteina Dicer-
2, um componente essencial da via RNAIi que atua como sensor da presenga viral. Em resposta
a detec¢dao do RNA viral, Dicer-2 sinaliza por meio da proteina adaptadora TRAF (homologo
ao receptor de fator de necrose tumoral), levando a ativagdo de Rel2, o principal fator de
transcri¢do da via IMD, como observado em Culex quinquefasciatus infectados com DENV e
WNV (Paradkar et al., 2014). Uma vez secretada, a proteina Vago atua como citocina,
promovendo a ativagao da via JAK/STAT durante a infecgdo por WNV (Paradkar et al., 2012),
evidenciando a integracdo funcional entre as vias RNAi, IMD e JAK/STAT na resposta
antiviral.

Em Ae. aegypti, a via JAK/STAT demonstra um papel importante no controle de
infeccdo viriais. Estudos demostraram sua efetividade contra DENV no intestino e glandula
salivar, embora ndo apresente o mesmo efeito frente ao ZIKV e CHIKV (Jupatanakul ef al.,
2017). Curiosamente, a ativag¢do da via através do silenciamento de PIAS, levou a supressao de
ZIKV e DENYV no intestino do mosquito (Angler6-Rodriguez, Yesseinia I. et al., 2017; Souza-
Neto; Sim; Dimopoulos, 2009). Por outro lado, o silenciamento dos componentes Dome e Hop
resultou no aumento da carga viral de DENV (Sim ef al., 2013; Souza-Neto; Sim; Dimopoulos,
2009), reforcando a importancia desta via na defesa antiviral. Contudo, em células de Ae.
aegypti infectadas com CHIKV, a modulacdo da via JAK/STAT nao mostrou efeitos

significativos na replicacao viral (McFarlane ef al., 2014).

1.5.4 Via RNA de interferéncia
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A via de RNA de interferéncia (RNAi) ¢ um mecanismo conservado entre os eucariotos,
no qual moléculas de dsRNA induzem a inativacdo de sequencias génicas complementares
(Cerutti; Casas-Mollano, 2006). Essa via foi caracterizada pela primeira vez no nematoide
Caenorhabditis elegans, durante investigacoes sobre os efeitos do RNA exogeno sobre
mecanismos enddgenos. Os pesquisadores observaram que a introducdo de dsRNA
correspondente a genes especificos resultava na supressdo de sua expressao (Fire et al., 1998).

Essa descoberta deve um impacto revolucionario, pois o uso de dsRNA passou a
permitir a caracterizagao funcional de genes em diversos mecanismos, além de contribuir para
o entendimento do papel antiviral da via RNAI, ja descrito em plantas (Agrawal et al., 2003;
Ding, 2010; Kennerdell; Carthew, 1998; Zhu; Palli, 2020). A importancia desse achado
culminou na concessdo do Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 2006 (The Nobel Prize,
2006).

Atualmente, sabe-se que, além de atuar na regulacdo da expressdo génica, o RNAI
exerce papel antiviral essencial em artropodes (Sharp, 1999; Tabara et al, 1999). Trés
principais vias de RNAi foram caracterizadas at¢ o momento: microRNA (miRNA), p-element
induced wimpy testis (Piwi) interagindo com RNA (piRNA) e pequenos RNAs interferentes
(siRNA) (Figura 11) (Aguiar; Olmo; Marques, 2016). Apesar de distintas, essas vias
compartilham componentes moleculares comuns, como ribonucleoproteinas da familia
Argonauta, que interagem com pequenos fragmentos de RNA (entre 19 e 35 nt), guiando o
silenciamento génico (Wilson; Doudna, 2013).

As proteinas Argonauta representam elementos-chave na maquinaria de RNAi e sdo
classificadas em duas subfamilias: Ago, expressa principalmente em células somadticas, e Piwi,
especializada em células germinativas. Estas proteinas apresentam uma organizagao estrutural
altamente conservada, composta por quatro dominios funcionais: N-terminal, PAZ (Piwi,
Argonauta e Zeille), MID (Middle) e Piwi (Aravin; Hannon; Brennecke, 2007; Cerutti; Mian;
Bateman, 2000; Joshua-Tor, 2006; Swarts ef al., 2014; Wu et al., 2020).

O dominio N-terminal atua no desenrolamento do dsRNA, enquanto o dominio PAZ ¢
responsavel pelo reconhecimento e ligacdo aos acidos nucleicos (Kwak; Tomari, 2012; Lingel
et al., 2003, 2004). O dominio MID serve como uma bolsa de liga¢do para o reconhecimento
da extremidade 5’ da fita guia (Boland et al., 2011; Ma et al., 2005; Meister, 2013). J4 o dominio
Piwi possui uma estrutura tercidria semelhante a da enzima RNase H, conferindo atividade
catalitica a proteina, o que permite a clivagem do RNA alvo, atividade conhecida como “slicer”

(Song et al., 2004). Essa arquitetura modular permite que as proteinas Argonauta reconhecam
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sequencias-alvo com alta especificidade e mediem de forma eficiente o silenciamento génico,

tornando-se centrais na resposta antiviral mediada por RNA..
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Figura 11. Via de RNAi em insetos. A. A via de siRNA ¢ uma das principais vias envolvidas no controle de
infec¢des virais em Ae. aegypti. Para compreender melhor esse mecanismo, recomenda-se a leitura completa do
topico 1.5.3, onde essa via ¢ descrita em mais detalhes. B. A via de miRNA ¢ iniciada no nucleo, durante a
transcricdo pela polimerase II, que gera os pri-miRNAs, caracterizados por estruturas em hairpin. Esses pri-
miRNAs sdo clivados pela endonuclease Drosha e seu cofator Pasha, originando os pré-miRNAS, moléculas de
dsRNA com cerca de 70 nt. Apds exportagdo para o citoplasma, os pré-miRNAs sdo processados pela Dicer-1,
formando duplexos de RNA com 19 a 22 nt Um dos filamentos ¢ entdo carregado na proteina AGO1, onde atuara
como guia para o silenciamento génico de mRNAs-alvo. C. Na via piRNA, os RNA sio transcritos a partir de
clusters gendmicos, que frequentemente incluem elementos transponiveis, como os EVEs. Esses RNAs sdo
processados no citoplasma pela endonuclease Zucchini, gerando fragmentos de RNA com 24 a 35 nt, geralmente
enriquecidos em uracila na extremidade 5°, chamados de piRNAs. Em seguida, esses piRNAs se associam a
proteina Aubergine (Aub), atuando como RNAs guias para a clivagem dos transcritos de transposons. Em resposta,
a AGO3 cliva os RNAs complementares, promovendo a amplifica¢do do silenciamento por meio do ciclo ping-
pong. Fonte: adaptado de Hussain, Etebari ¢ Asgari (2016).

1.5.4.1 piRNA

A via de piRNA representa o mecanismo mais complexo entre as vias de RNAI,
consistindo em pequenos RNAs de fita simples de 24 a 35 nt que se associam as proteinas da
subfamilia Piwi da familia Argonauta. Ao contrario, de outras vias de RNAi, os piRNA
desempenha um papel crucial na defesa do genoma, atuando principalmente no silenciamento

de elementos transponiveis (transposons) em células germinativas. Essa funcao € essencial para
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manter a estabilidade genomica e garantir o desenvolvimento de células germinativas nos
ovarios e testiculos (Hirakata; Siomi, 2016; Wu et al., 2010).

Em Ae. aegypti, essa via apresenta complexidade adicional devido a presenga de
elementos virais endoégenos (EVES), que sdo sequencias virais ancestrais que foram integradas
ao genoma do mosquito ao longo da evolucdo. Esses EVEs, de origem tanto retroviral quanto
ndo-retroviral, podem servir como templates para a producao de piRNAs (Aguiar et al., 2020;
Holmes, 2011; Suzuki et al., 2020; Whitfield et al., 2017). Notavelmente, esses piRNAs
derivados de EVEs tém o potencial de conferir prote¢ao antiviral, funcionando como uma forma
de “memoria imunologica” gendmica, na qual as infecgdes virais passadas deixam assinaturas
no DNA que podem ser recrutadas durante infec¢des futuras, ampliando a resposta imune
(Aguiar et al., 2015; Brennecke et al., 2007; de Almeida et al., 2021; Joosten et al., 2021a).

A biogénese dos piRNAs estad bem caracterizada em Drosophila e ocorrer através de
duas vias principais. Na via primdria, longos transcritos de clusters gendmicos, que
frequentemente contém remanescentes de EVEs, s3o processados pela endonuclease Zucchini,
gerando piRNAs com extremidade 5° enriquecida em uracila (Aguiar ef al., 2020; Brennecke
et al., 2007; Gunawardane et al., 2007; Nishimasu et al., 2012; Olivieri et al., 2010; Saito et
al., 2010). Ja no ciclo ping-pong, a via secundaria, os piRNAs recém-gerados associam-se as
proteinas Aubergine e Piwi, guiando a clivagem dos transcritos de transposons.
Subsequentemente, a proteina Argonauta 3 (AGO3) cliva os RNAs complementares, gerando
novos piRNAs e amplificando o silenciamento (Iwasaki; Siomi; Siomi, 2015; Lewis; Salmela;
Obbard, 2016; Olivieri et al., 2010).

Em Ae. aegypti, a via piRNA apresenta particularidade. Enquanto Drosophila possui
apenas trés proteinas Piwi (AGO3, Aubergine e Piwi), o genoma do mosquito codifica ortdlogo
a AGO3 e Piwil-7, com padrdes de expressao tecidos especificos, como a Piwi3 em ovarios e
Piwi7, estagios embriondrios iniciais (Akbari et al., 2013; Iwasaki; Siomi; Siomi, 2015; Joosten
et al., 2021b; Miesen; Girardi; van Rij, 2015; Varjak; Leggewie; Schnettler, 2018). Além que,
estudos recentes revelam interagdes cruzadas entre componentes da via piIRNA e outras vias de
RNAI. Durante infec¢do pelo SFV, por exemplo, a proteina Piwi4 de Ae. aegypti interage ndo
apenas com elementos da via piRNA (Ago3, Piwi5 e Piwi6), mas também com componentes
da via siRNA (AGO2 e Dicer-2), embora sua atividade antiviral seja independente desta tiltima
(Varjak et al., 2017).

Embora tradicionalmente associada a células germinativas, evidencias crescentes
sugerem que a via de piIRNA também pode desempenhar um papel durante infec¢do viral. Em

D. melanogaster, piRNA virais foram detectados em células somdticas dos ovarios em resposta
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a infec¢do (Wu et al., 2010). No entanto, outros estudos atribuem a producdo de piRNAs em
tecidos somaticos principalmente a regulagdo de transposons (Lewis et al., 2018).
Adicionalmente, dados contraditorios foram reportados por Petit e colaboradores (2016), que
ndo observaram a producao de piRNAs virais em D. melanogaster infectadas. Além disso,
mutantes deficientes em componentes dessa via ndo apresentaram diferencas fenotipicas em
comparagdo com linhagens selvagens durante infec¢des virais (Petit ef al., 2016).

Em Ae. aegypti e Ae. albopictus, perfis de piIRNA foram identificados em tecidos
somaticos apods a infeccao com CHIKV, SINV e La Crosse (LACV), sugerindo a existéncia de
um mecanismo piRNA antiviral ndo-canonico em mosquitos. Esses achados expandiram
significativamente o entendimento sobre o escopo funcional dessa via em artrépodes
(Morazzani et al., 2012; Vodovar et al., 2012). Entretanto, ainda nao ha um consenso sobre a
atuacao da via piRNA contra infecgdes virais nos mosquitos. Por exemplo, um estudo em Cx.
pipiens infectados, ndo foram detectados piRNAs para o virus Usutu (USUV), embora tenham

sido observadas para o virus do Nilo Ocidental (WNV) (Fros et al., 2015).

1.5.4.2 miRNA

Os miRNAs s3o pequenas RNAs ndo codificantes de aproximadamente 19 a 22 nt que
desempenham um papel crucial na regulacdo pds-transcricional da expressao génica. Esses
pequenos RNAs atuam através do silenciamento de mRNAs-alvos, seja por clivagem direta do
transcrito ou por inibicdo da traducdo, controlando assim finamente os niveis de proteinas
celulares (Krol; Loedige; Filipowicz, 2010; Lu; Rothenberg, 2018).

O processo de biogé€nese dos miRNAs inicia-se no nucleo celular, onde a RNA
polimerase III transcreve os precursores primdrios (pri-miRNAs), que contém caracteristicas
estrutural em hairpin (Yates; Norbury; Gilbert, 2013). Esses pri-miRNAs podem se originar de
genes de miRNA ou de mirtrons, introns que, apos o splicing, adquirem estruturas semelhantes
a miRNA. Os pri-miRNAs sdo entdo processados pelo complexo proteico formado por Drosha
e seu cofator Pasha, que realiza a clivagem gerando os precursores intermediarios (pré-miRNA)
de aproximadamente 70 nt (Cai; Hagedorn; Cullen, 2004; Denli et al., 2004; Gregory et al.,
2004; Lee et al., 2002, 2003; Yen et al., 2019).

ApOs a exportagdo para o citoplasma, os pré-miRNA sofrem um novo processamento
pela enzima Dicer-1, em associacdo com proteinas de ligagao a dSRNA (dsRBD), resultando
em pequenos duplexos de RNA de 19 a 22 nt (Kim; Han; Siomi, 2009; Yates; Norbury; Gilbert,
2013). Finalmente, uma das fitas deste duplex ¢ incorporada a proteina Argonauta 1 (AGO1),
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formando o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), onde atuara como guia para
a identificacdo e silenciamento dos mRNAs alvo (Kim; Han; Siomi, 2009; Yates; Norbury;
Gilbert, 2013).

Curiosamente, estudos em mosquitos demonstraram que essa via também participa na
modula¢do da replicagdo viral em Ae. aegypti. As andlises de bioinformatica indicam interagdes
de miRNA com RNAs virais, tais como DENV, ZIKV e CHIKV (Yen et al., 2019). Esses
achados tornam-se ainda mais relevante ao observar que a infec¢do por DENV modula a
expressao de miRNAs especificos, além de promover o surgimento de isoformas de miRNAs
(isomiR), provavelmente em resposta a infec¢do (Campbell et al., 2014; Etebari et al., 2015).
Modulagdes semelhantes foram observadas durante a infec¢do por ZIKV, sugerindo que essas
alteracdes podem influenciar diretamente a competéncia vetorial do mosquito (Saldafia et al.,

2017).

1.5.4.3 siRNA

A via siRNA constitui o principal mecanismo de defesa antiviral em Ae. aegypti,
atuando através de pequenos dsRNAs que direcionam o silenciamento especifico de RNAs
virais e enddgenos (Bronkhorst; Van Rij, 2014; Cullen, 2002). Esse processo inicia-se quando
a enzima Dicer-2, em conjunto com cofatores dsRBD, reconhece e cliva dsRNAs virais
formados durante a replica¢do, ou ainda dsRNAs endogenos, produzindo fragmentos de 21-22
nt. Esses fragmentos de siRNA sdo entdo incorporados a proteina Argonauta 2 (AGO2),
formando o complexo RISC. Durante a montagem do RISC, apenas uma das fitas do siRNA ¢
retida como fita-guia, enquanto a fita complementar ¢ degradada, processo este facilitado pela
auséncia das estruturas de protecdo 5’cap e cauda poli-A nas extremidades do siRNA. O
complexo RISC maduro utiliza essa fita-guia para reconhecer transcritos com sequéncias
complementar, promovendo a clivagem dos RNAs virais e consequentemente inibindo da
sintese proteica viral, como ilustrado na figura 12. Esta via representa um sistema de imunidade
antiviral altamente conservado e eficaz, capaz de neutralizar uma ampla variedade de arbovirus
que infectam os mosquitos (Elbashir; Lendeckel; Tuschl, 2001; Elbashir ez al., 2001; Hammond
et al.,2000; Liu et al., 2003; Tomari; Du; Zamore, 2007; Wilson; Doudna, 2013).

Entre os componentes-chave desta via, destacam-se os cofatores que modulam a
atividade do siRNA. Uma dessas proteinas ¢ Loquacious (Logs), cuja atuagdo especifica em
Ae. aegypti tem sido foco de estudos recentes, revelando sua importancia na montagem eficiente

do complexo de processamento de siRNAs.
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Figura 12. Mecanismo antiviral da via siRNA em Ae. aegypti. Durante a infeccdo viral, a enzima Dicer-2 (Dcr-
2) em associa¢do com seu cofator Logs-PA reconhece e cliva os dsRNAs virais formados durante a replicacao,
gerando pequenos RNAs interferentes (siRNAs) de 21 nt. Estes siRNAs sdo carregados na proteina AGO?2 através
da acdo do complexo Dicer-2/R2D2, formando o complexo RISC. No RISC maduro, a AGO2 seleciona e mantém
uma das fitas do siRNA como molécula guia, enquanto a fita complementar é degradada. De forma que esse
complexo cliva especificamente os RNAs virais que apresentam complementaridade com siRNA guia,
efetivamente silenciando a expressdo de proteinas virais e inibindo a replica¢do do virus. Fonte: elaborado pela
autora (2025) utilizando a plataforma BioRender (https://www.biorender.com).

1.5.5 A funcio antiviral de Loqs2 em Ae. aegypti

A regulacdo das vias de RNAi em Ae. aegypti depende criticamente de cofatores
contendo dominios de ligacdo a dsSRNA (dsRBD), sendo a proteina Loqs um dos principais
elementos envolvidos. Originalmente caracterizada em D. melanogaster, Logs apresenta quatro
1soformas (Logs-PB, Logs-PA, Logs-PC e Logs-PD) com fungdes distintas. Enquanto Logs-PB
(com trés dsRBD) ¢ essencial para a via de miRNA através da interagao com Dicer-1, Logs-PD
(com dois dsRBD) atua na via de siRNA endogeno e exdgeno associado a Dicer-2. As isoformas
Logs-PC e Logs-PA apresentam fun¢des menos definidas, sendo que Logs-PA demonstra fraca
interacdo com Dicer-1 (Forstemann et al., 2005; Marques et al., 2010; Miyoshi et al., 2010;
Park et al., 2007; Tants et al., 2017; Zhou et al., 2009).

Em Ae. aegypti, ocorreu uma simplificacdo evolutiva deste sistema, com a perda da
isoforma Logs-PD. Nesta espécie, a Logqs-PA assume um papel central e multifuncional,

atuando nao apenas como antagonista de Logs-PB na biogénese de miRNAs, mas também
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participando ativamente das vias de siRNA enddgeno e exogeno através da interacdo com
Dicer-2 e R2D2 (Figura 12). Logs-PB, por sua vez, mantém sua fun¢do na via de miRNA,
enquanto Logs-PC apresenta padrao de expressao similar ao observado de Drosophila, com
baixa expressao e aumento modesto apos a alimentagdo sanguinea (Dong et al., 2022; Haac et
al., 2015).

Apesar do avanco no conhecimento, a ativagao da via de siRNA em Ae. aegypti durante
infec¢des por arbovirus ainda ¢ pouco compreendida. Em estudo anterior conduzido por nosso
grupo, observou-se que apenas mosquitos com alta carga viral de DENV apo6s a alimentagao
com sangue infectado produziram siRNAs especificos para o virus (Olmo ef al., 2018). Em
contraste, mosquitos ndo infectados ou com baixa carga viral ndo apresentaram producao
detectavel desses pequenos RNAs, sugerindo que a via siRNA ndo atua como principal
mecanismo antiviral no intestino durante infec¢des naturais por DENV.

Ainda nesse estudo, ao injetar o virus diretamente na hemolinfa, induzindo uma infecc¢ao
sistémica. Observou-se, entdo, a producdo de siRNAs desde o primeiro dia de infecgao,
indicando que a via de siRNA pode ser ativada de forma mais eficiente durante infec¢des
sist€émicas. Curiosamente, mesmo com a presenga das principais proteinas do RNAi no intestino
(AGO2, R2D2, Dicer-2 e Logs-PA), o silenciamento de AGO2 ndo alterou significativamente
a carga viral, sugerindo que a eficacia antiviral da via siRNA pode variar entre diferentes
tecidos.

Ao analisar o genoma de Ae. aegypti em busca de proteinas contendo dsRBD, nosso
grupo identificou um gene nao caracterizado (AAEL013721), nomeado de Logs2, um provavel
paralogo de Logs exclusivo de Aedes. Esta proteina apresenta expressdo restrita a embrides
precoces, ovarios e testiculos, estando ausente no intestino, o que pode explicar, em parte, a
maior susceptibilidade desse tecido a infec¢do viral. Andlises gendmicas sugerem que Logs?2
originou-se de duas duplicagdes independentes de Logs, pois as caracteristicas dos seus dois
dominios dsRBD sao similares ao primeiro dominio de Logs. Além disso, Logs2 aparenta estar
localizado predominantemente no nucleo celular, diferentemente de Logs e R2D2, que se
localizam no citoplasma. Com essas caracteristicas, a evolu¢do de Logs2 conferiu uma
neofuncionalizagdo, impulsionada por sele¢do positiva (Estevez-Castro et al., 2024; Olmo et
al., 2018).

Para investigar sua funcdo, foi construido uma linhagem transgénica de mosquitos
expressando Logs2 no intestino. Os resultados demonstraram que Loqs2 exerce agao antiviral,

reduzindo significativamente a carga viral de DENV nesse tecido e limitando a sua
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disseminagdo sistémica. Além disso, Logs2 interage com cofatores da via siRNA, como Logs
e R2D2, reforgando sua atuacdo nesse mecanismo antiviral (Olmo et al., 2018).

Para elucidar os mecanismos moleculares a atividade antiviral de Logs2, realizou uma
analise do interactoma em mosquitos transgénicos que expressam essa proteina no intestino. Os
resultados indicaram interagdes robustas com seis proteinas principais: Loqs, AAEL022113,
Dipl (Disco Interacting Protein 1), AAEL004859 (mle), AAEL004699 e Dicer-2 (Babarit,
2023). Essas descobertas complementam e expandem esses achados anteriores (Olmo et al.,
2018), ja que haviam identificado a capacidade de Logs2 em interagir com componentes
centrais da via RNA..

Dentre as proteinas identificadas, destacam-se AAEL004859 ¢ AAEL004699, ambas
contendo dominios dsRBD e validadas como participantes ativas na resposta antiviral em
células de Ae. aegypti (Machado et al., 2022; Varjak et al., 2020). A proteina Dip1, que também
possui dominios dsRBD, apresentou atividade antiviral demonstrada em células de Drosophila
contra o Drosophila C virus (DeSousa et al.,, 2003; Zhang et al., 2015). J4 a proteina
AAELO022113, ainda ndo caracterizada, apresenta dominios de ligacdo com RNA, e nossos
estudos demonstraram que seu silenciamento resulta em aumento da carga viral de ZIKV no
intestino em quatro dia apos a infec¢do, indicando seu papel antiviral no inicio da infec¢ao
(Babarit, 2023).

No entanto, a atividade antiviral de Loqgs2 parece ser restrita ao intestino quando
expressa nesse tecido. Em experimentos de knockout de Logs2 em Ae. aegypti, ndo foram
observadas diferengas significativas na carga viral ou na prevaléncia da infec¢do por ZIKV e
SINV. Mas sugere que Logs2 pode estar envolvida em processos especificos como ovogenese
e espermatogénese no mosquito (Babarit, 2023; Castro, 2024).

A identificagdo e a caracterizagdo de cofatores antivirais como Loqs2 reforcam a
importancia dos mecanismos intrinsecos na determinacdo da competéncia vetorial de Ae.
aegypti. Nesse contexto, a seguir, abordaremos um dos principais fatores que modulam a

susceptibilidade do mosquito a infec¢do por arbovirus: a microbiota.

1.6 MODULACAO DA RESPOSTA ANTIVIRAL EM de. aegypti POR VIRUS
ESPECIFICOS DE INSETOS (ISVs)

A microbiota ¢ composta por todos 0s microrganismos associados a um organismo,
podendo ser encontrada em diferentes tecidos. Esses microrganismos nao se restringem apenas

as bactérias, mas incluem também protozoarios, fungos, nematoides e até mesmo os virus,
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embora, por serem acelulares, ndo sdo considerados organismos vivos (Stilling; Dinan; Cryan,
2014). A intera¢do entre a microbiota e o hospedeiro pode influenciar diversos aspectos
biologicos, de forma positiva ou negativa, como o desenvolvimento, a fisiologia, a imunidade
e até mesmo a transmissao de patdégenos (Guégan et al., 2018; Lewis; Liz¢, 2015; Mancini et
al., 2018; Strand, 2018).

Com os mosquitos, ndo ¢ diferente. Estudos demonstram que a sua microbiota pode
influenciar diretamente o desenvolvimento desses insetos. Por exemplo, a deplecdo da
microbiota de Cx. pipiens impediu a manifestacdo de fendtipos tipicos da diapausa, como o
aumento da reserva lipidica, do tamanho corporal e da longevidade (Didion et al., 2021). De
maneira semelhante, foi demonstrado que larvas axénicas, ou seja, livre de qualquer bactéria,
de Ae. aegypti e Anopheles gambiae ndo completam o desenvolvimento (Coon et al., 2014).

Além do desenvolvimento, a interagdo entre microbiota ¢ hospedeiro também pode
modular a susceptibilidade dos mosquitos as infecgdes por patdégenos, como Plasmodium spp.
em Anopheles spp. Essa modulacdo pode ocorrer por meio da produgdo de metabolitos que
impactam diretamente a sobrevivéncia do patdgeno, ou pela estimulacdo de vias imunes do
hospedeiro (Pike et al., 2017; Romoli; Gendrin, 2018). Um exemplo notavel ¢ o fungo
Talaromyces, associado a microbiota intestinal de Ae. aegypti, que aumenta a susceptibilidade
a infeccdo por DENV, bem como em Anopheles frente ao Plasmodium, possivelmente pela
secrecdo de metabolitos que inibem a agdo da tripsina na digestdo do sangue (Anglero-
Rodriguez, Yesseinia I ef al., 2017). Outro exemplo ¢ a bactéria Serratia marcescens, que
secreta a proteina Enhancin, capaz de degradar mucinas associadas ao epitélio intestinal,
facilitando a disseminagdo de DENV em Ae. aegypti (Wu et al., 2019).

Por outro lado, ha evidencias que a microbiota também pode conferir resisténcia a
infecgdo por arbovirus. Um estudo recente demonstrou que Rosenbergiella sp, presente em Ae.
albopictus e Ae. aegypti, secreta glicose desidrogenase, uma enzima que acidifica o limen
intestinal, inativando o virion de ZIKV e DENV (Zhang et al., 2024).

Além da microbiota nativa, a introdu¢do de microrganismos simbiontes também pode
modular a susceptibilidade dos mosquitos a infecgdes virais. Um exemplo amplamente
estudado € a Wolbachia pipientis. Quando introduzida em Ae. aegypti, originalmente isolada
de D. melanogaster, Wolbachia confere resisténcia a diversos arbovirus, incluindo DENYV,
ZIKV, CHIKV e MAYV. Os mecanismos propostos para essa protecdo ¢ multifatorial,
incluindo a estimulagcdo do sistema imune, a indu¢do de espécies reativas de oxigénio e
competicdo por recursos essenciais, como lipidios, colesterol e aminoacidos, limitando a

replicagdo viral (Aliota et al., 2016; Bian et al., 2010; Boehm et al., 2023; Caragata et al., 2014;
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Dutra et al., 2016; Geoghegan et al., 2017; Koh et al., 2020; Moreira et al., 2009; Pan et al.,
2012; Pereira et al., 2018).

Além das bactérias e fungos, os virus especificos de insetos (ISV) emergiram como
componentes fundamentais da microbiota de mosquitos, estabelecendo complexas interagdes
que modulam significativamente a competéncia vetorial (Bolling et al., 2015). Esses virus,
caracterizados por sua capacidade de replicacdo exclusiva em células de insetos, representam
uma parcela consideravel da diversidade viral identificada em estudos metagendmicos de
populagdes naturais de mosquitos, frequentemente superando em abundancia os proprios
arbovirus. Esses virus pertencem predominantemente a familias de virus de RNA, como
Flaviviridae, Peribunyaviridae ¢ Togaviridae, embora a maioria ainda aguarde uma
classificagcdo taxondmica precisa (de Almeida et al., 2021; Moonen et al., 2023).

Diversos estudos tém demonstrado o papel modulador dos ISVs na infec¢do por
arbovirus. Em células de Ae. albopictus, a infeccdo previa com o Palm Creek virus (PCV)
mostrou capaz de reduzir a replicagdo tanto do WNV quanto do virus de encefalite de Murray
Valley (Hobson-Peters et al., 2013). Padrao semelhante foi observado em Cx. pipiens infectado
com Culex flavivirus, onde se registrou ndo apenas diminui¢do da carga viral de WNV, mas
também uma redugdo na disseminagdo do arbovirus (Bolling et al., 2012). Esses fendmenos
tétm sido atribuidos principalmente ao mecanismo de exclusdo por superinfeccao,
particularmente evidente em linhagens celulares deficientes no sistema imune, como C6/36,
que apresentam menor eficiéncia de infec¢do por virus taxonomicamente relacionados.
Alternativamente, a ativa¢ao do sistema imune ou a competicao por fatores celulares essenciais
também podem contribuir para essa supressdo no mosquito-vetor (Bolling et al., 2012;
Brackney et al., 2010; Hobson-Peters et al., 2013; Lee et al., 2005).

No caso especifico de Ae. aegypti, as evidéncias apontam para um cenario complexo de
interagdes. A infec¢do com o Cell-Fusing Agente virus (CFAV) demonstrou capacidade de
suprimir a replica¢ao tanto do DENV quanto do ZIKV, embora os mecanismos moleculares
permanegam poucos compreendidos (Baidaliuk ez al., 2019). Resultados igualmente relevantes
foram obtidos com Nhumirim virus, cuja a inoculagio em mosquitos resultou em redugao
significativa da infec¢do por ZIKV, embora ndo por CHIKV, com consequente diminui¢do da
deteccao viral na saliva, sugerindo um efeito inibitorio sobre a transmissdo, provavelmente
mediado por exclusdo competitiva (Romo et al., 2018). Contudo, a infec¢ao previa com PCV
mostrou-se menos eficaz, com impacto limitado na infec¢@o por infec¢do por ZIKV ou CHIKV,
exceto por uma discreta reducdo da infec¢do por ZIKV observada especificamente na cabeca

dos mosquitos (Koh et al., 2021).
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Investigacdes recentes conduzidas por nosso grupo revelaram um fendmeno
particularmente intrigante: Ae. aegypti naturalmente infectados com Humaita-Tubiacanga virus
(HTV) e Phasi Charoen-like virus (PCLV) apresentaram aceleragdo na disseminacao de DENV
e ZIKV quando comparados aos mosquitos livres desses ISVs. Esse efeito depende
necessariamente da coinfec¢do por ambos ISVs e estd associado ao bloqueio da regulacao
negativa da histona H4 (Olmo et al., 2023). A relevancia epidemioldgica desse achado torna-
se particularmente evidente quando analisa prevaléncia desses virus no campo. No mesmo
estudo, foi observado que a populagdo de Ae. aegypti em Caratinga (Minas Gerais) apresentava
altas taxas de infecc¢des: 65% para HTV e 85% PCLV. Local onde possui alta incidéncia de
DENV e ZIKV (Olmo et al., 2023).

Do ponto de vista viral, esses ISVs apresentam caracteristicas distintas. O PCLV,
classificado como virus de RNA de polaridade negativa da familia Phenuiviridae (género
Phasivirus), possui genoma tripartido, composto por trés segmentos de RNA: L (large), M
(medium) e S (small) (Aguiar et al., 2015; Sasaya et al., 2023). Em contraste, o HTV, que
permanece sem classificagao taxondmica definitiva, apresenta RNA de polaridade positiva com
duas proteinas identificadas: o capsideo ¢ RdRp (Almeida, 2023).

Em relacdo as repostas antivirais do Ae. aegypti, ambos os virus induzem a producao de
siRNAs. Entretanto, apenas o PCLV estimula a produgdo de piRNAs, um padrao compativel
com seu tropismo pelos ovarios, onde a via piRNA ¢ particularmente ativada (Aguiar et al.,
2015). De fato, no estudo de Olmo e colaboradores (2023), a infeccdo natural de HTV foi
detectada principalmente nas glandulas salivares e carcagca, mas ndo nos ovarios nem nho
intestino. Em contraste, o PCLV foi amplamente detectado em todos os tecidos analisados,
incluindo ovarios, intestino, glandulas salivares e carcaga (Olmo ef al., 2023). No entanto,
dados recentes do nosso grupo revelaram a presenca de HTV em intestinos e oOrgdos
reprodutivos na populagdo de Ae. aegypti de Araraquara (Sao Paulo), ainda que com baixa carga

viral (Rodrigues, 2024).
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2 JUSTIFICATIVA

O controle das arboviroses no Brasil enfrenta desafios cada vez mais complexos diante
do atual cenario epidemioldgico. Em 2024, foi registrado um aumento expressivo de casos de
DENV, ZIKV e CHIKV (BRASIL. Ministério da Satde, 2025), refletindo a expansao
geografica e a persisténcia do vetor Ae. aegypti, favorecida por fatores como urbanizacao
desordenada e mudangas climaticas. As estratégias convencionais de controle, centradas no uso
de inseticidas quimicos, vém apresentando eficacia decrescente em virtude do aumento da
resisténcia nas popula¢des de mosquitos e dos impactos negativos ao meio ambiente.

Embora medidas alternativas, como a introdu¢do da vacina Qdenga no calendario
nacional e a liberacdo de mosquitos infectados com Wolbachia, representem avangos
importantes, essas abordagens ainda apresentam limitacdes substanciais. Entre elas destacam-
se a baixa cobertura vacinal (Alves, 2025; Preto et al., 2021), a prote¢ao incompleta frente a
diferentes sorotipos virais (Biswal et al., 2019; Tricou et al., 2024) e a variabilidade na
estabilidade e disseminag¢do da Wolbachia em populacdes naturais (Dorigatti et al., 2018).
Nesse contexto, torna-se urgente investir em estratégias complementares, baseadas no
aprofundamento do conhecimento sobre a biologia do vetor.

A via de RNA de interferéncia (RNA1) € considerada a principal linha de defesa antiviral
nos insetos, sendo fundamental para o controle da infec¢ao por diversos arbovirus. A recente
identificagdo da proteina Loqs2, um paralogo especifico do género Aedes e ausente do intestino
médio em condi¢des naturais, trouxe novas perspectivas sobre a imunidade antiviral em
mosquitos. Estudos prévios demonstraram que sua expressao ectopica nesse tecido confere
protecao contra o DENV, suprimindo sua replicacao e disseminacao sistémica (Olmo et al.,
2018). Além disso, Logs2 apresenta expressdao regulada de forma tecido-especifica, com
caracteristicas evolutivamente conservadas no género Aedes (Estevez-Castro ef al., 2024), o
que a torna um alvo molecular atrativo para aplica¢des biotecnoldgicas.

Apesar de seu potencial, lacunas importantes ainda persistem. Sua eficicia contra
arbovirus emergentes de grande relevancia regional, como CHIKV e MAY'V, permanece pouco
explorada. Além disso, ¢ essencial avaliar sua atividade antiviral em mosquitos com fundo
genético de populagdes naturais, que apresentam maior diversidade genética, microbiota
complexa e, potencialmente, maior variabilidade na resposta imune antiviral.

Um aspecto frequentemente negligenciado, mas de impacto crescente, ¢ a presenca de
virus especificos de insetos (ISVs) co-infectando populacdes selvagens. Estudos recentes

apontam que ISVs como PCLV e HTV podem interferir diretamente na dindmica de infec¢ao
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por DENV e ZIKV, inclusive modulando positivamente sua replicacdo (Olmo et al., 2023).
Essas interagdes, que envolvem mecanismos da via RNAI, podem alterar significativamente a
eficacia de proteinas antivirais como Logs2 em ambientes naturais.

Dessa forma, esta pesquisa propde-se a investigar o espectro antiviral de Logs2 frente a
ZIKV, CHIKV e MAYYV, sua eficicia em Ae. aegypti com fundo genético de campo e sua
interacdo com ISVs naturalmente presentes. Os resultados desta tese poderdo fornecer bases
cientificas solidas para avaliar o potencial de Loqs2 como ferramenta biotecnoldgica no
controle de arbovirus, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias integradas e mais

sustentaveis no enfrentamento das arboviroses.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da proteina Loqs2 na resposta antiviral de Ae. aegypti frente a

infeccdo por Zika virus (ZIKV), Chikungunya virus (CHIKV) e Mayaro virus (MAYYV),

integrando analises funcionais, moleculares e populacionais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Investigar e caracterizar a atividade antiviral da proteina Loqs2, quando expressa
ectopicamente no intestino de Ae. aegypti, durante a infeccdo por virus da familia
Togaviridae (CHIKV e MAYV) e Flaviviridae (ZIKV), em linhagens laboratoriais
Avaliar a eficacia antiviral de Loqs2, expressa ectopicamente no intestino, frente a
infeccdo por ZIKV em Ae. aegypti com fundo genético de campo, comparando a carga
viral e o padrdo de disseminagao entre mosquitos com e sem expressao de Loqs2
Analisar o impacto da presenca de virus especificos de insetos (ISVs) na atividade
antiviral associada a expressdo ectopica de Logs2 no intestino de mosquitos de campo
infectados por ZIKV.

Investigar a expressdo de genes que interagem com Loqgs2 durante a resposta antiviral
contra Orthoflavivirus, visando identificar intera¢des funcionais e vias de sinaliza¢do

envolvidas na modulagdo da competéncia vetorial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUCAO VIRAL

4.1.1 Cultura celular e infeccao viral

As linhagens celulares C6/36 (derivadas de larvas de Ae. albopictus) e VERO (epitélio
renal de Chlorocebus sp.) foram cultivadas nos meios L15 (Leibovitz’s L15 Medium - Life
Technologies™ Ltd.) e DMEM-high (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM-High,
Sigma-Aldrich), respectivamente. Os meios foram suplementados com 5% de soro bovino fetal
(FBS, Sigma-Aldrich) e antibidticos (penicilina e estreptomicina, Sigma-Aldrich), e as células
foram mantidas em confluéncia de 70% a 80%.

Para a infecgdo, as células foram lavadas com tampao fosfato-salino 1x (PBS 1x),
tratadas com 0,5 mL de tripsina (Sigma-Aldrich) e incubadas por 4 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado o meio de cultivo suplementado com FBS correspondente
para inativacdo da tripsina. A contagem celular foi realizada em camera de Neubauer utilizando
um microscopio invertido Primo Vert Zeiss™, e as células foram ajustadas para 2 x 10° células
por frasco de cultivo celular (frascos F25), permitindo o posterior ajuste do MOI (multiplicidade
de infec¢do) de 0,01.

As células C6/36 foram infectadas com a cepa ZIKV (PE243/2015) (Donald et al.,
2016), enquanto as células VERO foram infectadas com as cepas CHIKV-ECSA (MK244647)
(de Freitas et al., 2024) ou MAYV (TRLV 4675) (Pereira et al., 2018; Sucupira et al., 2020).
O meio de cultivo foi removido, e as células foram expostas ao virus diluido em meio
suplementado correspondente. A adsor¢do viral foi realizada por 1 hora a 28°C para C6/36 e
37°C para VERO, seguida de adicdo de meio e incubacdo por 3 a 7 dias nas respectivas
temperaturas (28°C para C6/36 e 37°C para VERO), com observacao diaria do efeito citopatico
(CPE). Durante esse periodo, 1 mL do sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C.

Apos esse periodo de incubacdo, o sobrenadante foi transferido para tubos de 50 mL e
centrifugado a 1800 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante resultante foi

aliquotado em tubos de 0,6 mL e armazenado a -80°C até sua utilizag@o.

4.1.2 Ensaio de titulagao viral
As amostras virais armazenadas a -80°C foram utilizadas para infectar células A549

(adenocarcinoma pulmonar humano) no caso do ZIKV, e células VERO, no caso do MAYV e
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CHIKYV. Ambas as linhagens foram cultivadas no meio DMEM suplementado com 5% de FBS
e antibidticos. As células foram mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO> (dioxido de
carbono) até atingirem aproximadamente 90% de confluéncia.

Apos contagem, foram semeadas 2 x 10° células por pogo em placas de seis pogos e
incubadas por 8 a 12 horas. As suspensdes virais foram submetidas a diluigdes seriadas
decimais (até 10%) em DMEM, e 500 pL de cada diluicdo foram adicionados aos respectivos
pocos. Um pocgo controle negativo recebeu apenas meio suplementado. A adsor¢do viral foi
realizada por 60 minutos a 37°C com 5% de COa.

Em seguida, foi adicionado 3 a 4 mL de meio contendo carboximetilcelulose (CMC)
para restri¢ao da difusdo viral. As placas foram incubadas por 4 dias, apos os quais o meio foi
descartado, e as células foram fixadas com formaldeido e coradas com violeta cristal. A
formagao de placas de lise viral (plaque forming units - PFU) foi observada para a determinagao

da titulacao viral.

4.2 MANUTENCAO E GERACAO DAS LINHAGENS DE Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti, provenientes de linhagem de referéncia (Bangkok; Olmo ef al.,
2018) e populacdo de campo (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) foram mantidos sob
condi¢des controladas de laboratério. Para a eclosdo, os ovos foram imersos em recipientes
contendo 4gua filtrada, promovendo a liberacdo das larvas. Estas foram alimentadas
diariamente com ragdo para peixes (TetraMin ®) e mantidas a 28°C, com umidade de 70 a 80%,
e fotoperiodo de 12h:12h (luz:escuro).

Apo6s a emergéncia dos adultos, os mosquitos foram mantidos sob condi¢des similares

das larvas, sendo alimentadas com solucgdo de agucar a 10% ad libitum.

4.2.1 Cruzamento de mosquitos selvagens com mosquitos transgénicos- retrocruzamentos

Os ovos de Ae. aegypti provenientes de Belo Horizonte (Minas Gerais), e identificados
morfologicamente, foram gentilmente cedidos pelo Laboratério Mosquitos Vetores, Fiocruz
Minas. Paralelamente, os ovos de mosquitos transgénicos expressando o gene Logs2
(Cp.:Logs2, linhagem Bangkok) no intestino, mantidos em laboratorio, também foram
utilizados. Ambos os grupos de ovos foram individualmente eclodidos em recipientes contendo

4gua filtrada, sendo as larvas alimentadas com racdo TetraMin ® até atingirem o estigio de

pupa.
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Na fase de pupa, realizou a separagdo sexual por meio do método de Fay-Morlan (Fay;
Morlan, 1959), conforme ilustrado na Figura 13. As pupas fémeas de Belo Horizonte foram
transferidas para gaiolas especificas para completarem o desenvolvimento e para
monitoramento da presenga indesejada de machos. Por sua vez, os machos da linhagem
transgénica passaram por triagem adicional sob estereomicroscopio Nikon SMZ18, com o
objetivo de selecionar apenas aqueles que expressavam o gene reporter GFP (green fluorescente

protein), indicativo da presenga do transgene Logs2 no intestino.

Pupas fémeas

Pupas machos

Larvas

Figura 13. Método de Fay-Morlan para a separacio de pupas de Ae. aegypti. A separagdo sexual ¢ baseada
no dimorfismo de tamanho entre as pupas: pupas fémeas, maiores, ficam retidas no dispositivo, enquanto as pupas
machos, menores, atravessam o vidro de separacdo.

Os machos positivos foram transferidos para gaiolas separadas, onde permaneceram por
trés dias para completar o desenvolvimento e monitoramento. Apds esse periodo, as fémeas
selvagens virgens foram colocadas junto aos machos transgénicos em uma unica gaiola
contendo solucdo de sacarose a 10% para o cruzamento.

Para viabilizar a postura de ovos, as fémeas foram alimentadas por 1 hora, no maximo,
em um camundongo da linhagem Swiss anestesiado com uma combinacdao de cetamina e
xilazina (80/8 mg/kg). Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Fiocruz Minas, sob o protocolo LW-16/21). Trés
dias apo6s a alimentacdo, foi colocado um copo de 50 mL contendo papel filtro e 25 mL de dgua

para a oviposicao.
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As geragdes seguintes foram mantidas em condi¢des ambientais controladas em uma
temperatura de 28°C, umidade de 70-80% e fotoperiodo de 12h:12h (luz:escuro). O

procedimento de retrocruzamento foi repetido até a décima geracao (Figura 14).

Parental recorrente Parental doador
Q & X O~
BH - selvagem Cp.:Logs2

Selecdo de pupas expressando GFP

i . -
O =~ X QM o
Cp.: Logs2 BH - selvagem

Retrocruzado
F1

dJ =~ X QM o
Cp.: Logs2 BH - selvagem

Retrocruzado
F1-2

Continua o retrocruzamento até a 10° geracdo

QM g

Cp.: Logs2
Retrocruzado
F1-10

Figura 14. Esquema do processo de retrocruzamento entre mosquitos selvagens e transgénicos de Ae.
aegypti. O cruzamento inicial foi realizado entre fémeas virgens selvagens da linhagem de Belo Horizonte (BH-
selvagem) e machos transgénicos expressando Loqs2 no intestino (Cp.:Logs2). Apds o primeiro retrocruzamento,
pupas machos foram selecionadas com base na expressdo do gene reporter GFP. Esses os machos Cp.:Logs2
retrocruzados (F1) foram cruzados novamente com fémeas BH-selvagem por sucessivas geragoes (até a décima
geracdo — F1-10), mantendo-se a selegdo por GFP a cada ciclo. O objetivo foi a introdugao do transgene Logs2 em
um fundo genético de campo.

4.3 INFECCAO DE Ae. aegypti POR MEIO DA ALIMENTACAO SANGUINEA
4.3.1. Infeccio de Ae. aegypti utilizando camundongos AG129

Os mosquitos fémeas adultos, com idade de aproximadamente de 5 a 7 dias, foram
infectados com o ZIKV ou CHIKV por meio da alimentacdo em um camundongo AG129
previamente infectado, seguido o método descrito por Baldon et al. (2022). O camundongo,
com idade entre 3 e 4 semanas, foi inoculado intraperitoneal com uma suspensao viral contendo

10° PFU/mL, trés dias antes da infecgdo dos mosquitos. Antes da exposi¢do, o animal foi
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anestesiado com cetamina e xilazina (80/8 mg/kg), conforme protocolo aprovado pelo Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA - LW-26/20).

Apos a alimentacao, as fémeas ingurgitadas foram anestesiadas com CO», selecionadas
e mantidas para posterior analise em dois pontos temporais: quatro e oitos dias pds-infeccao
(dpi). Nessas datas, os mosquitos foram dissecados para separa¢dao do intestino e da carcaca
(restante do corpo). Os tecidos foram armazenados individualmente em tubos de 1,5 mL

contendo 200 pL de TRIzol (Invitrogen™) e esferas de vidros, para extracdo de RNA.

4.3.2 Infeccio de Ae. Aegypti utilizando alimentacio artificial

As fémeas adultas de 4e. aegypti, com idade de 5 a 7 dias, foram submetidas a infeccao
oral por meio de uma alimentagdo artificial com membrana, conforme descrito por de
Mendonga et al. (2025). Essa alimentagao foi realizada utilizando sangue humano total (Comité
de Etica em Pesquisa — termo de cooperagdo técnica 20/2021 — Hemominas), no qual os virus
CHIKYV ou MAYYV foram diluidos até uma concentragdo final entre 10*e 10° PFU/mL.

O sangue infectado foi oferecido as fémeas em um sistema de alimentacdo artificial
composto por um reservatdrio de vidro revestido com membrana de intestino de porco,
acoplado a um banho-maria 37°C, por 1 hora. Apos o periodo de alimentacdo, os mosquitos
foram anestesiados com CO2, e apenas as fémeas completamente ingurgitadas foram
selecionadas. Estas foram mantidas em gaiolas para posterior andlise nos dias 4 e 8 dpi, seguido

os mesmos procedimentos descritos na se¢ao 3.3.1.

4.4 EXTRACAO DE RNA

Todos os instrumentos utilizados foram previamente esterilizados por autoclavagio ou
tratados com inibidor de RNAse (RNAseZap, Ambion®). Os tecidos, coletados
individualmente conforme descrito anteriormente, foram homogeneizados com 200 pL de
TRIzol® Reagent (InvitrogenTM) utilizando o equipamento Mini-BeadBeater-96 (Biospec©)
por 1,5 minutos.

Apo6s a homogeneizagdo, as amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 40 pL de clorofomio (Sigma®), com agitacdo
vigorosa em vortex por 15 segundos. Apds nova incubacdo de 10 minutos a temperatura

ambiente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000g, a 4°C.
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A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para um novo tubo, onde foram
adicionados 5 pg de glicogénio ultrapuro (Ambion®), seguido da adicdo de 100 pL de
isopropanol (Sigma®). Apods leve agitacdo em vortex, as amostras foram incubadas overnight
a 20°C. No dia seguinte, foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000g.

O sobrenadante foi descartado e, para lavagem do pellet, foram adicionados 1000 pL de
etanol 75% v/v (Sigma®), preparado com agua livre de nucleases (Nuclease-Free Water,
Ambion®). Ap6s nova agitagdo branda, as amostras foram novamente centrifugadas por 5
minutos a 7.500g. O etanol foi cuidadosamente descartado e os pellets foram secos invertendo
os tubos sobre papel absorvente.

O RNA total foi ressuspendido em 10 pL de agua livre de nucleases (Ambion®), ¢ as

amostras foram armazenadas imediatamente a -80°C até o momento da utilizagao.

45 QUANTIFICACAO RELATIVA DE RNAs VIRAIS PELA TECNICA DE
TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DE PCR QUANTITATIVO (RT-gPCR)

4.5.1 Reacao em cadeia da polimerase

A sintese da primeira fita do cDNA (DNA complementar) foi realizada utilizando a
enzima Transcriptase Reversa M-MLV (Promega®), com tampao da enzima (50 mM Tris-HCI
pHS.3; 75 mM KCI; 3 mM MgCl2), 500 ng de RNA total, 15 mM de Random Primers, 625 pM
de dNTPs, 0,01 M de DTT e 4gua livre de RNAse, totalizando um volume final de 20 pL.

Inicialmente, a desnaturagdo do RNA foi conduzida pela incubagdo da mistura RNA e
random primers a 70°C por 10 minutos em termociclador, seguida de resfriamento imediato a
4°C. Posteriormente, foram adicionados o tampao da enzima, DTT (ditiotreitol) e 2 unidades
da enzima transcriptase reversa. A reacdo foi entdo incubada a 42°C por 60 minutos, seguida
de inativacdo da enzima a 72°C por 5 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas a -
20°C até o momento do uso.

Controles negativos de transcri¢do reversa (RT-), sem adicdo da enzima, foram
incluidos em todas as reagodes, a fim de verificar possivel contaminacdo por DNA gendmico,

uma vez que nao foi realizado tratamento com DNAse nas amostras de RNA total.

4.5.2 Desenho dos iniciadores
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O iniciadores utilizados neste estudo foram desenhados por meio do software
Primer3Plus (Untergasser ef al., 2012), com modifica¢gdes nos parametros padrdo. Os critérios
adotados incluiram: tamanho do amplicon entre 70 e 150 nucleotideos, temperatura ideal de

anelamento de 60°C, contetido GC em torno de 50% e no méaximo de 3 bases seguidas repetidas.

4.5.3 PCR em tempo real (qPCR)

A andlise da expressao génica e quantificacao relativa da carga viral foram realizadas
por meio da técnica de PCR em tempo real (QPCR), utilizando o kit SYBR® GREEN PCR
Master Mix (Applied® Biosystems), conforme as instrugdes do fabricante. As reacdes foram
conduzidas no equipamento QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Applied®
Biosystems).

As anilises foram baseadas no método comparativo 274t

, utilizando o gene constitutivo
RpL32 (Ribosomal protein L32) como controle endégeno para normalizacdo da expressao
génica e da carga viral. Essa abordagem permite corrigir variagdes na quantidade de RNA entre
as amostras, uma vez que nao foi realizada a quantificagao prévia do RNA antes da reagao de
RT-qPCR.

A eficiéncia dos diferentes pares de iniciadores foi previamente avaliada por meio de
curvas padrao, obtidas a partir de diluigdes seriadas (10X) de amostras de cDNA. Todas as
reacdes foram realizadas em triplicata, com concentracdo final dos primers de 50nM. Os valores

de baseline e threshold foram ajustados individualmente para cada par de primers, conforme

indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados nas rea¢des de qPCR para os diferentes alvos investigados

Alvo Sequéncia (57 - 3) Sequéncia (3* - 5") Referéncia
RpL32 AGCCGCGTGTTGTACTCTG ACTTCTTCGTCCGCTTCTTG iﬁfgﬁ;%
GFP CGACCACTACCAGCAGAACA TCTCGTTGGGGTCTTTGC g%igﬁ@
Logs2 ACGTGAGTTGACCAATGCCA CGAACAACCGCAAGCTAACC g%;g;‘m’
PCLV AGACAAGAAGAGTTGAGTGTGCT ~AGCAACGTAATTAGTCCCTCCA Eg?;g;
HTV TAGGTTACGGGCCAGATGGT ATCCTCATAGGCGTCGGTGT Szgﬁég
ZIKV TCAAACAATGGCAGTCAGTG GCTTGTTGAAGTGGTGGGAG S%%Rg?
MAYV GTGGTCGCACAGTGAATCTTTC ~ CAAATGTCCACCAGGCGAAG Sig%ﬁb)
CHIKV AAGCTYCGCGTCCTTTACCAAG ~ CCAAATTGTCCYGGTCTTCCT 5?%3;?
AAEL004859  AATAGTTTCCGCGCGTTTGC TCAAGAAGCCTCCGGTGAAA  Davarit

2023)
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Continuacao da Tabela 1

Dipl CCCTGCGAGATCTGGTCATC GAGCCGTTGTTGCCATTGTT g(a);ga)mt,
AAEL022113 CCGAAAACCAGTCCTGTCGA CACAGTGTGCGTTTCGGTTT gg;g?rit’
AAEL004699 GTGTATTGAACGGCATCGCC ATTGGGAACGAAGCCTCCAG g%gg;‘rit’
AGO2 AGATTGACAAGCAGAAAATCCAC CATTTGGACGCATCAGCA g?}r;‘gleg)
R2D2 GGGGAATTCACAAGACGAAG GCGTCTTAATCATCTCGTTGC

Dicer-2 GGGCGATGTGTTCGAGAG GGCAAAGTCGTTTCCAGAGT

Logs GGACAAGGATGCCATGGGTA GCCTTGATGTTCAACCCACC

LTV ATGGTCGTGATGTGTATGAG TCTAGCGGGATATGCTGATA 2?3?8263’)

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software R (versao
4.3.3), utilizando scripts desenvolvidos para o processamentos dos dados e geracao dos graficos
com o pacote ggplot2 (Valero-Mora, 2010; Wilkinson, 2005). Para a andlise da carga viral,
foram aplicados dois testes ndo paramétricos: o teste de U de Mann-Whitney, utilizando para
comparagdo entre dois grupos independentes, ¢ o teste de Kruskal-Wallis, aplicado quando mais
de dois grupos foram comparados. Para a avaliagao da prevaléncia de infecgdo, foi utilizou-se
o teste exato de Fisher, apropriado para tabelas de contingéncias com frequéncias pequenas.

Valores de p inferiores a 0,05 (p < 0,05) foram considerados estatisticamente significativos.

4.6 ANALISE DO VIROMA DE de. aegypti COLETADOS EM BELO HORIZONTE
UTILIZANDO BIBLIOTECAS DE PEQUENOS RNAs

4.6.1 Construcio de bibliotecas de pequenos RNAs

Mosquitos adultos coletados na cidade de Belo Horizonte (Minas Gerais) foram cedidos
pelo Laboratorio Mosquitos Vetores, Fiocruz Minas. Para as analises, os mosquitos foram
agrupados em pools contendo 24 individuos, totalizando quatro grupos: dois compostos por
machos e dois por fémeas. Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA conforme descrito na
secdo 3.4. A qualidade do RNA obtido foi avaliada por meio do sistema 2100 Bioanalyzer
system (Agilent).

Para a construcao das bibliotecas e andlises, seguimos o protocolo descrito por Almeida,
(2023), Olmo et al. (2023). Os RNAs foram purificados por eletroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE) em condi¢des desnaturantes, e a regido do gel contendo bandas
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correspondentes a fragmentos com tamanhos entre 18 e 35 nucleotideos foi excisada para
posterior purificacao.

As bibliotecas foram entao preparadas utilizando o kit NEBNext Multiplex Small RNA
Library Prep (New 45 England BioLabs), seguindo as recomendag¢des do fabricante, com uma
modificacdo: a substituicdo do adaptador 5° por um analogo contendo seis nucleotideos extras
na extremidade 3°, com o objetivo de melhorar a precisdo identificacdo das sequéncias dos
pequenos RNAs clonados. A preparagao das bibliotecas foi realizada pelo Dr. Roenick Olmo
(CNRS, Université de Strasbourg).

As bibliotecas foram sequenciadas pela plataforma GenomEast, membro do consoércio
“France Genomique” (ANR-10-INBS-0009), em modo single-end, com 100 ciclos, no
equipamento [llumina NextSeq 2000.

4.6.2 Metagenomica baseada em pequenos RNAs para identificacio viral

As sequencias brutas geradas foram avaliadas quanto a qualidade utilizando o sofiware
Fastqc (Andrews, 2010). Em seguida, as reads passaram por filtragem quanto a qualidade e
remocao de adaptadores com o programa Trim Galore (Krueger, 2012). Reads com qualidade
média inferior a Phread 20, contendo bases ambiguas ou com comprimento inferior a 15
nucleotideos foram descartados.

As sequencias processadas foram alinhadas contra o genoma de referéncia de Ae.
aegypti (Refseq: GCA_002204515.1) (Matthews et al., 2018), utilizando o software Bowtie (v.
1.2.3) (Langmead et al., 2009). As sequéncias nao mapeadas foram utilizadas para a montagem
de contigs.

A montagem foi realizada com os softwares SPAdes (Bankevich et al., 2012) e Velvet
(Zerbino; Birney, 2008), considerando conjuntos de reads em trés faixas de tamanho: 20-22 nt,
24-30 nt e 18-35 nt. Utilizou-se também o VelvetOptimser (Zerbino, 2010) para ajuste do valor
de k-mer (15), conforme descrito por Aguiar et al., 2015. Os contigs gerados foram
posteriormente combinados com o software CAP3 (Huang; Madan, 1999).

Os contigs montados foram classificados como virais, ndo virais e desconhecidos
utilizando os programas BLASTn+ (Camacho et al., 2009) e DIAMOND (Buchfink; Reuter;
Drost, 2021) por meio de alinhamentos locais contra as bases de dados nt e nr (proteinas) do
Genbank. Informagdes taxondmicas foram associados aos resultados com scripts do nosso

grupo (https://github.com/JPbio/Metagenomics_dealing with blastn_diamond results).
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As reads processadas foram entdo realinhadas aos contigs classificados como virais por
similaridade de sequéncia, utilizando Bowtie com os pardmetros -v 1 (permitindo um
mismatch) e -k1 (melhor alinhamento por read), possibilitando a avaliacdo da cobertura dos
contigs e dos perfis de tamanho dos pequenos RNAs.

Posteriormente, foi realizada uma busca direcionada para identificar a possivel presenga
de arbovirus transmitidos por Ae. aegypti com baixa carga viral, que poderiam nao ter sido
montados por de novo. Para isso, foi criada uma referéncia com sequéncias representativas
obtidas do Refseq NCBI para os seguintes virus: DENV (NC 001477.1, NC 001474.2,
NC 001475.2, NC _002640.1, NC 075403.1, NC 075435.1); ZIKV (NC_035889.1,
NC _075414.1, NC_075423.1, NC_075429.1); CHIKV (NC _004162.2, NC 075020.1); YFV
(NC_002031.1); Usutu virus (NC_006551.1) e WNV (NC _001563.2, NC_009942.1).

Todas as etapas destas analises foram conduzidas em colabora¢ao com o Dr. Jodo Paulo

Pereira de Almeida.

4.7 WESTERN BLOT

Os intestinos de 4e. aegypti foram dissecados em PBS 1X, imediatamente transferidos
para tubos mantidos em gelo seco e armazenados a -80°C. Para lise dos tecidos, as amostras
foram transferidas para o nitrogénio liquido e maceradas em homogeneizador de tecidos
(Beadbeater, BioSpec) por trés ciclos de congelamento e maceragdo por 45 segundos. As
amostras foram lisadas em tampao NP-40 (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCl2, 1% NP-40) suplementado com inibidores de protease e fosfatase (Sigma, 1,0 mM
AEBSF, 10,0 pg/mL de leupepitina e aprotinina). Em seguida, os lisados foram
homogeneizados com auxilio de seringas (agulha 29G-0.33 mm), incubados sob agitacdo no
gelo por 30 minutos e centrifugados a 13000 x g por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
coletados e as proteinas totais quantificadas pelo método de BCA (Pierce BCA Protein Assays,
Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para cada extrato, 25 pg
de proteinas totais foram diluidas em tampao contendo Laemmli buffer (concentragdo final:
32.9 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1,05 % SDS, 13.15 % (w/v) glycerol, 0.01% bromophenol blue) e
aquecidas a 95°C por 5 minutos.

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE). Brevemente, foram aplicados 25 pg de proteina total/amostra em um gel SDS-
PAGE a 10% (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de so6dio) para a

separacao das proteinas. Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para membranas de
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PVDF (difluoreto de polivinilideno) utilizando transferéncia em tanque/imida contendo
Towbin buffer (25 mM TRIS, 192 mM glicina, 20% v/v metanol, 0,375% SDS, pH 8.3) a
25V/4°C/16 horas. A eficiéncia de transferéncia foi analisada por coloracdo de Ponceau e as
membranas foram lavadas em TBST por 5 minutos, bloqueadas com solucao de 10% de leite
com baixo teor de lipideos (desnatado) diluido em solu¢ao de tampao de TRIS-NaCl (TBS: 20
mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7.4) com 0,1% Tween 20 (TBST, Synth, T1028), por 1 hora a
temperatura ambiente.

Para detec¢ao de 3X-Flag:Logs2, as membranas foram incubadas por 16 horas com
anticorpo primario Anti-FLAG monoclonal (Sigma F3165, dilui¢ao 1/2000), diluido em TBST
contendo 3% de leite desnatado (Molico, Nestlé¢), a 4°C sob agitacdo. No dia seguinte, o
anticorpo primdrio foi removido, as membranas lavadas em TBST (3 ciclos de 10 minutos) e
incubadas com anticorpo secundario Anti-camundongo conjugado com HRP (Millipore,
dilui¢do 1/5000), também diluido em TBST com 3% de leite desnatado, por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitacdo. Para deteccdo da proteina enddgena histona H3, as
membranas foram bloqueadas como descrito anteriormente e incubadas com o anti-H3 (Abcam,
dilui¢do 1/2000) em solucdo de anticorpo primario por 16 horas/4°C. Apos a lavagem com
TBST (3 ciclos de 10 minutos), as amostras foram incubadas com anticorpo secundario Anti-
coelho conjugado com HRP (Bio-Rad, diluicao 1/5000), também diluido em TBST com 3% de
leite desnatado, por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacao. Posteriormente, as membranas
foram lavadas com TBST e a deteccao realizada com o reagente de detec¢do Amersham ECL

Pirme, utilizando o sistema de quimioluminescéncia da plataforma Bio Rad ChemiDoc.
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTIVIRAL DE LOQS2 NA INFECCAO POR ORTHOFLAVIVIRUS EM
Ae aegypti

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo demonstraram que Logs2 possui uma
atividade antiviral significativa na infeccdo por DENV em Ae. aegypti. No entanto, mais
estudos com outros Orthoflavivirus serao necessarios para se obter um entendimento mais
amplo sobre o efeito de Loqs2 na infeccdo por flavivirus de forma geral. Para expandir o
conhecimento sobre o papel de Logs2, decidiu-se investigar sua atuagdo na infec¢do por ZIKV

em Ae. aegypti, quando Logs2 ¢ ectopicamente expresso no intestino médio.

5.1.1 Atividade antiviral de Loqs2 na infec¢iio por ZIKV

Para avaliar a atividade antiviral de Loqs2 contra o ZIKV, utilizamos mosquitos
transgénicos nos quais Logs2 foi ectopicamente expresso no intestino médio. O gene Logs?2 foi
integrado no genoma dos mosquitos sob o controle da regido promotora do gene
carboxipeptidase (Cp), que regula a expressao de Logs2 em resposta a alimentagdo com sangue.
A linha transgénica resultante foi designada Cp.:Logs2. Mosquitos transgénicos e selvagens,
com idades entre 5 e 7 dias, foram expostos a camundongos AG129 virémicos para ZIKV,
permitindo a aquisi¢do do virus durante a alimentacdo. Apos a exposigdo, a carga viral foi
quantificada no intestino e na carcaga (restante do corpo) dos mosquitos em dois tempos
distintos: 4 e 8 dias pos-infecgao (dpi).

No intestino dos mosquitos, os resultados demonstraram uma redug¢ao significativa da
carga viral nos mosquitos que expressam Logs2 em compara¢do com os mosquitos selvagens,
tanto aos 4 dpi (p = 5,04 x 10°%) quanto 8 dpi (p = 0,03), conforme analise pelo teste de U de
Mann-Whitney (Figura 15.A-B). Além disso, o teste de Fisher revelou uma diminui¢do
significativa no nimero de intestinos infectados com ZIKV nos mosquitos que expressam

Logs2 aos 4 dpi (p = 0,0242).
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Figura 15. Efeito antiviral de Loqs2 no intestino de Ae. Aegypti durante a infec¢cdo por ZIKV. A. Carga viral
de ZIKV no intestino de mosquitos que expressam Logs2 (Cp.:Logs2) em comparagdo com o controle (selvagem)
nos tempos de 4 e 8 dpi. B. Prevaléncia de infec¢do por ZIKV nos intestinos avaliados em 4 e 8 dpi. Para as
analises estatisticas, foi aplicado o teste de U de Mann-Whitney (A) e o teste de Fisher (B). Os valores de ACt
foram submetidos a mediana para a constru¢do dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

No que se refere a carcaga, aos 4 dpi, observou-se uma tendéncia de redu¢do no numero
de mosquitos infectados nos grupos que expressam Logs2 no intestino, embora sem
significancia estatistica (p > 0,05) (Figura 16.A). Aos 8 dpi, a carga viral de ZIKV foi
significativamente menor nas carcagas dos mosquitos que expressam Loqs2 no intestino, em
compara¢do com os controles selvagens (p = 0,03), conforme andlise pelo teste de U de Mann-
Whitney (Figura 16.B). Adicionalmente, o teste de Fisher indicou que ndo houve uma
diminui¢do significativa no nimero de carcacgas infectadas com ZIKV nos mosquitos que
expressam Loqs2, tanto aos 4 dpi quanto 8 dpi. No geral, os resultados indicaram que, apesar
da prevaléncia da infecg¢do sistémica por ZIKV ndo tenha apresentado reducdo significativa,

Logs2 foi capaz de reduzir a carga viral nos mosquitos que apresentaram infec¢ao na carcaga.
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Figura 16. Efeito antiviral de Loqs2 na carcaca de Ae. aegypti durante a infec¢do por ZIKV. A. Carga viral
de ZIKV na carcaga de mosquitos que expressam Logs2 no intestino em comparagdo com o controle (selvagem)
nos tempos de 4 e 8 dpi. B. Prevaléncia de infec¢do por ZIKV nas carcacas avaliados em 4 ¢ 8 dpi. Para as analises
estatisticas, foi aplicado o teste de U de Mann-Whitney (A) e o teste de Fisher (B). Os valores de ACt foram
submetidos a mediana para a construgdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

5.2 ATIVIDADE ANTIVIRAL DE LOQS2 NA INFECCAO POR ALPHAVIRUS EM Ae.
aegypti

Apo6s demonstrar que a expressdo ectopica de Logs2 no intestino de Ae. aegypti confere
protecado antiviral contra ZIKV, investigamos se esse efeito se estende a outros grupos virais de
relevancia médica. Para avaliar a amplitude da atividade antiviral de Logs2, selecionamos dois
Alphavirus distintos: CHIKV e MAYV. Essa escolha permitiu testar se a capacidade inibitoria
de Logs2 ¢ restrita aos Orthoflavivirus ou se representa um mecanismo de defesa mais amplo,
capaz de interferir na replicag¢@o de virus com diferentes estratégias replicativas e caracteristicas

estruturais. A inclusdo desses dois Alphavirus também possibilitou avaliar se o efeito protetor
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¢ consistente entre membros da mesma familia, mas com particularidades evolutivas e

patogénicas distintas.

5.2.1. Atividade antiviral de Loqs2 na infec¢ao por Chikungunya virus

Para avaliar a atividade antiviral de Loqs2 contra CHIKYV, utilizamos a alimentacdo
artificial em membrana. Isso foi necessario, uma vez que a infeccdo por CHIKV em
camundongos AG129 ainda ndo estd completamente padronizada em nosso laboratorio, o que,
em algumas ocasides, resulta em uma morte rapida dos camundongos ap6s a inoculagdo do
virus, dificultando a obtencdo de sangue de camundongos virémicos para alimentar os
mosquitos.

Mosquitos transgénicos expressando Logs2 no intestino e mosquitos selvagens foram
expostos a sangue total humano contendo CHIKV, com uma titulagdo final de 3,5 x 10°
PFU/mL. Os resultados demonstraram que todos os mosquitos apresentaram intestinos
infectados com CHIKV aos 4 dpi (Figura 17.B). No entanto, observou-se uma redugdo
significativa na carga viral nos intestinos dos mosquitos que expressam Logs2, em comparagdo
com os controles selvagens (p = 0,03), conforme analise pelo teste de U de Mann-Whitney
(Figura 17.A). Esses resultados sugerem que, em tempos iniciais de infec¢ao, Logs2 € capaz de
limitar a carga viral nos intestinos dos mosquitos. Contudo, aos 8 dpi, ndo foi observada

atividade antiviral de Logs2, indicando que o efeito ¢ transiente e restrito ao inicio da infec¢ao.
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Figura 17. Efeito antiviral de Loqs2 no intestino de Ae. aegypti durante a infeccao por CHIKYV. A. Carga
viral de CHIKV no intestino de mosquitos que expressam Logs2 no intestino (Cp.:Logs2) em compara¢do com o
controle (selvagem) nos tempos de 4 e 8 dpi. B. Prevaléncia de infec¢do por CHIKV nos intestinos avaliados em
4 ¢ 8 dpi. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de U de Mann-Whitney (A) e o teste de Fisher (B). Os
valores de ACt foram submetidos a mediana para a construgdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Quando analisamos a carcaca, observou-se que atividade antiviral de Loqs2 aos 4 dpi,
com uma reducdo significativa da carga viral de CHIKV nos mosquitos que expressam Loqs2
no intestino em comparagdo com os controles selvagens, conforme andlise pelo teste de U de
Mann-Whitney (p = 1,10 x 10°%). No entanto, aos 8 dpi, houve um aumento significativo da

carga viral nas carcacas do grupo que expressa Loqs2 em comparagdo com o grupo controle
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(Figura 18.A). Além disso, todos as carcacas estavam infectadas com CHIKV nesse mesmo

tempo.
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Figura 18. Efeito antiviral de Loqs2 na carcaca de Ae. aegypti durante a infec¢io por CHIKV. A. Carga viral
de CHIKYV na carcaga de mosquitos que expressam Logs2 no intestino (Cp.:Logs2) em comparagdo com o controle
(selvagem) nos tempos de 4 e 8 dpi. B. Prevaléncia de infeccao por CHIKYV nas carcagas avaliados em 4 e 8 dpi.
Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de U de Mann-Whitney (A) e o teste de Fisher (B). Os valores de
ACt foram submetidos @ mediana para a constru¢do dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Os resultados, de um modo geral, demonstram que, em tempos iniciais de infec¢do, a
expressao ectopica de Logs2 no intestino € capaz de limitar a carga viral inicial nos mosquitos.
Contudo, em tempos mais avancados da infeccdo, como observado aos 8 dpi, Logqs2 ndo
consegue mais controlar a disseminacao viral, resultando em um aumento significativo da carga

viral nas carcacas dos mosquitos, especialmente no grupo que expressa Logs2 no intestino.
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Esses achados sugerem que o efeito antiviral de Loqs2 ¢ transiente, restrito ao inicio da
infeccdo, e ndo ¢ suficiente para controlar a replicacdo viral em estdgios mais avangados da
infecgao.

Esse resultado pode estar relacionado a saturacao do sistema de defesa dos mosquitos,
provocada pela alta titulagdo viral utilizada no experimento. A elevada carga viral inicial pode
ter sobrecarregado o sistema imunologico do mosquito, resultando na perda de controle da
replicagdo viral e, consequentemente, na disseminacdo desregulada do virus nas carcacas.
Desde o inicio das analises, aos 4 dpi, observou-se que todos os intestinos estavam infectados
(Figura 17.B), o que reforca a hipotese de saturag@o. Para evitar esse problema, optou-se por
avaliar a infec¢do por CHIKV em diferentes diluigdes e tempos (3 e 6 dpi), com o intuito de
evitar a saturagao e obter uma analise mais precisa da atividade antiviral de Logs2.

Dessa forma, os mosquitos Cp.:Loqs2 e selvagens foram expostos a sangue total
humano contendo CHIKV em diferentes titulacdes virais: 3,5 x 10° PFU/mL, 7 x 10° PFU/mL
e 7 x 10* PFU/mL, respectivamente. As analises foram realizadas aos 3 e 6 dpi (Figura 19 e 20).
No intestino dos mosquitos que expressam Loqgs2, ndo foi observada atividade antiviral
significativa na carga viral aos 3 e 6 dpi, independentemente da titulacdo utilizada (Figura
19.A). No entanto, ao avaliar a prevaléncia de infec¢ao, observou-se uma tendéncia de redugao
no niimero de intestinos infectados aos 3 dpi na maior titulagdo (3,5 x 10° PFU/mL) (Figura
19.B). Para a titulagdo intermediaria (7 x 10° PFU/mL), observou-se uma tendéncia de aumento
no numero de intestinos infectados em 3 dpi, mas com uma tendéncia de redugdo aos 6 dpi
(Figura 19.B). J4 na menor titulacdo (7 x 10* PFU/mL), observou-se uma tendéncia de redugio
no numero de intestinos infectados em comparacao com os selvagens, com um efeito antiviral
significativo de Logs2 aos 6 dpi (p = 0,0129) (Figura 19.B).

Quanto a carcaga, observou-se uma tendéncia de diminuicdo da carga viral de CHIKV
nas carcagas oriundas de intestinos que expressam Loqs2 nas titulagdes analisadas em 3 dpi
(Figura 20.A). Essa tendéncia sugere que a expressao de Logs2 pode estar associada a um
controle inicial da infec¢do, possivelmente por meio da modulacao da resposta imune inata do
mosquito. No entanto, a auséncia de significdncia estatistica pode estar relacionada a
variabilidade biologica ou ao tamanho amostral. Na menor titulagdo (7 x 10* PFU/mL),
nenhuma infec¢ao foi detectada nas carcacas provenientes de mosquitos que expressam Logs2
no intestino aos 3 dpi, o que era esperado, uma vez que pode estar relacionando & menor carga
viral adquirida. Esse resultado ¢ consistente com o fato de que houve poucos intestinos

infectados nesse grupo (Figura 19.B e Figura 20.B).
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Enquanto a taxa de deteccao viral, observou-se uma reducao significativa no numero
de carcacas infectadas proveniente de mosquitos que expressam Logs2 no intestino em 6 dpi na
titulagdo 7 x 10* PFU/mL (p = 0,0234; Figura 21.B). Nas outras titulagdes (3,5 x 10° PFU/mL
e 7 x 10°PFU/mL), observou-se uma tendéncia de diminui¢io no nimero de carcagas infectadas
nos tempos analisados, exceto na titulagdo mais alta (3,5 x 10° PFU/mL) aos 6 dpi, onde nio
foi observada redugdo (Figura 21.B). Essa variagao pode estar relacionada a capacidade do virus
de escapar do controle mediado por Loqs2 em cargas virais mais altas, onde a replicagao viral

¢ mais intensa e pode sobrecarregar o sistema de defesa do mosquito.
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de Fisher (B). Os valores de ACt foram submetidos a mediana para a construcao dos graficos. NS: ndo significativo
(p-valor > 0,05).

5.2.2 Atividade antiviral de Loqs2 na infeccio por Mayaro virus

Apods a andlise da atividade antiviral de Loqgs2 durante a infecgdo por CHIKV,
expandimos nossas investigagdes para outro arbovirus da familia Togaviridae, o MAYV, com
o intuito de avaliar se o efeito antiviral de Logs2 ¢ consistente em diferentes membros dessa
familia viral. Para isso, utilizamos a mesma metodologia empregada nos experimentos com
CHIKYV, a fim de garantir a comparabilidade dos dados. Vale destacar que a avalia¢do da
atividade de Logs2 na infec¢do pelo MAY'V se constitui como um estudo preliminar, realizado
como experimento piloto, com um tamanho amostral limitado e auséncia de réplicas
experimentais. Esses fatores devem ser levados em consideracdo na interpretagdo dos
resultados, uma vez que o tamanho amostral reduzido pode comprometer a robustez estatistica
e a generalizacdo dos achados.

Os mosquitos Ae. aegypti foram alimentados com sangue total contendo MAYV em
uma titulagdo final de 2,9 x 10° PFU/mL, sendo realizadas avaliacdes em dois esquemas

temporais distintos: 3 e 6 dpi, seguidos de novas coletas aos 4 e 8 dpi. O uso de diferentes
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pontos temporais visa avaliar a dindmica de controle viral mediada por Logs2 em momentos
criticos da infeccdo, desde os estagios iniciais até os mais avangados.

Nos intestinos dos mosquitos, embora ndo tenha sido observada uma redugdo
significativa da carga viral no grupo que expressa Logs2 (Figura 21.A), verificou-se uma
tendéncia consistente de diminuicdo da carga viral nos tempos analisados. Essa tendéncia
sugere que, apesar da auséncia de significancia estatistica, Logqs2 pode exercer algum efeito
inibitorio sobre a replicagdo do virus, especialmente em estagios iniciais da infec¢dao. No
entanto, a prevaléncia de infec¢cao foi maior no grupo de mosquitos que expressam Logs2, com
um aumento significativo no numero de intestinos infectados, particularmente aos 4 dpi (p =
0,0259; Figura 21.B). Esses resultados indicam que, apesar de uma possivel atividade antiviral,
a expressao ectopica de Logs2 no intestino pode ndo ser suficiente para controlar a infecgao
viral de maneira eficaz, possivelmente devido a saturagcdo do sistema de defesa antiviral do
mosquito ou a incapacidade do mecanismo de Logs2 de gerenciar a carga viral em tempos mais

avangados da infecgao.
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Figura 21. Efeito antiviral de Loqs2 na infeccio por MAYYV no intestino de Ae. aegypti. A. Carga viral e
prevaléncia de infeccdo por MAYV nos intestinos que expressam Logs2 (Cp.:Logs2) em comparagdo com o
controle (selvagem) nos tempos de 3 e 6 dpi. B. Carga viral e prevaléncia de infecgdo por MAYV nos intestinos
que expressam Logs2 (Cp.:Logs2) em comparagdo com o controle (selvagem) nos tempos de 4 ¢ 8 dpi. Para as
analises estatisticas, foi aplicado o teste de U de Mann-Whitney (carga viral) e o teste de Fisher (prevaléncia de
infeccdo). Os valores de ACt foram submetidos @ mediana para a construgdo dos graficos. NS: néo significativo
(p-valor > 0,05).

Em relacdo a taxa de disseminacdo do MAY'V do intestino para os tecidos restantes dos
mosquitos (Figura 22.A), observamos que poucas carcagas apresentaram infec¢do detectavel
aos 3 e 4 dpi, tanto no grupo controle quanto no grupo Cp.:Logs2. No entanto, aos 6 dpi,
observou-se uma tendéncia de aumento na carga viral nas carcagas dos mosquitos que
expressam Logs2 no intestino, acompanhada de uma tendéncia de diminui¢do no numero de
carcagas infectadas com MAY'V (Figura 22.B). Esses resultados, aparentemente contraditorios,
podem refletir variagdes bioldgicas associadas ao nimero reduzido de amostras analisadas neste
estudo piloto, o que limita a robustez das conclusdes. Além disso, os dados sugerem que a

resposta do Ae. aegypti ao MAY'V pode ser distinta daquela observada para o CHIKV, embora
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estudos adicionais com maior poder estatistico sejam necessarios para confirmar estas

observagoes.
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Figura 22. Efeito antiviral de Loqs2 na infeccio por MAYV na carcaca de Ae. aegypti. A. Carga viral e
prevaléncia de infeccdo por MAYV nas carcagas de mosquitos que expressam Logs2 no intestino (Cp.:Loqs2) em
comparagdo com o controle (selvagem) nos tempos de 3 e 6 dpi. B. Carga viral e prevaléncia de infeccdo por
MAY'V nas carcagas de mosquitos que expressam Logs2 no intestino (Cp.:Logs2) em comparagdo com o controle
(selvagem) nos tempos de 4 ¢ 8 dpi. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de U de Mann-Whitney (carga
viral) e o teste de Fisher (prevaléncia de infecg¢do). Os valores de ACt foram submetidos & mediana para a
construcgdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Embora esses resultados fornecam pistas interessantes, ¢ importante ressaltar que
estudos subsequentes, com um maior nimero de amostras € com maior poder estatistico, serdo
necessarios para validar essas observagdes e para determinar se a expressao ectopica de Logs2
pode de fato influenciar a disseminagdo do MAYV de forma diferente em comparagdo ao
CHIKV. Esses estudos também deverdo investigar mais profundamente os mecanismos
subjacentes a essas diferencas, considerando a complexidade das interagdes entre 0 mosquito

vetor, os arbovirus e os fatores de defesa antiviral mediada por Logs2.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE LOQS2 EM POPULACOES DE Ae.
aegypti COM FUNDO GENETICO DE POPULACOES DE CAMPO BRASILEIRAS

Embora nossos estudos indiquem que a expressao ectdpica de Logs2 nao apresente um
efeito antiviral generalista, os resultados de forma consistente demonstram sua eficicia contra
flavivirus. Neste estudo, mostramos sua eficacia contra o ZIKV, enquanto pesquisas anteriores
realizadas pelo nosso grupo ja evidenciaram sua acao contra o DENV (Olmo et al., 2018). No
entanto, ¢ importante destacar que esses experimentos foram realizados em mosquitos
transgénicos com o fundo genético de uma linhagem de laboratorio, a linhagem Bangkok, que
esta no laboratorio ha muitas geragdes. Essa longa adaptagdo ao ambiente de laboratorio pode
ter levado a selegdo de caracteristicas que favorecem a sobrevivéncia nessas condi¢des, além
de acumular mutagdes devido a consanguinidade e a deriva genética associada ao pequeno
numero de individuos nas populacdes mantidas em laboratério. Além disso, a diminui¢ao da
exposicao a patdgenos, incluindo virus, pode ter provocado mudangas na composi¢ao genética
dessas populagdes em relacdo as populagdes de campo, como resultado do relaxamento na

selecao natural.

5.3.1. Geracao de linhagens de mosquitos transgénicos com fundo genético de populagoes

de campo brasileiras com expressiao de Loqs2 no intestino médio

Para responder de maneira mais robusta se a expressao ectopica de Logs2 no intestino
pode ser uma estratégia viavel para reduzir a infeccdo e, consequentemente, a transmissao de
arbovirus em condi¢des naturais em territorio brasileiro, realizamos o retrocruzamento dos
mosquitos transgénicos com fundo genético de Bangkok com mosquitos provenientes de
populagdes de campo brasileiras. Nossas andlises da atividade antiviral de Logs2 contra
CHIKV, MAYYV e ZIKV demonstraram que, at¢ o momento, sua a¢ao parece ser especifica
para virus do género Orthoflavivirus, como ZIKV e DENV, em Ae. aegypti com expressao de
Logs2 no intestino e fundo genético de Bangkok (Olmo et al., 2018). Com base nesses achados,
decidimos expandir nossas investigacdes para avaliar a atividade de Logs2 contra ZIKV em
uma populacdo geneticamente similar do Brasil. Essa escolha foi fundamentada por dados
anteriores, que indicam variagdes na suscetibilidade a infec¢do por DENV e CHIKV entre
populagdes de Ae. aegypti provenientes de diferentes cidades do Brasil (de Freitas et al., 2024,
2025). Para isso, realizamos retrocruzamentos por 10 geracdes entre a linhagem de Ae. aegypti

que expressa Logs2 no intestino e mosquitos de campo coletados em Belo Horizonte, Minas
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Gerais. O objetivo foi obter uma linhagem com expressdo intestinal de Logs2, mas com um

fundo genético de campo, permitindo assim uma avaliacdo mais abrangente da atividade.

5.3.2 Avaliacdo da atividade antiviral de Loqs2 em mosquitos com fundo genético de

campo

ApoOs obtencao da linhagem, realizamos a infec¢ao com ZIKV em trés grupos distintos:
(1) mosquitos transgénicos (Cp.:Logs2 retrocruzados), (2) controles retrocruzados (mosquitos
de campo retrocruzados sem expressdo de Logs2 no intestino), e (3) controles selvagens
(mosquitos de campo ndo retrocruzados sem expressao de Logs2 no intestino). A infecgao foi
realizada meio da alimentacdo sanguinea em camundongo previamente infectado. Aos 4 e 8
dpi, os mosquitos foram dissecados para separacdo do intestino e carcaga, permitindo a
quantificagdo da carga e determinacdo da taxa de infeccdo desses tecidos, com o objetivo de
avaliar a atividade antiviral de Loqs2.

Os resultados demonstraram uma tendéncia de reducdo na carga viral nos intestinos dos
mosquitos Cp.:Logs2 retrocruzados em comparacdo com os controles aos 4 dpi, embora esta
diferen¢a ndo tenha alcangado significancia estatistica (Figura 23.A). Entretanto, essa tendéncia
nao foi mantida em 8 dpi, quando ndo observamos nenhuma reducao da carga viral no grupo
Cp.:Logs2 retrocruzados. O mesmo padrao foi observado na prevaléncia de infec¢dao, que ndo
apresentou diferengas significativas entre os grupos experimentais em nenhum dos tempos
analisados (Figura 23.B).

Quanto a carcaga, observamos baixa taxa de infec¢do aos 4 dpi em todos os grupos,
especialmente o grupo Cp.:Logs2 retrocruzados (Figura 24.B), embora essa diferenga ndo tenha
alcancado significancia estatistica. Aos 8 dpi, notou-se uma tendéncia de redugao da carga viral
nas carcagas dos mosquitos expressando Logs2 no intestino quando comparado aos controles

(Figura 24.A). No entanto, essa diminuicdo novamente nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 24. Efeito antiviral de Loqs2 na carcaca na infeccdo por ZIKV em Ae. aegypti com fundo genético de
campo. A. Carga viral relativa de ZIKV na carcaga de mosquitos aos 4 ¢ 8 dpi. Comparagdo entre: Cp.:Loqs2
retrocruzado (expressdo de Loqs2 no intestino), controle retrocruzado (fundo genético similar sem expressdo de
Logs2) e o controle (ndo retrocruzado). B. Prevaléncia de infec¢do no intestino por ZIKV nos grupos experimentais
em 4 e 8 dpi. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis (A) e o teste de Fisher (B). Os
valores de ACt foram submetidos a mediana para a construgdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

5.3.3. Caracterizacido dos virus especificos de insetos (ISVs) das linhagens transgénicas

(Cp.:Loqs2) com fundo genético de campo

Ap0s avaliarmos a atividade antiviral de Logs2 nos grupos retrocruzados, realizamos o
sequenciamento de pequenos RNAs para detec¢ao de virus especificos de insetos (ISVs) nos

mosquitos de campo. Esta analise ¢ fundamental, uma vez que nosso grupo demonstrou que



85

determinados ISVs, como Phasi Charoen-like virus (PCLV) e o Humaita-Tubiacanga (HTV),
podem modular positivamente a replicacdo de ZIKV e DENV em Ae. aegypti (Olmo et al.,
2023). Com base nesses achados, levantamos a hipotese de que a presenga de ISVs poderiam
interferir na atividade antiviral de Logs2, possivelmente reduzindo sua eficiéncia na inibigao
da replicagdo viral.

O sequenciamento de pequenos RNAs revelou a presenga de trés virus especificos de
insetos (ISVs) na populagdo de mosquitos de Belo Horizonte: PCLV, HTV e Lactea totivirus
(LTV) (Tabela 2; Figura 25; Tabelas Suplementares S1-S2).

Tabela 2. Resumo dos contigs virais e ndo virais obtidos apds o sequenciamento de pequenos

RNAs
N° de N° de N° de
- . . Reads Reads Contigs R R ~ N° de contigs Virus
Bibliotecas Descricdo mosquitos ) contigs  contigs ndo X X
brutas filtradas >200 nt o o desconhecidos  replicantes*
(pools) virais virais
SNBN688 Machos 24 17931389 12664504 195 37 121 37 28
SNBN689 Machos 24 24738145 16484966 356 52 223 81 28
SNBN690 Fémeas 24 12697355 9002951 476 60 288 128 33
SNBN691 Fémeas 24 16377442 13110622 882 93 519 270 45

*Curadoria realizada com o0 BLASTn+ ¢ DIAMOND para identificagdo de virus com base nos perfis de RNAs,
indicando replicagéo viral ativa nos mosquitos.

A deteccao de pequenos RNAs de 21 nt, caracteristicos de siRNAs, tanto para PCLV
quanto para HTV, demonstra a ocorréncia de replicagdo viral ativa e a ativacao da via de RNA
de interferéncia como mecanismo antiviral. Particularmente relevante foi a observacao de que
apenas o PCLV apresentou perfis caracteristicos de piRNAs (24-29 nt), indicando um tropismo
viral diferenciado e sugerindo uma interacdo especifica com componentes da via Piwi do
mosquito.

Em contraste, o LTV ndo apresentou um padrao definido de pequenos RNAs antivirais,
o que dificultou sua caracterizagdo por esta abordagem. Essa auséncia de assinatura molecular
sugere que o LTV possa estar presente em estagios ndo replicativos ou em carga viral abaixo

do limite de deteccao pelo método.
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Figura 25. Perfis de pequenos RNAs derivados de ISVs em Ae. aegypti de Belo Horizonte. Graficos representa
a distribuicdo dos pequenos RNAs mapeados nos maiores contigs virais identificados. Os segmentos virais foram
previamente anotados com base em similaridade por DIAMOND (busca contra proteinas virais) e BLASTn+
(busca contra genomas virais de nucleotideos). O eixo x representa o comprimento nt dos pequenos RNAs,
enquanto o eixo y indica a abundancia do numero de reads, sendo valores positivos referentes a fita senso e
negativos a fita antisenso. As barras sdo empilhadas de acordo com o nucleotideo da primeira base na extremidade
5’: adenina (verde), citosina (azul), guanina (amarelo) e uracila (vermelho). Os dados foram obtidos por
mapeamento de bibliotecas de pequenos RNAs contra os contigs virais montados.

5.4.4. Geracao de linhagens transgénicas Cp:Loqs2 com fundo genético de campo, com e

sem a presenca de PCLV

Com base nos resultados obtidos no sequenciamento, utilizamos o método de linhagens
de fémeas isogénicas para estabelecer colonias de mosquitos com perfis virais distintos. Esse
método envolve a criagdo de linhagens de mosquitos a partir de uma unica fémea fecundada,
garantindo que todos os descendentes sejam geneticamente homogéneos e relacionados a fémea
fundadora. Para a implementagdo desse procedimento, os mosquitos retrocruzados foram
alimentados por meio da exposi¢cdo a um camundongo anestesiado. Apds a alimentagdo, as
fémeas ingurgitadas foram individualmente colocadas em tubos Falcon de 50 mL, contendo
agua e papel filtro para oviposi¢do. Apods cinco dias, os mosquitos foram coletados para
extragdo de RNA e analise por RT-qPCR, com o objetivo de detectar os virus de interesse
(ISVs) previamente identificados no sequenciamento, especificamente PCLV, HTV e LTV.

As andlises revelaram a presenca exclusiva de PCLV entre os ISVs investigados (Figura
26.C), enquanto HTV e LTV ndo foram detectados nos mosquitos retrocruzados (Figura 26.B).
Apos a confirmagdo da deteccdo dos ISVs, realizamos a separagdo fisica das progénies,
distribuindo os ovos das fémeas isogénicas em bacias de criagdo separadas de acordo com a
condi¢do viral de cada fémea parental. Assim, estabelecemos duas linhagens distintas para a
continuidade do estudo: uma com a presenga de PCLV e outra sem a presenca de PCLV. Este
método permite avaliar com maior precisdo os efeitos virais e genéticos sobre as populacdes de
mosquitos, proporcionando uma plataforma robusta para o estudo das interagdes virus-vetor em

condicdes controladas e bem definidas.
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foram submetidos & mediana para a construcdo dos graficos.
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Apos a separacdo da linhagem Cp.:Logs2 retrocruzada de acordo com a presenca de
PCLV, realizamos a avaliacdo da expressdo da proteina Loqs2 no intestino médio dos
mosquitos. Embora o RT-qPCR tenha confirmado a presenca do transgene, a validagdo
definitiva das linhagens exigia a confirmacao proteica por meio de Western Blot, uma técnica
mais robusta para a detec¢do e quantificagdo da proteina de interesse. Esse passo foi essencial
para garantir que a expressao do transgene fosse efetivamente traduzida em proteina funcional,
algo crucial para a avaliacdo da atividade antiviral de Logs2.

Os resultados obtidos por Western Blot demonstraram que tanto os mosquitos
Cp.:Logs2 com PCLV quanto os sem PCLV apresentaram a expressdao de Logs2 no intestino,
corroborando a presenga e a funcionalidade do transgene nesses grupos (Figura 27). A
expressdo da proteina foi comparada com os controles: as linhagens selvagens (negativo) e os
mosquitos Cp.:Logs2 com fundo genético de Bangkok (positivo), os quais serviram como
referéncia para a validacdo da técnica e da expressdo da proteina. Essa abordagem rigorosa
garantiu que os mosquitos utilizados no estudo fossem adequadamente caracterizados e que a
expressao de Logs2 fosse consistente com o objetivo experimental de avaliar o efeito antiviral
dessa proteina, considerando as condi¢des de campo e as variantes genéticas introduzidas
através do retrocruzamento. A confirmagdo proteica por Western Blot, aliada ao RT-qPCR,
assegura que os resultados subsequentes sobre a atividade antiviral de Logs2 sejam baseados

em uma caracteriza¢ao solida das linhagens transgénicas utilizadas.

PM 1 2 3 4 PM
150 kDa —— |

100 kDa — PM. Peso molecular
75 kDa — 1. Confrole
50 kDa —— 2. Cp.: Logs2 retrocruzado/auséncia de PCLY
T - 3. Cp..Logs? retrocuzadol/presenga de PCLV
37 kDa —— = == «— 3457 kKDa
3x-Flag-Logs2 4, Cp.iLogs2
25kDa ——
20 kDa i —_— — +—Histona H3

Figura 27. Expressio de Loqs2 em mosquitos Cp.:Loqs2 retrocruzados analisado por Western Blot. Imagem
representativa do Western Blot mostrando a expressao de Logs2 em: (1) controle negativo (linhagem selvagem,
sem expressdao de Logs2), (2-3) Cp.:Logs2 retrocruzado (auséncia e presenga de PCLV, respectivamente) e (4)
controle positivo (linhagem Cp.:Loqs2 com fundo genético de Bangkok). Histona H3 foi utilizada como controle
de carga proteica (20 kDa). O tamanho esperado para 3x-Flag-Logss2 ¢ de 34,57 kDa.

5.4.5. Avaliacio do efeito da presenca de PCLYV sobre a infecciio por ZIKV em linhagens

transgénicas Cp.:Loqs2 com fundo genético de campo
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Apos a separagao das linhagens Cp.:L.ogs2 com base na presenca de PCLV e a validacao
da expressdo de Logs2, avangamos para a analise de sua atividade antiviral contra o ZIKV. Para
1ss0, 0os mosquitos das linhagens retrocruzadas e da linhagem com fundo genético de Bangkok
foram alimentados com sangue de camundongo anestesiado previamente infectado com ZIKV.
Ap6s a alimentag@o, os mosquitos foram coletados aos 4 e 8 dpi, dissecados para separacdo do
intestino e da carcaca, seguida de extragdo de RNA e andlise da carga viral por RT-qPCR nos
tempos determinados.

Os resultados indicaram que Logs2 ndao demonstrou atividade antiviral nos mosquitos
de campo, independentemente da presenga de PCLV (Figuras 28 e 29). No intestino, a carga
viral ndo foi reduzida nos mosquitos que expressam Logs2 (Figura 28.A), e nao houve efeito
na prevaléncia da infec¢do (Figura 28.B). Contudo, ao comparar as linhagens que nao
expressam Logs2 no intestino, observou-se uma resisténcia a infeccao por ZIKV nas linhagens
retrocruzadas em relacdo a linhagem de Bangkok, tanto na presenca (p = 0,0061) quanto na
auséncia de PCLV (p =0,0141) (Figura 28.B) aos 4 dpi. Esses achados sugerem que, embora a
expressao de Logs2 ndo tenha impacto direto na carga viral ou na prevaléncia da infeccdo, as
linhagens retrocruzadas apresentaram uma resisténcia geral maior a infec¢do por ZIKV em
comparagdo a linhagem de Bangkok, o que pode refletir variagdes genéticas associadas ao

fundo genético de campo.
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Figura 28. Avaliacdo do efeito da presenca de PCLYV sobre a infec¢io por ZIKV no intestino em linhagens
transgénicas Cp.:Loqs2 com fundo genético de campo. A. Analise da carga viral de ZIKV em diferentes
linhagens: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Loqs2 no intestino com fundo genético de
Bangkok; ii) CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressdo de Logs2 no
intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv) CP.:Logs2
retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no
intestino e possui PCLV; vi) CP.:Loqgs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino ¢ possui PCLV. B. Prevaléncia
da infeccdo por ZIKV nas diferentes linhagens analisadas. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste
de Kruskal-Wallis (A) e o teste de Fisher (B). Os valores de ACt foram submetidos & mediana para a constru¢ao
dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Nas andlises das carcagas aos 4 dpi, observou-se uma taxa de infec¢do viral
relativamente baixa, sem diferengas estatisticamente significativas entre o0s grupos
experimentais (Figura 29.A). No entanto, aos 8 dpi, embora a expressdo de Logs2 nao tenha
impactado significativamente a taxa de infec¢do nas carcagas dos mosquitos retrocruzados, foi
detectado um efeito antiviral na linhagem com fundo genético de Bangkok. Nessa linhagem, a
expressdo intestinal de Loqs2 esteve associada a uma reducdo significativa na propor¢do de
carcacas infectadas, conforme evidenciado pelo teste exato de Fisher (p = 0,0155) (Figura
29.B), sugerindo um possivel papel do Logs2 na conteng@o da disseminacao sistémica do virus

ZIKV.
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Figura 29. Avaliacio do efeito da presenca de PCLYV sobre a infec¢io por ZIKV na carcaca em linhagens
transgénicas Cp.:Loqs2 com fundo genético de campo. A. Analise da carga viral de ZIKV em diferentes
linhagens: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Loqs2 no intestino com fundo genético de
Bangkok; ii) CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressao de Logs2 no
intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv) CP.:Logs2
retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no
intestino e possui PCLV; vi) CP.:Loqgs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e possui PCLV. B. Prevaléncia
da infeccdo por ZIKV nas diferentes linhagens analisadas. Para as andlises estatisticas, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis (A) e o teste de Fisher (B). Os valores de ACt foram submetidos a mediana para a construgdo dos
graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

5.4.6 Avaliacdo da expressao de genes associados a Loqs2 em Ae. aegypti

Diante da aparente auséncia de atividade antiviral mediada por Logs2 nas linhagens com
fundo genético de campo, independentemente da presenga de PCLV, direcionamos nossos
esforcos para elucidar potenciais processos genéticos € moleculares subjacentes as diferencas
observadas em relacdo a linhagem com fundo genético de Bangkok. Para tal, realizamos uma
analise da expressao de genes codificadores de proteinas previamente identificadas como
interatoras de Logs2 no proteoma da linhagem celular Aag2, conforme descrito por Olmo et al.
(2018). A quantificagdo da expressdo génica foi conduzida por meio de RT-qPCR, utilizando
amostras de intestinos e carcacas dos mesmos mosquitos analisados na se¢do anterior. Esta

abordagem permitiu uma comparacao direta dos perfis transcricionais entre as diferentes
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linhagens durante a infec¢@o pelo ZIKV, visando identificar possiveis moduladores da atividade
antiviral associada a Logs2.

Devido as limitagdes técnicas inerentes ao processamento das amostras, todas as
analises de expressao génicas foram conduzidas exclusivamente no 8 dpi. Essa escolha
temporal também possibilitou a focalizagdo em um estadgio mais avancado da infec¢ao pelo
ZIKV, no qual as respostas antivirais estdo presumivelmente mais ativas.

Os dados obtidos evidenciaram perfis transcricionais distintos relacionados a via de
RNAI entre a linhagem laboratorial Bangkok e as linhagens retrocruzadas com fundo genético
de campo. No tecido intestinal, a linhagem Bangkok apresentou niveis de expressdo
significativamente mais elevados do gene AGO2 em comparagao aos mosquitos retrocruzados
(Figura 30.A), indicando uma possivel ativacdo mais robusta da resposta antiviral mediada por
RNAI nessa linhagem.

Em contraste com os achados observados nos intestinos, nas carcacas dos mosquitos foi
identificado um padrio inverso de expressdo génica: os mosquitos retrocruzados que
expressavam Loqs2 especificamente no intestino apresentaram uma reducgdo significativa na
expressdao de AGO2 (p = 0,02) em relagdo ao respectivo grupo controle. Esse efeito foi
observado em ambos os grupos analisados e foi particularmente mais pronunciado na auséncia
de PCLV (Figura 30.B), sugerindo uma possivel modulacdo negativa da via de RNAI1 sistémica

associada a expressao intestinal de Logs2.
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Figura 30. Expressdo relativa de AGO2 em linhagens de Ae. aegypti durante a infeccio por ZIKV. Analise
por RT-qPCR da expressdo génica de AGO2 no intestino (A) e carcaca (B) de mosquitos de diferentes perfis
genéticos e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Logs2 no intestino com fundo
genético de Bangkok; ii) CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressao
de Logs2 no intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Loqs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv)
CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e nao possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa
Logs2 no intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e possui PCLV. Para
as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a mediana para
a construcao dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).
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Também foi avaliada a expressdo de outros genes da via de RNAi que interagem
funcionalmente com Logs2, como R2D2. No tecido intestinal, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na expressao de R2D2 entre as populacdes analisadas (Figura
31.A). No entanto, na carcaca, identificaram-se diferengas significativas entre a linhagem
Bangkok e as linhagens com fundo genético de campo, sendo esta ultima caracterizada por
niveis mais elevados de expressdo de R2D?2, independentemente da presenga de PCLV (Figura
31.B). Esses resultados sugerem uma possivel regulacao diferencial da via de RNA1 sistémica

entre as linhagens analisadas.
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Figura 31. Expressao relativa de R2D2 em linhagens de Ae. aegypti durante a infecciio por ZIKV. Analise
por RT-qPCR da expressdao génica de R2D2 no intestino (A) e carcaca (B) de mosquitos de diferentes perfis
genéticos e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Logs2 no intestino com fundo
genético de Bangkok; ii) CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressdo
de Logs2 no intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Loqs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv)
CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa
Logs2 no intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e possui PCLV. Para
as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a mediana para
a construcdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Em relagao a expressao génica de Logs, foram observadas diferencas significativas entre
as linhagens analisadas. No intestino, ndo foram detectadas variagdes estatisticamente
significativas na expressao de Logs entre os grupos experimentais (Figura 32.A). Por outro lado,
na carcaga, a expressao de Logs foi significativamente maior nos mosquitos retrocruzados
infectados com PCLV, em comparagdo a linhagem Bangkok (Figura 32.B). De forma ndo
antecipada, em alguns intestinos analisados, a expressdo de Logs ndo foi detectada. Essa
auséncia pode ser atribuida a baixa expressdo basal desse gene nesse tecido especifico ou a

limitagdes técnicas relacionadas a eficiéncia dos primers utilizados nas reagdes de RT-qPCR.
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Figura 32. Expressio relativa de Logs em linhagens de Ae. aegypti durante a infec¢ao por ZIKV. Analise por
RT-qPCR da expressdo génica de Logs no intestino (A) e carcaga (B) de mosquitos de diferentes perfis genéticos
e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Logs2 no intestino com fundo genético de
Bangkok; ii) CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressdo de Logs2 no
intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv) CP.:Logs2
retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no
intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e possui PCLV. Para as analises
estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos & mediana para a
construcdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Com base nos nossos resultados anteriores, também investigamos a expressao de genes
identificados como interatores de Logs2 no intestino de Ae. aegypti, conforme descrito por
Antinea Babarit (2023). Entre os genes selecionados para analise estavam AAEL022113, Dipl,
AAEL04859 (mle), Dicer-2 e AAEL004699. De modo semelhante ao observado para outros
componentes do interactoma de Logs2 na linhagem celular Aag2, identificamos padrdes
diferenciais de expressao para o gene AAEL(022113 entre as linhagens analisadas. No intestino,
nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 33.A).
Contudo, nas carcagas, 0s mosquitos retrocruzados apresentaram niveis significativamente mais
elevados de expressao desse gene em comparacdo a linhagem Bangkok, independentemente da

presenga de PCLV.
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Figura 33. Expressio relativa de AAEL022113 em linhagens de Ae. aegypti durante a infec¢io por ZIKV.
Analise por RT-qPCR da expressdo génica de A4EL022113 no intestino (A) e carcaga (B) de mosquitos de
diferentes perfis genéticos e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que nao expressa Loqs2 no intestino
com fundo genético de Bangkok; ii) CP.:Loqs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e
expressdo de Logs2 no intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV;
iv) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - néo
expressa Logs2 no intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e possui
PCLV. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a
mediana para a construgdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

Em relagdo ao gene Dipl, sua analise foi restrita ao tecido intestinal em decorréncia de
limitagdes técnicas que impossibilitaram a obten¢do de dados confidveis nas amostras de
carcaca. A quantificagdo da expressdo génica no intestino ndo revelou diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens avaliadas (Figura 34), sugerindo que Dip1 ndo
esta diferencialmente regulado neste tecido durante a infec¢do por ZIKV, ao menos nas

condi¢des experimentais adotadas.
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Figura 34. Expressao relativa de Dipl em linhagens de Ae. aegypti durante a infeccio por ZIKV. Analise por
RT-qPCR da expressao génica de Dip/ no intestino de mosquitos de diferentes perfis genéticos e virais: i) controle
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negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Logs2 no intestino com fundo genético de Bangkok; ii)
CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressdo de Logs2 no intestino; iii)
Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa
Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e possui PCLV;
vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e possui PCLV. Para as analises estatisticas, foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a mediana para a construg@o dos graficos. NS: ndo
significativo (p-valor > 0,05).

A andlise da expressdo do gene AAEL004859 nao revelou diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens, tanto no intestino quanto nas carcacas (Figura 35). No entanto,
a auséncia de deteccdo de expressdo em determinadas amostras intestinais sugere possiveis
limitagdes técnicas — como eficiéncia subdtima dos primers ou degradagdo do RNA — ou,
alternativamente, niveis de transcri¢do abaixo do limite de sensibilidade do ensaio de RT-qPCR.
Esses fatores devem ser considerados na interpretacdo dos dados, especialmente ao se avaliar
genes com expressdo basal reduzida ou inducdo limitada sob as condi¢des experimentais

testadas.
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Figura 35. Expressao relativa de AAEL004859 em linhagens de Ae. aegypti durante a infeccao por ZIKV.
Analise por RT-qPCR da expressdo génica de AAEL004859 no intestino (A) e carcaga (B) de mosquitos de
diferentes perfis genéticos e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Loqs2 no intestino
com fundo genético de Bangkok; ii) CP.:Loqs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e
expressao de Logs2 no intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV;
iv) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo
expressa Logs2 no intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e possui
PCLV. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a
mediana para a construcdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

O gene AAEL004699 apresentou padrao de expressdo uniforme no intestino entre as
diferentes linhagens analisadas, sem variacdes estatisticamente significativas (Figura 36.A).
Por outro lado, na carcaga, foi observado um aumento significativo na expressao desse gene na
linhagem retrocruzada infectada com PCLV em comparagdo a linhagem Bangkok (p = 0,04;

Figura 36.B). Esse resultado sugere que a presenca de PCLV pode modular positivamente a



98

expressao de AAEL004699 no compartimento corporal, potencialmente influenciando respostas

antivirais sistémicas.
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Figura 36. Expressao relativa de AAEL004699 em linhagens de Ae. aegypti durante a infeccdo por ZIKV.
Analise por RT-qPCR da expressdo génica de A4AEL004699 no intestino (A) e carcaga (B) de mosquitos de
diferentes perfis genéticos e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Loqs2 no intestino
com fundo genético de Bangkok; ii) CP.:Loqs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e
expressdo de Logs2 no intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV;
iv) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo
expressa Logs2 no intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e possui
PCLV. Para as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a
mediana para a construcao dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).

O gene Dicer-2 apresentou niveis de expressdo comparaveis entre as linhagens no tecido
intestinal, sem diferencas estatisticamente significativas (Figura 37.A). No entanto, na carcaga,
observou-se um aumento significativo na expressao de Dicer-2 na linhagem retrocruzada
infectada com PCLV em relagdo a linhagem Bangkok (p = 0,02; Figura 37.B). Esse padrao
sugere uma ativacao sistémica da via de RNAI associada a infec¢do persistente pelo virus,
indicando que infecgdes cronicas podem modular diferencialmente componentes centrais da

resposta antiviral em tecidos periféricos.
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Figura 37. Expressao relativa de Dicer-2 em linhagens de Ae. aegypti durante a infec¢io por ZIKV. Analise
por RT-qPCR da expressdo génica de Dicer-2 no intestino (A) e carcaca (B) de mosquitos de diferentes perfis
genéticos e virais: i) controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Logs2 no intestino com fundo
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genético de Bangkok; ii) CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressao
de Logs2 no intestino; iii) Controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; iv)
CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e ndo possui PCLV; v) Controle retrocruzado - ndo expressa
Logs2 no intestino e possui PCLV; vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Loqs2 no intestino e possui PCLV. Para
as analises estatisticas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos & mediana para
a construcdo dos graficos. NS: ndo significativo (p-valor > 0,05).
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6 DISCUSSAO

6.1 ATIVIDADE ANTIVIRAL DE LOQS2 CONTRA ZIKV, CHIKV E MAYV EM Ae.
aegypti

A via de RNA de interferéncia (RNAi) ¢ um dos principais mecanismos antivirais em
insetos. Essa via atua promovendo a clivagem do RNA viral de fita dupla (dsRNA) em
pequenos RNAs interferentes (siRNAs), que direcionam o silenciamento especifico do RNA
viral durante a replicacdo, limitando assim sua propaga¢do no hospedeiro. Dentre os modelos
utilizados para o estudo dessa resposta, Aedes aegypti tem se mostrado fundamental para o
avanco do conhecimento sobre a imunidade antiviral contra arbovirus (Barillas-Mury; Ribeiro;
Valenzuela, 2022; Koo; Palli, 2024; Wang et al., 2006).

Neste contexto, nds investigamos o papel de Logs2, um componente-chave dessa via,
cuja atividade antiviral foi inicialmente descrita contra DENV (Olmo et al., 2018). Nossos
resultados estendem esse papel ao ZIKV, demonstrando que Logs2 atua como fator restritivo
contra virus do género Orthoflavivirus. De forma notavel, observamos que essa atividade
antiviral ¢ seletiva: Loqs2 restringe a infec¢do por Orthoflavivirus, mas nao exerce o0 mesmo
efeito contra membros da familia Togaviridae, como CHIKV e MAY'V. Esses achados sugerem
que a resposta antiviral mediada pela expressao ectopica de Logs2 no intestino de Ae. aegypti
apresenta especificidade viral, refletindo a complexidade das interagdes entre arbovirus e seus
vetores.

Estudos anteriores demonstraram que o silenciamento sistémico de Logs2 em mosquitos
selvagens reduz a carga viral de ZIKV nas carcagas (Olmo et al., 2018), corroborando com os
nossos resultados. No entanto, hd uma aparente discrepancia em relagdo aos estudos em cultura
celular: por exemplo, em infecgdes por DENV-2 em células Aag2, Logs2 nao apresentou efeito
antiviral significativo (Besson ef al., 2022). Essa diferenca pode estar relacionada as distintas
abordagens experimentais, enquanto os estudos celulares avaliam respostas localizadas, nosso
modelo in vivo abrange mecanismos sist€émicos e interacdes tecido-especificas, especialmente
no intestino e na carcaca.

Acreditamos que a atividade antiviral de Logs2 no intestino esteja associada a sua
funcdo na via dos siRNAs. Por possuir dominios de ligagdo a dsSRNA (Estevez-Castro et al.,
2024), Logs2 pode facilitar a clivagem do genoma viral por Dicer-2 e/ou o carregamento de
siRNAs no complexo RISC mediado por AGO2, etapas cruciais para a resposta antiviral efetiva

contra ZIKV e DENV. Essa fun¢ao torna-se ainda mais relevante no intestino, onde a infec¢ao
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viral inicia-se e precisa superar mecanismos virais de supressdo da RNAi, como o RNA
subgenomico de flavivirus e a proteina NS2A (Chen, Xiang et al., 2024; Moon et al., 2015; Qiu
et al., 2020; Schnettler et al., 2012).

Curiosamente, a atividade antiviral de Logs2 parece restrita ao intestino. Embora seja
expressa em diversos tecidos, incluindo ovarios e carcagas, sua auséncia em mosquitos
knockout ndo comprometeu significativamente a defesa antiviral nesses compartimentos
(Babarit, 2023; Estevez-Castro et al., 2024; Olmo et al., 2018). Essa restricdo funcional sugere
que Logs2 atua de forma contexto-dependente, possivelmente modulada por cofatores
especificos de cada tecido ou pelo estimulo infeccioso. Além disso, Logs2 exerce fungdes nao
imunes em tecidos reprodutivos, onde ¢ amplamente expresso, regulando processos como o
ritmo da oogénese no ovario € a sincroniza¢do da espermatogénese no testiculo (Castro, 2024),
indicando que sua atividade pode ser influenciada por multiplas vias regulatorias.

Nossos resultados sugerem que a expressao de Logs2 no intestino, o primeiro local de
contato com o virus, potencializa a resposta antiviral contra Orthoflavivirus desde os estagios
iniciais da infe¢do. Ao restringir a replicagdo viral logo apds a ingestdo do sangue infectado,
Logs?2 pode limitar a disseminagao sistémica do virus antes que ele atinja tecidos secundarios,
como as glandulas salivares, impactando diretamente a competéncia vetorial do mosquito
(Carpenter; Clem, 2023; Franz et al., 2015). Essa acdo precoce posiciona Logs2 como um
elemento-chave na barreira imunologica intestinal contra Orthoflavivirus.

Por outro lado, a auséncia de atividade antiviral de Logs2 contra MAYV e sua acdo
limitada e transitoria contra CHIKV sugerem que esses virus empregam mecanismos distintos
de replicacdo e escape imune em Ae. aegypti. Esses achados sdo consistentes com relatos que
demonstram falhas no controle da disseminacdo sistémica de Togaviridae no mosquito. Por
exemplo, Merkling et al. (2023) demonstraram que, embora a auséncia de Dicer-2 em Ae.
aegypti aumenta a carga viral de CHIKV no intestino em 2 dpi, essa diferenca ndo ¢ mantida
em 5 dpi. No caso de MAY'V, a inativacdo de Dicer-2 ndo influenciou significativamente a
carga viral nos tecidos avaliados, o que estd em consonancia com nossos resultados.

Adicionalmente, nossos experimentos indicam que a atividade antiviral de Logs2 contra
CHIKYV ¢ efémera: observada aos 4 dpi, mas ausente aos 3, 6 e 8 dpi. Isso sugere uma perda
progressiva da eficicia antiviral, possivelmente devido a capacidade do virus de escapar da
resposta imune. Além disso, nossos dados sugerem uma possivel dependéncia da atividade de
Logs2 & carga viral. Em infec¢des com baixas cargas de CHIKV (7 x 10* PFU/mL), observamos

reducdo na infec¢do de intestinos e carcagas em 6 dpi. Contudo, esse efeito ndo se manteve sob
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cargas virais mais elevadas (3,5 x 10°e 7 x 10° PFU/mL), indicando que uma replicagio viral
robusta pode sobrepujar os mecanismos antivirais mediados por Logs2.

Estudos indicam que CHIKYV dispoe de estratégias virais para inibir a via de RNAI,
incluindo a acdo das proteinas nsP2 e nsP3, que bloqueiam o recrutamento do complexo RISC
em cé¢lulas de Ae. aegypti. O dominio envolvido nessa supressdo ¢ altamente conservado entre
os Togaviridae, sugerindo que esse mecanismo pode ser amplamente utilizado para escapar da
degradacao do RNA viral (Kumar ef al., 2021; Mathur et al., 2016).

Além da via de RNAI, estudos demonstram que CHIKV pode suprimir outras vias de
sinaliza¢do do sistema imune, como a via Toll. Mesmo quando outras vias imunologicas sao
ativadas, elas ndo conseguem controlar a replicagao viral nas células de Ae. aegypti (McFarlane
et al., 2014). De maneira semelhante, foi observado que em mosquitos infectados com Sindbis
virus (SINV), outro membro da familia Togaviridae, apresentaram inibi¢ao da transcricdo da
via Toll a partir de 4 dpi (Sanders et al., 2005). Além de Toll, CHIKV também evade de outros
mecanismos imunes, como a modulagdo a expressdo de defensinas de modo dependente da
linhagem de mosquitos (Zhao et al., 2018) e resiste a ativacdo da via JAK/STAT (Jupatanakul
et al.,2017), sugerindo uma evasao imune ampla.

Esses achados podem explicar os nossos resultados, pois sugerem que a replicagdo de
CHIKYV ¢ controlada nas fases iniciais da infec¢ao, quando as vias imunologicas ainda estdo
ativas e a expressao de Logs2 potencializa essa resposta. No entanto, em altas cargas virais, o
CHIKYV pode escapar do controle imunoldgico ao longo do tempo, possivelmente por meio da
inibi¢ao das vias de RNAI, supressao transcricional da via Toll, e resisténcia a via JAK/STAT.
Esse cenario pode favorecer uma replicacdo exacerbada na carcaga, possivelmente refletindo
um mecanismo compensatorio do virus diante da pressao imune inicial.

Apesar desses mecanismos de escape, diversos estudos demonstram que a via RNAi
continua sendo essencial para limitar a replicagao de virus da familia Togaviridae (Dong et al.,
2022; Khoo et al., 2010; Samuel et al., 2023; Sucupira et al., 2020). A auséncia de efeito
antiviral contra MAYV em nossos experimentos pode também estar associada ao tamanho
amostral reduzido, o que limita a detec¢@o de diferengas sutis entre os grupos experimentais.

Em conjunto, nossos dados reforcam a importancia de estudos adicionais para esclarecer
0s mecanismos moleculares envolvidos na interagdo entre CHIKV/MAY'V e Ade. aegypti, com
especial ateng¢do a expressao de componentes imunes em diferentes tecidos € momentos da
infeccdo. Abordagens integradas, voltadas & modulag¢do simultdnea de multiplas vias imunes,

podem revelar novas estratégias de controle, considerando a variabilidade genética dos vetores
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e das linhagens virais (Dabo et al., 2023; de Freitas et al., 2024; Novelo et al., 2023; Vega-Rua
etal.,2014).

Assim, nossos resultados indicam que Logs2 exerce um papel antiviral relevante e
tecido-especifico contra Orthoflavivirus em Ae. aegypti, com sua atividade restrita ao intestino.
Em contraste, sua eficicia contra Togaviridae parece limitada por mecanismos virais de evasao
e influenciada pela carga infecciosa. A especificidade dessa resposta reforca a importancia de
se explorar os mecanismos imunologicos de forma direcionada e adaptada ao perfil molecular

de cada virus.

6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE LOQS2 EM POPULACOES DE Ae.
aegypti COM FUNDO GENETICO DE POPULACOES DE CAMPO BRASILEIRAS

O mosquito de. aegypti ¢ amplamente reconhecido por sua notavel capacidade de
resisténcia e adaptagdo ecoldgica, atribuida, em parte, a sua variabilidade genética (Hiragi et
al., 2009). Essa diversidade gendmica pode influenciar diretamente a resposta imune, afetando
a suscetibilidade a infec¢ao por arbovirus, a competéncia vetorial e até mesmo a resisténcia a
inseticidas (Ayres et al., 2003). Estudos recentes demonstram que populacdes de Ae. aegypti
oriundas de diferentes localidades, incluindo variagdes entre paises, cidades e regides
intraurbanas, apresentam perfis distintos de suscetibilidade a infec¢ao por arbovirus (Chaves
etal.,2021; de Freitas et al., 2024; Godoy et al., 2021; Gongalves et al., 2014). Tais evidéncias
ressaltam a importancia de considerar o contexto genético e geografico nos estudos de interagao
virus-vetor.

Nesse cenario, este estudo avaliou a atividade antiviral de Logs2 em uma populagao de
Ae. aegypti oriunda de Belo Horizonte, cedida pelo Laboratério Mosquitos Vetores. Esses
dados foram comparados com achados prévios de Olmo et al. (2018), que utilizaram linhagens
transgénicas com fundo genético de Bangkok mantidas em condicdes laboratoriais. A escolha
da populacdo de Belo Horizonte foi motivada pelos elevados indices de arboviroses registrados
na cidade (Prefeitura de Belo Horizonte, 2024; Secretaria de Saude de Minas Gerais, 2024),
bem como pela presenga documentada de resisténcia a inseticidas (Chediak et al., 2016; Valle
et al., 2019), tornando-a altamente relevante para estudos voltados a imuno competéncia
vetorial em contextos naturais.

Visando contextualizar o efeito de Logs2 em um genoma representativo da populacao
natural, realizamos dez ciclos de retrocruzamentos entre a linhagem Bangkok (portadora do

alelo de interesse) e a linhagem de Belo Horizonte (doadora recorrente). Essa abordagem
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permitiu preservar aproximadamente 98% do genoma da populagdo de campo (Vogel, 2009),
reduzindo a influéncia genética da linhagem de Bangkok e preservando as caracteristicas
adaptativas da populagdo de campo.

Nossos resultados revelaram uma divergéncia na atividade antiviral de Logs2 entre as
linhagens: enquanto na linhagem Bangkok Logs2 demonstrou restringir a infec¢do por ZIKV,
esse efeito foi ausente nos retrocruzados com fundo de campo. Essa diferenga pode ser atribuida
a dois fatores principais: (i) variabilidade genética entre as populagdes, que pode influenciar a
regulacao da via RNAI, e (ii) diferengas na composicao da microbiota, em especial a presenca
de virus especificos de insetos (ISVs). Estudos prévios de nosso grupo demonstraram que a
coinfec¢do com PCLV e HTV pode aumentar a replicagdo e transmissdo de DENV e ZIKV em
Ae. aegypti (Olmo et al., 2023), refor¢cando a hipdtese de que fatores como a variabilidade
genética e a composi¢do da microbiota podem modular a eficacia de genes antivirais como
Logs2.

Diante disso, considerando a hipotese de que a microbiota viral pode ter papel
modulador na reposta antiviral de Logs2, realizamos o sequenciamento de pequenos RNAs,
método padrdo em nosso grupo para detec¢do de virus em vetores (Abbo ef al., 2023; Aguiar
et al., 2015), em mosquitos selvagens de Belo Horizonte, a fim de verificar a presenca de ISVs.
Os resultados identificaram a presenca de PCLV e HTV, com perfis caracteristicos de siRNAs,
evidenciando ativacdo da via antiviral de RNAi contra ambos. Contudo, apenas o PCLV
apresentou perfil tipico de piRNAs, corroborando estudos anteriores (Aguiar et al., 2020;
Almeida, 2023; Olmo et al., 2023), os quais associam o tropismo do PCLV pela inducao da via
piRNA, principalmente nos 6rgaos reprodutivos. Por outro lado, embora o LTV tenha sido
detectado no sequenciamento, o seu perfil de pequenos RNAs nao foi claramente definido e,
quando avaliado por RT-qPCR, ndo foi possivel detectar a presenca viral, sugerindo uma
possivel baixa carga viral ou contaminagao residual.

Com base nesses resultados, aplicamos a metodologia de isofémeas para separar
linhagens expressando Logs2 de acordo com a presenca ou auséncia de ISVs. Curiosamente,
conseguimos isolar apenas linhagens portadoras de PCLV. Quanto ao HTV, sua baixa
frequéncia na populacdo de Belo Horizonte (dados no anexo B) pode justificar sua auséncia nas
linhagens selecionadas. Essa seletividade natural dos ISVs pode ter impacto direto sobre a
modulacdo da atividade antiviral de Logs?2.

Contrariamente a nossa hipdtese inicial, a presenga de PCLV nao modulou a atividade
antiviral de Logs2, uma vez que nao foram observadas diferencas significativas na carga viral

de ZIKV entre os grupos. A confirmag¢ao da expressao proteica de Logs2 em todas as linhagens
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sugere que sua inatividade antiviral nas populagdes de campo pode estar relacionada a fatores
genéticos intrinsecos. Além disso, refor¢a-se que o efeito pro-viral de ISVs como PCLV e HTV
sobre a replicacdo de flavivirus depende da coinfec¢ao (Olmo et al., 2023), indicando que
interacdes sinérgicas entre ISVs sdo essenciais para esse fenomeno.

Um achado notavel foi a resisténcia a infecgdo por ZIKV nas linhagens de campo,
avaliada tanto no intestino (4 dpi) quanto na carcaca (8 dpi), independentemente da presenga
de PCLV ou da expressao de Logs2. Considerando que a linhagem Bangkok ¢ livre de ISV,
(Olmo et al., 2023), esses resultados ndo apenas refutam nossa hipodtese inicial, como também
sugerem fortemente a participacao de fatores genotipicos na modulagio da infecgdo, levantando
novas questoes sobre os mecanismos regulatorios que governam a agao de Logs2.

Diante disso, investigamos o perfil de expressdo de genes que interagem com Logs2 e
de componentes da via RNA1, comparando mosquitos retrocruzados e linhagem Bangkok. Essa
analise enfrentou duas limitag¢des: (i) o tamanho amostral reduzido, que pode ter limitado a
detecgdo de diferengas sutis, especialmente no efeito antiviral de Logs2; e (ii) a auséncia de
dados completos para 4 dpi, devido a restrigdes técnicas.

Apesar dessas limitacdes, identificamos padrdes distintos de expressdo génica para
componentes da via RNAIi e genes interatores de Logs2, como AGO2, R2D2, Logs, Dicer-2 e
AAEL022113. No intestino, observou-se maior expressdao de 4AGO2 na linhagem Bangkok em
comparagdo aos retrocruzados, levantando duas hipoteses: (i) a presenca de polimorfismos
constitutivos que influenciam a expressao basal, ou (i1) uma resposta tardia a infecgdo. Ambas
sdo sustentadas por estudos anteriores que mostram variagcdes na expressdo de AGO2 entre
populagdes e sua associacao com controle viral (Chen et al., 2023; Terradas et al., 2017).

Na carcaga, a expressao de AGO2 foi modulada pela expressdo intestinal de Logs2 e
pela presenga de PCLV. Em mosquitos de campo ndo infectados por PCLV, aqueles que
expressavam Logs2 no intestino apresentaram uma supressao significativa de AGO2 na carcaga,
sugerindo um possivel mecanismo de feedback negativo inter-tecidual, um fendomeno nao
observado na linhagem Bangkok.

Apesar dessa supressdo, ndo houve impacto na carga viral de ZIKV, sugerindo a
presenca de mecanismos compensatorios. A auséncia de variagdo na expressao de R2D2 e
Dicer-2 nas mesmas carcagas refor¢a essa hipotese. Esses dados representam a primeira
evidéncia de uma possivel regulacao negativa de AGO?2 sistémica induzida por Logs2 intestinal
em populacdes de campo.

Adicionalmente, mesmo com a elevagdo de AGO2 no intestino da linhagem Bangkok,

a carga viral de ZIKV nao foi reduzida significativamente, reforcando a complexidade da
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resposta antiviral e sugerindo que outras vias, como Toll ou JAK/STAT (Angler6-Rodriguez,
Yesseinia 1. et al., 2017; Xi; Ramirez; Dimopoulos, 2008b), também estdo envolvidas. A
redugdo da infec¢do na carcaga observada nessa linhagem pode, portanto, refletir uma agao
antiviral indireta de Logs2 mediada por mecanismos ainda nao caracterizados.

Na presenca de PCLV, foi observado aumento significativo de 4AGO2 na carcaga, mas
ndo no intestino, embora a carga viral de PCLV tenha sido semelhante em ambos os tecidos
(Anexo C). Isso sugere que a carcaca pode abrigar mecanismos especificos para controlar
infec¢des por ISVs e arbovirus, sustentados pelo aumento concomitante da expressao de R2D2,
Dicer-2, Logs e AAEL004699.

O gene AAEL004699 codifica uma proteina com dominios de ligacdo a RNA (Sumitha
et al., 2023), foi identificado como interator de AGO2, Dicer-2 ¢ Piwi4 em células de Ae.
aegypti, com atividade antiviral contra SFV, CHIKV e ZIKV, mesmo de forma independente
da via candnica de RNAIi (Varjak et al., 2020), Esse achado, aliado a detecg¢ao de piRNAs para
PCLV (Aguiar et al., 2015; Olmo et al., 2023), sugere que AAEL004699 pode atuar na interface
entre as vias siRNA e piRNA na carcaga.

A expressdao aumentada de Logs na carcaga de mosquitos infectados com PCLV também
foi observada. Estudos indicam que Logs pode exercer tanto fungdes pro-virais (Besson ef al.,
2022; Shivaprasad ef al., 2022), quanto antivirais (Shivaprasad et al., 2022), e ¢ essencial para
a biogénese de pequenos RNAs (Haac ef al., 2015). A expressao elevada nesse contexto pode
refletir uma resposta ao PCLV ou uma modulacao da replicagdo viral.

Finalmente, os genes R2D2 e AAEL(022113 apresentaram aumento de expressdo na
carcaca dos retrocruzados, independentemente da presenga de PCLV. R2D2 ¢ um cofator
classico da via RNAi1 (Dong et al., 2022; Liu et al., 2003), enquanto AAEL022113 possui
dominios de ligacdo a RNA (Sumitha et al., 2023). Segundo dados preliminares do nosso grupo,
(Babarit, 2023), AAEL022113 apresenta atividade antiviral contra ZIKV. Sua expressdo
diferencial apenas na carcaga reforca a hipotese de uma resposta imune compartimentalizada
entre os tecidos.

Em conjunto, esses achados indicam que a resposta antiviral em populacdes de campo
de Ae. aegypti ¢ multicomponente, modulada por interacdes entre fatores genéticos,
composi¢ao do viroma e comunicagao inter-tecidual. A aparente auséncia de atividade antiviral
de Logs2 nessas populacdes, apesar de sua eficacia em linhagens laboratoriais, evidencia a
importancia de considerar a variabilidade natural nos estudos de interagdo virus-vetor.

A descoberta de um possivel eixo regulador entre intestino e carcaga envolvendo Logs?2

e AGO2 levanta hipoteses sobre a existéncia de mecanismos sistémicos de coordenagdo
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imunoldgica. Embora a presenga de PCLV ndo tenha impactado diretamente a eficacia de
Logs2, sua associacdo com o aumento da expressdo de genes da via RNAi sugere que ISVs
participam ativamente na modulag¢do da imunidade do mosquito

Futuros estudos devem se concentrar na identificagdo dos determinantes genéticos que
regulam a funcdo de Logs2 em populagdes naturais, nos mecanismos de sinalizacdo entre
tecidos e na resposta imune frente a coinfec¢do por ZIKV e ISVs. Esses conhecimentos podem
ser fundamentais para o desenvolvimento de estratégias inovadoras de controle vetorial
baseadas na manipulacdo da imunidade de Ae. aegypti, levando em consideracao sua

diversidade genética e ecologica.
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7. CONCLUSAO

Nesta tese, investigamos o papel do gene Logs2 na resposta antiviral de Ae. aegypti
frente a infeccao por diferentes arbovirus, com foco em virus do género Orthoflavivirus (ZIKV)
e Alphavirus (CHIKV e MAYV). Demonstramos que Logs2 exerce uma atividade antiviral
robusta e especifica contra Orthoflavivirus, restringindo a infec¢do por ZIKV no intestino de
mosquitos transgénicos com expressao direcionada, enquanto nao apresentou efeito protetor
contra os Alphavirus analisados. Esses achados indicam que Loqs2 participa de uma resposta
imune antiviral seletiva e tecido-especifica, reforcando o papel do intestino como barreira
primaria a disseminagao viral.

Observamos ainda que a eficacia antiviral de Logs2 pode ser modulada por fatores
intrinsecos ao vetor. Em linhagens com fundo genético de campo, a atividade antiviral de Logs2
foi abolida, independentemente da presenca do virus especifico de inseto PCLV. Essa auséncia
de efeito sugere que variantes genéticas naturais ou diferencas na regulagdo transcricional e
pos-transcricional podem influenciar a eficicia da resposta antiviral mediada por Logs2. Os
dados também indicam que a coinfec¢do com multiplos ISVs, e ndo a presenga isolada de
PCLV, pode ser necessaria para modular a susceptibilidade do vetor a arbovirus.

Além disso, identificamos possiveis mecanismos de regulacao inter-tecidual da resposta
imune, como a supressao de AGO?2 na carcaca mediada por Logs2 intestinal, um fendmeno
inédito que sugere a existéncia de circuitos de sinalizagao sistémica no mosquito. A expressao
diferencial de genes associados a via RNAi, como AAEL004699, R2D2, Dicer-2 e
AAEL022113, aponta para uma resposta imunologica compartimentalizada e potencialmente
modulada pela presenca de virus persistentes.

Em conjunto, nossos resultados reforcam a importancia de considerar o fundo genético
e a composicdo do viroma nas investigagdes sobre a imuno competéncia vetorial. A atuagdo de
Logs2 como fator antiviral contra Orthoflavivirus e sua limitacao frente a Togaviridae destacam
a complexidade das interagdes entre virus e vetores, € sugerem que estratégias de controle
baseadas na modulacdo da resposta imune devem ser especificas para cada virus e adaptadas as
caracteristicas genéticas das populacdes locais de Ae. aegypti.

Esses achados contribuem para o entendimento dos determinantes moleculares da
competéncia vetorial e abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de abordagens
inovadoras de controle de arboviroses, baseadas na manipulagdo genética ou imunolédgica de

populagdes naturais de mosquitos.
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PERSPECTIVAS

1. Consolidagao dos dados sobre a atividade antiviral de Loqs2
e Repeticdo dos ensaios de infeccdo por MAYV com o tamanho amostral
ampliado, visando aumentar o poder estatistico e confirmar a consisténcia dos
resultados observados.
e Reavaliacdo do efeito de Loqs2 em infec¢des por ZIKV na linhagem de campo,
garantindo que as conclusdes sejam mais robustas;
2. Investigacdes de mecanismos da resposta antiviral
e Analise das vias imunes Toll, IMD e JAK/STAT entre as linhagens de Bangkok
e a de campo utilizada neste estudo, a fim de identificar possiveis diferencas de
vias antivirais;
e Perfis de expressdo génica em diferentes tempos pos-infeccdo, incluindo 4 dpi,

para melhor compreensao da dinamica da resposta imune.
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ANEXO A

Tabela S1. Melhores correspondéncias (hits) obtidas para cada contig com base na comparagao
das sequéncias de nucleotideos contra bancos de dados gendmicos, utilizando o algoritmo
BLASTn+.

Tabela S2. Melhores correspondéncias (hits) obtidas para cada contig com base na comparagao
das sequéncias traduzidas (a nivel de aminodcidos) contra bancos de dados de proteinas,
utilizando o algoritmo DIAMOND.

As tabelas completas estdo disponiveis online e podem ser acessadas por meio do seguinte link:
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.c.7800341.v1
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ANEXO B
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Anexo B. Prevaléncia de infeccio por HTV na carcaca dos grupos experimentais aos 4 e 8 dpi.
Os dados apresentados neste anexo foram obtidos antes da separagdo dos grupos com base no perfil de ISVs, no
contexto da investigagao da atividade antiviral de Loqs2 em populagdes de campo.
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Anexo C. Carga viral de PCLV em linhagens de Ae. aegypti durante a infeccéio por ZIKV. Analise por RT-
gPCR da carga de PCLV no intestino (A) e carcaga (B) de mosquitos de diferentes perfis genéticos e virais: (i)
controle negativo - mosquitos selvagens que ndo expressa Loqs2 no intestino com fundo genético de Bangkok; (ii)
CP.:Logs2 (controle positivo) - linhagem com fundo genético de Bangkok e expressdo de Logs2 no intestino; (iii)
controle retrocruzado - ndo expressa Logs2 no intestino ¢ ndo possui PCLV; (iv) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa
Logs2 no intestino e ndo possui PCLV; (v) controle retrocruzado - ndo expressa Loqs2 no intestino e possui PCLV;
(vi) CP.:Logs2 retrocruzado - expressa Logs2 no intestino e possui PCLV. Para as analises estatisticas, foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis. Os valores de ACt foram submetidos a mediana para a construg@o dos graficos. NS: ndo
significativo (p-valor > 0,05).



