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RESUMO

BIZZARRO, B. Caracterizagdo imunofuncional de um inibidor de linfécitos presente
na saliva de Aedes aegypti. 2016. 102 f. Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Artrépodes hematéfagos utilizam o sangue de hospedeiros vertebrados como a
sua principal fonte de alimentagdo, uma vez que o repasto sanguineo € necessario para
a maturagao dos ovarios das fémeas dessas espécies. Para obter a ingestao adequada
de sangue, esses organismos precisam enfrentar o sistema hemostatico e o sistema
imune do hospedeiro vertebrado. Como a saliva desses artropodes é o elemento de
interacao entre o vetor e o hospedeiro vertebrado, a elucidacao de sua composicao e de
suas atividades bioldgicas é essencial para entender as interagdes envolvidas no
processo de hematofagia. No presente trabalho, descrevemos a indugcdo de morte
celular seletiva para linfocitos causada pela saliva do mosquito Aedes aegypti. Essa
atividade é caracterizada pela rapida exposicdo de fosfatidilserina, incorporacdo de
iodeto de propidio, diminuicdo do tamanho celular, perda da expressdo de CD62L e
seletividade para linfécitos naive, ndao afetando linfocitos ativados/memdria e nem
células dendriticas. Além disso, essa atividade é mais potente em linfécitos T CD4" e
CD8" do que em linfécitos B. Para identificar a molécula responsavel por essa atividade,
fracionamos o extrato da glandula salivar (EGS) do mosquito por HPLC e analisamos as
fragcbes ativas por espectrometria de massas. A anadlise diferencial das fragdes por
bioinformatica identificou como possivel candidato, o transcrito AAEL003655 cujo
produto tem massa molecular esperada de 338.16 kDa. Mostramos que esse transcrito
esta abundantemente expresso em glandulas salivares de A. aegypti ffmeas mas nao
de machos, sugerindo sua participagdo no repasto sanguineo. RNA de interferéncia foi
utilizado para silenciar o gene responsavel por essa atividade em fémeas de A. aegypti
e 0 EGS desses mosquitos perdeu a capacidade de induzir a morte de linfocitos,
confirmando que essa é a molécula responsavel pela atividade inibidora observada na
saliva desse vetor. Em conclusdo, esse trabalho identifica uma nova molécula presente
na saliva de A. aegypti com atividade seletiva sobre linfécitos e potenciais implicagdes
para o entendimento da biologia do mosquito e em sua interagcdo com o hospedeiro
vertebrado.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Extrato da glandula salivar. Linfocitos. Morte celular.
Imunomodulacao.



ABSTRACT

BIZZARRO, B. Immunofunctional characterization of a lymphocyte inhibitor from
Aedes aegypti saliva. 2016. 102 p. Ph. D. Thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Hematophagous arthropods use blood from vertebrate hosts as their main source
of nutrition, since the blood meal is necessary for ovary maturation of this species’
females. In order to nourish themselves, these organisms need to counteract the
hemostatic system and the immune system of their vertebrate hosts. Because saliva of
these arthropods is the key element of interaction between the vector and the vertebrate
host, the elucidation of its composition and its biological activities is essential to
understand the interactions involved in the process of hematophagy. In the present work,
we described the induction of cell death selective for lymphocytes caused by the saliva
of Aedes aegypti mosquito. This activity is characterized by fast exposure of
phosphatydilserine, incorporation of propidium iodide, cell shrinkage, loss of CD62L
expression, and selectivity for naive lymphocytes, but no effect on activated/memory
lymphocytes or dendritic cells. Moreover, this activity is more potent in CD4" and CD8"
T cells than in B lymphocytes. To identify the molecule responsible for this activity, we
fractionated the mosquito’s salivary gland extract (SGE) by HPLC and analyzed the
active fractions by mass spectrometry. Differential bioinformatics analyses of the
fractions identified as the putative candidate, the transcript AAELO03655 that presents a
molecular mass of 338.16 kDa. We demonstrated that this transcript is abundantly
expressed in salivary glands of A. aegypti females but not of males, suggesting a role in
blood-feeding. RNA interference was employed to silence the gene responsible for this
activity in A. aegypti females and the SGE of these mosquitoes lost the ability to induce
lymphocyte death, confirming that this is the molecule responsible for the inhibitory
activity observed in the saliva of the vector. In conclusion, this work identifies a new
molecule from A. aegypti saliva with selective activity on lymphocytes and potential
implications for the understanding of mosquito biology and its interaction with vertebrate
host.

Keywords: Aedes aegypti. Salivary gland extract. Lymphocytes. Cell death.
Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti € um artropode hematdfago pertencente a familia
Culicidae e o principal vetor de arbovirus causadores da Dengue, Febre Amarela,
Chikungunya e Zika, doengas que geram um grande impacto social e econédmico em
muitos paises do mundo. Algumas carateristicas desse vetor contribuem para sua
importancia epidemiolégica e grande capacidade vetorial, como o fato de se
alimentar preferencialmente em humanos, realizar os repastos sanguineos durante o
dia, sua picada quase imperceptivel, capacidade de procriar em pequenas
quantidades de agua parada e os ovos resistentes a dessecagdo (BARRETT,;
HIGGS, 2007; GUBLER, 2002; WILDER-SMITH; GUBLER, 2008). Esse conjunto de
fatores, somado a falta de vacinas eficazes para combater muitos desses virus,
resultam em epidemias recorrentes que se alastram por grande parte do planeta,
principalmente em regides tropicais e subtropicais onde esses mosquitos estdo
distribuidos.

Atualmente, as arboviroses transmitidas pelo A. aegypti estdo criando um
cenario preocupante, devido ao grande aumento no numero de casos e a velocidade
de sua distribuicdo geografica. Algumas razdes que explicam essa rapida
distribuicdo pelo mundo sdo: o aumento das viagens internacionais, migragdes
ilegais através das fronteiras, moradias inadequadas, saneamento basico precario e
pouca ou nenhuma estratégia de controle dos vetores (TILAK et al., 2016; WILDER-
SMITH; GUBLER, 2008). Mudangas nas condi¢des climaticas, como as oscilagbes
causadas pelo E/ Nifio, podem acarretar a pratica da coleta e armazenamento de
agua nas residéncias em recipientes muitas vezes inadequados, gerando um
aumento dos focos para reproducédo desses vetores (TILAK et al., 2016; WILDER-
SMITH; GUBLER, 2008). Em algumas regides do Brasil, temos observado uma
reducdo na disponibilidade de agua das represas nos ultimos anos, o que também
estimula a pratica de armazenar agua em casa, refletindo no aumento da populagao
de vetores e consequentemente na transmissdo de doencas. Além disso, outra
preocupacao € o aumento da severidade de doengas previamente tidas como
brandas, como por exemplo a infecgdo pelo virus Zika. Esse virus foi recentemente
introduzido no Brasil e inicialmente diagnosticado com sintomas semelhantes a

infecc&o pelo virus da Dengue, porém mais amenos. Entretanto, evidéncias mostram
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que infecgbes pelo virus estdo associadas a quadros graves envolvendo
malformagdes congénitas, sindrome de Guillain-Barré e problemas neurologicos
como microcefalia, dentre outras complicagdes (CUGOLA et al., 2016; TILAK et al.,
2016).

A importéncia desse vetor no cenario atual tem elevado o numero de
cientistas trabalhando em pesquisas envolvendo o mosquito. Como consequéncia, o
numero de publicagdes contendo a palavra-chave “Aedes aegypti” nos ultimos 10
anos quase dobrou (2005 = 248 artigos / 2015 = 497 artigos), segundo dados da US
National Library of Medicine, National Institutes of Health

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

1.2 Saliva do A. aegypti e seus efeitos na hemostasia do hospedeiro

Assim como outras espécies de artropodes hematofagos, o A. aegypti utiliza o
sangue de seus hospedeiros como a principal fonte de nutrientes para a maturagao
dos ovarios e desenvolvimento dos ovos nas fémeas. Para realizar um repasto
sanguineo adequado, esses mosquitos necessitam de mecanismos que impegam a
ativacdo do sistema hemostatico e do sistema imunoldgico do seu hospedeiro
vertebrado. Neste contexto, a saliva desses organismos desempenha um papel
essencial, atuando como principal elemento de interacdo entre o vetor e o
hospedeiro.

Além das fungbes fisiologicas da saliva, como quebra de acgucares e
lubrificagcdo das pecas bucais, a saliva possui outras fungdes importantes para a
hematofagia (RIBEIRO, 1987). A saliva é composta por uma grande variedade de
moléculas com atividades anticoagulante, anti-agregante de plaquetas e
vasodilatadora, que facilitam a obtengcdo de sangue durante o repasto sanguineo
(CHAMPAGNE, 2004; CHMELAR et al.,, 2012; FRANCISCHETTI et al., 2009;
KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013; RIBEIRO, 1987). Por exemplo, a aegyptina é
uma proteina que por se ligar aos colagenos do tipo | ao IV, bloqueia completamente
a adesao de plaquetas ao colageno e afeta a interagcédo do fator de von Willebrand ao
colageno tipo Il (CALVO et al., 2007). Outro exemplo de proteina com atividade anti-
agregante de plaquetas presente na saliva do A. aegypti é a apirase, que é capaz de
hidrolisar ADP e ATP e assim reduzir a ativacdo e o recrutamento de plaquetas
(CHAMPAGNE et al., 1995; RENO; NOVAK, 2005; RIBEIRO et al., 1984). A saliva
desse vetor possui também as sialocininas | e Il que s&o peptideos que fazem parte
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da familia das taquicininas e possuem atividade vasodilatadora (CHAMPAGNE;
RIBEIRO, 1994; RIBEIRO, 1992). Outro composto dessa saliva € um inibidor de
serino-proteases com atividade anticoagulante especifica para o Fator Xa (AFXa, do
inglés “Anticoagulant-factor Xa’) (STARK; JAMES, 1995, 1998). Além disso, outro
inibidor de serino-protease foi descrito, o AaTl (do inglés “A. aegypti trypsin
inhibitor™), capaz de se ligar a trombina e atuar como anticoagulante (WATANABE et
al., 2010; WATANABE et al., 2011).

A importancia da presenga de fatores anti-hemostaticos na saliva desses
vetores pode ser observada pelo fato de que mosquitos transgénicos com niveis
reduzidos de aegyptina, gerados por silenciamento génico, levaram mais tempo para
conseguir se alimentar e apresentam quantidades reduzidas de sangue ingerido
comparado com mosquitos controle colocados para se alimentar em camundongos
anestesiados (CHAGAS et al., 2014).

1.3 Saliva do A. aegypti e seus efeitos no sistema imune do hospedeiro

Muitos componentes do sistema hemostatico também s&o capazes de
influenciar o sistema imune. Por exemplo, a serotonina e a histamina liberadas por
plaquetas e mastdcitos sao indutores de dor, o que pode fazer com que o mosquito
seja percebido pelo hospedeiro e tenha sua alimentagdo comprometida (RIBEIRO;
FRANCISCHETTI, 2003). Dessa forma, é de se esperar que 0s componentes
salivares do mosquito também tenham efeito sobre o sistema imune do hospedeiro.
Sabe-se que o extrato de glandula salivar (EGS) do A. aegypti pode inibir a
proliferacao de linfécitos (BIZZARRO et al., 2013; CROSS et al., 1994; WANASEN et
al., 2004; WASSERMAN et al., 2004), através da indu¢cdo de apoptose nestas
células (BIZZARRO et al., 2013). O EGS de A. aegypti também afeta o perfil de
citocinas em cultura de esplendcitos estimulados, suprimindo citocinas do tipo Th1
como IL-2 e IFN-y e pro-inflamatorias como GM-CSF e TNF-a, enquanto citocinas do
perfil Th2 (IL-4 e IL-5) sdo pouco afetadas (CROSS et al., 1994; WASSERMAN et
al., 2004). O EGS desse mosquito também €& capaz de inibir a liberacdo de TNF-a
em mastécitos de rato (BISSONNETTE et al., 1993). Além disso, a exposi¢cao de
camundongos infectados com o virus do Nilo Ocidental as picadas do mosquito
altera a migracédo e sinalizacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs),
como macroéfagos e células dendriticas, e afeta o recrutamento de leucécitos para o

tecido, assim como aumenta a expressao de IL-10 e diminui a expressao de iNOS e



21

IFN-B prejudicando a resposta antiviral (SCHNEIDER et al., 2010). Outros trabalhos
mostram que os componentes salivares desse vetor ndo afetam a diferenciagao,
maturacéo e a fungdo de células dendriticas (DCs) (BIZZARRO et al., 2013), além
de nao alterar a expressao de moléculas como CD40, CD83, MHC | e MHC Il e a
producgéo de citocinas como IFN-a e TNF-a em DCs humanas (ADER et al., 2004).
Entretanto, a producdo de IL12p70 por essas células parecem aumentar apds
contato com a saliva desse vetor (ADER et al., 2004). Uma das moléculas
identificadas e caracterizadas na saliva do A. aegypti com atividade
imunomoduladora ¢ a SAAG-4, responsavel pela programacédo de células T CD4"
para expressar |L-4 (BOPPANA et al., 2009). Outra molécula presente na saliva do
A. aegypti, a sialocinina |, inicialmente descrita como um vasodilatador, tambéem é
capaz de inibir citocinas do tipo Th1 e aumentar a producéo de citocinas do tipo Th2
quando inoculada em camundongos (ZEIDNER et al., 1999).

Patogenos capazes de infectar esses mosquitos podem ser transmitidos pela
saliva no momento da picada, e as atividades acima descritas podem ser utilizadas
por esses patogenos, que se beneficiam do efeito imunomodulador da saliva para
facilitar sua transmissdo (ARGENTINE; JAMES, 1995). De fato, foi demostrado que
a saliva de A. aegypti gera um aumento da infecdo pelo virus do Nilo Ocidental na
pele de camundongos, associado com a inibicdo do recrutamento de linfocitos T e
das atividades antivirais em APCs (SCHNEIDER et al., 2010). Outras evidéncias
mostram que a infeccdo de queratinécitos humanos pelo virus da dengue é
exacerbada na presenga da saliva devido a supressao de fatores da resposta imune
inata (SURASOMBATPATTANA et al., 2014; SURASOMBATPATTANA et al., 2012).
Um trabalho recente mostra que a saliva do A. aegypti pode aumentar a
permeabilidade endotelial, estimular o extravasamento de plasma, aumentar a carga
viral em macrofagos e células dendriticas da derme em um modelo murino de
infeccdo secundaria pelo virus da dengue e ajudar a espalhar esse patégeno mais
rapidamente na pele, aumentando a severidade da doenga (SCHMID et al., 2016).
Esses trabalhos demonstram que a saliva exerce um papel crucial na transmissao
desses patdégenos e que o entendimento dos aspectos fisiologicos da saliva no
repasto sanguineo e seus efeitos no sistema imune do hospedeiro tem uma
importancia significativa e inclusive pode ser usado como alvo para novas vacinas e

desenvolvimento de outros métodos profilaticos para essas doencas.
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1.4 Efeito da saliva do A. aegypti em linfocitos e a importancia dessas células
no sistema imune do hospedeiro

Nosso grupo mostrou recentemente que, ao contrario do que ja foi descrito
para algumas espécies de artrépodes hematofagos, os componentes salivares de A.
aegypti nao exercem efeito na diferenciagdo, maturacdo e fungdo das células
dendriticas. Por outro lado, atuam diretamente nos linfécitos T, induzindo uma
potente atividade citotoxica seletiva para linfécitos naive (BIZZARRO et al., 2013).

Os linfocitos T tém papel fundamental na protegao contra patégenos, pois s&o
responsaveis por orquestrar a resposta imune adaptativa. O desenvolvimento
dessas células ocorre no timo e, em condi¢cdes normais, células funcionais e nao
autorreativas sobrevivem e migram para compartimentos linfoides periféricos, em
especial orgaos linféides secundarios (DAVIS, 1990; KLEIN et al., 2009;
ZINKERNAGEL et al., 1978). Os receptores das células T (TCR) reconhecem
peptideos associados as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) em APCs como linfocitos B, macrofagos e células dendriticas. Moléculas
coestimuladoras geram o segundo sinal para a ativagdo, enquanto integrinas como
LFA-1 e ICAM-1 auxiliam na formacg&do da sinapse imunolégica que € fundamental
para a completa ativagcdo dessas células (DUSTIN et al., 2006; SIMS; DUSTIN,
2002; VAN SEVENTER et al.,, 1990). Em seguida ocorre uma expansao clonal
dessas células que se diferenciam em células T efetoras por acdo do microambiente
de citocinas produzidas no local. A maior parte dessas células morre por apoptose
ao final de uma resposta para que a homeostase do organismo seja mantida. As
células que sobrevivem, cerca de 10-20%, se tornam células de memoria e séo
responsaveis por uma resposta mais rapida, potente e eficaz ao reconhecer o
mesmo antigeno em um contato subsequente (SALLUSTO et al., 2004; SPRENT et
al., 2008).

As células T que apresentam TCR o/ sao divididas em trés subpopulagdes
principais: células T CD4" ou auxiliares (Th, do inglés “T helper”), células T CD8" ou
citotoxicas (Tc) e células T reguladoras (Treg) (LEWINSOHN et al., 2011). As células
T CD4" secretam citocinas e quimiocinas que auxiliam a produgéo e troca de classe
de anticorpos pelas células B, aumentam a capacidade microbicida de macrofagos e
sdo capazes de recrutar neutréfilos, eosindfilos e baséfilos para os locais de
inflamacédo (ZHU; PAUL, 2008). Uma série de revisbes tem atualizado o
conhecimento sobre as subpopulagbes de células T CD4, identificadas e
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classificadas até o momento de acordo com o padrao de citocinas secretadas e suas
fungées (HIRAHARA; NAKAYAMA, 2016; ZHOU et al., 2009; ZHU; PAUL, 2008;
ZHU et al., 2010). As células Th1 secretam principalmente IFN-y e atuam na
protecdo contra patdégenos intracelulares. O subtipo de células Th2 secreta as
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, dentre outras, e tem papel importante contra alguns
parasitas extracelulares. Células Th9 também exercem protecédo contra parasitas e
secretam citocinas como IL-9 e IL-10. Ja as células Th17 sao eficientes contra
bactérias extracelulares e fungos, e secretam as citocinas IL-17, IL-21 e IL-22
principalmente (HIRAHARA; NAKAYAMA, 2016; ZHOU et al., 2009; ZHU; PAUL,
2008; ZHU et al., 2010). As células T auxiliares foliculares (Trn, do inglés “follicular
helper T cells”) estao presentes nos centros germinativos e sdo essenciais para a
produgcdo de anticorpos pelos linfocitos B e mudanga de classe dessas
imunoglobulinas (KING, 2009). Ja as células T CD8" sdo responsaveis por destruir
células infectadas e possuem mecanismos efetores eficientes no combate a virus,
bactérias intracelulares e tumores. Além disso, a geragdo e expansao de células T
CD8" sdo aumentadas pelas citocinas produzidas por células T CD4" (BOURGEOIS;
TANCHOT, 2003; WILLIAMS et al.,, 2006). Finalmente, as células Treg foram
descritas por sua capacidade em suprimir a proliferacdo de células T naive, sua
diferenciagdo em células T efetoras e as fungbes das células T CD4" e CD8"
diferenciadas. S4o ainda capazes de suprimir as fungdes de células B, NK, NKT,
macrofagos, osteoclastos e células dendriticas (MIYARA; SAKAGUCHI, 2007;
SAKAGUCHI et al.,, 2008; SHEVACH, 2006; TANG; BLUESTONE, 2008; VON
BOEHMER, 2005). Os mecanismos supressores das células Treg envolvem
secrecdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-, modulagdo das
funcdes das células apresentadoras de antigenos ou supressdo dependente de
contato celular (MIYARA; SAKAGUCHI, 2007; SAKAGUCHI et al.,, 2008).
Caracterizadas pela presenca do fator de transcricdo FoxP3, essas células foram
descritas inicialmente como sendo CD4°'CD25"; entretanto outros subtipos de
células Treg também foram descritos posteriormente, como as células CD8" Treg,
Tr1, Th3 e células NKT reguladoras (BATTAGLIA et al., 2006; BELIZARIO et al.,
2016; GOL-ARA et al., 2012; KIM et al., 2010).

Os linfocitos T s&o essenciais para o estabelecimento de uma resposta imune
apropriada para a eliminagdo de agentes patogénicos. A auséncia dessas células,

observada em diversos tipos de imunodeficiéncias severas e combinadas
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(BUCKLEY, 2004; COSSU, 2010) é incompativel com a vida, exceto em ambientes
extremamente controlados. Além disso, disfung¢des de linfocitos T podem resultar em
diversas doencas autoimunes como diabetes melitus tipo 1, artrite reumatdide,
esclerose multipla, doenga de Crohn, entre outras (MILLS, 2011). Reagdes de
hipersensibilidade, rejeicdo a transplantes e linfomas também tém os linfécitos T
como as principais células envolvidas.

Decifrar o que acontece com as células T durante a picada de um artrépode
hematofago envolve uma série de variaveis e um complexo sistema de interagao
entre o vetor e o hospedeiro vertebrado, por vezes envolvendo um terceiro
elemento, o patégeno (LEITNER et al., 2012). Além do intricado conjunto de
subtipos de linfocitos T e suas diferentes condigdes dependendo de cada situagao
em que se encontram, o conteudo da saliva de vetores também pode variar de
acordo com cada espécie e sua necessidade de alimentagcdo, complicando ainda
mais o entendimento dessa interacdo. A composi¢cdo da saliva pode mudar
drasticamente em resposta a sinais ambientais como co-infecgdes com patégenos,
presencga de microrganismos comensais/microbiota, alimentagc&o prévia com sangue,
oscilagédo circadiana dos niveis de algumas proteinas e diferengas na saliva entre
linhagens criadas em laboratorio e coletadas no campo (LEITNER et al., 2012).
Entretanto, todas as espécies de artrébpodes hematofagos e também os
microorganismos potencialmente transmitidos, desde virus até parasitas, tem um
objetivo em comum que é sobreviver, resistindo aos mecanismos de defesa de seus

hospedeiros.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, concluimos que:

A morte celular induzida pelo EGS de A. aegypti é caracterizada pela
exposicao de fosfatidilserina, incorporacdo de PI, diminuicdo no tamanho
celular e perda da expressao de CD62L.

O EGS dessa espécie é capaz de induzir a morte seletiva de linfécitos naive,
ndo afetando células ativadas.

Linfécitos TCD4" e TCD8" sdo mais sensiveis a essa atividade do que
linfécitos B.

Células dendriticas nao sao afetadas por essa atividade.

A morte celular induzida pelo EGS parece ser independente de caspases.

O transcrito AAEL003655 foi identificado como o candidato mais provavel
responsavel pela atividade.

A atividade esta presente somente em fémeas dessa espécie, assim como o
transcrito AAELO03655, sugerindo um papel no repasto sanguineo.
Anticorpos monoclonais contra a proteina foram capazes de neutralizar
parcialmente a atividade.

O silenciamento do gene responsavel pela atividade por RNAI aboliu o efeito

do EGS dos mosquitos silenciados em linfécitos.
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