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AMARO, Tafarel Ribeiro. Analise Transcricional comparativa entre Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) Resistentes e Suscetiveis ao Malation
2022. 36 f. Dissertagao apresentada ao Programa de Pds-Graduagao em Genética e
Biologia Molecular, da Universidade Estadual de Londrina, como requisito para a
obtencéao do titulo de Mestre, Londrina.

RESUMO

Considerada uma doenca viral emergente, a dengue hoje é endémica em mais de 100
paises, tornando-se um problema de saude publica devido a facil proliferagao do virus
transmitido pela picada do mosquito Aedes spp. Para evitar a infestacdo do mosquito
vetor e a circulacdo do virus, o uso de inseticidas do grupo dos organofosforados
tornou-se bastante comum. O uso intensivo destes compostos quimicos, pode
selecionar individuos resistentes em uma populagcdo de vetores, eliminando insetos
suscetiveis reduzindo a variabilidade genética. Com o monitoramento e estudo dessas
populacdes resistentes, fica mais facil direcionar campanhas de controle do inseto.
Sendo assim, a partir dosequenciamento de RNA (RNA-seq) foi realizado um estudo
comparativo da expressao génica em populagdes de Aedes aegypti resistentes e
suscetiveis ao inseticida malation (organofosforado). O sequenciamento das 6
bibliotecas de cDNA, 3 susceticeis e 3 resistentes, resultou em um total de
149.079.613 reads paired-end que apds a limpeza caiu para 86.290.453 reads. A
estratégia utilizada neste trabalho foi a montagem de novo e com ela foi possivel fazer
a analise de expressao diferencial, onde foram identificados 6971 transcritos
diferencialmente expressos, sendo 3.649 down regulados e 3.322 up regulados no
grupo Resistente comparado ao Suscetivel. Apds a anotagéo funcional foi possivel
caracterizar transcritos relacionados a cuticula (proteina ecdysona E93), olfagao
(proteinas ligadoras de odores — OBPs) e detoxificagéo (citocromo P450). Diante disso
nossos dados corroboram para o entendimento do processo de resisténcia ao
Malation em Aedes spp, mostrando que esse evento é resultado da atuacido de
diversos mecanismos, e que estudos como esse, abordando a expressao diferencial
sdo fundamentais para a otimizagdo de novas estratégias, na buscao de um controle
mais eficiente desses insetos.

Palavras-chave: transcriptoma; resisténcia; malation; citocromo P450.
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ABSTRACT

Considered an emerging viral disease, dengue is now endemic in more than 100
countries, becoming a public health problem due to the easy proliferation of the virus
transmitted by the bite of the Aedes spp mosquito. To avoid the infestation of the
mosquito vector and the circulation of the virus, the use of insecticides from the group
of organophosphates has become quite common. The intensive use of these chemical
compounds can select resistant individuals in a population of vectors, eliminating
susceptible insects and reducing genetic variability. With the monitoring and study of
these resistant populations, it becomes easier to direct insect control campaigns.
Therefore, from RNA sequencing (RNA-seq) a comparative study of gene expression
in populations of Aedes aegypti resistant and susceptible to malathion
(organophosphate) insecticide was carried out. The sequencing of the 6 cDNA
libraries, 3 susceptible and 3 resistant, resulted in a total of 149,079,613 paired-end
reads, which after cleaning dropped to 86,290,453 reads. The strategy used in this
work was the de novo assembly and with it it was possible to perform the differential
expression analysis, where 6971 differentially expressed transcripts were identified,
3,649 down-regulated and 3,322 up-regulated in the Resistant compared to the
Susceptible group. After functional annotation, it was possible to characterize
transcripts related to cuticle (ecdysone E93 protein), olfaction (odor binding proteins -
OBPs) and detoxification (cytochrome P450). Therefore, our data corroborate the
understanding of the Malathion resistance process in Aedes spp, showing that this
event is the result of the action of several mechanisms, and that studies such as this
one, addressing the differential expression, are fundamental for the optimization of new
strategies, in the search for a more efficient control of these insects.

Key words: transcriptome; resistance; malathion; cytochrome P450.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)
(Hutchings; Sallum; Hutchings, 2021), € uma espécie taxonomicamente classificada
na ordem Diptera e pertencente a familia Culicidae. Dentro do género Aedes séo
compreendidas mais de 900 espécies, distribuidas em 44 subgéneros dos quais
apenas nove foram registrados nas Américas (Martins Junior, 2009). A espécie é
pertencente ao subgénero Stegomyia, caracterizados por serem afrotropicais,
palearticos e orientais. Com o desenvolvimento dos sistemas de transporte humano,
sua existéncia na fauna culicidica neotropical tornou-se passiva (Forattini, 2002). E
uma espécie sinantrépica de habito diurno, estando mais ativa ao amanhecer e ao
anoitecer; devido ao seu alto grau de endofilia e antropofilia, € considerado um
mosquito agressivo e oportunista (Fiocruz, 2020).

Suspeita-se que essa espécie tenha sido introduzida no Brasil
durante o periodo colonial, devido ao trafico de escravos, entre os séculos XVI e XIX
(Valle; Pimenta; Cunha, 2015). Com a destruicdo de habitats naturais, algumas
populacdes silvestres passaram por um processo de selecdao, tornando sua
disseminagao e sobrevivéncia mais propicia em assentamentos humanos (Powell et
al, 2018). Os mosquitos possuem forte adaptabilidade e estdo amplamente
disseminados devido a sua capacidade de realizar atividades no mesmo ambiente e
tempo que os humanos (Natal, 2002).

Caracterizados como holometabolos, sofrendo metamorfose
completa seu ciclo de vida apresenta quatro estagios, sendo eles: ovos, larvas, pupa
e adultos. Apds a eclosdo dos ovos, as larvas passam por uma média de trés mudas
até se tornarem pupas. Nestes estagios, eles passam por uma fase aquatica e
posteriormente por uma fase terrestre, a medida que os adultos tém asas. Na fase
adulta tanto machos quanto fémeas, se alimentam de agucares de plantas, porém,
as fémeas em particular necessitam de uma alimentagdo sanguinea rica em
proteinas que favorece o desenvolvimento completo dos ovarios e a maturagao dos
ovos (Harrington; Edman; Scott, 2001). Devido a essa alimentagéo preferencial de
sangue humano, as fémeas foram favorecidas aumentando assim seu valor
adaptativo positivamente, tanto em questdes reprodutivas quanto em questdo de
sobrevivéncia (Harrington; Edman; Scott, 2001).

Morfologicamente os mosquitos da espécie A. aegypti apresentam
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algumas caracteristicas marcantes, entre elas a extremidade do abdémen afilada e
pontiaguda, onde a ultima parte se sobrepde, exibindo cerdas (Consoli & Lourengo-
de-Oliveira, 1994). Na fase adulta sdo escuros, apresentando faixas pretas e
brancas nas pernas dando-lhes um aspecto listrado, podendo ser identificados pelo
padrdao de escamas branco-prateadas no escudo toracico em forma de lira (Valle;
Pimenta; Cunha, 2015). Caracteristicas morfologicas marcantes como antenas
franjadas e plumosas, é o que diferem os adultos machos das fémeas, poderiamos

ainda acrescentar o comprimentos dos palpos que sdo tao longos quanto a

proboscide nos machos e curta nas fémeas.(FIGURA 1).

Figura1. Diferengas morfolégicas entre machos (A) e fémeas (B) de mosquitos Aedes aegypti.

Fonte: Fiocruz

Varios culicideos sédo responsaveis pela disseminacdo de doencas
para os seres humanos, entretanto, A. egypti destaca-se como vetor potencial de
diversos arbovirus e outros patégenos de saude publica, tais como Dengue, Febre
Amarela, Zika Virus e a Chikungunya. Anualmente sdo estimadas cerca de 390
milhdes de infecgdes pelo virus da dengue, levando a morte de uma pessoa a cada

12 minutos. Cerca de 4 milhdes de pessoas distribuidas em 128 paises possuem
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risco de serem infectadas (World Health Organization, 2021). No ano de 2020 foram
registrados 931.903 casos de dengue no Brasil, sendo a maioria no Centro Oeste,

seguida pela regido Sul com maiores indices no Parana (Ministério da Saude, 2020).

1.2 Dengue

De acordo com Lopes et al. (2014), arboviroses sdo doengas virais
causadas pelos chamados arbovirus, que compreende todos os virus disseminados
por artrépodes (preferencialmente insetos e aracnideos) no momento do repasto
sanguineo. Dentre eles, pode-se citar o virus da dengue, zika, febre amarela e o
chikungunya. A dengue é uma doenca infecciosa causada por arbovirus do género
Flavivirus e familia Flaviviridae. Sao reconhecidos para a mesma quatro sorotipos
distintos, sendo eles: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (OMS, 2009). O virus é
transmitido através da picada do mosquito infectado Aedes (Stegomyia), sendo ele o
principal portador de importancia epidemiolégica na transmissdo da doenga,
considerada endémica em mais de 100 paises. Aproximadamente 500.000 pessoas
sofrem de dengue grave a cada ano e precisam de hospitalizacdo, das quais
aproximadamente 2,5% morrem (OMS, 2019).

A transmissao dessas arboviroses pode ocorrer ao homem por meio
das duas espécies dos mosquitos, Aedes aegypti e Aedes albopictus. O Aedes
aegypti € considerado o mais importante portador do DENV, enquanto o Aedes
albopictus é considerado o mais fraco, levando a epidemias mais brandas (Ebi;
Nealon, 2016). O aumento da densidade populacional em varios paises a rapida
urbanizagdo e a ineficacia dos programas de controle de vetores levaram ao
aumento da incidéncia da dengue em diversas regides (Martina, 2014).

A dengue é citada no Brasil desde 1846 (Teixeira & Barreto, 1996).
Como resultado de uma campanha nacional de organizagao militar, o Brasil acabou
com a disseminagao dessa doenca infecciosa na década de 1950. Em 1976, devido
a uma epidemia descontrolada, todos os Estados Brasileiros foram atingidos,
gerando agravagdes em pelo menos 3.794 municipios (Consoli & Lourengo-de-
Oliveira, 1994; Teixeira & Barreto, 1996; Pimenta Jr, 2005; Camara et al., 2007). A
partir de 1986, com a epidemia do Estado do Rio de Janeiro e a disseminacédo do
sorotipo 1 do virus, a dengue passou a ter grande importancia na epidemiologia, e o

virus logo atingiu a regido Nordeste. Com isso, a dengue tornou-se endémica no
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Brasil, disseminando epidemias em areas anteriormente nao afetadas, geralmente
relacionadas a introdugédo de novos sorotipos.

No ano de 2020 a regido Sul do Pais teve um total de 274,7 casos
por 100.000 habitantes, sendo o Parana estado com maior numero de casos. De
acordo com a Secretaria de Estado da Saude (SESA), no primeiro trimestre de 2020
foram confirmados 128.405 casos da doenca no Parana, sendo 111 mortes
causadas pela dengue. Para a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2009) a unica
estratégia de controle ou prevencdo da transmissao do virus é efetivamente

combater os mosquitos vetores.

1.3 Malation

As medidas preventivas séo quase que inteiramente dependentes de
medidas de controle destinadas a reduzir a densidade do vetor (Ranson et al., 2010).
Apesar da crescente atencdo ao controle mecanico e a participagao social, os
pesticidas quimicos ainda sido ferramentas amplamente utilizadas. No Brasil, o
Ministério da Saude preconiza os inseticidas que podem ser utilizados como controle
do vetor, baseando-se na lista recomendada pela OMS (World Health Organization,
2020), sendo eles organofosforados (OP), piretréide (Pl) e carbamatos (CB) (OMS
2012, 2016).

Embora existam muitos tipos de inseticidas que podem ser usados,
a maioria dos compostos aprovados para saude publica pertencem as categorias PI
e OP, cada um tendo seu modo de acao especifico e comum (Pl atuam sobre os
canais de sodio regulados por voltagem — NaV; e OP inibem a enzima
acetilcolinesterase). Nota-se que a estrutura e as propriedades quimicas dos
compostos de OP podem variar muito. A maioria dos OPs usados na saude publica
tem um enxofre ligado a seus atomos de fésforo e sao classificados como
fosforotionatos (Ware & Whitacre, 2004). Uma das execegdes a essa regra € o
malation que apresenta dois enxofres ligado a seus atomos de fésforo, denominado
assim fosforoditioato sendo utilizado atualmente em todo o pais para o controle de
vetores da dengue em fase adulta (Bloomquist, 2009).

O malation (férmula molecular: C10H1906PS2), em si é considerado
altamente toxico para humanos (toxicologia categoria Il) e para o meio ambiente, é
caracterizado como um éster de acido fosférico, sendo um composto alifatico de
cadeia aberta. Disperso no ambiente seu impacto € caracterizado pela alta
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toxicidade para animais de vida aquatica e insetos polinizadores (Adapar, 2012). Foi
0 primeiro inseticida a fazer parte do Programa da OMS para Avaliagdo e Teste de
Novos Inseticidas em 1960 (Whopes) programa com intuito de desenvolver novos
inseticidas (World Health Organization, 2010). Sua entrada no organismo dos insetos
ocorre por via de contato ou ingestdo (World Health Organization , 2004). Apds sua
absorcdo, o malation necessita ser bioativado no organismo por monooxigenases,
que realizam sua transformagao ao malaoxon, sua forma mais toxica (Hemingwayet
al., 2004). No organismo, € o malaoxon que interage com as esterases como sua
enzima alvo, a acetilcolinesterase, realizando sua fosforilagcdo permanente e
inibindo-a, o que impede sua funcédo neural (Feyereisen, 1999; Hemingway et al.,
2004; Scott, 1999; Ware; Whitacre, 2004).

No Brasil, estudos relacionados a resisténcia ja haviam
documentado ha mais de duas décadas populacdes resistentes devido ao uso
intensivo deste inseticida (Macoris et al., 2007). A sua reintrodugdo para o controle
de A. aegypti ocorreu entre os anos de 2009 e 2011, porém, poucos trabalhos
avaliaram o estado da resisténcia de populagdes do vetor no pais a este inseticida.
No Estado do Parand, a resisténcia foi identificada nas cidades de Foz do Iguagu
(Campos et al., 2020; Leandro et al., 2020), Londrina e Maringa, além de resisténcia
sugerida em Paranavai e Francisco Beltrdo (Campos et al., 2020).

Entre os anos de 2017 e 2018, foi avaliada a suscetibilidade de A.
aegypti aos inseticidas utilizados no controle do vetor a partir de 2012, confirmando
de fato a sua resisténcia ao adulticida malation em todo o territério nacional. A partir
disso, o Ministério da Saude elegeu, junto a especialistas, novos inseticidas
preconizados pela OMS para promover o controle quimico de vetores. Foram
priorizados, larvicidas biolégicos e adulticidas com diferentes mecanismos de agao
dos utilizados anteriormente, uma vez que as populagbes de mosquitos do Brasil
apresentaram indicios de resisténcia a piretroides e organofosforados. Foram
escolhidos o larvicida biolégico com acgéo téxica de Saccharopolyspora spinosa,
adulticida residual Clotianidina+Deltametrina e adulticida espacial UBV
Praletrina+Imidacloprida (Brasil Ministério da Saude: Secretaria de Vigildancia em
Saude, 2019). Desde fevereiro de 2020, o inseticida espacial UBV Cielo©
(Praletrina + Imidacloprida) substituiu o malation nas agbes de controle no Parana
(Governo do Estado do Parana, 2020; Secretaria de Estado da Saude do Parana,
2019).
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1.4 Resisténcia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define resisténcia como o
desenvolvimento da capacidade da linhagem de um organismo de tolerar um
determinado produto téxico, que é letal para a maioria dos individuos da populacao
da mesma espécie (Moreira; Mansur; Figueira-Mansur, 2012). A resisténcia é
caracterizada como um fenbmeno estritamente genético, com mutagdes que afetam
as proteinas alvos dos inseticidas e/ou o0 seu metabolismo (Li; Schuler; Berenbaum,
2007).

O uso continuo de inseticidas pode gerar uma selegdo de
individuos resistentes em uma populagédo , eliminando assim os suscetiveis e
reduzindo sua variabilidade genética. . A resisténcia a um determinado principio
ativo ndo é criada, o que ocorre, € a selecido de individuos que naturalmente
possuem caracteristicas pré adaptativas favoraveis a sua sobrevivéncia (Braga;
Valle, 2007;).

Em populagbes de A. aegypti a resisténcia ao malation ja foi
observada em varios paises como, por exemplo: a india (Soni et al., 2018),
Paquistdo (Arslan et al., 33 2016) e Indonésia (Hamid et al., 2017) na Asia; a
Jamaica (Francis et al., 2017) e México (Lopez-Solis et al., 2020) na América do
Norte; e, na América do Sul, a Guiana Francesa (Guidez et al., 2020), Peru (Pinto et
al., 2019) e Brasil (Campos et al., 2020).

Em relacdo aos mecanismos envolvidos com a resisténcia aos
inseticidas, sado citados como principais quatro tipos especificos, sendo eles:
comportamental (onde o inseto evita o contato com inseticida); redugdo da
penetracdo (caracterizado pelo espessamento ou a modificagdo de algumas
caracteristicas fisico-quimicas da cuticula podendo gerar diminuicdo de sua
permeabilidade); resisténcia metabdlica (que permite ao inseto sequestrar ou
degradar o inseticida a uma forma nao toxica antes que a molécula alcance o sitio
de acao); e insensibilidade do sitio alvo (que ocorre por modificacbes nas moléculas
alvo, tornando a ligagdo menos eficiente ao principio ativo, tornando o organismo

total ou parcialmente resistente a esta molécula).
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1.5 Sequenciamento de RNA (RNA-seq)

O Sequenciamento de Nova Geracgédo (do inglés, Next Generation
Sequencing — NGS) revolucionou as ciéncias gendémicas. Existem hoje diversas
tecnologias voltadas para o sequenciamento do DNA em larga escala, tais como as
plataformas da 454/Roche, lllumina, ABI SOLID, Pacific Biosciences, lon Torrent,
Oxford Nanopore e Qiagen GeneReader. A diferenga entre elas se da principalmente
ao mecanismo quimico empregado, tamanho e quantidade de reads gerados.

Entretanto, todas estas plataformas sdo capazes de produzir um
enorme volume de dados associado a um baixo custo, por meio do sequenciamento
de milhdes de pares de bases em uma unica corrida (Ansorge, 2009; Mardis, 2017).
Com o desenvolvimento dessas tecnologias juntamente com a disponibilidade de
diversas ferramentas de bioinformatica, a analise dos transcriptomas baseado no
sequenciamento de RNA (RNA-seq) tornou-se muito mais acessivel no campo da
investigacao bioldgica.

E dado como transcriptoma o conjunto transcrito por completo de um
organismo, de um grupo de células e até células especificas sob determinadas
condigdes fisioldgicas, nas quais o RNA ¢ sintetizado a partir de moléculas de DNA
por meio do processo de transcricado (Moore, 1993). O sequenciamento de RNA de
alto desempenho (conhecido como RNA-seq) € uma das tecnologias utilizadas para
esse fim. O termo representa o transcriptoma obtido pelo sequenciamento do DNA
complementar (cDNA). Devido a sua alta sensibilidade, é considerado pelos
pesquisadores como sendo um método e transcriptoma revolucionario para
caracterizar organismos (Pinto et al., 2011).

Assim, a utilizacdo dessa tecnologia pode auxiliar no estudo
gendmico da resisténcia a inseticidas em Aedes aegypti, como vem sendo abordado
em outros estudos direcionados a essa mesma espécie de insetos vetores,
(Coatsworth, Heather, et al; 2021), (Sun, Haina, et al; 2021), (de Carvalho, Stephanie
S., et al; 2021), e em outras espécies como Anticarsia gemmatalis citada por Pezenti

e colaboradores em 2021.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a expressdo génica de populacbes de Aedes aegypti

resistentes e suscetiveis ao inseticida organofosforado malation.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter os transcritos das populagdes de Aedes aegypti resistentes
(grupo exposto ao inseticida) e os suscetiveis (grupo ndo exposto)
ao inseticida quimico do grupo organofosforado (Malation) por meio
da técnica de RNA-Seq;

e Analisar o perfil transcricional de A. aegypti com auxilio de
ferramentas de bioinformatica;

e Eleger genes potencialmente relacionados ao mecanismo de

resisténia desse inseto.
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Resumo

A dengue é considerada uma doenca viral emergente, atualmente endémica
em mais de 100 paises, e se tornou um problema de saude publica devido a
facil disseminagao do virus transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti.
A fim de evitar a infestagdo por mosquitos e a disseminagao do virus, o uso de
inseticidas, do grupo dos organofosforados, tornou-se bastante comum. O uso
intensivo e diferenciado desses compostos pode gerar selecdo de individuos
resistentes em populacdes de vetores, eliminando os individuos suscetiveis e
reduzindo sua variabilidade genética. A medida que essas populacdes
resistentes sdo monitoradas e estudadas, orientar as atividades de controle de
insetos se torna mais assertivo. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
realizar uma analise do perfil transcricional de populagdes de Aedes aegypti
resistentes e suscetiveis ao inseticida melation. Seis bibliotecas de cDNA foram
sequenciadas, sendo 3 sensiveis e 3 resistentes, totalizando 149.079.613
leituras paired-end e 86.290.453 leituras obtidas apds a limpeza. A estratégia
utilizada neste trabalho foi a montagem de novo onde foi possivel identificar
6.971 transcritos diferencialmente expressos, 3.649 regulados negativamente e
3.322 regulados positivamente no grupo resistente comparado ao grupo
suscetivel. Apés a anotacado funcional foi possivel caracterizar transcritos
relacionados a cuticula (proteina ecdysona E93), olfagao (proteinas ligadoras
de odores — OBPs) e detoxificacdo (citocromo P450), relacionados a
resisténcia. Assim, nossos dados confirmam que o processo de resisténcia ao
malation em A. aegypti é resultado da agdo de multiplos mecanismos, e que os
estudos associados a expressao diferencial das espécies forma a base para a
otimizagdo de novas estratégias para buscar um controle mais eficaz sem o
uso excessivo desses insetos com inseticidas.

Palavras-chave: Transcriptoma, resisténcia, malation, citocromo P450
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Introducgao

Doencgas causadas por patogenos transmitidos por vetores matam mais de 1
milhdo de pessoas em todo o mundo a cada ano. Quatro em cada cinco
pessoas vivem em areas do mundo com risco de transmissdo de arbovirus,
considerada negligénciada pela OMS, entre elas a dengue. O virus da dengue
€ transmitido aos seres humanos através das picadas de mosquitos fémeas
infectadas, principalmente da espécie Aedes aegypti. Outras espécies do
género Aedes também podem atuar como vetores, mas sua contribuicdo é
secundaria (World Health Organization, 2019). Esses numeros sao resultado
de uma soma de fatores, como a falta de infraestrutura urbana e a facilidade
de ploriferagcédo do vetor (Cunha, 2015).

Os pesticidas quimicos sao amplamente utilizados no controle
de vetores. No Brasil, o Ministério da Saude preconiza os inseticidas que
podem ser utilizados, baseando-se na lista recomendada pela OMS (World
Health Organization , 2020), sendo eles organofosforados (OP), piretroide (Pl)
e carbamatos (CB) (OMS 2012, 2016).

O malation (férmula molecular: C10H1906PS2), é considerado
altamente toxico para humanos (categoria Il) e para o meio ambiente, é
caracterizado como um éster de acido fosforico, sendo um composto alifatico
de cadeia aberta. Disperso no ambiente seu impacto € caracterizado pela alta
toxicidade para animais de vida aquatica e insetos polinizadores (Adapar,
2012). Nos insetos sua ingressao se da por via de contato ou ingestédo (World
Health Organization, 2004). Apdés sua absorgdo, o malation necessita ser
bioativado no organismo por monooxigenases, que realizam sua transformacao
ao malaoxon, sua forma mais toxica (Hemingway et al., 2004). No organismo, é
0 malaoxon que interage com as esterases como sua enzima alvo, a
acetilcolinesterase, realizando sua fosforilagdo permanente e inibindo-a, o que
impede sua fungao neural (Feyereisen, 1999; Hemingway et al., 2004; Scott,
1999; Ware; Whitacre, 2004).
O uso de inseticidas quimicos no controle de vetores atua como
pressao de seleg¢ado, acarretando sérios problemas de populacdes resistentes
(Moreira; Mansur; Figueira-Mansur, 2012). O conhecimento de como e em

quais vias metabdlicas esses compostos agem sao de extrema importancia
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para melhorar as ag¢des de controle do vetor, a analise baseada no
sequenciamento de RNA (RNA-seq) tornou-se uma ferramenta indispensavel
no campo da investigagao biolégica. Diante disso, foi realizada uma analise da
expressao diferencial em A. aegypti resistentes e suscetiveis, na tentativa de
identificar possiveis genes candidatos e os principais mecanismos envolvidos

com a resisténcia ao inseticida melation.

Material e Métodos
Material Biolégico e Bioensaio

Os exemplares de Aedes aegypti foram coletados pela equipe do Laboratério
de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (Lamfic2) do
Departamento de Zoologia do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana (Parana, Brasil) em trabalho conjunto com a Secretaria
Estadual de Saude do Parana e Secretaria Municipal de Saude de Paranagua.
As fémeas selecionadas, foram obtidas de ovos coletados utilizando
armadilhas do tipo ovitrampas instaladas no municipio de Paranagua em maio
de 2020, ja as fémeas suscetiveis, foram obtidas da col6nia da linhagem
Rockefeller geracdo F1 vindas da Fiocruz mantidas no Lamfic2 em sala
apropriada com temperatura controlada em 25+3°C e luminosidade natural. As
fémeas coletadas no municipio de Paranagua, foram selecionadas segundo
metodologia sugerida pela OMS (WHO, 2016). A exposicdo ao composto
quimico foi realizada utilizando um kit formado por dois tubos de 12 cm x 4 cm.
No primeiro tubo foi feita a cobertura do mesmo com papel filtro 1MM
Whatman® (11,9 x 11,9 cm) previamente impregnado com Malation
(Pestanal® 98 % Sigma-Aldrich), ja o segundo ficou responsavel por ser o local
de descanso das fémeas apds essa exposicado para futura avaliacdo. No total
foram expostas 200 fémeas oriundas do campo a concentracdo de malation
que causa 95% da mortalidade da colénia Rockefeller. Grupos de até 25
fémeas, sem ingestdo de sangue e de um até trés dias de vida foram expostas
ao inseticida por uma hora.

Apds a exposicao as fémeas foram transferidas para a outra face do
tubo contendo um papel filtro sem inseticida e alimentadas com mel 10%.

Passadas 24h da exposicao as fémeas que sobreviveram foram imersas ainda
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vivas no nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para posterior obtengao do
RNA. Os bioensaios foram conduzidos em condi¢cbes de temperatura (25+2°C)
e umidade (80%) controladas. As fémeas da col6nia Rockefeller utilizadas

como controle ndo foram expostas ao inseticida.

Extracdo de RNA e sequenciamento dos mosquitos

Para a obtengdo do RNA foram separados grupos de 12 a 14 fémeas
por réplica (pool) da populagdo oriunda do campo, denominada resistente (3
réplicas) e da populagdo controle, denominada como suscetivel (3 réplicas)
controle. A extracdo do RNA foi realizada usando o kit de extracdo RNeasy
Mini Kit — Qiagen seguindo as recomendacgdes do fabricante. A elui¢cdo final dos
acidos nucleicos foi feita em 30 pL de agua livre de RNAses. Apos a extracéo e
purificacdo as amostras foram armazenadas em freezer - 80°C até a etapa do
sequenciamento. A preparacao e sequenciamento das bibliotecas de cDNA foi
realizado no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em
Ciéncias da Vida (LaCTAD), na universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Com o sequenciamento realizado na plataforma lllumina
HiSeg2500 com leituras paired-end (2x100bp), com dados de saida em
arquivos FASTAQ.

3.4 Processamento e analise de dados

Os parametros de qualidade das bibliotecas foram verificados com
auxilio da ferramenta FastQC v0.11.9
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Andrews, 2010) e
sua limpeza realizada com o Trimgalore v0.39 (Krueger, 2015) em terminal
GNU/Linux, onde foi feita a retirada dos adaptadores, assim como os reads
menores que 40 bases e com Phred Score < 20. A montagem do transcriptoma
com estratégia de novo foi realizada com o Trinity V2.8.5
(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseqg/wiki) (Grabherr et al., 2011). E as
estatisticas de qualidade da montagem de novo obtidas utilizando o
TrinityStats.pl e o} Bowtie2 v2.3.5 (http://bowtie
bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml) (Langmead e Salzberg, 2012).

O mapeamento e a contagem dos reads de cada biblioteca ao

transcriptoma foi realizado com os softwares Bowtie2 v2.3.5 e Bedtools
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v2.30.0. A analise de expressao diferencial comparando insetos resistentes
versus suscetiveis foi realizada com o pacote DESeq2 v1.26.0
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeqg2.html) (Love et al.,
2014), usando o RStudio v2021.09.0 Build 351 (https://rstudio.com/). Os
transcritos diferencialmente expressos, que apresentaram uma probabilidade
ajustada de p menor que o limite alfa de 5% (padj < 0,05) foram isolados com a
ferramenta Samtools v1.11 e convertidos em sequéncias peptidicas com o
programa CodAn v1.2. Essas sequéncias peptidicas foram submetidas ao
BlastKOALA v2.2 (https://www.kegg.jp/blastkoala/) para  caracterizacéo
funcional do transcriptoma, usando como referéncia o banco de sequéncias
ortdlogas KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Kanehisa e
Goto, 2000). As respectivas sequéncias nucleotidicas dos transcritos
diferencialmente expressos foram montadas a partir do CodAn e anotadas por
meio do software Blast2GO v.6.03 (https://www.blast2go.com/) (CONESA et al.,
2005). Para analisar a similaridade foi utilizado o BLASTx no banco de dados
de proteinas nao- redundantes do NCBI National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), tendo como parametros E-value <
1.0E-3.

Resultados
Sequenciamento e montagem do transcriptoma

O sequenciamento das seis bibliotecas de cDNA para os grupos:
controle (AEC) e resistentes (AER), resultaram em um total de 149.079.613
reads paired-end de 100 pb.

Apos limpeza e filtragem resultaram em 86.290.453 reads que foram
utilizados na montagem. As analises de qualidade de montagem gerada pelo
TrinityStarts.pl apontaram 96.690 transcritos, sendo 49.366 genes, um N50 de
2841 pb, e tamanho médio de contig de 639. Junto ao TrinityStarrs.pl para a
andlise de qualidade, também foram utilizados o programa Bowtie e a
ferramenta BUSCO, que comparando o transcriptoma com o banco de dados
de insetos identificou 96,2% das sequéncias completas, e quando comparado a
Ordem Diptera identificou 91,1%.

Expressao diferencial e anotag¢ao funcional
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A andlise de expressao diferencial comparando o0s grupos
Resistentes (AER) vs grupos Suscetiveis/Controle (AEC), identificou 6971
transcritos diferencialmente expressos (padj < 0,05), sendo 3.649 down
regulados e 3.322 up regulados no grupo Resistente comparado ao Suscetivel.
ApOs serem submetidos ao programa CodAn, isso resultou nas 3.920
sequéncias submetidas ao Blast2Go, sendo a maioria down regulados. A
anotagcdo desses trancritos no Blast2GO apontou que as espécies que
apresentaram uma maior quantidade de sequéncias similares as do
transcriptoma de Aedes aegypti foram: Aedes albopictus (Diptera) com 317
transcritos, Bombyx mori (Lepidoptera) com 18 e outras espécies nao
identificadas com 3522 (Figura 2).

Top-Hit Species Distribution [orf_sequences (1)]

#BLAST Top-Hits

o
P=
=
S

0 1,000 2,000 3000

Wasmannia auropunctata ]
n ari |

Pocillopora damicornis
Cotesia congregata |
Canis lupus familiaris |
Rousettus aegyptiacus |
Caenorhabditis remanei |
Drosophila busckii |
Conogethes punctiferalis |

Species

Oesophagostor
Atrato Retr

Prionailurus b sis |
Hylobates moloch |
Aedes albopictus |

others |

Figura 1. Distribuicdo das espécies com mais hits para os dados proveniente da montagem de
novo do transcriptoma A. aegypti submetidos a anotagéo funcional pelo software Blast2GO.

De acordo com o Gene Ontology, que baseia a anotacao funcional das
sequéncias diferencialmente expressas da espécie em si (Aedes aegypti), em
trés principais categorias, sendo elas: Processos Bioldgicos (grafico 1),

Fungdes Moleculares (grafico 2) e Componentes Celulares (grafico 3).
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Score Distribution [Biological Process]

regulation of cellular process - 113.27156735999995 (5.26%) — — cellular companent organization or biogenesis : 46.272130560000015 (2.15%)
transmembrane transport - 244.813824 (11.38%)

proteolysis : 193.6624 (9%)

nuclecbase-containing compound biosynthetic process : 195.9436160...

gene expression : 249.37032960000016 (11.59%)

—— macromolecule biosynthetic process : 258.36524799999995 (12%)

RNA metabolic process : 318.72448 (14.81%)

regulation of metabolic process : 70.61054975999997 (3.28%)

phosphate-containing compound metabolic process : 125.13642240000001 (5.81%)
cellular response to stimulus : 104.75289599999995 (4.87%)

— cellular protein modification process : 231.25663999999995 (10.75%)

210 Figura 2 - Distribuigcdo dos transcritos de Aedes aegypti entre as categorias anotadas no Gene
211 Ontology (GO) para Processos biolégicos.

Score Distribution [Molecular Function]

zinc ion binding : 226 (8.4%)
transferase activity - 459.70334720000017 (17.09%)

catalytic activity, acting on a protein : 239.5305600000001 (8.9%)

ATP binding : 193 (7.18%)

hydrolase activity - 637.0868480000001 (23.68%)

oxidoreductase activity : 383.02639990009904 (14.27%)

nucleic acid binding ::550.952 (20.48%) =

212 Figura 3 - Distribuigdo dos transcritos de Aedes aegypti entre as categorias anotadas no Gene
213  Ontology (GO) para Fungdes moleculares.
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Score Distribution [Cellular Component]

cytoplasm : 475.0505600000002 (27.7%

integral component of membrane : 5508608 (32.12%)

protein-containing complex : 121.35129599999986 (7.08%)

nucleus : 437.394176 (25.5%)

Figura 4 - Distribuicao dos transcritos de Aedes aegypti entre as categorias anotadas no Gene
Ontology (GO) para Componentes Celulares.

Discussao

Genes relacionados a resisténcia em Aedes aegypti

No presente estudo foram identificados 3920 genes diferencialmente
expressos entre as populacbes de fémeas de A. aegypti, resistentes e
suscetiveis expostos ao Malation. A partir da predicdo génica feita pela
anotacao funcional foi possivel interpretar e dividir os transcritos de acordo com
0 mecanismo de acao, dividindo-os em 4 grupos: (i) Genes responsaveis pela
formagdao da cuticula (ecdysone, endocuticle structural glycoprotein, larval
cuticle protein, juvenile hormone epoxide hydrolase e a actin); (ii)) Genes
envolvidos com o processo de detoxificagdo (cytochrome P450, esterase e a
glutathione); (iii) Genes do sistema sensorial de olfacdo (multidrug resistance-
associated protein e o odorant receptor); (iv) Genes envolvidos com a

transmissao neuronal (acetylcholinesterase).

Genes relacionados a cuticula

As propriedades da cuticula do inseto, incluindo forga, flexibilidade e

permeabilidade s&o determinadas n&do apenas pelo exoesqueleto de quitina,
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mas também pelas combinag¢des de diferentes proteinas cuticulares (Andersen
et al.,1995). Além de varias fungdes, ela € o primeiro mecanismo utilizado
como barreira contra a penetragdo de compostos externos (Balabanidou et al.,
2018).

Dos genes que podem estar diretas ou indiretamente relacionados a
cuticula, no caso de A. aegypti (glicoproteina endocuticular, proteina da
cuticula larval e cecoprin), ndo houve super expressao relatada nos insetos da
populagdo resistente, estando todos os 12 transcritos encontrados para a
mesma, down regulados quando comparados aos mosquitos suscetiveis. Ja no
caso dos genes relacionados a Ecdysona, foram relatados 4 genes up
regulados na populagao resistente em relagcéo a suscetivel, deixando claro que
essa proteina pode ter correlagdo com a resisténcia.

Em mosquitos fémeas, a alimentacéo repetida com sangue é essencial
para a manutengcdo dos ciclos gonadotroficos e serve como base para a
transmissao do patogeno. Want et al. (2021) deixou evidente a importancia da
proteina ecdysona (E93), visto que a mesma regula e interfere no ciclo
reprodutivo das fémeas, tal interferéncia induzida pela ecdysona faz com que o
primeiro ciclo gonadotrofico interrompa o segundo. Tal informagéo e analise se
torna crucial para que possa se fazer a interrup¢do do ciclo, assegurando
assim que a proliferacdo do mosquito e a transmissao da doenga sejam

minimizadas.

Genes relacionados a olfagéo

Em animais, o sistema sensorial € essencial para a obtencdo das
informacdes necessarias a realizagdo de um grande numero de atividades.
Entre os sentidos, o olfato € provavelmente o mais importante dos insetos,
permitindo-lhes detectar, distinguir e responder a uma gama de compostos
presentes no ambiente (Lorenzo e Melo, 2012).

Sua importancia neste grupo pode ser evidenciada pela complexidade
das antenas, 6rgaos dedicados fundamentalmente a detecgéo de estimulos
olfativos, mecanicos, térmicos ou hidricos. Além das antenas, os insetos
podem detectar odores mediante sensilas presentes nos palpos maxilares ou
labiais. Tais moléculas de odor podem desencadear comportamentos de base

inata e, também, aqueles desenvolvidos mediante experiéncias, como produto
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de processos de aprendizado.

No presente estudo foram observados 9 genes de proteinas ligantes de
odor com expressao diferencial entre os grupos (R vs S). Sendo 5 deles up
regulados nos insetos resistentes, denominadas como Proteinas ligadoras de
Odores — OBPs. A primeira OBP caracterizada em insetos foi uma proteina de
ligacdo de ferombnio da antena de machos do bicho-da-seda, Antheraea
polyphemus (Vogt & Riddiford, 1981). Posteriormente, Kanaujia e Kaissling
(1985) demonstraram que moléculas de feroménio na presengca destas
proteinas eram facilmente solubilizadas, estes resultados sugeriam que ocorria
uma ligagéo entre a molécula de feromdnio e a proteina.

Genes relacionados a olfagdo em A. aegypti ja foram relatados em
outros estudos (Wang et al., 2020), onde foi evidenciado que o mesmo gene
pode ser expresso em diferentes tecidos quimiossensoriais, incluindo a antena,
a prosbodscide das fémeas, os espiraculos toracicos, as glandulas reprodutivas
masculinas, onde é transferido para as fémeas durante o acasalamento, e nas
glandulas salivares (Li, S. et al., 2008).

Baseado nos resultados da expressao diferencial entre os grupos de
Aedes resistentes e suscetiveis, podemos inferir que a resisténcia apontada
nesse inseto atua por meio de diferentes mecanismos. Sejam eles por meio
cuticular, onde a penetragdo do inseticida se torna mais dificil, por genes
relacionados a olfagdo que influenciam na percepgao do inseticida por meio de
receptores odorantes, acarretando em uma mudanga comportamental de fuga
do inseto, ou por meio de genes relacionados ao funcionamento metabdlico,
onde proteinas antioxidantes atuam no processo de detoxificagcdo dos mesmos.
Estudos como esse sao fundamentais para a otimizacdo de novas estratégias,

buscando um controle mais eficiente desses insetos.

Genes relacionados ao mecanismo de detoxificacao

A evolugdo da resisténcia xenobidotica em insetos deve-se
principalmente ao aumento da capacidade metabdlica do sistema de
desintoxicagao (Liu et al., 2007). A resisténcia metabdlica é caracterizada por
envolver um grupo de familias de enzimas, essas familias podem

superexpressar ou sofrer alteracdes estruturais moleculares durante o
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processo de resisténcia, aumentando assim sua capacidade de desintoxicar os
inseticidas (Hemingway, 2000; Hemingway et al., 2004; Braga e Valle, 2007;
Russel et al., 2011).

Neste trabalho, foi evidenciado a presenga e a provavel importancia
de genes relacionados ao mecanismo de detoxificagao, visto que, 6 classes de
transcritos apontados como possiveis candidatos a resisténcia foram
identificadas. Sendo evidenciados 11 transcritos para o citocromo P450, 8 para
a glutationa, 6 para a esterase, 5 para a carboxilesterase, 4 para a
sulfotransferase e 2 para a acetilcolinesterase. Onde a Citocromo P450, a
Esterase e a Glutationa tiveram maior indice de superexpressao (up regulados)
nos insetos resistentes quando comparados aos suscetiveis .

As glutationa S-transferases (GSTs) sao enzimas envolvidas em
varios processos bioldgicos distintos. Em insetos, os GSTs, desempenham um
papel fundamental no metabolismo dos xenobiéticos usados para controlar as
populagdes vetoriais. Atuam catalisando a conjugacédo de diversos eletréfilos
com a glutationa reduzida (GSH) e, consequentemente, desintoxicando
compostos toxicos enddgenos e exogenos. Aqui dos 8 transcritos, 6 deles
foram Up regulados na populacéao resistente em relagao aos suscetiveis.

Em estudos recentes (Lien et, al. 2019; Helvecio et al. 2020) onde
também foram encontrados transcritos relacionados a resisténcia, a glutationa
teve um aumento de expressao significativo em populagbes de A. aegypti
quando expostos a diferentes tipos de inseticidas, incluindo piretroides,
organofosforados, carbamato e organoclorados.

A esterase é uma enzima que atua hidrolisando as ligagdes éster
dos pesticidas, sequestrando-os mais rapidamente do que seu metabolismo.
Portanto, isso evita que esses compostos atinjam o local de agdo. Geralmente
estdo associados a resisténcia a inseticidas organofosforados, carbamatos e
piretréides (Li et al., 2007; Hotelier et al., 2010; Bass e Field, 2011).

No presente trabalho a expressao génica relacionada a esterase foi
de 5 transcritos up regulados em insetos resistentes., Corroborando com este
estudo, a superexpressao do gene da esterase ja foi encontrada associada a
resisténcia ao malation (Goindin et al., 2017; Marcombe et al., 2019; Thornton
et al., 2020), bem como a outros organofosforados, como o temefds (Goindin et
al., 2017; Marcombe et al., 2009, 2012; Strode et al., 2012) e até piretrdides
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(Saavedra Rodriguez et al., 2019). O mecanismo mais comum de resisténcia
envolvendo as esterases é a amplificagdo génica que promove o sequestro
aumentado de inseticida (Grigoraki et al., 2016).

O citocromo P450, também conhecido como monooxigenase, € um
grupo de enzimas responsaveis pelo metabolismo oxidativo de diversos
compostos endogenos e exogenos (Scott e Wen, 2001). Ja foi relatado que
essas enzimas desempenham um papel importante na desintoxicacdo de
inseticidas, mostrando serem up reguladas nos insetos resistentes estudados
em relagcdo aos suscetiveis down regulados (Scott e Georghiou, 1986; Bergé et
al., 1998; Feyereisen, 2005).

O aumento de expressao génica da citocromo oxidase P450 e suas
isoformas ja foi registrado para organofosforados, piretréides e neonicotindides
(Reid et al., 2014; Riaz et al., 2013; Saavedra-Rodriguez et al., 2019; Strode et
al., 2012; Vontas et al., 2012), porém, poucos estudos ainda n&o continham
informagdes especificas relacionadas ao uso de malation. Varios estudos tém
mostrado que a citocromo oxidase P450 esta relacionada principalmente a
resisténcia aos piretroides, enquanto o envolvimento de organofosforados se

mostra escasso.

Outros genes envolvidos com o processo de resisténcia

Além dos genes citados acima, foram identificados diferentes grupos
envolvidos com a resisténcia, exemplo disso € a enzima fosfatase alcalina
(ALP), que possui diferentes fungdes nos insetos, como na citélise dos tecidos
durante o desenvolvimento do inseto e a atuacdo como hidrolase durante os
estagios finais do processo de digestdo para a atividade sistémica fisioldgica
em insetos, maturagcédo das gbnadas e mudas metamorficas.

Ademais, as fosfatases desenvolvem resisténcia a inseticidas
catalisando a remocao de grupos fosfato (hidrolisando ligagcdes de éster de
fosfato de inseticidas organofosforados sintéticos) (Callaghan 1991 ). Em 2019
Hamadah investigou a atividade da enzima fosfatase em Rhynchophorus
ferrugineus usando compostos comerciais como piriproxifeno, neemazal e
espinetoram. Para ALP, o neemazal ficou clara a baixa inibicdo, mas no caso
do piriproxifeno e o espinetoram houve inibicdo significativa em relacdo a

enzima.
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Como apontado em diversos artigos os mecanismos envolvidos com a
resisténcia aos inseticidas sdo complexos e dinamicos, o que acreditamos
estar ocorrendo no caso de Aedes aegypti, evidenciando que estudos nessa

area sao de extrema importancia para a geragao de novas informacgoes.
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CONCLUSAO GERAL

Diante dos dados aqui apresentados fica evidente que o processo de
resisténcia ao Malation em A. aegypti é resultado da atuagdo de diversos
mecanismos, seja (i) cuticular interferindo na penetracdo do composto, (ii)
metabdlico acelerando os processos de detoxificagdo, ou (iii) olfativo, onde o
aumento da percep¢ao do odor gera uma mudanga comportamental no inseto.
Entender os genes e mecanismos relacionados a resisténcia a inseticida nessa
especie € urgente e necessario para o desenvolvimento de abordagens mais

eficientes no controle de vetores.
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