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Consideracg®es Iniciais.

Os mais graves problemas de salde publica nos paises em desenvolvimento tém
uma origem multifatorial envolvendo diferentes aspectos da pobreza e precérias
condicbes de vida das populacbes atingidas. Isto inclui condicdes de habitagéo,
saneamento basico, educacdo ambiental e educacdo em saude deficientes, processo de
urbanizacdo rapido e descontrolado, desmatamento acelerado, sistema de saude
deficitario e ineficiente, inexisténcia de instrumentos eficazes de controle das doencas e
auséncia de politicas de longo prazo regulares que sustentem mudancas significativas

deste panorama.

Neste contexto, a dengue torna-se um dos grandes desafios a serem vencidos nas
préximas décadas. Ela é considerada uma doenca re-emergente, porgue o seu vetor, o
mosquito Aedes aegypti, considerado erradicado até inicio dos anos 70, reapareceu e
hoje estd presente em todo o territdrio nacional. O reaparecimento do vetor ocorreu a
partir da suspensédo dos programas de controle e o desmantelamento dos programas de
vigilancia em varios paises, incluindo o Brasil. Neste mesmo periodo, um aumento na
velocidade média dos transportes, a urbanizacdo acentuada das grandes cidades, o
desenvolvimento de descartaveis de longa duracdo e o fenbmeno de resisténcia aos
inseticidas, principalmente ao DTT, foram fatores determinantes para o reaparecimento do
mosquito no pais no inicio da década de 80, quando ele era considerado erradicado pelas
autoridades de saude. A partir dai, tivemos um quadro mais do que favoravel ao seu

ressurgimento da doencga.

A dengue é uma doenca tropical endémica que atinge frequentemente populacdes
que vivem em precarias condi¢cdes, sendo, portanto, considerada uma doenca
negligenciada. E também considerada uma doenca democréatica, uma vez que atinge
pessoas de qualquer classe social, raca ou sexo, no entanto, a doenca é mais evidente

em populagdes de baixa renda.

Durante o século XIX, a dengue foi considerada uma doenca esporadica. Hoje, €

vista como a mais relevante doenca viral transmitida por mosquito no mundo.



Dengue: Caracteristicas Gerais da Doenca.

A Dengue é uma infeccéo viral sistémica autolimitada causada pelo virus dengue
(DENV) que apresenta quatro sorotipos distintos denominados DENV1, DENV2, DENV3 e
DENV4. O virus é transmitido entre humanos por um artrépode e, por este motivo, é
considerada uma arbovirose (arthropod-borne virus). O artropode responsavel pela
transmissdo é o mosquito do género Aedes. As duas principais espécies transmissoras
sdo: Aedes aegypti e Aedes albopictus, que podem ser encontradas em diferentes
localidades, sendo o Aedes aegypti o vetor primario da dengue nas Américas. A
transmissao ocorre essencialmente através do mosquito vetor, sendo predominante em
areas urbanas e peri-urbanas, onde a alta densidade populacional favorece a expansao

da doenca.

A doenca pode se apresentar na sua forma menos grave, de evolugdo benigna,
denominada Dengue Classica (DF, do inglés, Dengue Fever) ou evoluir para formas
graves, que podem levar a morte, como a Dengue Hemorragica (DHF, do inglés Dengue
Hemorragic Fever), e a Sindrome do Choque de Dengue (DSS, do inglés Dengue Shock
Syndrome). Nos ultimos anos surgiu uma nova denominacdo, chamada dengue com
complicacles, que é a denominacdo para uma forma grave da doenca que pode levar a

morte, mas que nao apresenta quadro hemorragico.

As infeccdes por DENV causam um grande espectro de condicfes patologicas que
vao desde sintomas comuns a outras viroses — como febre, dor de cabeca e mal-estar,
inclusive manifestagcbes hemorragicas devido ao aumento da permeabilidade vascular. A
replicacdo do virus se origina no local da picada do mosquito em células dendriticas, cuja
migracdo através do sistema linfatico resulta na inducéo de citocinas e do recrutamento
de células do sistema imune mediado por quimiocinas. Estas incluem mondcitos e
macréfagos, que séo células conhecidas como alvos primérios da infeccdo por DENV. O
virus é capaz de disparar uma resposta inflamatoria sistémica, com uma diminuicdo
progessiva nas fungbes das células T e um aumento da apoptose que tem sido
correlacionada com a severidade da doenca. Em um grande numero de casos tém sido
relatadas disfun¢cdes neuromusculares e cardiacas causadas pelo virus, assim como

comprometimento hepatico.



Atualmente a Dengue € uma arbovirose de alto impacto epidemiolégico, tanto em
termos de morbidade quanto de mortalidade. E a arbovirose de maior incidéncia no
mundo, sendo endémica em todos continentes, exceto na Europa. A dengue €, portanto,
um dos maiores problemas de saude publica no Brasil e em varios paises de regides
tropicais e subtropicais, cujas condicdes climaticas favorecem a proliferacdo do mosquito

vetor (Figura 1).

Nos ultimos 50 anos, a incidéncia de dengue aumentou 30 vezes. A Organizagao
Mundial da Saude estima que 2,5 bilhdes de pessoas vivem em mais de 100 paises
endémicos e areas onde o virus da dengue pode ser transmitido. Anualmente ocorrem
aproximadamente 50 milhdes de infec¢des, com 500.000 casos de dengue hemorragica e
22.000 mortes, principalmente entre as crian¢as. Antes de 1970, apenas nove paises
tiveram casos da Febre Hemorragica do Dengue (FHD), e desde entdo o numero

aumentou mais de 4 vezes e continua progredindo.
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Figura 1. Risco Global de Dengue. Determinacdo das areas de risco foi baseada em
registros combinados da WHO, CDC, Gideon online, ProMED, Dengue Map.
Eurosurveillance e literatura ndo publicada. Exclusdo de risco foram feitos com base de
um modelo biolégico de adequacédo de temperatura e areas de aridez excessiva definidas

de acordo com a classificacado dada por GlobCover. Adaptado de Simmons e cols., 2012.



O panorama ja € considerado de pandemia e é resultado de um processo de
retorno do vetor, apds um longo periodo de interrupgéo da transmissdo de dengue e febre
amarela, em grande parte das Américas. Essa interrupcdo ocorreu ap0s uma séria
campanha de erradicacdo do Aedes aegypti, principalmente durante a década de 60 e
principio da década de 70. A descontinuacéo da campanha seguiram-se reinfestacdes do
mosquito e logo surtos de dengue no Caribe, na América Central e na América do Sul.
Desde entdo, a doenca se propaga em epidemias ciclicas que ocorrem a cada 3 a 5 anos.
A principal epidemia no Brasil ocorreu em 2002 quando foram notificados mais de um
milhdo de casos da doenca. Um olhar histérico mostra uma tendéncia de expansao da
dengue. Sua incidéncia ndo s6 aumentou nos ultimos 50 anos, como ocorreu uma
crescente expansao geografica até novos paises e, na Ultima década, de areas urbanas a

rurais (Figura 2).

Entre os anos de 2001 a 2007, 98% dos casos de dengue nas Américas ocorreram

no Brasil, que também tem a maior taxa de mortalidade da regiéo.
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Figura 2. Evolucdo do numero de casos de dengue no mundo. Série historica de 52
anos (1955 — 2007) e o numero de paises atingidos pela dengue em todo o mundo
(WHO, 2009).



Historico e Situacao Atual.

Os primeiros registros de sintomas de dengue foram publicados na Enciclopédia
Chinesa durante os anos de 265 a 420 d.C.. Inicialmente a doencga ficou conhecida pelos
chineses como “agua envenenada”, pois estes a relacionavam a insetos voadores
associados & agua. Em 1635, a doenca apareceu nas indias Francesas Ocidentais e em
1699, no Panama. Dengue, ou doenca muito similar, teve sua distribuicdo ampliada no
século XVIII durante a primeira pandemia (Gubler, 1998).

Em 1903, Graham ganhou destaque ao caracterizar a Dengue como uma doenca
transmitida por mosquitos, e apontou o a espécie Culex quinquefasciatus como vetor.
Entretanto, nos seus experimentos sobre transmissdo, apontou a possibilidade de o
Aedes aegypti — anteriormente denominado Stegomyia fasciata — ser o responsavel pela
enfermidade juntamente com o Culex. Bacrofti, em 1906, confirmou tratar-se de uma
doenca cujo vetor biolégico era o mosquito Aedes aegypti. Em 1918, os trabalhos
realizados por Cleland & Bradley (1918) contribuiram para uma melhor compreensao da
doenca, sua forma de transmissdo e disseminacdo. Através de seus experimentos, 0S
autores descartaram que o Culex poderia ser 0 agente transmissor da doenca, apontando
o Aedes aegypti como o vetor biologico, confirmando os trabalhos de Bancrofti. Além
disso, o trabalho caracterizou o0 periodo intrinseco de incubacdo (periodo do
desenvolvimento viral no hospedeiro vertebrado), a transmissdo por inoculacdo
subcutadnea, apontou os sintomas clinicos e fez estudos acerca da imunidade dos

pacientes acometidos.

No mundo foram registradas oito pandemias, com duragao de trés a sete anos, no
periodo compreendido entre 1779 e 1916. Em 1964, apdés 20 anos sem registro da
doenca, um pequeno surto de DENV3 é diagnosticado no Taiti, ilha do Pacifico Sul, mas a
doenca nado se dissemina para as outras ilhas préximas. Nos anos seguintes, epidemias
de DENV2 ocorreram em varias ilhas do Pacifico e, em 1975, o DENV1 foi introduzido
nesta regido. Na Australia, registros de dengue vém sendo feitos desde 1800, com
multiplas epidemias ocorrendo até 1955. Em 1981, a virose reaparece neste local

provocando severas epidemias em varias cidades (Howe, 1977).

Vérias epidemias de dengue ocorreram também durante o século XX. No entanto,

apos a Segunda Guerra Mundial epidemias de Dengue Hemorragica reapareceram no
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sudeste da Asia e subseqiientemente nas llhas do Pacifico e nas Américas. Nas
Ameéricas, a dengue tem sido relatada ha mais de 200 anos (Gubler, 1988; Henchal &
Putnak, 1990). Na década de 50, a Dengue Hemorragica (FHD), foi descrita pela primeira
vez na Tailandia e nas Filipinas e, apos a década de 60, a dengue intensificou-se nas
Ameéricas. A partir de 1963, houve a circulacdo comprovada de DENV2 e DENV3 em
varios paises. O sorotipo 3 foi isolado primeiramente em Porto Rico, causando
subsequentemente epidemias na Jamaica e no leste do Caribe. Em 1977, o sorotipo 1 foi
introduzido nas Américas, inicialmente pela Jamaica. A partir de 1980, foram notificadas
epidemias em varios paises, aumentando consideravelmente a magnitude do problema.
O acontecimento epidemiolégico mais relevante na histéria de dengue nas Américas € a
epidemia de dengue hemorragica e sindrome de choque do dengue que ocorreu em
Cuba, em 1981. Nesta epidemia foram notificados 344.203 casos, com 116.143
hospitalizagdes. Dentre os 10.312 casos considerados graves, 158 resultaram em obitos

e, destes, 101 foram criancas (Donalisio, 1995).

A reinfestacdo do Aedes aegypti no Brasil ocorreu a partir de Roraima em
1981/1982. Em 1980, no Brasil, apenas 12 municipios estavam infectados pelo Aedes
aegypti e, ao fim de 1998, esse numero aumentou para aproximadamente 2.910. Em
2001, 3.587 municipios das 27 unidades federadas encontravam-se infestados com o
mosquito e a transmissao da dengue ja ocorria em 2.262 municipios de 24 Estados
(Gongalves Neto, 2004). Na regidao sudeste, o Rio de Janeiro foi o primeiro estado a ter
notificagcdes de casos, no ano de 1986, seguido de Minas Gerais e Sao Paulo.

O Estado do Rio de Janeiro foi o primeiro estado do pais a registrar a circulagéo
concomitante de trés dos quatro sorotipos do virus: DENV1, DENV2 e DENV3. Nos anos
de 1986 e 1987 com a introducdo do DENV1, foram notificados 93.910 casos da doenca.
Em 1990, a identificacdo do DENV2 em Nova lguacu, desencadeou nova epidemia de
grandes propor¢des, com o surgimento dos primeiros casos de dengue hemorragica. No
periodo de 1990/91 foram notificados 105.576 casos, sendo 1.316 de dengue
hemorragica (462 confirmados) e 8 Obitos. Nos anos de 1995 e 1998, duas outras
epidemias de menores proporc¢des ocorreram, com o registro de 35.240 e 32.382 casos,
respectivamente. Apesar da Fundacéo Nacional da Saude (FUNASA) lancar o Plano de
Intesificacdo do Combate a Dengue em 2001, o Estado do Rio de Janeiro foi alvo de mais

uma grave epidemia no ano de 2002 (Lenzi & Coura, 2004).



O evento mais importante dos ultimos anos foi a introducao do sorotipo 4 (DENVA4)
no Brasil. Em 2008, um trabalho publicado por Figueiredo e cols, mostrava trés casos de
DENV4 em pacientes sem historico de viagens para fora de Manaus. As autoridades de
saude alegaram que os laboratérios brasileiros ndo foram capazes de reproduzir os
resultados e que nao existia nenhuma epidemina aparente de DENV4 no Brasil. Em 2010,
o mesmo sorotipo foi identificado em Roraima, também sem aparente epidemia
relacionada, com menos de 20 casos da doenca notificados na regido. Em marco de
2011, DENV4 foi notificado em sete pacientes do municipio de Niterdi, Rio de Janeiro
(Nogueira & Eppinghaus, 2011). O mesmo sorotipo foi identificado ainda no Para, em Séo
Paulo e em trés estados do nordeste: Pernambuco, Bahia e Piaui.

A Dengue se distribui em uma larga faixa abaixo e acima do Equador (35° N a 35°
S). Em muitas regides tropicais e subtropicais, ela € uma doenca endémica, ou seja,
ocorre a cada ano, principalmente em periodos que favorecem a proliferacdo do
mosquito, como épocas de chuvas, por exemplo. As epidemias ocorrem pela combinacdo
de eventos como: aumento da populacdo vetorial, pessoas sem imunidade ao virus

circulante e a oportunidade de contato entre as duas situacdes (CDC, 2011).

Até a metade da década de 1990, o sudeste Asiatico se constituia na regido do
mundo mais atingida pela doenca. A partir de entdo, os paises da América Central e do
Sul comecaram a se destacar epidemiologicamente, por apresentarem mais da metade
dos casos notificados de Dengue no mundo. Em 1998 ocorreu uma pandemia em que 1,2
milhdo de casos de dengue classica e dengue hemorragica foram notificados, em 56
paises. Os dados para 2001-2002 indicam uma situacdo de magnitude comparavel. Em
2001, s6 as Américas informaram mais de 652.212 casos de dengue, dos quais 15.500
foram DHF, o que representou quase o dobro dos casos relatados para a mesma regiao
em 1995.

Estima-se que, com as mudancas climaticas globais, paises como a Austrélia
poderdo ser endémicos para Dengue. No Brasil, de acordo com dados do Ministério da
Saude, em fungéo da circulacédo dos trés sorotipos do virus, 0 niumero de casos de FHD e
da sua taxa de mortalidade, vem aumentando. A reintrodu¢cdo de DENV4 no pais nos
ultimos anos indica novas epidemias, ja que a populacdo ndo apresenta imunidade contra

este sorotipo.



Em 2011, mais de 500 mil casos de dengue foram notificados em todo Brasil. Em 2012,
de janeiro a abril os numeros chegam a quase 300 mil casos, com a circulacdo
principalmente de DENV1 e DENV4 (http://portalsaude.saude.gov.br).

O Virus Dengue.

O virus dengue (DENV) é um arbovirus, grupo onde se encontram diversos
patdogenos humanos, que foram assim chamados inicialmente por apresentarem parte do
seu ciclo de vida em artropodes. No entanto, arbovirus ndo sao considerados
verdadeiramente virus de insetos, por ndo serem tipicamente patogénicos para estes
hospedeiros. Pertence a familia Flaviviridae onde se encontram trés géneros distintos:
Flavivirus (género ao qual pertence o virus dengue, o virus da febre amarela e virus
causadores de uma série de encefalites transmitidas por artropodes), Pestevirus (virus de

suinos e ruminantes) e Hepacivirus (virus da hepatite C em Humanos).

DENV € um virus pequeno, envelopado e com 50 nm de didmetro. Seu genoma é
constituido de uma anica fita de RNA de sentido positivo e que mede aproximadamente
11 kb (Figura 3). O genoma € formado de 10.664 nucleotideos organizados em uma
Unica fase de leitura aberta (ORF - do inglés Open Reading Frame) que codifica uma
Unica poliproteina de 3.386 aminoéacidos flanqueadas por duas regiées néo traduzidas (5
e 3" UTR). A regido 5 UTR (do inglés untranslated regions, regido néo traducional)
possui 96 nucleotideos e a regido ndo poiliadenilada 3’ UTR possui 451. A poliproteina
produzida a partir da ORF é posteriormente processada por proteases virais e celulares
em dez proteinas: trés proteinas estruturais distintas, envolvidas na formacéo da particula
viral: Capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E); e outras sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Kuhn e cols., 2002; Edigil
e cols., 2006; Clydes & Harris, 2006).


http://portalsaude.saude.gov.br/
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Figura 3. Organizacdo gendmica dos virus pertencentes ao género Flavivirus.
Traducdo de uma Unica poliproteina que é posteriormente clivada por proteases virais e
celulares. As abreviagdes C, E, prM e NS indicadas na figura, representam os genes que
codificam para proteinas do Capsideo (C), Envelope viral (E) e pré-membrana (prM),

relacionadas a montagem da particula viral e finalmente, as proteinas nao-estruturais

(NS) que relacionam-se a replicacdo do virus. Adaptado Van Regenmortel e cols., 2000.
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As proteinas NS sao responsaveis pela replicacdo do RNA viral e também auxiliam
na montagem viral e na evasao da resposta imune do hospedeiro (Puig-BasAgoiti e cols.,
2006). NS1 é uma glicoproteina necesséaria no processo de replicagdo do RNA viral.
NS2A e NS2B séao dois polipeptideos hidrofobicos, clivados por proteases virais. A NS3 é
uma proteina multifuncional com atividades de uma serino-protease que tem NS2B como
um co-fator. O dominio intermediario da NS3 é uma nuclease, necesséaria para a
replicacdo do RNA e o dominio C-terminal tem atividade RNA trifosfatase. NS4A e NS4B
séo polipeptideos hidrofébicos que estdo associados com a membrana (Nemésio e cols,
2012). NS5 tem a funcdo de uma RNA polimerase RNA-dependente (Puig-BasAgoiti e

cols., 2006).

A proteina C interage com o RNA genbmico do virus, para formar o
nucleocapsideo. A glicoproteina prM forma um heterodimero intracelular, estabilizando a
proteina E. A proteina prM é clivada durante a liberagdo do virus pela célula, deixando a
pequena proteina estrutural M ancorada no envelope viral. A proteina E é a principal
proteina do envelope protéico, é glicosilada e € a maior proteina estrutural exposta na
superficie do envelope do virion maduro. A proteina E € composta por 495 aminoacidos e
apresenta uma massa molecular de 60 kDa. Esta proteina é essencial para ligacao do
virus ao receptor de membrana da célula hospedeira, atua como hemaglutinina viral,
induz uma resposta imune e media o ataque do virus a superficie da célula hospedeira (
Wei e cols., 2003; Heinz & Stiasny, 2012 ).

Assim como acontece com os Alphavirus e com virus Influenza, os Flavivirus
entram nas células hospedeiras por endocitose mediada por receptor. O ambiente
acidofilico do endossoma é responsavel por desencadear uma mudanc¢a conformacional
nas glicoproteinas de fusdo. Neste caso, a mudanca ocorre na proteina (E) que é a
responsavel tanto pela ligacdo ao receptor quanto pelo processo de fusdo com a
membrana celular do endossomo e liberagdo dos componentes virais no citoplasma
celular. A particula viral passa pela via secretéria onde ocorrem mudancas
conformacionais em suas proteinas estruturais e a saida do virus acontece por exocitose (
Modis e cols., 2003).
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O Inseto Vetor.

Os mosquitos sdo insetos classificados dentro da familia Culicidae, subordem
Nematocera e da ordem Diptera. Esta familia possui acima de 3200 espécies descritas e
tipicamente € subdividida em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae.
O Aedes é o principal género da subfamilia Culicinae que compreende mais de 1200

espécies.

Os mosquitos sado holometabolos - sofrem metamorfose completa. O estagio
imaturo do Aedes requer sete dias para emergéncia do adulto em ambientes tropicais. A
oviposicdo ocorre em ambiente Umido. Do ovo, eclode a larva que passa por quatro
instares (ou sofre quatro ecdises) até alcancar o estagio de pupa, da qual emerge o

mosquito adulto alado, como ilustrado na figura 4.

Ovo @& ,5 :
1° estagio
de larva

2° estagio
de larva

Mosquito adulto

3° estagio
de larva

4° estagio
de larva

Figura 4. llustrac&o das diferentes fases do ciclo de vida do mosquito Aedes
aegypti. Adaptado Unicamp (2012)
(http://www.prefeitura.unicamp.br/prefeitura/ca/DENGUE/3dengue_unicamp.html)

s

O Aedes aegypti € o principal vetor da dengue devido a sua antropofilia, seus
habitos urbano-domésticos (domiciliares) e sua alta eficiéncia na transmissdo do virus
(Gubler, 1998). E uma espécie de atividade diurna, alimenta-se dentro e fora das casas

durante todo o tempo, especialmente em dias nublados. Ele foi identificado pela primeira
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vez no Brasil durante o periodo colonial sendo combatido em nosso territorio, até ser
considerado erradicado em 1955. No entanto, a ndo erradicagdo do mosquito nos paises
vizinhos propiciou seu reaparecimento a partir de Belém do Para em 1967 (Consoli &
Lourenco-de-Oliveira). A densidade e o grau domiciliar dos vetores do dengue influem na
capacidade vetorial das populacbes do mosquito em diferentes regides (Donalisio &
Glasser, 2002).

A fémea do mosquito adulto alimenta-se de sangue apos 48 horas de sua
emergéncia e a oviposi¢ao ocorre apos dois a cinco dias ap0s o repasto sanguineo. Uma
Unica fémea pode colocar de 60-100 ovos na postura inicial. Muitas espécies de Aedes
sdo vetores de arboviroses que infectam varios vertebrados, inclusive humanos. O Aedes
aegypti € uma das espécies de maior relevancia médica do mundo por ser o principal
vetor do virus da febre amarela urbana e o vetor priméario do virus dengue nas Ameéricas.
Este apresenta uma ampla distribuicdo geografica, predominando nas areas tropicais e
subtropicais. Estima-se que a sobrevivéncia dos mosquitos € de 20 e 30 dias para

machos e fémeas de Aedes adultos, respectivamente.

N&o ha vacina disponivel contra a dengue, tampouco medicamentos especificos
para tratar a infeccdo. Dessa forma, a prevencdo e controle da dengue e da FHD
dependem do combate do Aedes aegypti em torno dos domicilios. Inseticidas em sprays
para mosquitos adultos ndo séo eficazes em ambientes abertos. O caminho mais eficaz
para o seu controle tem sido o trabalho de prevencdo e eliminacdo de possiveis

criadouros nos domicilios.

E muito dificil controlar ou aniquilar mosquitos Aedes aegypti, porque eles se
adaptam facilmente ao ambiente, o que os tornam altamente resistentes, ou com a
habilidade de rapidamente recuperarem-se apos os disturbios resultantes de fenébmenos
naturais (por exemplo, secas) ou intervencbes humanas (por exemplo, medidas de
controle). Uma das adaptacdes € a capacidade da resisténcia dos ovos a dessecacdo
(Gubler, 1998).
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A Interacao Virus-Vetor.

DENV é um arbovirus com genoma de tamanho limitado. Por este motivo, ele
depende de uma célula hospedeira para sua propria sobrevivéncia e replicacdo. No vetor,
0 virus é obtido no repasto sanguineo, se replica e propaga no interior do inseto até atingir
a glandula salivar. Este processo requer a interacdo do virus com os varios tecidos e seus
respectivos processos fisioldgicos de protecdo contra patégenos que, ao serem burlados,
permitem uma infec¢éo persistente e duradoura no inseto. A composicao destes tecidos €
espécie e linhagem especifica e estas caracteristicas desempenham importante papel na
competéncia vetorial. A interacdo biolégica virus-vetor é, portanto, resultado de um
processo de coevolugao continua, que envolve o sistema imune do vetor e suas barreiras
fisicas e moleculares e 0os mecanismos virais de escape destas defesas. Este € um
processo dinamico, a longo prazo, que resulta na selecdo de espécies ou populacdes de
uma mesma espécie que funcionam, especificamente ou ndo, como vetores de um
arbovirus. No caso da interacdo DENV-Aedes, temos um modelo que resulta de um
processo eficiente, pois 0 mosquito ndo apresenta alteracdes fenotipicas que o levem a
morte quando infectado pelo virus. Entretanto, alguns trabalhos recentes mostram
diferentes alteracdes fisioldgicas nos insetos infectados, como aumento na atividade
locomotora, aumento da taxa de picada e reducéo da fecundidade (Maciel-Freitas e cols.,
2011; Lima-Camara e cols., 2011). Uma alteracdo molecular observada é a mudanca do
padrdo de expressdao de proteinas do intestino médio de Aedes aegypti que muda
significativamente apés a infeccdo por DENV2 ou chikungunya virus (Tchankouo-
Nguetcheu e cols., 2010). Os dados tém mostrado que arbovirus sédo capazes de
subverter o comportamento e o metabolismo celular do inseto, e € possivel supor que
estas mudancas sejam, de alguma maneira, importantes para a dinamica da transmissao
de dengue.

A competéncia vetorial de um artrépode refere-se a permissividade deste a
infeccdo, replicacdo e transmissdao de patdégenos especificos. Diferentes linhagens de
Aedes aegypti, por exemplo, apresentam grandes diferencas com relagdo a competéncia
vetorial para Flavivirus, incluindo DENV (Black IV e cols., 2002, Lourengo-de-Oliveira e
cols., 2004). Para que a parceria dé certo € necessario que o patbgeno seja capaz de
atravessar diversas barreiras no hospedeiro invertebrado, possibilitando a entrada do

agente patogénico, sua disseminacao nos tecidos e, posteriormente, sua transmissao.
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As Barreiras e o Ciclo de Transmissdo no Vetor.

O ciclo de transmissdo de DENV inicia-se quando fémeas de Aedes aegypti picam
um individuo que se encontra em fase virémica da doenca (fase aguda de infeccdo, em
torno de 4 a 5 dias apos a picada). Posteriormente, o virus multiplica-se no epitélio
intestinal do mosquito, atinge a hemocele e dissemina por diferentes tecidos. Apos um
periodo de incubacgéo, em torno de 7 — 14 dias, o virus chega as glandulas salivares e o
inseto torna-se apto a transmitir o virus dengue para um novo hospedeiro humano
(McBride & Bielefeldt-Ohmann, 2000). A fémea do mosquito Aedes também pode
transmitir o virus imediatamente de uma pessoa infectada para outro individuo, pela
mudanca do hospedeiro quando o repasto sanguineo € interrompido — transmissdo
mecanica. Outro tipo de transmissdo, que parece ter importancia epidemiolégica nos
periodos interepidémicos é a transmissdo transovariana ou transmissdo horizontal, na
gual a fémea passa DENV para 0s ovos e, consequentemente para sua progénie.

A transmissdo do DENV depende da interacdo do virus com o mosquito. Quando o
mosquito se alimenta do sangue de um individuo virémico, o0 virus encontra no mosquito
varias barreiras a infeccao. A capacidade de ultrapassar essas barreiras imunofisiolégicas
define a competéncia vetorial da espécie (Black & Severson, 2005). Existem 6 barreiras
potenciais que um arbovirus enfrenta para ser eficientemente transmitido por um
artropode (Figura 5). Inicialmente, o virus deve ser capaz de penetrar e atacar as células
epiteliais e, entdo, se replicar nelas até atingir um alto titulo viral nestas células. Fatores
gue bloqueiam um desses dois eventos constituem uma barreira de infec¢do no intestino
(MIB). Posteriormente, o virus deve ser capaz de ultrapassar a lamina basal que envolve
o epitélio intestinal e, assim, infectar e se replicar nos tecidos vizinhos. Fatores que
bloqueiam estes eventos impedem a disseminacdo da infeccdo nos tecidos, atuando
como uma barreira de escape do intestino (MEB). Por ultimo, o arbovirus deve infectar e
se replicar nas glandulas salivares antes de invadir o limen da glandula salivar para a
transmissao final na proxima picada. Fatores que impedem esta etapa constituem a
barreira de transmissdo (TB). Cada uma dessas barreiras deve ser compreendida do
ponto de vista bioquimico e molecular para que seja possivel entender os mecanismos
gue levam a infeccdo, replicacdo e transmissdo do virus no mosquito vetor, e

consequentemente, sua competéncia vetorial (Bennett e cols., 2002; Black e cols., 2002).
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Barreiras de infecgéo do intestino (MIB)
1-Estabelecimento da infecg&o no epitélio intestinal
2-Replicagéo nas células epiteliais do intestino
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Figura 5.

Barreiras que um arbovirus enfrenta para eficientemente infectar um

artropode tornando-o apto para transmiti-lo. MIB= barreira de infeccdo no intestino;

MEB = Barreira de escape do intestino; TB = barreira de transmisséo. Adaptado de Black

et al., 2002.
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Andlises de QTL (Quantitave Trait Loci) mapearam nos trés pares de cromossomo
de Ae. aegyti regides associadas a MIB e a MEB (Bosio et | 998, 2000, Bennett e cols.,
2005) . No entanto, apesar de alguns genes especificos poderem ser associados a estas
regides, como é o caso das tripsinas digestivas, até o momento nao foi determinada a
identidade molecular dos genes responsaveis pela competéncia vetorial de uma espécie,
0 que se deve provavelmente ao fato de ser uma caracteristica multifatorial bastante
complexa. Outra molécula proposta como marcadora da competéncia vetorial destes
insetos é uma proteina de 67 kDa, descrita como um receptor putativo, cuja quantidade
no epitélio intestinal parece estar relacionada a suscetibilidade do vetor ao DENV
(Mercado-Curiel e cols, 2008).

O Sistema Imune do Vetor.

A imunidade inata em artropodes desempenha um papel importante para limitar a
infeccdo por patdgenos. Esta é a resposta do hospedeiro mais antiga evolutivamente e
representa a primeira linha de defesa contra invasores. Apesar do sistema imune inato
ser considerado incapaz de estabelecer memoéria imunoldgica, trabalhos recentes vém
mostrando caracteristicas de resposta de memoéria através da diferenciacdo de hemaocitos
em mosquitos Anopheles gambiae (Rodrigues e cols., 2010), bem como, a caracterizacéo
de proteinas que possuem dominios de imunoglobulinas desempenhando papel
importante no combate a infeccbes bacterianas e infec¢cdes com Plasmodium falciparum
(Garver & Dimopoulos, 2008).

Insetos possuem dois tipos de imunidade inata: a resposta humoral — relacionada
com lectinas, a cascata da profenoloxidase (PPO) e na producdo de moléculas efetoras
tais como os peptideos antimicrobianos; e a resposta celular: relacionada com a
fagocitose, agregacdo de hemdcitos e encapsulacdo dos patégenos. A resposta inata
baseia-se no reconhecimento de Padrbes de Moléculas Associadas a Patogenos (PAMPs
— Pathogen Associated Molecular Patterns), presentes na superficie dos mesmos
enquanto que, na superficie dos hemocitos ha receptores transmembrana que
reconhecem os PAMPs ativando as vias de imunidade (Barrilas-Mury & Kanost, 2005).

As barreiras fisicas também tem um papel importante na defesa. Elas séo representadas
em primeiro lugar pela cuticula externa do inseto que, na injaria, serve como porta de

entrada para possiveis infeccdes. A matriz peritrofica, que envolve o bolo alimentar e o
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separa do epitélio intestinal, também representa uma importante barreira fisica.
Composta em grande parte por quitina e, no adulto sendo produzida em resposta a
alimentacdo sanguinea, a matriz peritréfica € capaz de limitar a entrada de possiveis
patdgenos, ja que o tubo digestivo é a rota mais comum de infec¢éo no vetor (Devenport
& Jacobs-Lorena, 2005).

O corpo gorduroso é o principal sitio imunoldgico de insetos, sendo o principal local
de sintese de peptideos animicrobianos (AMPs). A hemolinfa, através dos hemdcitos,
participa em menor propor¢éao na producdo de AMPs e o epitélio intestinal que é capaz de
produzir uma menor quantidade de AMPs e espécies reativas de oxigénio, sendo esses
dois ultimos considerados sitios secundarios (Gillespie e cols., 1997).

As vias moleculares classicas envolvidas na resposta de invertebrados a diversas
classes de patdgenos sdo a via TOLL e a via IMD. Essas foram bem descritas em D.
melanogaster (Lemaitre, 1996 e Hedengren,1999, Ferradon e cols., 2007) e tem sido
relacionadas a resposta ao DENV em A. aegypti (Xi e cols., 2008; Sim & Dimopoulos,
2010). Essas vias envolvidas na sinalizacdo da imunidade inata sdo extremamente
conservadas entre os organismos (Kopp & Medzhitov, 1999). Além destas vias classicas,
a via JAK/STAT também esta associada a imunidade de insetos em estudos com D.
melanogaster (Agaisse & Perrimon, 2004) e A. gambiae (Barillas-Mury e cols, 1999).

A via TOLL foi descrita como sendo a principal via de defesa contra fungos e
bactérias GRAM+ e virus em Drosophila (Zambon e cols, 2005). Existem varios
receptores do tipo TOLL, mas estes ndo conseguem reconhecer diretamente o patégeno.
Para serem ativados necessitam da presenca de um peptideo endégeno — o peptideo
Spatzle. Ap6s ativacado da via TOLL, a proteina adaptadora MyD88 se liga, tanto no
receptor TOLL quanto & uma proteina quinase — Pelle. Outra proteina adaptadora — Tube
— interage com MyD88, juntamente com Pelle, e essa sinalizacdo induz a ubiquitinacéo e
posterior degradacdo de uma proteina inibidora, homéloga de I|-kappa B — Cactus.
Quando Cactus é degradado, o fator de Transcricdo REL1, homélogo de NF-kappa-B p50
e p65, antes mantido no citoplasma, é translocado para o nucleo promovendo a
transcricdo de genes efetores da resposta imune. Em 2008, Xi e cols. mostraram uma
forte participagcdo dessa via na defesa contra a infecgcdo viral de DENV em mosquitos
Aedes aegypti. O trabalho mostra que o silenciamento de Cactus reduz em até 4 vezes a
infeccédo pelo DENV. Por outro lado, o silenciamento de MyD88, a proteina adaptadora,

aumenta tanto a infeccéo por DENV2 quanto por DENVA4.
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A via Imd (imunodeficiéncia) produz AMPs gque controlam a infeccdo por bactérias
gram negativas (Avadhanula e cols., 2009). A resposta é iniciada por PGN do tipo DAP,
um componente importante da parede celular bacteriana. Estas moléculas sé&o
reconhecidas por uma proteina transmembrana chamada proteina de reconhecimento de
peptideoglicanos (PGRP-LC). Apds o reconhecimento inicial, o sinal € propagado para o
dominio citoplasmética de PGRP-LC, que ativa Imd, uma proteina contendo um dominio
death (DD death domain). DD de Imd é mediador do recrutamento de outras proteinas
contendo DD, entre elas Dredd. Dredd cliva Imd, o que aparentemente contribui para sua
ativacdo. Esta proteina contribui ainda para clivagem do fator de transcricdo Relish, uma
proteina homologa a NF-kB de mamiferos. Relish contém um dominio homodlogo a Rel
(RHD) na sua extremidade amino-terminal, e uma regido inibidora IkB na extremidade
carboxi-terminal. A regido inibidora IkB deve ser removida por clivagem proteolitica para
liberar a regido NF- kB, que é entdo translocada para o nucleo e inicia a transcricao dos
seus genes alvo, enquanto a extremidade carboxi-terminal permanece no citoplasma. A
ativacdo de Relish requer a fosforilacdo a sua regido amino terminal pelo complexo IKK. A
fosforilacdo parece ser essencial para sua atividade na ativacéo da transcricdo. Os genes
alvos séo produzidos por esta via apds sua ativacdo também em resposta ao DENV. Sim
& Dimoupolos (2010) mostraram que quando células de mosquitos sdo coinfectadas com
DENV e Escherichia coli, uma bacteria gram negativa, estas ultimas crescem melhor que
em células ndo infectadas com dengue, sugerindo que o virus promova como resposta a
diminuicdo da producédo de AMPs a partir da via Imd. A resposta a ativacdo desta via
parece ser mediada pela producdo de pelo menos um peptideo cecropina-simile que
possui atividade anti-bacteriana, anti-DENV e anti-Chikungunya e é também capaz de
matar Leishmania in vitro.

A resposta via JAK/STAT também tem sido mostrada em mosquitos infectados com
DENV. Esta resposta € iniciada quando um ligante Upd, que é uma glicoproteina capaz
de ativar essa via, se associa a um receptor transmembrana Domeless (DOME). Este
sofre uma mudanca conformacional que leva a auto-fosforilacdo de quinases associadas
do tipo JAK (Janus kinase) (Hop). Hop ativada fosforila DOME resultando no
aparecimento de um sitio de acoplamento para STAT citoplasmatica. Este recrutamento
de STAT produz sua fosforilagdo e dimerizagdo que leva o dimero a se translocar para o
nucleo onde ira funcionar como fator de transcricdo, na regulacdo da expressao de genes
alvo. A via JAK/STAT é ativada no mosquito Aedes aegypti apos a infec¢cdo por DENV2.

O silenciamento especifico de PIAS, modulador negativo desta via, diminui a infec¢éo por
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DENV. Entretanto, a resposta anti-dengue mediada por JAK/STAT parece ser
independente da resposta mediada pela via Toll, jA que nenhum dos genes de resposta
imune co-regulados por DENV-2 e a via Toll sdo regulados pela deplecdo de PIAS
(Souza-Neto e cols., 2009).

Oliveira et al. (2011) mostraram que espécies reativas de oxigenio (ROS) gerados
pelo epitélio intestinal de Aedes aegypti controlam o crescimento da microbiota intestinal.
A ingestdo de sangue ativa eventos que controlam negativamente o nivel de ROS no
intestino. Este controle pode ter um papel importante na modulacdo do sistema imune do
inseto e em consequéncia da competéncia vetorial desta espécie ao virus dengue e

outros patodgenos.

A Via do RNA de Interferéncia (RNAI).

RNAI € o fendmeno no qual duplas fitas de RNA (dsRNA) sdo degradadas em
pequenas moléculas (siRNA), dando inicio ao silenciamento de genes de sequéncias
homologas. E uma via altamente conservada, encontrada em uma larga variedade de
organismos eucariotos. Sua principal caracteristica ¢ o uso de RNAs de 21 - 23
nucleotideos que confere alta especificidade para sequéncia alvo (Napoli e cols., 1990). O
mesmo processo ja foi descrito como parte de um fenbmeno de “co-supressao” em
plantas ou “quelling” na levedura Neurospora crassa. O mesmo fenébmeno foi descoberto
em animais, primeiramente no nematdide Caenorhabditis elegans, em resposta a
introducédo de dsRNA com o resultado de silenciamento de uma sequéncia especifica de
um gene homologo (Fire e cols., 1998). Neste modelo a terminologia RNA de interferéncia
(RNAI), como hoje é conhecido o processo, foi primeiro utilizada. RNAi é hoje o nome
genérico que se da a processos de silenciamento génico por degradacao de RNA de uma
sequéncia especifica presente no citoplasma de células eucaridticas induzidos pela
presenca de genes aberrantes, como dsRNA, transgenes ou transposons (Haasnoot e
cols., 2003). Este mecanismo hoje € considerado como parte da resposta imune
intracelular (Steinert & Levashina, 2011).

Estudos com Drosophila mostraram claramente que o RNAi é um mecanismo
antiviral, presumivelmente acionado por dupla fita de RNA (dsRNA) formada em células
eucarioticas infectadas por virus, durante sua replicacéo e leva a degradacdo do genoma

viral. Alguns trabalhos mostram que a infeccdo por Flavivirus e Alphavirus pode ser
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modulada pela via do RNAiI em Aedes aegypti (Keene e cols., 2004; Cirimotich e cols.,
2009; Sanchez Vargas e cols, 2009) e em Drosophila com virus das familias
Dicistroviridae, Nodaviridae e Togaviridae (Zambon e cols., 2006; Sabin e cols., 2009;
Mueller e cols., 2010; Wang e cols., 2010). Mutantes de Drosophila para os genes chaves
da via, dcr2 e Ago2, mostraram-se altamente susceptiveis a infeccdo com virus de RNA
(van Rij e cols., 2006; Galiana-Arnoux, 2006).

Este mecanismo de silenciamento génico mediado por RNA tem sido largamente
utilizado como ferramenta para o estudo da funcdo de genes em vérias espécies de
insetos. Em células de mosquito, este fenbmeno ocorre em resposta a infec¢ao viral, uma
vez que essas células detectam a presenca de dsRNA, formada transitoriamente durante
a replicacdo do virus de RNA. Visto que a dsRNA ndo é produzida normalmente por
células eucaridticas, a presenca desta dispara uma série de eventos que culminam na
destruicdo do RNA viral, sendo este considerado por varios autores, o principal
mecanismo anti-viral em mosquitos (Sanchez-Vargas e cols., 2004, Blair, 2011). Além do
seu papel na protecdo contra proliferacdo de virus, a via do RNAi tem ainda um papel
crucial em processo celulares como: a regulacdo de genes, protecdo contra elementos de
transposicao e modificacdo da estrutura da cromatina (Almeida & Allshire, 2005).

O processo se inicia apos a deteccdo da dsRNA. Esta sera, entdo clivada em
pequenos RNAs (siRNAs — small interference RNA), em um tamanho de 21-25
nucleotideos por uma enzima RNAase lll-simile, chamada DICER. Os fragmentos de
dsRNAs sé&o incorporados ao Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC — do
inglés RNA Induced Silencing Complex) que possui atividade helicase. A fita antisense do
siRNA guia o RISC para o RNA alvo complementar e o componente nuclease do
complexo cliva o RNA alvo da sequéncia especifica (Hannon,, 2002; Haasnoot e cols.,
2003). Além disso, os siRNA podem funcionar como moldes para a sintese de mais
dsRNA a partir da fita simples (ssSRNA — do inglés single strand RNA) numa reacao
catalisada por uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) do hospedeiro, que
gera mais dsRNA a partir de ssRNA (Vaistij e cols., 2002; Lipardi & Peterson, 2010). Este
sistema permite, por feedback positivo, amplificar o sinal inicial, estimulando a via do
RNAI.

A DICER é uma enzima constituida por um dominio N-terminal DEXH-box RNA
helicase, um dominio de funcédo desconhecida (DUF283), um dominio PAZ, dois dominios

ribonuclease (Rllla e RIlIb) e um dominio ligado a dsRNA. Em Drosophilla ha duas Dicers:
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dicerl e dicer2 - codificadas por dcrl e dcr2 respectivamente. O gene dcrl desempenha o
papel da biogénese de miRNA, uma via alternativa que leva regulacdo da expresséao
génica. A dcr2 esta envolvida com a producdo de siRNA, via que leva a destruicdo de
RNA mensageiro alvo. A funcédo da Dicer ndo é somente clivar a dsRNA mas também
liberar as moléculas de siRNA para o complexo RISC. RISC € um complexo de
multiproteinas de 200 - 500 kDa e estd diretamente ligada a clivagem do mRNA alvo
(Bernstein e cols., 2001). Este é formado principalmente por proteinas da familia
argonauta (AGO) que sdo essenciais para o complexo RISC (Bohmert e cols., 1998). A
familia AGO é definida pela presenca de duas regifes conservadas, um dominio PAZ e
um dominio PIWI; o dominio PAZ interage com 2 pb dos siRNA ou miRNA; e o dominio
PIWI é o responsavel pelo silenciamento do RNAm alvo através de sua atividade RNase
(Ronemus e cols., 2006). O dominio PAZ é constituido de 100 aminoacidos e o dominio
PIWI de 300 aminoacidos na regido N- e C-terminal, respectivamente (Cerutti e cols.,
1999).

Na infeccdo por virus de RNA, a replicacao viral leva a formacdo de uma dupla fita
de RNA que é reconhecida e clivada por DICER, formando si-RNAs que iniciam o
processo que leva a destruicdo das copias do RNA viral, impedindo assim a infec¢ao.
Este mecanismo de silenciamento mediado por RNA é um sistema universal em
organismos multicelulares e permite que a expressao de RNA seja especificamente
regulada a nivel pds-transcricional, modulando assim, entre outros processos, a infec¢cao
por virus de RNA, em diferentes modelos. Em contrapartida, muitos virus tém evoluido
para codificar proteinas supressoras de silenciamento (RSS), que podem bloquear a
resposta de defesa e evadir do sistema imune do hospedeiro (Bortolamiol e cols., 2008).
Embora numerosas RSS tenham sido identificadas, poucas informacdes estdo disponiveis
sobre a base molecular de seu modo de acéo. Virus que codificam RSS podem interferir
com a producao de siRNA e/ou sequestrar estas moléculas (Li e cols., 2006).

As proteinas de contra-defesa viral com atividade supressora de silenciamento
foram originalmente descobertas em membros de virus de planta. RSS foram encontradas
em outros virus de plantas de RNA de orientacdo positiva que pertencem aos géneros
Tombusvirus, Sobemovirus, Potexvirus (Voinnet e cols.,1999; 2000), Pecluvirus (Dunoyer
e cols., 2002) e Polerovirus (Pfeffer e cols., 2002) e também em um virus do género
Nodavirus que infecta inseto (Li e cols., 2002). Vérios supressores de silenciamento
mediado por RNA tem sido descritos e alguns deles sdo sintetizados por virus que

infectam animais como a proteina vp35 do virus Ebola (Haasnoot e cols., 2007), a
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proteina B2 do Flock house virus (FHV) que infecta Drosophila (Lingel e cols., 2005), a
proteina Tat do virus HIV-1 (Bennasser &Jeang, 2006; Qian e cols., 2009), proteina NS1
do virus influenza (de Vries e cols., 2008) e a proteina NSs do La Crosse virus que infecta
tanto insetos quanto hospedeiros humanos (Soldam e cols., 2005), entre outras.

Os mecanismos de supressédo de RNAIi conhecidos, descrevem sempre a inibicdo
de um dos passos da via de RNAIi. A base molecular para atividade supressora foi
somente elucidada para algumas poucas proteinas supressoras, como a P19 que é
codificada por virus que atacam tomateiro. Esta, se liga diretamente ao siRNA impedindo
sua ligacdo ao RISC, sua propagacdo ou amplificacdo pela RDRp (Rawlings e cols,
2011). Outros SSPs, incluindo a P21 de Closterovirus e HC-Pro de Potyvirus podem
também se ligar a siRNA (Bortolamiol e cols., 2008). Além disso, a proteina 2B interage
com uma proteina componente da via de silenciamento, presente nos virus do mosaico,
da familia Cucumovirus e no FHV familia Nodaviridae, do género Alphanodavirus (Li e
cols., 2002). Recombinantes de proteinas 2B de FHV quando inoculados em cultura de
células de Aedes aegypti inibem a via do RNAi e o titulo viral aumenta. Quando
administrado em mosquitos Aedes aegypti aumenta também o titulo viral e observam-se
mudancas fisiologicas e comportamentais, como diminuicdo do tempo de vida e
oviposigao (Cirimotich e cols., 2008).

A primeira evidéncia de que uma rota funcional similar a do RNAI existia em Aedes
aegypti, foi obtida por Olson e cols (1996) a partir de estudos para gerar células que
fossem resistentes a DENV2. Foi observado que um Sindbis virus (familia Togaviridae,
género Alphavirus, complexo WEEV) recombinante que apresenta uma regido codificante
para o gene prM do DENV2 em seu genoma, tanto na orientacdo “sense” como na “anti-
sense”, torna as células resistentes a um desafio com DENV-2, mas nao com DENV-3 .
Os mesmos resultados foram observados quando fémeas adultas de Aedes aegypti foram
co-injetadas com 10° pfu/mL de Sindbis virus recombinante e DENV-2. Em outro trabalho
do mesmo grupo, Sanchez-Vargas e cols (2004) mostram que Sindbis virus pode silenciar
genes enddgenos como o da “Early trypsin” (TrypEarl) em Ae. aegypti, se 0 seu genoma
possuir uma regido que codifica esta proteina. Os resultados indicam que a expressao da
sequéncia de RNA da TrypEarl pelo Sindbis virus recombinante leva ao silenciamento do
gene da TrypEarl e a degradacdo do seu mRNA no intestino médio de mosquitos, com o
aparecimento de siRNAs (small interferenceRNAs, 21-25nt) a marca registrada do
processo de RNAI. Estes resultados mostram que o fenbmeno de RNAI esta presente em

mosquitos e provavelmente atua como um mecanismo de defesa antiviral. Como em virus
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gue infectam plantas, e possivel que virus animais tenham também desenvolvido contra-
defesas, através da supressdo de RNAI, quer seja por expressao de proteinas
supressoras, quer seja por algum mecanismo celular de supressao ou escape. Assim, €
possivel que a competéncia vetorial de Ae aegypti ao virus dengue também esteja
relacionado a sua atividade antiviral mediada por RNAi e, em contrapartida, a sua

capacidade de burlar este mecanismo.

Sanchez e colaboradores (2009) mostraram que a infeccdo por DENV é modulada
pela via do RNAI e, portanto, este € o principal determinante da transmissdo de DENV
pelo vetor Aedes aegypti. Eles mostraram que a infeccdo oral de mosquitos e células de
Ae. Aegypti por DENV2 gera dsRNA e produz siRNA especificos para DENV2. Além
disso, que o silenciamento de dcr2, r2d2 ou ago2, genes que codificam importantes
sensores e proteinas efetoras da via do RNAI, causa o aumento da replicagdo viral no
vetor e diminui o periodo de incubacéo extrinseco requerido para a transmissao viral. A
associacdo do mecanismo de RNAi com competéncia vetorial em popula¢des naturais de
Aedes aegypti tem sido mostrado recentemente (Carvalho-Leandro e col., 2012). Este
trabalho apresenta a relacdo entre variagcdes naturais de competéncia vetorial para DENV
e a expressao diferencial de transcritos, entre eles dcr2. Foi observado que a expressao
de dcr2 varia entre as populacdes naturais de Aedes aegypti e que € significativamente
menor em amostras de mosquitos de campo infectados com DENV2 quando comparada
ao controle, sugerindo que este mecanismo pode ser essencial na infecc¢ao viral.

O monitoramento da expressdao de dcr2 e outros genes da via do RNAi em
populacdes naturais de Aedes aegypti pode ser uma importante ferramenta de
mapeamento de populacfes quanto a sua suscetibilidade a DENV, de potencial valor
preditivo que merece ser melhor investigada (Amaral, 2008). Além disso, a regulacdo
negativa destes transcritos ap6s a infeccdo com DENV pode indicar ainda uma
manipulacéo viral de defesas do mosquito (Silva, 2009). Recentemente foi identificado o
supressor de RNAI produzido pelo DENV e west nile virus (Schnettler e cols, 2012). O
trabalho mostra que uma molécula de RNA subgendmico (sfRNA) suprime eficientemente
as vias de RNAI induzidas tanto por siRNA como por miRNA, em células de mamiferos e
em células de insetos. O mecanismo do supressor € inibir a atividade de clivagem da
dsRNA promovida por DICER.
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Consideracgdes Finais.

O controle e prevencao de doengas causadas por arbovirus requer uma série de
medidas, entre elas o controle das populacdes do vetor, o monitoramento da sua
resisténcia a inseticidas e o desenvolvimento de uma vacina eficaz. No caso da dengue,
as ferramentas de combate & doenca quando disponiveis ndo tem apresentado resultados
satisfatorios até o momento. N&o ha ainda uma vacina disponivel no mercado, embora
varias estejam em teste. As atividades de prevencdo da dengue no Brasil contam com o
monitoramento continuo dos Indices de Infestacdo pelo Aedes aegypti nos municipios,
como forma de se identificar areas de maior densidade vetorial. Além disso, temos um
sistema bastante confiavel de monitoramento da resisténcia a inseticidas. A situagdo
epidemioldgica dos sorotipos circulantes também é realizada, sendo esta uma informacéao
importante para que medidas de controle e alerta sejam adequadas. Entretanto, ndo se
observa reducdo do nimero de casos de uma maneira consistente, mas um decréscimo
no ndimero de casos como resultado da caracteristica ciclica da doencga. Assim, é urgente
o desenvolvimento de novas ferramentas e o ajuste de velhas metodologias para a

realidade atual.

Uma das estratégias mais recentes no controle do vetor € conhecida como RIDL
(release of insects carrying a dominant lethal), baseada na producdo de mosquitos que
carregam um gene letal dominante que suprime a populacédo do vetor. Um Aedes aegypti
transgénico chamado OX3604C foi construido para produzir uma fémea que nao voa
(Wise de Valdez, 2010), com um potencial de eliminacéo da populacdo do vetor em 10-20
semanas. Em 2010, a Wellcome Trust anunciou que o governo da Malasia aprovou a
liberacdo de mosquitos machos estéreis de Aedes aegypti para controlar a dengue. A
Oxitec, uma empresa britanica de biotecnologia, desenvolveu estes mosquitos
transgénicos e conduziu um teste inicial nas Ilhas Cayman em 2009/2010. Outra
importante estratégia é a introducdo de Wolbachia em mosquitos Aedes aegypti. Esta
estratégia diminui a longevidade do inseto e interfere com a habilidade do mosquito de
transmitir dengue (Moreira e cols, 2009). Testes tem sido realizados na Australia e

Vietnam com bastante sucesso.

Outra opcdo é a utilizacdo de mosquitos transgénicos cuja alteracdo génica
interrompa o ciclo de vida do vetor ou a sua interagcdo com o virus. Neste aspecto, 0

estudo da interacdo inseto-virus tem fornecido conhecimentos sobre o ciclo de
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transmissdo da doenca e o potencial de utilizacdo de mosquitos geneticamente
modificados refratarios ao virus dengue. Hipoteticamente isto pode ser feito utilizando-se
genes relacionados a competéncia vetorial da espécie, de forma a conferir refratariedade
do mosquito ao virus, interrompendo assim o ciclo de transmissdo e, em consequéncia,
controlando a doenca. Entretanto, ha muito ainda a ser estudado com respeito a Biologia
do vetor, e a interacdo deste com o DENV de forma a entender a soma de fatores que

determinam a competéncia vetorial de uma espécie.

Um resumo das etapas de interacdo do virus dengue com os diversos tecidos do

mosquito pode ser visto na figura 6.
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Figura 6. Resumo das etapas da interacdo entre o virus dengue e o mosquito Aedes

aegypti. MP — matriz peritréfica; AMP — peptideos antimicrobianos.
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