ANDRE LUIS DA COSTA DA SILVA

IDENTIFICACAO E ANALISE MOLECULAR DE
GENES EXPRESSOS NO FINAL DO CICLO
GONOTROFICO DE AEDES AEGYPTI

Sao Paulo
2011

Tese apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Biologia da
Relacdo Patdgeno-Hospedeiro do
Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sé&o Paulo,
para obtencéo do Titulo de Doutor
em Ciéncias.

Area de concentracgéo: Biologia da
Relac&o Patogeno-Hospedeiro.

Orientadora: Prof®. Dr® Margareth
de Lara Capurro Guimaraes.



RESUMO

COSTA-DA-SILVA, A. L. Identificacdo e andlise molecular de genes expresso s no
final do ciclo gonotrofico de Aedes aegypti. 2011. 186 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2011.

As fémeas da espécie Aedes aegypti apresentam enorme capacidade reprodutiva.
Compreender a fisiologia da reproducdo deste mosquito, vetor primério dos virus
causadores de dengue e de febre amarela, € uma etapa basica para o desenvolvimento
de novos meétodos de controle do vetor. Baseado nesta premissa, estudos de
expressao génica durante o ciclo gonotrofico de Aedes aegypti foram realizados neste
trabalho e foram explorados genes ativados pelo repasto sanguineo na fase de término
do periodo vitelogénico, uma vez que modificacdes disparadas pela hematofagia na
fase de sintese concentram a maioria dos estudos de expressdo génica diferencial.
Depois de varredura em banco de dados, buscas por similaridade, analises
comparativas in silico e experimentos de RT-PCR, foram encontrados seis genes com
expressdo elevada na fase de término do periodo vitelogénico e trés deles séo
expressos em ovarios 48 horas apos o repasto. Interessantemente, foi mostrado que o
gene AAEL01714, anotado in silico como codificante para uma proteina ligadora de
odor atipica OBP45 (ZHOU et al., 2008), é transcrito nas células foliculares que
envolvem os odcitos. Foram sequenciados 2.5 kb da regido a montante deste gene e
sitios preditos de ligacao de fatores de transcricdo foram detectados neste fragmento. A
caracterizacdo da sequéncia completa do cDNA do transcrito AAEL010714 levou a
identificacdo de uma fase aberta de leitura (ORF) que, teoricamente traduzida, gera
uma proteina com a regido C-terminal mais longa em relacéo a proteina codificada pelo
gene AAEL010714, anotada no VectorBase. Assim, a sequéncia protéica foi nomeada
de OBP45B atipica. Experimentos de Western blot evidenciaram que esta proteina é
sintetizada nos ovarios. Este estudo descreve a primeira caracterizacdo molecular de

um gene de Aedes aegypti que codifica para uma OBP atipica, expressa em ovarios.

Palavras-chave : Aedes aegypti. Ciclo gonotrofico. Vitelogénese. In silico. Expressao
génica. Ovarios. OBPs. Mosquitos transgénicos.



ABSTRACT

COSTA-DA-SILVA, A. L. Identification and molecular analysis of genes expr essed
at the end of Aedes aegypti gonotrophic cycle .2011. 186 p. Ph. D. Thesis (Science)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2011.

The females of Aedes aegypti species have enormous reproductive capacity.
Understanding reproductive physiology of this mosquito, the primary vector of the
viruses that cause dengue and yellow fever, is a basic step to develop new vector
control methods. Based on this premise, studies on gene expression during Aedes
aegypti gonotrophic cycle were performed in this work and genes activated by blood
meal at the end phase of vitellogenic period were explored, once modifications triggered
by hematophagy at the synthesis phase comprise the majority of studies on differential
gene expression. After scanning the database, similarity searches, in silico comparative
analysis and RT-PCR experiments, we found six genes with high expression at the end
phase of the vitellogenic period and three of them are expressed in ovaries 48 hours
after blood meal. Interestingly, it was shown that the gene AAELO1714, in silico
annotated as encoding for atypical odorant binding protein OBP45 (ZHOU et al., 2008),
is transcribed in the follicle cells surrounding the oocyte. The 2.5 kb upstream region of
this gene was sequenced and transcription factors binding sites were predicted in this
fragment. Characterization of AAEL010714 full length cDNA led us to identify an open
reading frame (ORF), which theoretical translation encodes for a protein with a C-
terminal region longer in relation to a protein encoded by the gene AAEL010714,
annotated in VectorBase. Thus, the protein sequence originated from ORF theoretical
translation was named as atypical OBP45B. Western blot experiments showed that this
protein is synthesized in the ovaries. This study describes the first molecular
characterization of an Aedes aegypti gene encoding for an atypical OBP that is

expressed in ovaries.

Key words : Aedes aegypti. Gonotrophic cycle. Vitellogenesis. In silico. Gene
expression. Ovaries. OBPs. Transgenic mosquitoes
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1.1 Mosquitos — aspectos gerais

Mosquitos, também conhecidos popularmente como pernilongos sdo insetos
dipteros pertencentes a familia Culicidae (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994). Esta familia
monofilética forma um dos grupos taxon6micos menos derivados da ordem Diptera e
apresenta 3528 espécies formalmente reconhecidas, que estdo classificadas
filogeneticamente entre as subfamilias Anophelinae e Culicinae (HARBACH, 2007,
2011). Atualmente, os mosquitos sdo encontrados em abundéancia nas regides tropicais
e temperadas do planeta, mas também existem em regides situadas além do circulo
artico (FANG, 2010; HARBACH, 2011). De fato, um gradiente latitudinal pode ser
observado na biodiversidade destes insetos, sendo que a rigueza de espécies aumenta
em direcdo ao equador (FOLEY; RUEDA; WILKERSON, 2007).

O pequeno tamanho e a fragilidade destes organismos séo caracteristicas que
refletem na escassez de registros fosseis para o estabelecimento confiavel das relagbes
evolutivas da familia Culicidae, porém, preservado em ambar, o membro mais antigo ja
encontrado desta familia possui datacdo entre 100 a 90 milhdes de anos atras (Figura
1) e estima-se que os culicideos tenham uma origem ainda mais antiga, no periodo
Juréssico, ha cerca de 190 milhdes de anos (BORKENT e GRIMALDI, 2004)

Os mosquitos sao holometabolos, isto €, realizam metamorfose completa durante
o ciclo de vida, que € dividido em fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2). De
modo geral, a cada ciclo reprodutivo as fémeas depositam entre 50 a 500 ovos na
superficie de corpos de agua ou em lugares umidos potencialmente inundaveis. As
larvas sempre aquaticas e com corpo vermiforme eclodem dos ovos submersos e, na
maioria das espécies, utilizam material organico particulado ou microorganismos
presentes na agua como alimento. Durante o crescimento, passam por quatro estagios
larvais até atingirem a fase de pupa. O processo de metamorfose ocorre nesta fase e o
organismo nado se alimenta até a emergéncia dos adultos alados, quando ocorre a
transicdo do meio de vida aquatico para o terrestre. Os adultos alados séo delicados,
possuem o corpo afilado, proboscide, antenas e apéndices compridos e escamas que
recobrem quase todas as partes do corpo, muitas vezes formando ornamentacdes

relevantes a identificagdo e taxonomia. Quando adultos, machos de todas as espécies
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utilizam seivas vegetais como alimento exclusivo e 0 mesmo se aplica para fémeas de
um grande numero de espécies. Porém, para fémeas de muitas outras espécies a
anautogenia € conservada, isto €, a alimentacdo com sangue obtido em vertebrados é
imprescindivel para producdo de ovos. Em contrapartida, a autogenia também é
observada em algumas espécies. Nestas, as fémeas que normalmente realizam repasto
sanguineo podem produzir ovos sem hematofagia. A atividade copulatéria pode ser
efetuada antes ou apos o repasto sanguineo das fémeas, e 0s espermatozoides séo
armazenados na espermateca para posterior fertilizacdo dos o06citos que acontece
durante a oviposicdo. (CLEMENTS, 1992; CONSOLI e OLIVEIRA 1994, HARBACH,
2007).

Figura 1 - Preservacdo de insetos em resina vegetal fossilizada denominada ambar. A. Ambar contendo
inseto é vendido como artigo decorativo. B. Burmaculex antiquus, o membro mais antigo da
familia Culicidae foi encontrado preservado em ambar de Burmese (Myanmar), com datacao
estimada entre 100 a 90 milh&es de anos atras.

FONTES: A. Idigdinos (2011). B. Grimaldi; Engel e Nascimbene (2002).
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Terrestre Aquatico

2. Larvas

Terrestre Aquatico

3. Pupas

Figura 2 - Ciclo de vida holometabolo de um mosquito, exemplificado pela espécie Aedes aegypti. As
fémeas colocam os ovos (1, indicados pelas setas vermelhas) em superficies internas de
recipientes com agua. As larvas (2) eclodem quando os ovos entram em contato com a agua.
As larvas passam por 4 estdgios de desenvolvimento (L1, L2, L3 e L4). As larvas L4
transformam-se em pupas (3) e a metamorfose € iniciada. Os adultos (4) emergem das pupas.
O ciclo biolégico consiste de 2 fases: aquatica (larvas e pupas) e terrestre (adultos e ovos).
FONTES: CDC (2009); Urdaneta-Marquez e Failloux (2010).

O conhecimento béasico acumulado sobre a classificagdo, histéria natural,
morfologia, fisiologia e ciclo biolégico dos mosquitos sdo vastos nos dias atuais (REY,
2002), mas € interessante notar que uma grande lacuna seria observada se as mesmas
informacdes fossem buscadas no inicio do século XIX. Decisivamente, a mudanca
deste paradigma acontece com a associacao entre a ocorréncia de doenc¢as humanas e
atividade hematofagica dos mosquitos, iniciada pela descoberta de Patrick Manson em
1878, que comprovou a transmissdo do helminto Wuchereria bancrofti, agente
etiologico da elefantiase em humanos, pela picada de mosquitos culicineo do género
Culex. Na ultima década do século XIX, os estudos de Ronald Ross forneceram as
bases para um grupo italiano coordenado por Giovanni Battista Grassi confirmar a
transmissdo de protozodarios do género Plasmodium, causadores da malaria humana,

por mosquitos anofelinos do género Anopheles. Nesta mesma década, Carlos Juan
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Finlay e a equipe de Walter Reeds confirmaram a transmissdo do virus da febre
amarela pelo mosquito culicineo Aedes aegypti, inseto que também foi caracterizado
também como vetor do virus dengue na primeira década do século XX. Em periodos
praticamente concomitantes, estas descobertas revelaram que helmintos, protozoarios
e virus eram transmitidos aos humanos por mosquitos, sendo marcos cruciais que
levaram ao surgimento da entomologia médica e posterior efervescéncia e expansao
dos estudos cientificos acerca da familia Culicidae no século XX (CARDOSO, 2010,
HENCHAL e PUTNAK, 1990; SANJAD, 2003;).

No inicio do século XXI, a comunidade cientifica especializada em mosquitos foi
agraciada com a conclusdo dos projetos de sequenciamento dos genomas de
Anopheles gambiae no ano de 2002, Aedes aegypti em 2007 e Culex quinquefasciatus
em 2010 (ARENSBURGER et al., 2010; HOLT et al., 2002; NENE et al., 2007), sendo
respectivamente espécies representantes dos géneros Anopheles, Aedes e Culex. Os
trés estudos que relatam a conclusdo dos genomas das trés espécies foram publicados
no jornal académico Science, um dos mais prestigiados do mundo. Destes, dois
trabalhos foram capas de edicdo (Figura 3 A e B), simbolizando a importancia das

descobertas publicadas.

Figura 3 - Capas de 2 edicbes do jornal académico Science, com destaque para a conclusdo do
sequenciamento dos genomas de duas espécies de mosquitos. A. Edicao de outubro de
2002, publicando o artigo sobre o genoma de Anopheles gambiae. B. Edicdo de junho de
2007, publicando o artigo sobre o genoma de Aedes aegypti.
FONTE: Science AAAS (2011).
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Assim, a disponibilidade das informac¢des gendmicas oferece para este século
uma perspectiva incomparavel para o estudo aprofundado da biologia basica e
evolucdo dos organismos sequenciados e das outras espécies pertencentes aos trés
géneros mais intensivamente estudados da familia Culicidae (BESANSKY e COLLINS,
1992; WATERHOUSE; WYDER; ZDOBNOV, 2008). Segundo Harbach (2007), menos
de 150 espécies contidas nestes trés géneros sdo as principais vetoras de agentes
etiologicos causadores de doencas humanas, o que equivale a menos de 4% das
espécies descritas da familia Culicidae. Porém, as mesmas causam indiretamente mais
morbidade e mortalidade em humanos se comparadas a qualquer outro grupo de

organismos.

1.2 Aedes aegypti

O culicineo Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é autoctone do
continente africano, mas atualmente esta presente nas regifes tropicais e subtropicais
do planeta (Figura 4) (CONSOLI e OLIVEIRA 1994; FORATTINI, 2002; REY, 2002). A
expansdo da distribuicdo geografica desta espécie relaciona-se inicialmente ao
crescimento das atividades comerciais nos séculos XVII e XVII, fato que contribuiu para
a dispersao passiva deste mosquito (GUBLER, 2004). Segundo Natal (2002) o
comércio de pneus usados, 0s quais sao utilizados como sitios para oviposicao,
também favorece a dispersédo geografica da espécie e as constantes reinfestacdes em
paises tropicais, sendo que estudos genéticos de populacdes de Aedes aegypti das
Américas e do Brasil sugerem introdu¢cdes multiplas do mosquito no continente
americano (BRACCO et al., 2007; DA COSTA-DA-SILVA; CAPURRO; BRACCO, 2005;
URDANETA-MARQUEZ e FAILLOUX, 2010; PADUAN KDOS e RIBOLLA, 2008).
Somado a estes fatores, as mudancas demograficas apos intenso fluxo migratério rural-
urbano nos paises subdesenvolvidos ap6s o fim da segunda guerra mundial, geraram
processo desordenado de urbanizagdo. A infra-estrutura e saneamento basico
deficientes nestes ambientes modernos fornecem condicbes adequadas para a
infestacdo do mosquito (TAUIL, 2001).
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O adulto alado de Aedes aegypti exibe coloracédo escura, com listras e manchas
brancas e é facilmente identificavel através de uma ornamentagcdo em forma de lira na
regido do escudo, composta por escamas branco-prateadas (Figura 5). E um mosquito
domiciliado, antropofilico, que apresenta habitos diurnos de atividade e esta adaptado a
viver em ambientes urbanos, sobretudo em grandes cidades com aglomeragbes
populacionais. Esta espécie encontra em ambientes doméstico-urbanos uma variedade
de criadouros artificiais para o desenvolvimento de suas formas imaturas e as fémeas
possuem preferéncia em realizar a alimentacdo sanguinea em humanos. Por estes
aspectos bioldgicos e comportamentais, 0 mosquito Aedes aegypti € conhecido por ser
o culicideo mais fortemente associado e dependente do homem (CONSOLI e
OLIVEIRA 1994; NATAL, 2002; REY, 2002; TAUIL, 2001).

Eﬁ\ reas infestadas com Aedes aegypti

1| Areas com Aedes aegypti e atividade epidémica de dengue

Aedles aegypti

== Areas com febre amarela endémica

Figura 4 - Distribuicdo mundial de dengue, febre amarela e do mosquito Aedes aegypti, vetor principal
dos agentes etiolégicos de ambas as doencas.
FONTE: Modificado de Monath (2007).
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Figura 5 - Identificacdo do mosquito adulto de Aedes aegypti através da ornamentacdao em forma de lira.
A. Instrumento de corda denominado lira. B. Uma fémea da espécie Aedes aegypti. A seta
amarela indica a regido do escudo, com escamas branco prateadas formando o desenho de
uma lira. C. A figura mostra a regido do escudo em detalhe.

FONTES: A. University of South Dakota (USD) (1996). B. Lawson et al. (2009). C. Walker
(2008).

Do ponto de vista humano, mais complexo que as interagfes sinantropicas que
Aedes aegypti estabelece, sdo os problemas indiretos que este mosquito causa a
salude da espécie Homo sapiens. Isto porque o mosquito Aedes aegypti é considerado
o principal vetor urbano do virus da febre amarela e dos 4 sorotipos do virus dengue
(GUBLER, 2002).

A febre amarela ja provocou epidemias devastadoras nos seculos XVI, XVII e
XVIII no mundo, culminando no aprofundamento dos estudos da doenca e no
desenvolvimento das primeiras vacinas na década de 30 do século passado (BARRETT
e HIGGS, 2007). Muito embora atualmente a vacina 17D seja utilizada no mundo para
prevencado da febre amarela (BARRETT e HIGGS, 2007; SELIGMAN e GOLD, 2004;
VASCONCELOS, 2003;), as ocorréncias de casos da doenca cresceram nas duas
tltimas décadas, sendo relatados pequenos surtos epidémicos nas regides tropicais
(Figura 4) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

Ja o dengue é considerado a mais grave arbovirose que afeta o homem e os
casos da doenca tém aumentado drasticamente nas ultimas décadas no mundo.

Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas vivam em areas de risco onde mais de 50
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milhdes de pessoas sao infectadas anualmente (Figura 4). Destas, dezenas de milhares
de casos sdo caracterizados por manifestagbes graves da doenca (dengue
hemorragica/sindrome do choque da dengue) com consideraveis taxas de fatalidade
(WHO, 2009). Atualmente, ndo ha drogas antivirais disponiveis para o tratamento
clinico desta doenca (SAMPATH e PADMANABHAN, 2010), nem uma vacina
tetravalente para prevencédo. Contudo, nove vacinas candidatas estdo em fase de
desenvolvimento, com duas delas em estagios avancados de testes em humanos
(GUZMAN et al., 2010).

Desta forma, o Unico elo vulneravel na cadeia epidemioldgica de dengue é o
vetor Aedes aegypti. Consequentemente, este mosquito € o principal alvo no controle
da transmissdo do agente etioldgico da doenca em busca da diminuicdo das epidemias
no mundo.

Geralmente, as estratégias tradicionais usadas no combate ao mosquito
resumem-se em atividades preventivas, como a eliminacdo de criadouros e adocéo de
medidas comunitarias de conscientizacdo (manejo ambiental), utilizacdo de predadores
de larvas (controle biologico) e, principalmente, aplicacao estratégica ou emergencial de
inseticidas quimicos (controle quimico) (WHO, 2009).

Esses programas eventualmente ndo resultam num nivel seguro de manutencéo
de baixas densidades populacionais do mosquito, devido a complexidade de fatores
envolvidos na implementacdo operacional eficaz destas acdes (TAUIL, 2001) e a
problemas relacionados com a selecédo e surgimento de linhagens de Aedes aegypti
resistentes aos inseticidas utilizados macicamente no combate (HEMINGWAY, 2000;
RODRIGUEZ et al., 2003; STRODE, 2008), havendo assim um constante risco de
transmissdo de dengue (MARCAL JUNIOR e SANTOS, 2004). Além disso, o efeito
residual dos inseticidas no meio ambiente e a acdo em organismos nao-alvos
restringem a ampla utilizacdo deste método (IYANIWURA, 1991).

Os inseticidas biolégicos, compostos por toxinas da bactéria Bacillus
thuringiensis subespécie israelensis (Bti), constituem alternativas seguras aos
inseticidas quimicos para uso no controle das larvas de Aedes aegypti. Entretanto, a

persisténcia destas toxinas no ambiente favorece a selecdo de linhagens resistentes do
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mosquito e evidéncias deste processo comecam a ser observadas para esta classe de
inseticida (PARIS et al., 2011).

Métodos genéticos de supressdo e substituicdo das populacbes do mosquito
surgem como alternativas promissoras de controle e atualmente estdo em etapas de
aperfeicoamento para a utilizagcdo em programas de manejo integrado de Aedes aegypti
(JANSEN e BEEBE, 2010; SPERANCA e CAPURRO, 2007). A estratégia genética de
supressdo de populacdo utilizando mosquitos transgénicos € um aperfeicoamento da
técnica do inseto estéril (sterile insect technique - SIT) (KNIPLING, 1955), e consiste na
liberacdo em massa de machos transgénicos que carregam um gene letal dominante
(ALPHEY et al.,, 2010). Os machos transgénicos liberados cruzam com as fémeas
selvagens, e a prole gerada é inviavel, levando a populacdo alvo ao declinio (ALPHEY
et al.,, 2010; HORN e WIMMER, 2003). Ja a estratégia de substituicdo nao objetiva a
reducdo da populagdo, mas em contrapartida, 0s mosquitos transgénicos liberados ao
cruzarem com as fémeas selvagens, transmitem a prole alelos que blogueiam a
infeccdo do mosquito pelo virus dengue (SPERANCA e CAPURRO, 2007).

Através de sistemas baseados em elementos de transposicdo (ADELMAN;
JASINSKIENE; JAMES, 2002; CHEN; MATHUR; JAMES, 2008; SPERANCA e
CAPURRO, 2007), genes quiméricos com atividade antiviral para constru¢do de
linhagens transgénicas destinadas a substituicdo de populacdes (FRANZ et al., 2006;
TRAVANTY et al., 2004), ou genes dominantes letais para producdo de insetos para
supressado populacional (ALPHEY, 2002; ALPHEY e ANDREASEN, 2002; HORN e
WIMMER, 2003; PHUC et al., 2007) sédo incorporados ao genoma de Aedes aegypti,
através da técnica de microinjecdo (JASINSKIENE; JUHN; JAMES, 2007). Estas
moléculas efetoras sdo controladas por promotores génicos tecido- e/ou estagio-
especifico, que ativam os genes efetores em momentos precisos do estagio de vida do
mosquito ou de interacdo do hospedeiro invertebrado e o patégeno (SPERANCA e
CAPURRO, 2007).

Além de linhagens transgénicas de Aedes aegypti supressoras de populacdo
(ALPHEY et al., 2010; PHUC et al., 2007), mosquitos transgénicos imunes a infeccao
pelo virus dengue também ja foram gerados (FRANZ et al., 2006; TRAVANTY et al.,

2004), mas os denominados gene drive mechanisms, isto €, estratégias de introducéo
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dos mosquitos modificados e fixacdo dos alelos efetores nas populagdes naturais ainda
estdo em desenvolvimento (JAMES, 2005; MARSHALL, 2009; SINKINS e GOULD,
2006). Portanto, linhagens transgénicas de Aedes aegypti voltadas a supressao de
populacdes constituem a mais proeminente alternativa genética para o controle deste
mosquito, uma vez que esta estratégia ndo necessita de introducéo e fixacdo de alelos
na populacao a ser suprimida (PHUC et al., 2007), e testes estdo sendo realizados em
diversos paises, com resultados promissores ja obtidos nas ilhas Caiman (ENSERINK,
2010).

Mesmo com perspectivas promissores para geracdo de novos meétodos, o
arsenal atual de ferramentas para o controle deste mosquito € bastante limitado e
ineficiente. Como alternativa a este problema, aprofundar o conhecimento da biologia
basica de Aedes aegypti € passo fundamental para o desenvolvimento e
aprimoramento de alternativas inovadoras que possam ser aplicadas aos programas de
controle do vetor (CHEN; MATHUR; JAMES, 2008; MEGY et al., 2009; WATERHOUSE;

WYDER; ZDOBNOV, 2008).

1.3 Alimentacao sanguinea, vitelogénese e producao de ovos

Ao contrario de mosquitos autdégenos, capazes de realizar pelo menos um ciclo
gonotrofico sem repasto sanguineo (TELANG e WELLS, 2004), as fémeas de Aedes
aegypti sdo exclusivamente anautdgenas, sendo a alimentacdo sanguinea obrigatoria
na obtencdo de nutrientes necessarios ao desenvolvimento dos ovarios e maturacao
dos ovos. Assim, 0 repasto sanguineo constitui um processo fisioldgico essencial no
ciclo de vida desta espécie. Em contrapartida, este modo alimentar acarreta na
habilidade de transmissdo de arboviroses e outros patdégenos, obtidos de um
vertebrado infectado (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994; BRIEGEL, 2003).

Agravando esta situacdo, ao buscarem um repasto sanguineo satisfatério, as
fémeas de Aedes aegypti, frequentemente fazem alimentacdes curtas em mais de um
hospedeiro humano até o engurgitamento completo (Figura 6) (CONSOLI e OLIVEIRA,
1994). Embora Smith et al. (2004), utilizando modelos matematicos, tenham

demonstrado que a proporcdo de mosquitos infectados depende principalmente da
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estrutura etaria de suas populagdes, havendo taxas de infec¢cdes mais altas quando
mosquitos mais velhos sdo encontrados, 0os autores consideraram que predicdes
realisticas devem levar em conta o modo de procura por alimentacdo sanguinea. Como
consequéncia, o comportamento alimentar das fémeas de Aedes aegypti aumenta a
probabilidade de contaminacdo do mosquito por um hospedeiro vertebrado reservatoério,
enquanto que fémeas infectadas podem amplificar a disseminacao de virus em apenas
uma investida alimentar completa.

Uma fémea de Aedes aegypti pode ingerir de 3 a 5 vezes seu respectivo peso
corpGreo em sangue durante o repasto no hospedeiro vertebrado (ALVARENGA, 2005;
JONES e MADHUKAR, 1974) e muito mais do que a alteragdo morfologica que ocorre
no abdémen (Figura 6), a alimentacdo sanguinea causa mudancas drasticas no
metabolismo basal de fémeas ingurgitadas (DISSANAYAKE et al., 2010; FEITOSA et
al., 2006; SANDERS et al., 2003).

Figura 6 - Fémeas de Aedes aegypti durante e apds o processo de hematofagia, com marcante alteracdo
morfolégica no abdémen. A. A fémea inicia o repasto sanguineo em vertebrado. B. Fémea ao
final do repasto, com intestino repleto de sangue. C. Fémea, voando apdés repasto sanguineo e
completo ingurgitamento.
FONTE: James Gathany, Center for Disease Control Public Health Image Library, 2008.
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Processos fisioldgicos desencadeados apds o0 repasto sanguineo e aspectos
endocrinos envolvidos no ciclo gonotrofico foram estudados extensivamente em Aedes
aegypti (KLOWDEN, 1997; RAIKHEL, 1987; 1992; RAIKHEL e DHADIALLA, 1992;
SAPPINGTON et al., 1998) e trabalhos modernos vém desvendando 0os mecanismos
moleculares que regulam a producdo de vitelo e desenvolvimento dos ovos nesta
espécie (ATTARDO et al.,, 2006; ATTARDO; HANSEN; RAIKHEL, 2005; BRYANT;
MACDONALD; RAIKHEL, 2010; CHEN et al., 2004; CRUZ et al., 2009; RAIKHEL et al.,
2002; RIEHLE e BROWN, 2002; SUN et al., 2002; SUN; ZHU; RAIKHEL, 2004; ZHU;
CHEN; RAIKHEL, 2007).

A vitelogénese, processo de sintese, transporte e acumulo de proteinas
precursoras de vitelo € fundamental para biologia reprodutiva do mosquito. Neste
processo, 0 corpo gorduroso (tecido metabdlico dos insetos, analogo ao tecido adiposo
e ao figado dos vertebrados) sintetiza e secreta vitelogenina, carboxipeptidase
vitelogénica, catepsina B e lipoforina (as principais proteinas precursoras de vitelo) na
hemolinfa, que s&o incorporadas nos ovocitos em desenvolvimento (Figura 7)
(RAIKHEL et al.,, 2002). A vitelogénese €& controlada pela acdo do horménio 20-
hidroxiecdisona (RAIKHEL et al., 2002) e recentemente foi mostrado que o corpo
gorduroso depende de sinais nutricionais provenientes de aminoécidos para producao
das proteinas precursoras de vitelo (Figura 7) (HANSEN et al., 2004)

Resumidamente, a vitelogénese em Aedes aegypti pode ser dividida em dois
periodos diferenciados: preé-vitelogénico e vitelogénico (Figura 7). O periodo pré-
vitelogénico ocorre antes da ingestdo de sangue pela fémea adulta e corresponde a
uma fase preparatdria, quando o corpo gorduroso e 0s ovarios sdo amadurecidos pela
atuacdo do horménio juvenil 1l (JH 1ll) nos 3 primeiros dias ap0s a emergéncia das
fémeas adultas (Figura 7). ApOs este periodo, o corpo gorduroso e ovarios tornam-se
competentes para o periodo vitelogénico, e a fémea entdo entra em um estado de
espera, passando para o periodo vitelogénico somente apos a alimentacdo sanguinea
(Figura 7).

O periodo vitelogénico pode ser subdivido em duas fases: sintese e terminacéao.
A fase sintética é iniciada imediatamente apds o repasto (Figura 7). A distensao

abdominal causada pelo volume ingerido associada a fatores do sangue ainda néao
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completamente conhecidos estimulam células neurosecretoras cerebrais a liberarem o
hormonio ecdisiotropico ovariano (Figura 7). Este neuro-horménio atua nos ovarios e
estimula as células foliculares epiteliais a produzirem o hormoénio ecdisona, que é
liberado na hemolinfa e atinge as células do corpo gorduroso. Neste tecido, ocorre a
conversdo de ecdisona na forma ativa 20-hidroxiecdisona (Figura 7). O hormoénio 20-
hidroxiecdisona liga-se em receptores nucleares, formando um complexo de
transativacdo que regula hierarquicamente a expressao de fatores de transcricdo e
genes envolvidos na producéo de proteinas precursoras de vitelo pelo corpo gorduroso
(Figura 7 e Figura 8). Além disso, nesta fase acontece a ativacdo dos ovarios, para
captacdo dessas proteinas nos odcitos (Figura 7), através de endocitose mediada por
receptor e armazenamento em forma de granulos de vitelo. A fase de sintese do
periodo vitelogénico ocorre durante as primeiras 30 horas apés a ingestdo de sangue,
sendo que os maiores niveis de 20-hidroxiecdisona sédo detectados entre 18 a 20 horas
apos o repasto (Figura 8). A queda dos niveis de 20-hidroxiecdisona na hemolinfa leva
a fase de término do periodo vitelogénico, que se inicia em torno de 30 horas apos o
repasto sanguineo, culminando com a diminuicdo da expresséao e sintese de proteinas
precursoras de vitelo pelo corpo gorduroso (Figura 8). Nesta fase, ocorre producao do
corion para maturacdo dos ovos e 0 corpo gorduroso volta ao seu estado pré-
vitelogénico. A expressdo das proteinas precursoras de vitelo atinge niveis basais 48
horas apos o repasto (Figura 8) e as fémeas tornam-se aptas a oviposicao 72 horas
apo0s o0 repasto sanguineo, quando o ciclo gonotrofico € finalizado (ATTARDO;
HANSEN; RAIKHEL, 2005; RAIKHEL, 1992; RAIKHEL et al.,, 2002; RAIKHEL e
DHADIALLA, 1992; KLOWDEN, 1997).

Ao final do ciclo gonotréfico, as fémeas de Aedes aegypti podem produzir
centenas de ovos (CLEMENTS, 1992). Esta alta capacidade reprodutiva em um curto
periodo de tempo também resulta na dificuldade de controlar populages desta espécie
(ATTARDO; HANSEN; RAIKHEL, 2005). Nesse sentido, afetar esta fase do ciclo de
vida do mosquito constitui um ponto interessante para elaboracdo de novos métodos de
controle (CHEN; MATHUR; JAMES, 2008) e implica primeiramente na identificacdo e
caracterizacdo de genes envolvidos na fisiologia reprodutiva de Aedes aegypti,

constituindo etapas basicas na busca de alvos moleculares.
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Figura 7 - Diagrama esquematico do processo de vitelogénese, disparado pelo repasto sanguineo. Apés
ingestdo do sangue, o cérebro recebe um sinal para secrecao de um neuro-hormdnio que
estimula os ovarios a produzirem ecdisona. A ecdisona é convertida em 20-hidroxiecdisona no
corpo gorduroso, e este horménio ativa direta e indiretamente a expressdo de genes que
codificam as principais proteinas precursoras de vitelo. O corpo gorduroso também necessita
de sinalizacdo de aminoacidos livres para iniciar a sintese das proteinas.

FONTE: Modificado de Attardo e D’Amico (2011).

Com esta perspectiva, a fase de sintese do periodo vitelogénico (Figura 8) tem
sido bastante explorada em nivel molecular. Além da caracterizacdo dos perfis de
expressdo de genes imediatamente ativados no corpo gorduroso apos 0 repasto
sanguineo (Figura 8, genes revisados em RAIKHEL et al., 2002), varios estudos tém
investigado e caracterizado genes expressos restritamente (estagio-especificos) ou que

tenham seus niveis transcricionais significativamente aumentados apo0s a ingestao
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sanguinea no intestino (NORIEGA e WHELLS, 1999, SMARTT et al., 1998; EDWARDS
et al., 2000) e ovarios (EDWARDS; SEVERSON; HAGEDORN, 1998; FERDIG et al.,
1996, 2000), descrevendo seus respectivos padrdes temporais e quantitativos de

expressado ao longo da fase de sintese do periodo vitelogénico.
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Figura 8 - Representacdo esquematica dos titulos de hormdnios e niveis de transcricdo de genes
envolvidos na cascata hierarquica disparada pela alimentacao sanguinea de Aedes aegypti,
durante os periodos do processo de vitelogénese. Os titulos dos horménios juvenil (JH) e 20-
hidroxiecdisona (20E) estao representados em cinza-escuro. Os niveis de transcricdo dos
receptores nucleares (NRs) estéo indicados em preto, e das principais proteinas precursoras
de vitelo (PPV) vitelogenina (Vg), carboxipeptidase vitelogénica (VCP) e catepsina B
vitelogénica (VCB) estdo mostrados em cinza-claro. E: Emergéncia do adulto. RS: Repasto
sanguineo.
FONTE: Modificado de Raikhel et al. (2002).
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Embora alguns trabalhos tenham explorado a expresséao global de genes durante
alguns intervalos durante o processo de vitelogénese em diferentes tecidos como o
corpo gorduroso (FEITOSA et al.,, 2006), intestino médio (SANDERS et al., 2003) e
glandula salivar (THANGAMANI e WIKEL, 2009), ainda existe consideravel falta de
informagao acerca de genes restritamente ativados e altamente expressos na fase de
término do periodo vitelogénico, sobretudo 48 horas ap0s o repasto sanguineo, quando
0S niveis de transcricdo dos principais genes envolvidos na fase de sintese da
vitelogénese retornam a patamares ndo detectaveis (Figura 8). Recentemente,
Dissanayake et al. (2010) analisaram as mudancas de expresséo de 16.222 transcritos
de Aedes aegypti em fémeas sem repasto ou apos a alimentacdo sanguinea, através
da técnica de microarranjo. Neste estudo global dos niveis de transcricdo dos genes
presentes no genoma do mosquito, além de mostraram que 30% destes transcritos
variam seus niveis de acumulo apGs o repasto, 0s autores concluiram que a maioria da
variacao ocorre 48 horas apos o repasto.

Sendo assim, a proposta principal do presente estudo foi identificar genes com
expressado tardia no ciclo gonotrofico de Aedes aegypti (48 horas apds o repasto),
assim como caracterizar os perfis de expressdo dos respectivos transcritos. Sob a
hipotese de que estes genes tardios tenham funcdes relacionadas a reproducédo do
mosquito, a identificacdo e caracterizacdo dos mesmos, além de preencher uma lacuna
de informacéao molecular no processo de vitelogénese, poderdo fornecer conhecimento
bésico para o desenvolvimento de estratégias para interrup¢do do sucesso reprodutivo

das fémeas de Aedes aegypti.
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Conclusbes

A estratégia comparativa de busca in silico, delineada no inicio do projeto
forneceu um método eficiente para identificacdo de genes expressos tardiamente no
ciclo gonotréfico de Aedes aegypti. Seis genes foram identificados e exibem elevada
transcricdo 48 horas ap0s o0 repasto sanguineo. Trés genes sao ativados
especificamente em fémeas, com altos niveis de transcricdo em ovarios 48 horas apés
o repasto. Este trabalho também reportou a primeira caracterizacdo molecular de uma
proteina ligadora de odor (OBP) atipica de Aedes aegypti, através da obtencdo da
sequéncia completa do transcrito, da descricdo do perfil de transcricdo e da localizagcéao
do RNAm. Além disso, foi demonstrada forte evidéncia da expressao desta proteina nos
ovarios durante a fase de término do periodo vitelogénico de Aedes aegypti. Embora
estudos ainda sejam necessarios para confirmacdo, o presente trabalho sugere que
esta OBP atipica possa ter alguma funcdo na formacéo da casca dos ovos (corion) de
Aedes aegypti. Por fim, estes resultados fornecem uma grande contribuicdo para a
compreensao molecular dos mecanismos reprodutivos basicos desta espécie,
sobretudo durante o processo de vitelogénese, fundamental para a manutencdo do

ciclo de vida de Aedes aegypti.
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