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RESUMO

VALIDACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DOS
GENES ACTINA, TRIPSINA E PHOSRESTIN Il (ARRESTIN-A) ENTRE
LARVAS E ADULTOS DE Anopheles darlingi Root, 1926 (DIPTERA:
CULICIDAE). Universidade do Estado do Amazonas. Rua Carvalho Leal, N° 1777
CEP: 69055-001. Manaus — AM, NUNES-SOUZA, K.C.; RAFAEL, M.S; TADEI, W.P.

ketlenchris@gmail.com; miriamsilvarafael.r@gmail.com; wptadei@gmail.com.
O Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 € o vetor primario da malaria que

apresenta a mais acentuada antropofilia e endofagia entre os anofelinos sul americanos, com
0S maiores registros de casos da doenca na Amazoénia. A malaria € uma parasitose que afeta
mais de 90 paises no mundo, onde cerca de 40% da populacéo vivem em areas de risco, pois
ha dificuldades para o seu controle. Nos Ultimos anos, estudos alternativos de detecgdo e
guantificacdo da expressdo génica tém sido realizados, como a amplificacdo e andlise de
fragmentos de cDNA, pelo método de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QRT-
PCR), uma das tecnologias mais empregadas na era pés-gendmica. Nesse sentido, validou-se
o nivel de expressdo de genes amostrados in silico, previamente, entre dois estagios de
desenvolvimento de An. darlingi (larvas e adultos). Amostras de An. darlingi foram obtidas no
Bairro Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W 59° 52’ 31.38”), Municipio de Manaus, Estado do
Amazonas, identificadas e tratadas de forma individual para oviposi¢do. Larvas de 1° e 2°
estadios foram utilizadas para extracdo de RNA total com o Kit de extracdo e purificacdo
Quiagen®. Obteve-se a fita complementar de RNAm (cDNA), com o Kit da Promega®. O
método da gRT-PCR foi segundo o sistema SYBR® Green (Applied Biosystems®) e as reacdes
de amplificacdes do cDNA realizadas no termociclador ABI-7500™ Real-Time PCR System,
Applied Biosystems®. Analisaram-se por expressdo génica quatro genes de interesse: Actina,
Tripsina, Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e Phosrestin Il (Arrestin-A). Dentre
estes, GAPDH mostrou pouca variagdo no nivel de expressdo génica em larvas e adultos.
Portanto, este foi escolhido como gene de referéncia. As larvas (L1L2) foram escolhidas como
normalizadoras das reacdes de amplificagfes. Na quantificacdo relativa, a Actina foi mais
expressa em adulto comparativamente com larvas, o que valida os resultados normalizados de
nivel de expresséo in silico da biblioteca de ESTs de An. darlingi. Tripsina foi expressa
principalmente em larvas. Em An. darlingi a Phosrestin Il (Arrestin-A) foi mais expressa em
larvas do que em adultos. Estes dados validaram a expressao génica diferencial entre L1L2 e
adultos de An. darlingi, util para entender a biologia e evolugdo génica desse importante vetor

da malaria da América do Sul.

Palavras chaves: Anopheles darlingi, expressao génica, gRT-PCR, malaria.
Area de concentracéo: Expresséo génica.
Linha de Pesquisa: Genética de vetores da malaria.


mailto:ketlenchris@gmail.com
mailto:miriamsilvarafael.r@gmail.com
mailto:wptadei@gmail.com

XV

ABSTRACT

VALIDATION OF DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION LEVEL OF GENES
ACTIN, AND TRYPSIN PHOSRESTIN Il (ARRESTIN-A) BETWEEN LARVAE
AND ADULTS OF Anopheles darlingi Root, 1926 (DIPTERA: CULICIDAE).
State University of Amazonas. Oak Street Fair, 1777. Zip code: 69055-001. Manaus —
AM, NUNES-SOUZA, K.C.; RAFAEL, M.S; TADEI, W.P. ketlenchris@gmail.com;

miriamsilvarafael.r@gmail.com; wptadei@gmail.com.
The Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 is considered the primary vector of

malaria and the species has the sharpest endophagous and anthropophily between the South
American anopheline, with the biggest records in the Amazon region. Malaria is a parasitic
disease that affects more than 90 countries worldwide, where about 40% of the population live
in areas at risk because they are difficult to control. In recent years, studies of alternative
detection and quantification of expression gene have been carried out, as the amplification and
analysis of cDNA fragments by the method of Polymerase Chain Reaction in Real Time (gRT-
PCR), one of the technologies employed in post-genomic age. In this sense, validated the level
of genes expression sampled in silico, in advance, between two stages of development of
An.darlingi (larvae and adults). An. darlingi samples were obtained in the neighborhood
Puraguequara (03° 03' 06.95" S and 59° 52' 31.38" W), of Manaus City, Amazonas State,
identified and treated individually for oviposition. Larvae of the 1st or 2nd instar were used for
total RNA extraction with the Extraction and Purification Quiagen® Kit. We obtained the
complementary strand of MRNA (cDNA) with the kit from Promega®. The gqRT-PCR method was
according to the system SYBR® Green (Applied Biosystems®) with reactions performed in the
ABI-7500 thermocyclerm Real-Time PCR System, Applied Biosystems®. Was analyzed for gene
expression, four genes of interest: Actin, Trypsin, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and Phosrestin Il (Arrestin-A). Among these, GAPDH showed little variation in their
level of gene expression in larvae and adults. Therefore, this gene was chosen as reference.
Larvae (L1L2) were chosen as normalizing the amplification reactions. In relative quantification,
the actin expression was higher in adult compared with larvae, validating the results normalized
level of expression in silico library of ESTs from An. darlingi. Trypsin was mainly expressed in
larvae. In A. darling the Phosrestin Il - (Arrestin-A) expression was higher in larvae than in
adults. These data validate the differential gene expression between L1L2 and adults of An.
darlingi, useful for understanding the biology and evolution gene of this important malaria vector
in South America.

Keywords: Anopheles darlingi, gene expression, gRT-PCR, malaria.
Area of concentration: Gene expression.
Research Line: Genetics of malaria vectors.
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1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

1.1 Anopheles darlingi

Mosquitos do género Anopheles, da familia Culicidae (Subfamilia: Anophelinae),
constituem a maioria dos insetos economicamente e clinicamente importantes em todo o
mundo (LOAIZA, et al., in press). Anopheles darlingi Root, 1926 (Figura 1) pertence ao
Reino Animalia, Filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, familia Culicidae; género
Anopheles e subgénero Nyssorhynchus (SERVICE, 1996).

Fonte: Acervo Laboratorio de Malaria e Dengue/INPA

Figura 1 — Espécime adulto de Anopheles darlingi Root 1926.

Anopheles darlingi possui caracteristicas préprias que sdo fundamentais para sua
identificacdo. Estudos sobre distribuicdo geografica e isoenzimas (SANTOS et al.,
1985,1999; ROSA-FREITAS et al., 1992; FREITAS-SIBAJEV et al., 1995), comportamento e
DNA mitocondrial (ROSA-FREITAS et al., 1992; FREITAS-SIBAJEV et al., 1995; CONN et
al.,1999), DNA repetitivo (RAFAEL et al., 2003), DNA de sequéncia unica (RAFAEL et al.,
2004) e DNA microssatélites (SCARPASSA e CONN, 2007; LIMA et al., 2010) mostram que

An.darlingi é uma espécie monotipica.



Caracteres morfol6gicos mostram que An. darlingi, na fase adulta apresenta asas
com manchas claras e escuras; na veia C (costa) apresenta area escura ph (mancha preé-
umeral) de tamanho grande, com envergadura correspondente a trés ou mais que da area
clara h (mancha umeral); no tarso posterior, apresenta o segundo tarsémero (Ta-2) com
cerca de 0,50 de escuro basal, enquanto os tarsbmeros 3 a 5 sdo totalmente claros
(FORATTINI, 2002).

Anopheles darlingi é o principal vetor da malaria na regido amazonica, onde ocorre
a maioria dos casos (cerca de 90%) no Brasil (ARRUDA et al., 1986; TADEI et al., 1998,
2007; TADEI e DUTARY-TATCHER, 2000). Um dos principais fatores biol6gicos que
concorrem para a transmissdo da maléaria € a acentuada antropofilia (TADEI et al., 1998) e
susceptibilidade desse anofelino a infeccdo por espécies do género Plasmodium
(ZIMMERMAM, 1992).

Anopheles darlingi esta distribuido em cerca de 80% de todo territério nacional
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Dados epidemiolégicos demonstram que, apds a
pratica de controle a densidade desse mosquito, assim como de outros anofelinos, mantém-
se alta em localidades onde ocorrem os registros da malaria na regido (TADEI et al., 1998).

A distribuicdo geogréfica de An. darlingi ocorre no territério sul-americano a leste
dos Andes, na Colémbia, Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguai, Argentina, Brasil e nas
Guianas. Em territério brasileiro, s6 ndo é encontrado nas areas secas do Nordeste, no
extremo Sul do Pais (abaixo da foz do rio Iguacu) e nas areas de elevada altitude. Ocorre
em areas de baixas altitudes, quase sempre associado aos grandes cursos de agua e
florestas do interior, mas ocorre também no litoral (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994;
LOUNIBOS e CONN, 2000). Na Amazonia os seus principais habitats sdo as aguas pretas e
acidas que sofrem modificacbes de acordo com os pulsos de enchentes e vazantes, que
propiciam a existéncia de uma diversidade e densidade de An. darlingi e outros anofelinos
(TADEI et al., 1998).

1.2 SITUACAO E EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

A malaria ou paludismo é uma parasitose que ocorre em mais de 90 paises no
mundo, onde afeta cerca de 40% da populacdo mundial, que convivem com osriscos da
doenca. Na década de 40, a maléria ja era considerada um problema de saude publica,
contaminando cerca de 6 milhdes de pessoas (TADEI et al., 1998; MINISTERIO DA SAUDE,
2003 e 2009). A malaria ocorre em cerca de 107 paises e territdrios de regides tropicais dos
continentes africano, asiatico e Américas (PASSOS e FIALHO, 1998). Em tais regides, cerca

de 3,2 bilhdes de habitantes estdo expostos a infeccdo, causada pelos agentes etioldgicos



da malaria (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale), cuja taxa de incidéncia
varia de 350 a 500 milhdes de casos por ano, levando a ébitos cerca de 1,5 a 2,3 milhdes de
pessoas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

No Brasil, as espécies envolvidas com a transmissao da malaria humana pertencem
aos subgéneros Nyssorhynchus (An. darlingi, Anopheles aquasalis, Anopheles nuneztovari,
Anopheles oswaldoi, Anopheles triannulatus e Anopheles albitarsis) e Kerstezia (Anopheles
cruzii) (ARRUDA et al.,, 1986; TADEI et al., 1998, 2007; TADEI e DUTARY-TATCHER,
2000).

A malaria é endémica na Amazébnia legal, onde 99,8% dos casos ocorrem em
diversos Estados brasileiros: Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Ronddnia, Roraima e Tocantins (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Atualmente, o quadro
epidemiolégico da malaria no Brasil € preocupante. O P. vivax € a espécie causadora de
guase 90% dos casos. Porém, a transmissdo do P. falciparum, sabidamente responsavel
pela forma grave e letal da doenca, tem apresentado reducao importante nos ultimos anos.
Embora a frequéncia de internacdes por malaria no Brasil tenha mostrado declinio
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010), é consideravel o nimero de casos de malaria registrados
anualmente, nos ultimos 10 anos, com média de 304 mil casos por ano. Até o primeiro
semestre de 2010, o numero total de casos registrados foi de 132 mil (Ministério da
Saude/Sivep-Malaria, 2010). A distribuicdo espacial do risco de transmissdo da doenca no

Brasil é apresentada na Figura 2.

Risco IPA
Regiao Amazdnica
Sem transmissao

Baixo risco (n=323)
B \védio risco (n=80)
B Ao risco (n=67)

Figura 2 - Mapa do Brasil destacando as areas de risco para malaria pelos diferentes
niveis de incidéncia parasitaria anual.
Embora sejam constantes as tentativas de controle de mosquitos vetores da malaria,
falta vacina contra as espécies do género Plasmodium resistentes a drogas e inseticidas
sintéticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Estudos para o diagnostico de resisténcia de



vetores a inseticidas sintéticos tém sido a partir de bioensaios ou andlises por meio da
biologia molecular. Os resultados tém auxiliado na compreensdo dos mecanismos de
resisténcia de insetos a produtos quimicos em geral, além de auxiliar na escolha de
inseticidas com potencial interesse para controle e levantamento de areas, onde habitam
populacdes de mosquitos resistentes a controle quimico e a drogas anti-malaricas
(BROGDON et al., 1998).

O complexo ecossistema amazoénico proporciona diversidade e densidade de
anofelinos com padrbes comportamentais em areas especificas diferentes, estabelecendo
din&micas de transmisséo distintas. A variagdo de densidade populacional de An. darlingi na
Amaz0nia mostrou que a sazonalidade da espécie, assim como os casos de maléria, estdo
correlacionados com o ciclo hidrolégico da regido. No inicio do periodo chuvoso (novembro),
a densidade de anofelinos é baixa elevando gradativamente conforme aumenta o nivel
pluviométrico concomitante ao aumento do nivel das aguas dos rios até junho, com maior
densidade de mosquitos entre os meses de abril a junho. Na propor¢cdo em que aumenta a
densidade do vetor, elevam-se o0s casos de malaria, com maiores valores de casos
registrados entre os meses de julho a setembro (TADEI et al., 2007).

Ainda conforme menciona Tadei e colaboradores (2007), a Amazbnia é considerada
uma grande rede de interacdes bioldgicas dindmicas e complexas, que vem se mostrando
sensivel aos efeitos do aquecimento global, em decorréncia de diversos fatores, como as
acles antropicas desordenadas, novas rodovias, grandes projetos na area de agricultura,
pecuaria, hidrelétricas, mineracdo, entre outros. Estes empreendimentos, em decorréncia
das intensas alteracbes ambientais que desencadeiam, levam a um contato maior entre o
homem e a mata, provocando um desequilibrio da interacdo homem/parasito/vetor. Dentre
0s 62 municipios do Estado do Amazonas, h4d 21 com 81,8% dos casos de maléaria
autéctones. Somente no primeiro semestre de 2010, a cidade de Manaus concentrou a
maior porcentagem dos casos (15,1%), seguida da cidade de Coari (6,9%) (MINISTERIO
DA SAUDE/SIVEP-MALARIA, 2010).

Nos ultimos anos, novos estudos visando auxiliar no controle da malaria tém se
intensificado, por meio de diversas metodologias da biologia molecular moderna (CHEN, et
al., 2008), tal como o método da Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo
Real (QRT-PCR).

1.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

As analises da expressao génica, nos Ultimos anos, tém sido utilizadas por meio de

métodos de Northern Blot, RNase Protection Analysis, RT-PCR tradicional, Macro e Micro-



array, Real Time PCR (qRT-PCR) e, conforme a literatura, varios desses métodos sdo caros
e envolvem trabalho excessivo, e, além disso, pode ser semi-quantitativo (BUSTIN, et al.
2006). Dentre esses motivos, optou-se por realizar o método de PCR em tempo real. Esse
método € de dois tipos: 1) Quantificacdo Relativa e 2) Quantificacdo Absoluta. No ensaio de
Quantificacdo Relativa sdo analisadas alteracdes na expressao génica em uma determinada
amostra relativa a outra amostra de referéncia (amostra controle ndo tratada). Permite
guantificar o nivel de expressdo de um gene alvo especifico, entre diferentes amostras,
podendo mostrar variagdes no numero de vezes em cada nivel de expressdo. O ensaio de
guantificacdo absoluta é utilizado para quantificar amostras desconhecidas interpolando
suas quantidades a partir de uma curva padrao (BUSTIN, et al. 2006).

O método de PCR em Tempo Real é uma reacédo de polimerizacdo em cadeia in
vitro, na qual se obtém o aumento de um fragmento especifico de DNA por meio de sua
duplicacdo de modo exponencial (MULLIS, 1990).

Segundo Bustin e colaboradores (2006), o método de gRT-PCR assemelha-se a
PCR classica. A PCR em Tempo Real é capaz de monitorar o progresso da PCR,
registrando seus dados durante o ciclo da reacao, incluindo o nimero de cOpias para cada
amostra ao invés da quantidade de alvo acumulado ao final de um ndmero fixo de ciclos. Os
dados séo desta forma, coletados ao longo da PCR, ao invés de serem apenas no final da
reacao. Isso revolucionou completamente 0 modo de abordagem da quantificacdo de RNA
pela PCR. Esse método utiliza o momento do ciclo da reacdo no qual a amplificacdo de um
alvo é detectada pela primeira vez, ao invés da quantidade de alvo acumulado apés um
numero fixo de ciclos. Quanto mais elevado for o nimero de copias iniciais do acido nucléico
alvo, mais rdpido sera observado o aumento significativo na fluorescéncia. Sao obtidos
gréficos da qualidade e da quantidade das cépias do material genético amplificado.

Além disso, o0 método da PCR em Tempo Real permite que seja adicionado um
composto fluorescente, o corante Sybr Green |, que na reacdo, possui ligacdo altamente
especifica ao DNA dupla-fita e detecta o produto da PCR, enquanto ele se acumula durante
os ciclos da reagdo. Assim, na propor¢cdo em que a enzima DNA polimerase AmpliTaqg Gold
amplifica a sequéncia alvo, vai criando os produtos de PCR, ao mesmo tempo o Sybr Green
| se liga a cada nova copia amplificada. O nivel de fluorescéncia computado para cada
amostra € aquele suficiente para atingir um ciclo limiar. Por convencdo, esse limiar €
denominado de Ct (Cyclet treshold). Ao final da reagéo, essa intensidade da fluorescéncia
sera proporcional a quantidade do produto gerado pela PCR em tempo real (PAIVA e
AYRES, 2006). Neste método tém sido utilizados fragmentos de DNA nuclear ou
mitocondrial para identificar espécies cripticas do género Anopheles como o complexo An.
gambiae (COLLINS e PASKEWITZ, 1996).



Sim e colaboradores (2005), que utilizaram a proteina Heat Shock (HSC70B) em
An. gambiae, verificaram em presenca de RNA de interferéncia (RNAI) a supressao do virus

o’nyong-nyong em fémeas infectadas desse mosquito.

1.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA E A BUSCA DE GENES DE INTERESSE
EM MOSQUITOS DA MALARIA

Entre as novas alternativas para o controle de mosquitos vetores de parasitoses,
ferramentas metodol6gicas moleculares modernas, com auxilio da manipulacdo de
organismos vivos, tém sido utilizadas para gerar sequéncias nucleotidicas completas,
voltadas para o estudo da estrutura e funcdo de genes e proteinas (BASSET et al., 1996).
Cita-se o sequenciamento do transcriptoma de An. gambiae, vetor da malaria no Continente
Africano (HOLT et al. 2002) e Anopheles funestus (CRAWFORD et al. 2010). A geracéo das
primeiras Etiquetas de Sequéncias Expressas (Expressed Sequences Tags - ESTs) de An.
gambiae foram obtidas a partir de bibliotecas de cDNA do genoma humano (ADAMS et al.,
1991; BOGUSKI, 1995). A andlise de mais de 35.000 clones de uma biblioteca enriquecida
de cDNA de An. gambiae possibilitou identificar e caracterizar quase 3.700 genes, além do
seu agrupamento e anotacdo nos bancos de dados genémicos e proteémicos (GOMEZ et
al., 2005). Estes dados incluiram um grande niamero de genes ndo anotados anteriormente,
gue foram disponibilizados em bancos de dados publicos. Métodos de identificacdo de ESTs
tém sido eficientes para caracterizar centenas e milhares de genes expressos em tecidos e
células (ADAMS et al., 1991), mapear genes (SCHULER, 1997) e gerar fragmentos de
sequéncias expressas de organismos eucariotos (BOGUSKI e SCHULER, 1995). Neste
sentido, caracterizar genes expressos em mosquitos anofelinos, por meio do
sequenciamento de ESTs clonadas em vetor plasmidial, ou de fragmentos de DNA clonados
em BACs (Cromossomos Artificiais de Bactérias) ou Cosmideos tem sido muito util para o
estudo de genes expressos, mapeamento fisico e genético e auxiliar estudos que visem a
producdo e utilizacdo de bio-produtos de interesse na resisténcia a inseticidas, visando o
controle de vetores da malaria (SHARAKHOVA et al., 2007).

A primeira abordagem de analise global, para determinar niveis de expresséo
génica foi baseada no sequenciamento massivo de transcritos (ESTs) (ADAMS et al.,
1995), particularmente Gtil para uma descoberta de novos genes, mas extremamente
trabalhoso e dispendioso. Entédo, Calsa e colaboradores (2004) desenvolveram abordagens
alternativas para uma deteccdo e quantificagdo da expressdo génica em nivel gendmico.
Tais tecnologias foram diferenciadas em trés grupos: i) hibridizagdo de sondas, ii)

sequenciamento de regifes especificas de fragmentos de DNA (TAGS) e iii) andlise de



fragmentos de cDNA amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Esses
métodos de andlise global da expressdo génica também podem ser classificados em outras
duas categorias: sistemas fechados, que analisam sequéncias ja conhecidas, ou abertos,
gue ndo exigem o conhecimento prévio das sequéncias dos genes em estudo. A analise
global por sistema fechado inclui o método de hibridizagdo, enquanto que os de analise de
fragmentos de DNA, RNA e aqueles amplificados via sequenciamento sao
caracteristicamente métodos abertos.

Marcadores de DNA e RNA tém sido utilizados para estudar genes de interesse no
controle de vetores de importancia epidemiolégica, constituindo-se em um dos maiores
desafios da ciéncia, principalmente em estudos de organismos eucarioticos. Um dos
métodos moleculares largamente utilizados é estudo do RNA mensageiro (RNAm), RNA
responsavel pela codificacdo de informacdes genéticas fornecidas pelo DNA. Porém, como
a molécula de RNAmM é muito instavel pois possui apenas uma fita com as suas bases
nitrogenadas e demais estruturas, sendo necessério sintetizd-la em uma molécula mais
estavel, como o DNA (CALSA et al., 2004). Para isso, utiliza-se a enzima Transcriptase
Reversa (RT), que é capaz de sintetizar o RNAm em um DNA complementar (cDNA).

Entre as dezenas de milhares de ESTs ha sequéncias génicas expressas de
interesse como aqueles genes envolvidos na resisténcia de mosquitos a inseticidas
guimicos. Citam-se 0s genes da Glutationa S-Transferase (GST) em Aedes aegypti
(HEMINGWAY, 2004) e o mutante, cujo mecanismo de resisténcia € conhecido por
knockdown (kdr), em An. gambiae, onde ocorre a troca de um aminoacido leucina pela
fenilalanina (DIABATE, 2004; SIMARD, 2006).

Considerando-se a resisténcia de mosquitos anofelinos a inseticidas sintéticos e a
dificuldade no controle efetivo da malaria, no presente trabalho, a partir da anotacéo
automatica dos bancos de ESTs geradas de bibliotecas de cDNAs de An. darlingi, de
amostras do Lago Coari, Municipio de Coari, Estado do Amazonas (RAFAEL et al., 2005;
2008; NUNES-SOUZA et al., 2007), féz-se a busca de genes de resisténcia a inseticidas por
similaridade com outros anofelinos, em bancos de dados publicos. Essa busca envolveu,
além da identidade das ESTs de An. darlingi com outros anofelinos, a combinacdo de
analises de sequéncias génicas de An. darlingi in silico em cromossomos politénicos de An.
gambiae e mapeamento fisico de ESTs de An. darlingi em seus cromossomos politéncios,
de suas glandulas salivares (BRIDI, 2009). A busca de sequéncias de genes de interesse do
transcriptoma de An. darlingi foi por homologia, com apoio dos Centros de Bioinformatica, do
Laboratério Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC), Centro Nacional de Pesquisa de
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) e Sysbiol da Universidade de Campinas

(UNICAMP), com banco do genoma funcional de An. gambiae, em especial, e outros



mosquitos (http//www.ncbi.nim.nih.gov). Citam-se os contigs 68 (Actina), 637 (Phosrestin I
(Arrestin-A), 517 (Tripsina) e Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH).

O gene GAPDH esta envolvido no metabolismo da glicélise (TRISTAN, 2011) e
outros processos celulares como reparo de DNA (MEYER-SIEGLER, et al., 1991),
exportacdo de RNAt (SINGH e GREEN, 1993); fusdo de membrana e transporte (GLASER e
GROSS, 1995; TISDALE, 2001); dinamica do citoesqueleto (KUMAGAI e SAKAI, 1983) e
morte celular (SAWA, et al., 1997; HARA, et al., 2005).

A Actina esta presente em todas as células eucaribticas e é altamente conservada
em niveis nucléicos e sequéncias de aminoacidos (FYRBERG et al., 1980; ZAFAR e
SODJA, 1983; MOUNIER et al., 1987; HADDEN e SODJA, 1994). Em artrépodes pode ser
dividida em trés grupos funcionais: Actina do citoesqueleto, Actina dos musculos de adultos
e Actinas dos musculos de larvas-adultos, (SALAZAR et al., 1994).

A Tripsina é a principal enzima responsavel pela digestdo da alimentacdo
sanguinea em anofelinos (BILLINGSLY e HECKER, 1991).

A Phosrestin 1l (Arrestin-A) é uma proteina quinase fotoreceptora, da Familia
Arrestin-A, que desempenha um papel importante na traducdo de fotorreceptores
(MATSUMOTO e YAMADA, 1991). As proteinas quinases sao enzimas que catalisam a
fosforilagdo de proteinas através da transferéncia de um grupo fosforila de ATP e a
fosforilacdo destes residuos € responsavel por estimulos extracelulares e intracelulares, que
fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da atividade de proteinas
(MATSUMOTO e YAMADA, 1991; MATSUMOTO, 1994). A Arrestin-A na mosca Calliphora
atua como uma proteina regulatéria que controla a fosforilacdo, bem como a desfosforilacao
do pigmento visual activado pela luz (PLANGER et al. 1994).

No presente trabalho, os contigs 68 (Actina), 637 (Phosrestin Il (Arrestin-A), 517
(Tripsina) e Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) das bibliotecas de cDNA de
larvas (L1L2) e adultos de An. darlingi (RAFAEL et.al., 2008 e AZEVEDO-JUNIOR, 2011)
foram selecionados para a sua validacdo experimentalmente, porque em sua anotacao
automatica (in silico) apresentaram altos e baixos niveis diferencialmente expressos, ja que
o teste estatistico de Fisher (1922), utilizado nessa anotagdo, ndo permite viés em seus

resultados.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Validar o nivel de expressdo de genes amostrados in silico, previamente, entre 2

estagios de desenvolvimento (bibliotecas de ESTs de larvas e adultos) de An. darlingi.

2.2 ESPECIFICOS

o Desenhar primers para amplificar os genes Actina, Phosrestin Il (Arrestin-A), Tripsina
e Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) das bibliotecas de cDNA de larvas e
adultos de An. darlingi;

o Padronizar o nivel de expressao relativa de Actina, Phosrestin Il (Arrestin-A) (Arrestin
A), Tripsina, pares de primers de transcritos (cDNA) de larvas contra 0 cDNA de adultos de
An. darlingi, utilizando GAPDH como gene constitutivo;

o Analisar o nivel de expressao relativa, para validar os genes expressos Actina,
Phosrestin Il (Arrestin-A), Tripsina e GAPDH na biblioteca de cDNA de larva contra os genes

expressos da biblioteca de cDNA de adultos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E CRIACAO de An. darlingi

As coletas de An. darlingi adultos (fémeas) foram realizadas na Zona Leste, no
bairro de Puraquequara — PQ (S 03° 03’ 06.95” e W 59° 52’ 31.38”), Municipio de Manaus,
Estado do Amazonas, nos seguintes pontos: Sitio do Carldo e PQ, Km 09. As coletas foram
realizadas sob licenga do IBAMA N° 17524 (Figura 3).

Figura 3 - Local de coleta de espécimes de Anopheles darlingi (larvas e adultos): Bairro
Puraquequara (PQ), Municipio de Manaus, Estado do Amazonas.

Os exemplares capturados foram transportados ao Laboratério de Vetores da
Malaria e Dengue, da Coordenacdo Sociedade, Ambiente e Saude (CSAS)/INPA, onde os
espécimes foram identificados, segundo chaves taxondmicas de Forattini (1962); Faran e
Linthicum (1981); Consoli e Lourenco de Oliveira (1994). As fémeas coletadas foram

mantidas para  oviposigdo, sob temperatura média de 27° C. Apoés
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eclosdo dos ovos, as larvas de 1° e 2° estadios de An. darlingi foram congelem freezer -
800C, para posterior extracdo de RNA total.

3.2 EXTRACAO DE RNA TOTAL DE An. darlingi

Larvas de 1° e 2° estadios (L1L2) de An. darlingi (n=120) em triplicata (n=360) e
adultos (n=30) em triplicata (n=90) foram utilizados para extracdo do RNA total (RNAt) (100
ug), aproximadamente, cada extracdo com o kit de extracdo e purificacdo Quiagen®
adaptado para An. darlingi. Os adultos ndo foram alimentados com sangue ou sacarose,
porém as larvas foram alimentadas, no intervalo de um dia. Esses exemplares foram
oriundos de criacéo de insetario do INPA.

Larvas e adultos foram adicionados, separadamente, em microtubo de 2 mL em um
isopor com nitrogénio liquido para maceracdo. Em seguida, adicionou-se 450 ul de tampéao
RLT. Submeteu-se o microtubo contendo a amostra macerada ao agitador.

Transferiu-se o lisado a uma coluna spin QIAshredder para um microtubo de 2 mL e
centrifugou-se por 2 minutos na velocidade maxima. Transferiu-se cuidadosamente o
sobrenadante para novo microtubo. Adicionou-se 0,5 volume de etanol (96-100%) ao lisado
e misturou-se, imediatamente, por pipetagem. A amostra foi transferida para uma coluna de
spin RNAeasy, colocado em um tubo de coleta de 2 ml. Centrifugou-se o material por 15s a
(=10.000 rpm). Descartou-se o material coletado e reutilizou-se a mesma coluna nas
préximas etapas.

Adicionaram-se 700 pl de tampao RW1 a coluna spin RNeasy, centrifugou-se por
15s a (=10.000 rpm) e descartou-se 0 escoamento. Repetiu-se a lavagem, na mesma
coluna, e colocou-se 500 pL tampao RPE. A coluna spin RNeasy foi colocada em um novo
tubo de coleta de 1,5 mL, e acrescentou-se 30 uL de agua livre de diretamente a membrana
da coluna de rotacao. Centrifugou-se por 1 minuto (=10.000 rpm). O microtubo RNA total foi
estocado em — 80 °C.

Réplicas biologicas de 6tima qualidade s&o extremamente relevantes para a
obtencdo de bons resultados. Porém, as extracdes de RNA total de larvas de An. darlingi
oferecem baixo rendimento, devido a contaminantes intestinais (bactérias), que dificultam
obter mais material amplificado e sequenciado de interesse. Além disso, para a extracdo de
RNALt é necessaria uma quantidade elevada de larvas (1° e 2° estadios), pois estas possuem
massa de baixo peso. Assim, aumentou-se 0 n amostral de larvas e adultos (anteriormente
de 10 adultos e 60 larvas), para 30 e 120, respectivamente, de An. darlingi coletados na

natureza.
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3.3 QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL

A quantificacdo do RNA total foi realizada por meio do gel desnaturante de agarose
a 1% em tampdo MOPS 1X (acido 3-[N-morfolino] propanesulfénico), por eletroforese
horizontal a 100 V, por 40 minutos. Os acessorios da cuba em contato com gel e tampéao
foram previamente tratados com perdxido de Hidrogénio a 10%, por 20 minutos, e lavados
com agua mili-Q DEPC (Dietilpirocarbonato), por 3 vezes.

3.4 TRATAMENTO DO RNA TOTAL COM DNase

As amostras de RNA total foram tratadas com tampdo DNAse 10X, DNAse,
RNAseOUT Ambion® Turbo, conforme o fabricante. Adicionou-se cerca de 6 pg do RNA total
e agua livre de DNA. O material foi incubado por 30 minutos, a 37 °C e fez-se a inativacédo
do DNA, na amostra do RNA, com 2 uL de tamp&o de inativagdo Ambion® Turbo, por 5
minutos. Centrifugou-se a 10.000 RPM, por 10 minutos a 4 °C e foram recuperados cerca de

15 pL do sobrenadante (3,75 pug de RNA), com concentracao final de ~0.25ug/pL.

3.5 DESENHO E SINTESE DE PRIMERS

Os primers das sequéncias escolhidas foram desenhados com o auxilio do
Programa Gene Runner. Os parametros utilizados, no referido programa, para
desenho de cada par de primers foram os seguintes: Tm de 58-60 °C; GC% de 60.
Foram retirados os hairpins e dimeros.

Inicialmente, foi escolhida uma regido de aproximadamente 150 pares de
bases (pb) das ESTs de interesse de An. darlingi, proxima a regidao 3’ UTR. Optou-
Se por essa regido, pois a transcriptase reversa pode nao estender a amplificacdo
até o comeco do gene e utilizou-se oligo-dT que anela na cauda poli-A e, a partir dai,
a transcriptase reversa comeca a polimerizacdo. Desenhar os possiveis primers
proximos a regiao 3’ UTR aumenta a probabilidade de abranger todos os RNAmM. Em
seguida verificou-se nesse amplicon, uma regido que fosse composta por metade
GC e AT, de aproximadamente 20 pb (e conferiu-se a Tm no GeneRunner, que foi
de 60 graus, calculadas pela formula: Tm=4x(G+C)+2x(A+T)). A sintese dos primers

desenhados foi realizada pela Integrated DNA Technologies IDT® (Tabela 1).
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Tabela 1 — Genes de interesse dos bancos de ESTs de Anopheles darlingi (Contigs 68 — Actina;
433 — GAPDH; 517 — Tripsina e 637 — Phosrestin 1 (Arrestin-A) (Arrestin-A) (Arrestin-A) .

Genes Oligonucleotideos Sequéncias (5’ - 3’) Referéncias

Fw: 5-CGAGTACGGCTACTCCAACC-3

Endégeno GAPDH de An. darlingi

Contig433
Rv: 5-CTGGCACACAAGTGAGGCTA-3
Fw: 5-TCGTGCGTGACATTAAGGAG-3
AC“”acde ?n.etéarlingi Banco de dados da biblioteca de
ontg RV: 5-GCAGCTCGTACGACTTTTCC-3' cDNA de An.darlingi do
INPA<https://valine.cenargen.e
Fw: 5-TTCGAAAGGAAACCGTATCG-3 mbrapa.br/AnopheIe5200807/>
Genes de Tripsina de An. darlingi
interesse Contig 517

Rv: 5-ATCCGTTGGAGATGATCGAG-3’

) ) Fw: 5-CTTGCTCGGGTCCTTGATG-3’
Phosrestin Il (Arrestina)

Contig 637 Rv: 5-ATACCCGACGCTGGCTTC-3’

3.6. OBTENCAO DE CDNA

Para a sintese da fita complementar de RNAm (cDNA) utilizou-se o kit Promega,
segundo as instrucbes do fabricante. Apds a quantificacdo do cDNA féz-se padronizacéo de
sua concentracdo, para posterior amplificacdo por PCR em Tempo Real, sendo que para a
obtencdo do cDNA, em um microtubo de 0,5 mL, adicionou-se 6 pug de RNA total tratado
com DNAse e 1,5 pL de oligo-dT Invitrogen®. Submeteu-se ao agitador e spin por 10.000
RPM, a 4 °C. Incubou-se o microtubo com RNA em 70 °C durante 10 min. E colocou-se em
gelo, posteriormente adicionou-se 0s reagentes: tampdo 5x, MgCl,, dNTP, RNAseOUT,
enzima Transcriptase Reversa RT — Impron Il e completou-se o volume final de 11,5 uL (por
amostra) com agua DEPC. Submeteu-se o microtubo contendo o mix ao agitador por 10.000
RPM, a 4 °C. Adicionou-se a cada microtubo com RNA, o volume total de 11,5 do mix.
Incubou-se o microtubo com RNA em 42 °C durante 40 min; posteriormente em 65 °C

durante 15 min e estocou-se em -20 °C.

3.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR CLASSICA)

Féz-se a amplificacdo dos genes GAPDH, Actina, Tripsina e Phosrestin Il (Arrestin-
A), pelo método da PCR classica, para testar e validar os primers sintetizados. Cada reacéo
foi composta pela adi¢cdo dos reagentes: 2 uL de Tampé&o 10x, 1 pL de MgSO,4, 1 pL de
dNTP 10mM, 0,5 uL de cDNA de An. darlingi, agua Mili-Q (g.s.p.) e 13,35 uL de Tag Hi-Fi.
De cada par de primer a 10 uM foi adicionado 1 pL ao microtubo, cujo valor total da reagdo

para cada amostra foi de 20 pL. O termociclo da reacéo é mostrado na Figura 4:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=157136383
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1 Desnaturagdo 2 Desnaturagdo*
Inicial 30seg/942C
5 Extenséo final 3Anelamento
Primers *

5 min / 68 2C
4 Extensdo*
30 seg / 682

*Os passos 2 a 4 se repetem por 40 vezes.

Figura 4 - Termociclo da Reagédo em Cadeia da Polimerase in vitro - PCR classica

3.8 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR QUANTITATIVA (QRT-PCR)

A qRT-PCR foi realizada, de acordo com protocolo para o sistema SYBR Green®
(Applied Biosystems®), adaptado para An. darlingi. Realizaram-se dois mixes, sendo que o
primeiro mix para cada reacao foi composto por: SYBR Green, ROX a 50 nM e agua Milli-Q.
A este mix foi adicionado 0,2 pL de cDNA de An. darlingi diluidos em uma mesma
concentracao. O segundo mix continha os primers F e R, a 2,5 uM. Aplicou-se 23,1 pL do
mix contendo o cDNA e 4,4 pL do mix de primer em microtubos, sendo 2 réplicas técnicas e
em seguida aplicou-se 12,5 yL de amostra em cada well da placa de PCR. Posteriormente,
a placa contendo as reacoes foi submetida ao equipamento Real-Time PCR System™ 7.500
da Applied Biosystems®.

As condicGes de reacdo para amplificacdo génica foram: um passo inicial de 95 °C
por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C, por 60 segundos.
Controles negativos foram realizados para a detec¢éo de possiveis contaminacdes. O gene
GAPDH de An. darlingi foi utilizado como referéncia para a normalizacdo das reacdes

(controle enddgeno) das analises.

3.9 QUANTIFICACAO RELATIVA DOS GENES DE INTERESSE DE An. darlingi

Apobs os testes de padronizacdes, por meio dos iniciadores (Tabela 1), procedeu-se

a quantificacdo dos niveis relativos de expressdo dos transcritos dos genes Actina,
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Phosrestin Il - arrestin a, Tripsina e GAPDH de An. darlingi, por meio do método da qRT-
PCR. As amostras de cada estagio foram analisadas em triplicata (réplica biol6gica), e cada
réplica foi utilizada em duas reac6es individuais (réplicas idénticas - técnicas), a fim de
aumentar a confiabilidade dos resultados.

Os valores do nivel de expressao relativa desses 4 genes de interesse foram

calculados pelo método de Ct (24%

) comparativo, segundo Livak e Schmittgen (2001).
Neste procedimento, as amostras de RNA de larvas foi escolhida como calibrador (amostra
controle) das reacdes de qRT-PCR, pois apresentou-se pouco variavel no sentido de que o
Ct variou pouquissimo entre as réplicas biolégicas. Desse modo, o nivel de expressao das
outras amostras (estagio adulto) ndo alimentadas foi quantificado em relagdo as larvas.
Nesse aspecto, verificou-se a validacdo dos niveis de expressdo dos genes Actina,

Phosrestin Il - arrestin A, Tripsina e GAPDH.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram analisados sob a forma de média e desvio padrdo. A
significancia de diferencas nos niveis de expressao génica foi analisada estatisticamente por
meio do teste t de Student, utilizando-se o sistema Microsoft® Office Excel 2003. O nivel de

significancia assumido foi p<0,05 em todos os testes (Zar, 1984).
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Os perfis de expressao génica, a partir do RNA de larvas de 1° e 2° estadios e

adultos de An. darlingi foram analisados no presente trabalho. A Figura 5 mostra as sub-

unidades do RNA ribossomal, onde o RNAm pode estar integro, extraido de larvas de 1° e

2° estadios e de adultos de An. darlingi em gel desnaturante de agarose a 1%.

Panha S$anh b PLiran

01 02 Y 03 S
1757,2ng/ul  709,2 ng/uL 239,3 ng/ul 847,6ng/ul  850,2 ng/

01 4 05 —~ RNA tratado com Dnase.
06 - RNA ndo tratado.
Pocinho: 2ul de RNA de A. darlingi + 8ul de Tp de aplicacd

P2ah

D
1010,7ng/|

Figura 5 - Perfis eletroforéticos de cada extracdo de RNA total de larvas (L3a, L3b) e
adultos (fémeas 4h a, 4h b, 14h e 24h) de Anopheles darlingi com amostras tratadas
nos pocinhos ( 01 a 05) e nédo tratadas (06) com DNAse, em gel desnaturante de

agarose a 1%, corado com gel red.
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4.1 NIVEIS DE EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES ACTINA, TRIPSINAE E
PHOSRESTIN Il DE An. darlingi

Na literatura, os estudos acerca da expressdo génica em anofelinos ainda sao
escassos. Em An. darlingi, os genes alvos Actina, Tripsina e Phosrestin Il foram testados
como genes de referéncia, entretanto o GAPDH se mostrou mais estavel, ou seja, ndo
apresentou variacdo durante as reacOes. Portanto, o GAPDH foi escolhido como gene
endégeno e a Phosrestin I, a Actina e a Tripsina foram diferencialmente expressas e, por

isso, foram selecionados como genes alvos.

4.1.1 Analise da Expresséo Relativa do Gene GAPDH

A GAPDH, como muitas outras enzimas, tem varias funcdes. Participa do processo
metabdlico, atuando na glicélise (TRISTAN, 2011) e em diversos processos celulares,
incluindo reparo de DNA (MEYER-SIEGLER, et al., 1991), exportacdo de RNAt (SINGH e
GREEN, 1993), fusdo de membrana e transporte (GLASER e GROSS, 1995; TISDALE,
2001), dindmica do citoesqueleto (KUMAGAI e SAKALI, 1983) e morte celular (SAWA, et al.,
1997; HARA, et al., 2005).

Zheng e colaboradores (2003) verificaram que a GAPDH pode ativar a transcricao.
O Complexo Transcricional Co-Ativador (OCA-S) contém GAPDH e lactato desidrogenase,
duas proteinas que anteriormente pensava-se estar envolvidas apenas em metabolismo. Em
2005, Hara e colaboradores mostraram que GAPDH d4 inicio & apoptose ou morte celular.
Embora ndo seja a sua funcéo propriamente dita, mas pode ser vista como uma atividade
mediada de ligacdo do DNA ao processo de ativacdo da transcricdo. A GAPDH se move
entre o citosol e o nucleo, ligando o estado metabdlico a transcricdo de genes. Além disso,
catalisa a conversao de gliceraldeido 3-fosfato (etapa 6 de quebra da glicose), uma via
importante de energia e fornecimento de molécula de carbono localizado no citosol das
células eucaridticas e, age em outros processos celulares (TRISTAN, et al., 2011).

A Figura 6 do presente estudo mostrou os valores de Ct de GAPDH em todas as
placas, tanto para larvas quanto para adultos, mostrou pouca variacédo, principalmente entre
as larvas. Isso possibilitou escolher o tratamento com larvas, como alvo normalizador das
reacOes de gRT-PCR.
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Figura 6 - Amplificacdo dos fragmentos de cDNA de larvas e adultos de Anopheles
darlingi, utilizando o primer de GAPDH, por PCR em Tempo Real (7500 Sistem SDS
Software — Applied Biosystms®). O quadro na cor preta em destaque, no canto inferior
direito, mostra os valores de Ct de cada réplica técnica.

Dados de expressdo quantitativa sdo muitas vezes normalizados em relacdo aos
niveis de expressao de genes controle ou de referéncia. Um pressuposto inerente ao uso de
genes de referéncia ou manutencao € que a expressao dos genes permaneca constante nas
células ou tecidos sob investigacdo (CHEN et al., 2008). GAPDH é um dos genes de
manutencdo mais comuns e € frequentemente usado para normalizar os dados de
expressao génica (GUNNARSSON, et al., 2007). As reacdes de gRT-PCR do gene GAPDH
de An. darlingi corroboram esse achado.

Segundo Tristan e colaboradores (2011), um gene enddégeno ou controle para ser
utiizado como tal, ndo deve apresentar diferenca significativa na variacdo do nivel de
expressao. Utilizou-se 0 GAPDH nos dois estagios (larvas de 1° e 2° estadios e adultos) de
An. darlingi, em principio, como um gene alvo. Porém, ao longo das reac¢fes de RT-PCR,
esse gene foi expresso diferencialmente entre ambos os estagios (larvas e adultos) com
pouquissima variacdo (test t = 0,41, admitindo-se p<0,05), conforme a Figura 7. Assim,
GAPDH se mostrou pouco variavel entre amostras de larvas e adultos sendo que no estagio
de larvas o nivel de expressdo foi maior e menos variavel, caracterizando-o como um
excelente gene de referéncia nas reacdes de qRT-PCR. A variagcdo no nivel de expresséo
desse gene confirma o trabalho descrito por Rodriguez e colaboradores (2000) sobre

desenvolvimento ontogenético em diferentes anofelinos, onde GAPDH mostrou uma Unica
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zona de atividade, detectada especialmente em larvas do quarto estadio, tornando-se mais
intensa a partir da fase de pupa.

RQ GAPDH

0.016
0.014
0.012
0.01
0.008
0.006 +——— T Larva
0.004 +— B Adulto

- .

-0.002

Larva Adulto

‘RQ GAPDH 0.007624083 0.003195112

Figura 7 - Quantificagcdo relativa (RQ) de GAPDH em Anopheles darlingi, dado em
valores de média + desvio padrdo (t=0,41, com p<0,05).

4.1.2 Analise da expresséao relativa do gene actina de An. darlingi

Actina é uma proteina ubiqua e altamente conservada entre todos 0s organismos
eucariotos. Est4 envolvida na formacao de filamentos que sdo um importante componente
do citoesqueleto. Participa de outros processos celulares tais como a morfogénese
(POLLARD & WEIHING, 1974) e interage com a proteina miosina, fornecendo a base da
contracdo muscular e muitos aspectos da motilidade celular. Cada promotor da Actina se
liga a uma molécula de ATP e ions de calcio ou magnésio. O dominio ATPase de acbes da
Actina apresenta similaridade com dominios ATPase de hexoquinase e proteinas hsp70.
Membros da familia de Actina tém fungbes no citoesqueleto bem caracterizados, mas
também tém ocorréncia em atividades nucleares. Analises anteriores da familia da proteina
Actina identificaram quatro subfamilias conservadas, mas muitas proteinas relacionadas a
Actina (ARPs) ndo se enquadram nesses grupos (GOODSON, 2002).

A Actina é encontrada em todas as células eucaridticas e é altamente conservada
em niveis nucléicos e sequéncias de aminoacidos (FYRBERG et al.,, 1980; ZAFAR e
SODJA, 1983; MOUNIER et al., 1987; HADDEN e SODJA, 1994). Suas fung¢fes incluem a
determinagédo da forma celular, contragdo muscular, movimento celular e cromossémico,
fagocitose e sinalizacdo intracelular (POLLARD et al.,, 2000; FOX, 2001; SODJA et al.,

2007). Em artrépodes, a Actina pode ser dividida em trés grupos funcionais: Actina do



20

citoesqueleto, Actina dos musculos de adultos e Actinas dos musculos de larvas-adultos,

(SALAZAR et al., 1994).
Em An. darlingi, os valores de Ct de Actina em todas as placas analisadas, tanto

para larvas quanto para adultos, ndo foi constante como se esperava (Figura 8). Admite-se
variagdo, principalmente entre os adultos, sendo que uma dessas réplicas bioldgicas
apresentou Ct superior a p<0.05, que é o limite admissivel.

Auto Ct Delta Rn vs Cycle
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CONTIG2583 . Manual
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Figura 8 - Amplificacdo dos fragmentos de cDNA de larvas e adultos de Anopheles
darlingi, utilizando o primer de Actina, por PCR em Tempo Real (7500 Sistem SDS
Software — Applied Biosystms®). O quadro na cor preta em destaque, no canto inferior
direito, mostra os valores de Ct de cada réplica técnica.

Sobre a quantificacdo relativa de Actina em relacdo ao gene endégeno GAPDH em
An. darlingi, verificou-se que o acumulo de transcrito nos adultos é consistente. Todavia, 0
teste t de Student ndo apresenta um p-value significativo (t = 0.42). Isto ocorreu devido a
uma amostra discrepante nas réplicas biolégicas dos adultos, que nado foi descartada
durante a andlise, e ainda os trés valores de Ct das larvas apresentaram-se muito distantes
entre si, configurando um maior nivel de expressdo de Actina em adulto, mas que nao foi
estatisticamente significativo (Figura 9). Como o teste t de Student avalia a distribuicdo
normal dos dois grupos experimentais, o fato do desvio padrdo ser alto nos adultos (dp=
3110,7) resulta em uma distribuicdo normal achatada, que por fim estd em uma area de
sobreposicdo elevada nos dois grupos amostrais. O p-value representa a éarea de

sobreposicéo entre as duas distribui¢des.
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Figura 9 - Quantificacdo relativa (RQ) de Actina em larva e adulto de Anopheles
darlingi, dado em valores de média + desvio padrao.

A Actina de An. darlingi foi consistentemente expressa em adulto, se comparado
com larvas, o que valida os dados normalizados de nivel de expresséo in silico da biblioteca
de ESTs de An. darlingi depositadas no banco de dados Valine (CENARGEN), onde Actina
€ expressa 15.38% em adulto (Figura 10).

oS¢ . 0 Legenda
@,_g;o 15.385% D

Figura 10 — Normalizagdo in silico de Actina (gi|113215|sp|P18600|ACT1 ARTSX
Actin, clone 205 >qi|5663|emb|CAA) para os clusters mais expressos nas bibliotecas
de L1L2 e adultos de Anopheles darlingi do Banco de Dados Valine (CENARGEN) —
DA: Darlingi/Adulto.

A Actina na maioria dos eucariotos possui uma sequéncia génica altamente
conservada (HENNESSEY et al., 1993). Varios trabalhos sugerem que as diferentes

isoformas de Actina possuem propriedades Unicas, mas € conhecido também, que as
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isoformas ndo estdo distribuidas de maneira uniforme nas células. Uma das principais
isoformas, ausente nos musculos, é a 3-Actina que juntamente com o RNA mensageiro que
a codifica estéo localizados nas membranas celulares (HOOCK et al., 1991; SINGER, 1992).

Salazar e colaboradores (1994) identificaram no mosquito Anopheles gambiae,
cinco loci génicos que provavelmente codificam para Actina, dos quais um foi mapeado, o
gene actWior, localizado no cromossomo X. Os genes identificados pelos autores
expressaram-se em todos os estagios de desenvolvimento do mosquito, o que indicou que
tais genes estavam relacionados ao citoesqueleto. O gene Act5C foi utilizado por Bondinas
e colaboradores (2001) para mapear genes de Actina in situ em quatro espécies de
Drosophila palearticas: Drosophila ambigua, Drosophila tristis, Drosophila obscura,
Drosophila subsilvestris e a espécie “trans-paleartica” Drosophila bifasciata. Neste ultimo, os
autores concluiram que os genes de Actina estdo distribuidos de forma uniforme nos
cromossomos das espécies estudadas, o que reforca a hipotese de que os elementos
cromoss6micos em Drosophila mantiveram suas caracteristicas durante a evolucao.

A excessiva expressdo ectopica de isoformas de Actina em culturas de células
confere fendtipos distintos (SCHEZNOV et al., 1992), sugerindo novamente que as
diferentes isoformas possuem propriedades Unicas, indicando que as isoformas de Actina
nao possuem funcionalidades equivalentes, considerando as correlacdes das sequéncias
com seus padrbes de expressdo. Segundo Fyrberg e colaboradores (1983) e Sattler e
colaboradores (2011), ha seis isoformas de Actina para D. melanogaster, divididas em trés
pares: Act5C (mapeada no cromossomo X) e Act42A (localizada no cromossomo 2R),
expressas no citoesqueleto; Act57B (mapeada no cromossomo 2R) e Act87E (localizada no
cromossomo 3R), expressas em musculos de larvas e adultos e, por dltimo, Act79B
(localizado no cromossomo 3L) e Act88F (localizado no cromossomo 3R), expressas em
musculos relacionadas ao voo.

Nas anotacdes automatica e manual do banco de ESTs de larvas e adultos de An.
darlingi, o gene Actina também esta inserido no dominio Componente Celular, onde ocorre
no citoplasma, citoesqueleto; e no dominio Funcdo Molecular participa das ligagbes da
molécula de ATP e de proteina ou complexo protéico (AZEVEDO-JUNIOR, 2011).

Actina € um gene predito especifico de machos que pode ter especificidade nos
musculos de mosquitos adultos. Nesse sentido, a proteina predita AeAct-3 (clone de cDNA
do gene de Actina) de Ae. aegypti (VYAZUNOVA e LAN, 2004) apresentou 94% de
similaridade com o produto génico ENSANGP00000022175 de An. darlingi. Esse achado
corrobora os dados de hibridizacéo in silico do ENSANGP00000022175 nos bracgos 2L, 2R,
3L e X politénicos de An. darlingi do Municipio de Coari, Estado do Amazonas (BRIDI,
2009). No presente estudo sugere-se que, a Actina An. darlingi na fase adulta seja a mesma

isoforma ou uma das isoformas de Actina de Ae. aegypti, confirmando que o seu nivel de
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expressao génica aumenta no estagio adulto e ndo nos estadios larvais (1° e 2°) desse

mosquito.

4.1.3 Analise da Expressao Relativa do Gene Tripsina de An. darlingi

A Tripsina é a principal enzima responsavel pela digestdo da alimentacéo
sanguinea em anofelinos (BILLINGSLY e HECKER, 1991). Muller e colaboradores (1995)
alimentaram An. gambiae com sangue e, descreveram sete diferentes genes para Tripsinas
digestivas em adultos (AnTrypl a 7). Dentre esses, dois genes: AnTrypl e AnTryp2,
parecem estar envolvidos diretamente com a digestéo do sangue (CARLOS, 2008.

Em An. darlingi, os valores de Ct de Tripsina em todas as placas, tanto para larvas
quanto para adultos, semelhante a Actina ndo foi constante como esperado (Figura 11),
admitindo-se variacao entre as réplicas biol6gicas de larvas, sendo que uma dessas réplicas
apresentou Ct elevado ao limite admissivel. Entretanto, os resultados para Tripsina foram

considerados estatisticamente significativos.
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Figura 11 - Amplificagdo dos fragmentos de cDNA de L1L2 e adultos de Anopheles
darlingi, utilizando o primer de Tripsina, por PCR em Tempo Real (7500 Sistem SDS
Software — Applied Biosystms®). O quadro na cor preta em destaque, no canto inferior
direito, mostra os valores de Ct de cada réplica técnica.
Curiosamente, no presente trabalho, o gene Tripsina de An. darlingi apresentou-se
significativamente mais expresso em larvas (dp=1,0) do que em adulto (dp=5,57),

apresentado p-value significativo (t=0,02, sendo p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12 - Quantificacdo relativa (RQ) de Tripsina em diferentes estagios de
desenvolvimento de Anopheles darlingi (larva e adulto), dado em valores de média +
desvio padrao.

A Tripsina foi expressa principalmente em larvas de 1° e 2° estadios e que
apresentou expressao reduzida em adultos, talvez, em consequéncia da ndo alimentacao
sanguinea. Entretanto para confirmar isso € necessario um comparativo com adultos
alimentados. Nesse sentido, considerando o habitat natural de An. darlingi na Amazénia,
Tadei e colaboradores (2007), estudando amostras do Lago Coari, Municipio de Coari,
Amazonas, observaram que no periodo de enchentes, o desenvolvimento das formas
imaturas ocorre entre raizes e plantas aquaticas, onde essas formas se alimentam de algas,
rotiferos, ciliados entre outros microorganismos. As fémeas adultas sdo hematdfagas e
antropofilicas, ja os machos adultos, alimentam-se de seiva que contém a glicose como sua
principal fonte de energia.

Nas condi¢cbes de desenvolvimento de An. darlingi de rotina no insetario, do
Laboratério de Vetores da Malaria e Dengue/INPA, as fémeas adultas realizam repasto
sanguineo em pato doméstico (hibrido entre pato-real domesticado: Anas platyrhynchos e
pato-mudo domesticado: Cairina moschata momelanotus) ou em galo (Gallus gallus
domesticus), sendo adicionadas na sua alimentacdo solugBes de agucar a 10%, farinha de
peixe e p6 de figado (como substrato para desenvolvimento de microrganismos, dos quais
as larvas se alimentam). No presente experimento, adultos (machos e fémeas) de An.

darlingi ndo receberam essa alimentacéo. Por isso, € prematuro afirmar que a Tripsina tenha
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sido induzida em adultos. Em contrapartida ndo foi realizada uma analise comparativa de
adultos alimentados e ndo alimentados, fazendo-se necessaria, portanto, a realizacdo de
mais testes experimentais.

Na busca por similaridade do produto génico Tripsina do banco de dados in silico
da biblioteca de ESTs de An. darlingi contra outros bancos de dados publicos do NCBI, a
Tripsina desse mosquito apresentou maior similaridade com a Tripsina de Ae. aegypti. Os
resultados in silico do banco de dados de ESTs de An. darlingi, mostraram maior nivel de
expressao da tripsina em adultos (6,2%) do que em larvas (3,1%) (Figura 13).

ge 6.227% Legenda
= DAO3
= LAO1

3.125%

Figura 13 — Normalizacdo in silico de Tripsina (gi|157113343|ref[XP_001657786.1]
trypsin [Aedes aeqgypti] qi|108877776|gb|EAT42001.1| trypsin [Aedes aeqypti) para
os clusters mais expressos em cada biblioteca de Anopheles darlingi do Banco de
Dados Valine (CENARGEN) — DA: Darlingi/Adulto e LA: Larva.

Infere-se que a Tripsina, que é geralmente induzida pela alimentacdo sanguinea de
fémeas adultas em An. gambiae segundo Muller e colaboradores (1995), ndo foi induzida
unicamente pela ingestdo de sangue por fémeas de An. darlingi, ja que as fémeas néo
foram alimentadas ou, ainda, que a tripsina tenha sido estimulada por uma protease
homéloga controlada por um sinal de indugédo diferente. Assim, fazem-se necessarios

estudos protebmicos especificos sobre essa proteina de An. darlingi.

4.1.4 Andlise da Expressao Relativa do Gene Phosrestin Il (Arrestin A) de An. darlingi
A Phosrestin Il é uma proteina quinase fotoreceptora, pertencente a Familia
Arrestin A. Provavelmente desempenha um papel importante na traducéo de fotorreceptores
(MATSUMOTO e YAMADA, 1991); é especifica do tecido de segmentos interno e externo e
da regido plexiforme interna da retina de D. melanogaster (MATSUMOTO et al., 1994) e
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apresenta modificacdo poés-traducional em funcdo da fosforilacdo pela exposicdo a luz
(MATSUMOTO e YAMADA, 1991; MATSUMOTO, 1994).
No presente estudo, os valores de Ct de Phosrestin Il (Arrestin-A), tanto para larvas

guanto para adultos foram constantes em todas as placas analisadas pelo método gRT-PCR

(Figura 14).
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Figura 14 - Amplificacdo dos fragmentos de cDNA de larvas e adultos de Anopheles
darlingi, utilizando o primer de Arrestina (Phosrestin 1), por PCR em Tempo Real
(7500 Sistem SDS Software — Applied Biosystms®). O quadro na cor preta em
destaque, no canto inferior direito, mostra os valores de Ct de cada réplica técnica.

Ocorreu variagdo em uma das réplicas biolégicas de larvas, que apresentou Ct

elevado. Entretanto, os resultados para Phosrestin Il (Arrestin-A) foram considerados os

mais estatisticamente significativos, do ponto de vista biolégico, para o tratamento com

larvas, que apresentou maior nivel de expressdo em relacéo ao tratamento com adultos.

A Figura 15 mostra o nivel de expressao diferencial da Phosrestin Il (Arrestin-A) em

larvas (1,0) e adultos (0,01) e desvio padrdao (0,06), resultado muito préximo de ser

significativo (p<0,05). Estes resultados do Ct desse gene merecem ser ajustados, o que

implica obter de mais réplicas bioldgicas.



27

RQ 637

1.4

1.2

i

08 ——

Larva

0.6 ——
¥ Adulto

04 ——

0.2 ——

0
Larva Adulto

‘RQ 637 1.005428032 0.012270174

Figura 15 - Quantificacdo relativa (RQ) de Phosrestin Il em diferentes estagios de
desenvolvimento de Anopheles darlingi (larva e adulto), dado em valores de média +
desvio padréao.

Estes resultados corroboram os dados provenientes da analise in silico da
expressdo de Phosrestin Il de An. darlingi, disponiveis no banco de dados
https://valine.cenargen.embrapa.br/Anopheles200807/, onde o nivel percentual de

expressao em adulto foi de 0,7% e em larva foi de 7,18% (Figura 16).

R 12.5% Legenda
o = DA03
= LAO1
0.733%
Figura 16 - Normalizagdo in silico de Phosrestin Il (Arrestina)
(0i]157113343|ref|[XP_001657786.1| trypsin [Aedes aeqypti]

0i|108877776|gb|EAT42001.1] trypsin [Aedes aegypti) para os clusters mais expressos
em cada biblioteca de Anopheles darlingi do Banco de Dados Valine (CENARGEN) —

DA: Darlingi/Adulto e LA: Larva.

Matsumoto e colaboradores (1994) relataram que Phosrestin Il em D. melanogaster

sofre fosforilacdo induzida pela luz, numa escala de tempo mais répida do que qualquer
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outra proteina in vivo e, que Ser366 (Serina) € o sitio de fosforilagdo PRI in vivo e
concluiram que a via CaMK, é responsavel pela ativagdo da proteina de fosforilagdo por
fotorreceptores em D. melanogaster.

Arrestina foi identificado como um dos receptores sensoriais relacionados com
transcricdo, com maior expressdo em adultos de An. gambiae (MARINOTTI et al., 2006).
Segundo descrevem BIESSMANN e colaboradores (2005), genes que codificam proteinas
relacionadas com o olfato se expressam preferencialmente em machos e, provavelmente,
estdo envolvidos na localizagdo de fontes de néctar para a alimentacao ou fémeas, para o
acasalamento em An. gambiae. Pode-se inferir também que diferencas como o habitat,
condi¢cdes climaticas, comportamento e variabilidade genética entre populacdes de
anofelinos, podem influenciar no nivel de expressao génica (MARINOTTI et al., 2006; CHEN
et al., 2008).

Sobre a ontologia da Phosrestin Il em A. darlingi, sugere-se que ela esteja
relacionada aos processos celulares, tais como respostas a estimulos, percep¢éo sensorial
e traducdo de sinal (AZEVEDO-JUNIOR, 2011), confirmando o trabalho de Matsumoto e
Yamada (1991), Matsumoto e colaboradores (1994) e NENE e colaboradores (2007) que
descreveram funcdes semelhantes em Ae. aegypti, vetor das arboviroses febre amarela e

dengue.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

-A gqRT-PCR mostrou que, mesmo com o acumulo de transcritos de Actina em
adultos de An.darlingi, o teste estatistico t de Student ndo confirmou um p-value
significativo (t=0,42), mas indicou sobreposi¢cdo elevada nos resultados dos dois
tratamentos (L1L2 e adultos).

-A Actina de An. darlingi foi mais expressa diferencialmente em adultos, em
comparacao com larvas, corroborando o nivel de expresséo in silico da biblioteca de
ESTs de adultos de An. darlingi (15,385%).

-A Tripsina foi expressa principalmente em L1L2 e apresentou expressao
reduzida em adultos, talvez em consequéncia da ndo alimentacédo sanguinea destes,
corroborando os dados in silico da biblioteca de ESTs. Entretanto, &€ necessario
testar o nivel de expresséao génica diferencial de larvas contra adultos alimentados, a
fim de confirmar esse achado.

- Dentre os quatro genes estudados, a expressao diferencial de Phosrestin Il
(Arrestin-A) foi considerada estatisticamente significativa, do ponto de vista
biologico, para o tratamento com larvas, que apresentou maior nivel de expresséo
(t=0,06) em relacdo aos adultos (0,7%), corroborando as analises in silico da
expressao de Phosrestin Il (Arrestin-A) do banco de ESTs de An. darlingi.

- A analise da expressao dos genes Actina, Tripsina e Phosrestin Il e GAPDH
em larvas de 1° e 2° estadios e adultos de An. darlingi corroborou os dados in silico
da biblioteca de ESTs desse mosquito. Este trabalho pioneiro mostra boas
perspectivas para auxiliar estudos de novas alternativas para o controle de An.

darlingi e reduzir os casos de maléria, especialmente na Amazonia.
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