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RESUMO

A maléria ¢ uma doenca de grande impacto na saude publica, em diferentes regides do
mundo, inclusive no Brasil. O mosquito anofelino ¢ vetor dos protozoarios que causam a
doencga, constituindo parte fundamental na transmissdo. O sistema imune dos mosquitos
apresenta fun¢do essencial no que determina a competéncia vetorial desses insetos, sendo,
portanto, alvo importante para estudos sobre vacinas de bloqueio de transmissdo e de genes
para o desenvolvimento de mosquitos transgénicos refratarios ao plasmodio. Em Anopheles
gambiae, varios genes foram descritos e caracterizados quanto a resposta contra os
protozoarios causadores da malaria. Entre esses genes, o codificador da FBN9 (uma
imunolectina da familia dos fibrinogénios) e das proteinas da familia Tep (Thioester
containing protein) apresentaram resultados interessantes que demonstram uma resposta
contra Plasmodium spp. e outros microorganismos. No entanto, os estudos sobre a imunidade
dos vetores brasileiros, bem como sobre a resposta a infec¢do por Plasmodium vivax, sdo
escassos. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar os genes FBN9 e Tepl, por
meio da amplificacdo, seqiienciamento, analises das seqiiéncias e da filogenia dos genes e
ainda pela quantificacdo da expressdo destes genes em mosquitos infectados com P. vivax. Os
genes correspondentes 4 FBNO9, e de duas proteinas da familia Tep (Tepl e TepX) foram
identificados e suas seqiliéncias parciais foram obtidas em Anopheles aquasalis, Anopheles
darlingi, Anopheles albitarsis e Anopheles nuneztovari. As analises demonstraram alto grau
de conservagdo destas proteinas entre as diferentes espécies, apresentando grande quantidade
de substitui¢des sindnimas, o0 que sugere que estas proteinas possuem importante fungdo e/ou
estrutura. A arvore filogenética gerada para FBN9 mostra que os anofelinos brasileiros e os
anofelinos africanos fazem parte de dois agrupamentos distintos. As andlises de expressao
génica demonstraram que Tepl ¢ 4,7 vezes mais expresso em carcagas de mosquitos
infectados em relagdo aos controles e para TepX, apesar de ndo haver diferenga significativa
na sua expressao em carcacas de mosquitos infectados em relacdo ao controle, sua expressao
no intestino foi 6,5 vezes maior em mosquitos infectados. Esses resultados demonstram que
FBNO9 e TepX possuem grandes evidéncias de serem importantes na resposta imune dos
anofelinos brasileiros contra P.vivax. No entanto, outros estudos, como o silenciamento

dessas proteinas, sdo essenciais para afirmag¢des mais conclusivas.
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ABSTRACT

Malaria is one of the major public health problems in the world, including Brazil. Anopheline
mosquitoes are the vectors of the parasites responsible for human malaria. Mosquitoes have
developed efficient immune responses against malaria parasites. The mosquito’s immune
system presents an essential part determining the vectorial competence to plasmodia, being an
important target for developing alternative approaches for controlling malaria, such as
transmission blocking vaccines and transgenic mosquitoes to block malaria parasites. Many
anti-malaria immunity genes were already studied in Anopheles gambiae, and FBN9 and
TEPs (Thioester Containing Proteins) have been described as important candidates, especially
against Plasmodium spp. Since most mosquito immunity research focus on malaria vectors
which are not present in Brazil, this project aimed to study the immune-related genes FBN9
and TEPs of Brazilian mosquitoes by amplifying, sequencing, analyzing the gene’s phylogeny
and quantifying the mRNA expression on infected mosquitoes with Plasmodium vivax. FBN9
and two proteins from the Tep family (Tepl and TepX) were identified and the partial
sequences were obtained in Anopheles aquasalis, Anopheles darling, Anopheles albitarsis and
Anopheles nuneztovari. The analyses showed high conservation between these proteins in the
different species, presenting a large number of synonymous substitutions, suggesting that
these proteins should have important structure and/or function. The phylogeny tree from
FBNO showed Brazilian anophelines and African anophelines in two separated groups. The
expression analyses placed that Tepl is 4.7 fold more expressed in carcasses from infected P.
vivax mosquitoes and TepX, despite not presenting relevant difference between the expression
in carcass, in midguts it is 6.5 times more expressed in infected mosquitoes. These results
demonstrate that FBN9 and TepX have high evidences to have an important role in the
mosquito immune response against P. vivax. Further studies, such as silencing of these

proteins, are essential to have solid conclusive information.
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1 INTRODUCAO

1.1 A malaria

A maldria ¢ uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium e
que pode acometer diferentes espécies de vertebrados. Esses protozodrios possuem ciclo
heteroxénico e geralmente mosquitos do género Anopheles atuam como seus vetores. Dentre
as varias espécies conhecidas do parasita, quatro sdo capazes de infectar o homem, sendo elas
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malarie e Plasmodium ovale.
Alguns artigos indicam também Plasmodium knowlesi como parasita humano .

Em 2008, 109 paises foram considerados endémicos para malaria e, aproximadamente
3,3 bilhdes de pessoas vivem em 4reas com risco . Estima-se que 200 milhdes de pessoas
sejam infectadas anualmente, resultando em aproximadamente um milhdo de mortes por
ano >,

No Brasil, a situagdo também ¢ preocupante, com cerca de 500 mil casos anualmente,
sendo que esses se concentram na regido da Amazonia Legal e P. vivax ¢ a espécie
predominante, responsavel por aproximadamente 80% dos casos em 2007 > (Figura 1).

As medidas de controle recomendadas pela Organizacdo Mundial de Satde se baseiam
principalmente no diagndstico rapido, via microscopia, seguido pelo tratamento dos pacientes,
na aplicacdo de inseticidas nas casas e na utilizagdo de mosquiteiros impregnados com
inseticidas . E importante ressaltar que cada pais deve avaliar a adequagio desses métodos de
controle para cada situagdo. No Brasil, por exemplo, a utilizacgdo de mosquiteiros
impregnados ¢ recente e restrita a alguns municipios dos estados do Amazonas e Acre. Apesar
destes esforcos, tais medidas ainda s@o insuficientes para o controle da malaria e por isso sdo
necessarias pesquisas para o desenvolvimento de vacinas, novas drogas e novos inseticidas,
bem como estudos que ampliem o conhecimento sobre a doenga e a interagdo parasito-vetor

para que novas alternativas visando o controle sejam desenvolvidas.
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Eizco [PA — Amazdnia Legal

[ ] Sem transmiss3o
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Figura 1: Mapa de risco de maldria por municipio de infec¢do, Amazonia Legal, 2007.
Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) = numero de casos/1000 habitantes. Baixo risco: IPA <

10; Médio risco: IPA 10-49; Alto risco: IPA > 50. Fonte: SIVEP-Malaria °.

1.2 Os vetores dos parasitas da malaria

Os transmissores dos parasitas causadores da malaria humana sdo insetos do género
Anopheles. Esses mosquitos pertencem ao filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera e
familia Culicidae. Essa familia compreende trés subfamilias: Toxorhynchitinae, Culicinae e
Anophelinae, sendo que, de acordo com Consoli & Oliveira (1994) °, essa tltima se divide
nos géneros Anopheles (cosmopolita), Chagasia (restrito a regido neotropical) e Bironella
(restrito apenas a regido australiana). O género Anopheles compreende seis subgéneros, sendo
que no Brasil os vetores de malaria pertencem aos subgéneros Nyssorhynchus e Kerteszia °.

Os anofelinos, assim como outros mosquitos, sdo holometabolos com o
desenvolvimento das fases imaturas ocorrendo na dgua. Nos adultos, apenas as fémeas sdo
hematofogas e, portanto, possuem maior interesse no que se refere a epidemiologia das
doencas transmitidas por mosquitos .

Os principais vetores dos parasitas da maldria humana sdo Anopheles gambiae e
Anopheles funestus (Africa); Anopheles stephensi ¢ Anopheles culicifacies (Asia); Anopheles
albimanus e Anopheles pseudopunctipennis (México e América Central) e Anopheles
darlingi, Anopheles aquasalis, Anopheles nuneztovari e Anopheles albitarsis (América do
Sul) ™. Alguns estudos consideram também Anopheles albimanus entre os principais vetores

de maléria da América do Sul '°.
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A. gambiae, o principal vetor mundial, ¢ considerado um complexo de sete espécies
cripticas contendo Anopheles gambiae s.s., Anopheles arabiensis, Anopheles merus,
Anopheles melas e Anopheles bwambae ¢ Anopheles quadriannulatus A ¢ B ''. A. gambiae ¢
A. arabiensis sdo os principais vetores de Plasmodium na Africa Sub-Sahariana, A. merus e A.
melas possuem importancia intermediaria no que se refere a transmissao de maléria, ja as
outras trés espécies do complexo sdo altamente zoofilicas sendo raramente expostas ao P.

. 12
falciparum

1.2.1 Vetores brasileiros

Das 54 espécies de anofelinos encontradas no Brasil, 33 ocorrem na regido amazonica
e destas, 13 espécies foram encontradas naturalmente infectadas por Plasmodium spp. (A.
darlingi, A. albitarsis, A. albimanus, A. nuneztovari,, Anopheles triannulatus, Anopheles
mattogrossensis, Anopheles braziliensis, Anopheles mediopunctatus, Anopheles peryassui,
Anopheles oswaldoi, Anopheles strodei, Anopheles galvaoii € Anopheles rondoni), podendo
apresentar papel como vetores primarios ou secundarios *'*1°.

A. darlingi é o principal vetor no Brasil, sendo considerado o mais antropofilico,
endofilico e endofagico . Esta presente em grande parte do interior do pais, além de
amplamente distribuido na América do Sul *'>'°.

A. aquasalis possui uma distribuicdo mais restrita, sendo frequentemente encontrado
no litoral, visto que possui preferéncia por guas cuja salinidade varia entre 0,4 ¢ 38,4% *'". E
considerado vetor primario da maldria em determinadas regides como zonas daridas do
Nordeste, Pard, Amapa e na Amazonia, além de ja ter sido encontrado infectado naturalmente
nos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo ®. Uma grande vantagem em seu estudo se deve ao
fato de ser possivel sua criagdo em laboratorio, e procedimentos de manutengdo da colonia
serem bem estabelecidos '®, o que, apesar dos esfor¢os de vérios grupos de pesquisa, ainda
nao foi possivel com o 4. darlingi.

A. nuneztovari é encontrado do norte da América do Sul até o Panama e trata-se de
uma espécie neotropical importante para a transmissdo da malaria nas Américas °. Estudos
com diferentes populacdes de A. nuneztovari sugerem a presenca de um complexo de espécies
com no minimo duas espécies cripticas alopatricas cuja especiacdo teria ocorrido
recentemente 1.

A. albitarsis é considerado um complexo de varias espécies cripticas que ndo podem
ser distinguidas morfologicamente na fase adulta e das quais algumas apresentam papel

6,20,21

importante na transmissdo da maléria . Membros desse complexo possuem grande
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distribuicdo, além de alta variabilidade comportamental *'. Fazem parte deste complexo: A.
albitarsis s.s., Anopheles albitarsis B, Anopheles albitarsis E, Anopheles marajoara e
Anopheles deaneorum . A espécie A. marajoara foi descrita como importante vetor no
estado do Amapa 21 ¢ ¢ encontrado no Brasil, Colombia, Venezuela e sul da América Central
2 J4 0 A. deaneorum esta entre as espécies mais endofagicas e foi encontrado infectado com
P. vivax e com P. falciparum no municipio de Costa Marques em Ronddnia, e ¢ considerado
um potencial vetor em outras regides deste estado .

Vérias metodologias foram utilizadas para separar as espécies do Complexo Albitarsis,
entre elas aloenzimas, mtDNA-RFLP, RAPD-PCR, analise da citocromo oxidase I do DNA
mitocondrial e comparagdo das sequéncias de ITS2 ****** No entanto, este complexo ainda
permanece confuso, visto que novas espécies cripticas tém sido descritas e ha
incompatibilidade entre resultados encontrados por diferentes metodologias >
Outros vetores do subgénero Nyssorhynchus sao amplamente distribuidos pelo Brasil,

e possuem papel secundario na transmissdo da malaria '°.

1.3 Interacio parasito-vetor

Os parasitas da maldria necessitam de um hospedeiro vertebrado e um invertebrado
para completar o ciclo. No caso da malaria humana, o hospedeiro invertebrado trata-se de
uma fémea de anofelino .

No homem, o parasita ¢ injetado na derme, na forma de esporozoitos, através da
picada do mosquito e invade os vasos sanguineos. Pela circulacdo sanguinea os parasitas
chegam ao figado, onde invadem as células hepaticas e se desenvolvem em esquizontes
multinucleados *°.

Os esquizontes liberam vesiculas, denominadas merossomos, contendo os merozoitos,
forma que, quando liberada na corrente sanguinea, infecta os eritrocitos. Dentro dos
eritrocitos os merozoitos se reproduzem assexuadamente e liberam novos merozoitos atraveés
da ruptura das hemacias *°.

Nos anofelinos, para que sejam vetores eficientes de plasmodios, ¢ necessdria a
ingestao do sangue de uma pessoa infectada com parasitas na forma sexuada (gametocitos) e €
imprescindivel que esses gametdcitos se desenvolvam, passando por diversas fases, para que
o parasita chegue as glandulas salivares >’ (Figura 2). Dentro do intestino do mosquito os
gametdcitos se diferenciam em microgametas masculinos e macrogametas femininos, ocorre a
fecundacdo desses gametas formando zigotos e estes se diferenciam em oocinetos moveis.
Aproximadamente 24 horas apos a ingestdo do sangue infectado, os oocinetos atravessam a

matriz peritrofica, composta principalmente por quitina e proteinas, e cruzam o epitélio do
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intestino até a lamina basal. Na lamina basal, ocorre a formacao dos oocistos, nos quais sao
gerados milhares de esporozoitos hapldides. Estes esporozoitos sdo liberados na hemocele e
migram para as glandulas salivares, onde atravessam o epitélio e se alojam no lumen
juntamente com a saliva. Nesta etapa os esporozoitos estdo aptos a infectar uma pessoa
quando o mosquito realizar outro repasto sanguineo >’

Quando mosquitos ingerem um parasita de uma espécie incompativel de Plasmodium,
esse ciclo ¢ interrompido e isso pode ocorrer em diversas etapas. A invasdo das glandulas
salivares, por exemplo, ¢ dependente da interacao entre um ligante do parasito e um receptor
do vetor, sendo considerada espécie-especifica **.

Em linhagens de mosquitos resistentes a infeccao pelo Plasmodium, observa-se uma
ativagdo do sistema imune e normalmente os parasitas sio mortos através da melanizagio *°.
Nos mosquitos susceptiveis, o numero de parasitas apresenta grande variacdo durante o
desenvolvimento dentro do vetor, sendo que a maior diminui¢do no nimero de parasitas
ocorre durante o cruzamento de oocinetos pelo epitélio do intestino *°. Essa redu¢do no
numero de parasitas ¢ atribuida a acdo do sistema imune, o que demonstra a importancia deste

sistema na determinacio da intensidade da infeccdo *2.

Gametdcito

Oocisto

Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium dentro do mosquito. Modificado de Su e

colaboradores (2007) %°.
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1.4 Sistema imune dos mosquitos

Os insetos desenvolveram uma resposta imune eficiente para combater a invasdo de
microorganismos, sendo que esta ¢ composta somente pelo sistema imune inato, ja que o
sistema imune adaptativo ocorre apenas em vertebrados >°.

Divergéncias significantes foram encontradas no mecanismo de reconhecimento e nas
moléculas efetoras entre Anopheles e Drosophila, refletindo, provavelmente, adaptacdes
especificas para o estilo de vida **.

O sistema imune dos mosquitos possui importante relagdo com a competéncia vetorial
dos mesmos, no entanto, os mecanismos moleculares responsaveis, além de pouco
compreendidos, se restringem principalmente as espécies 4. gambiae e Aedes aegypti >°.

Os mecanismos de defesa dos mosquitos compreendem uma ampla variedade de
barreiras fisicas, como a cuticula sobre a epiderme, a sintese da matriz peritréfica no limen do

. . , . .. . 33
intestino, e também o revestimento de quitina do sistema traqueal

. Além disso, a resposta
imune envolve componentes humorais e celulares °.

A resposta humoral pode ser dividida em quatro etapas: reconhecimento de moléculas
patogénicas ndo proprias; modulagdo, permitindo a amplificagdo dos sinais reconhecidos;
ativacdo de vias de transducdo de sinais, como Toll, Imd e STAT (Signal Transducers and
Activators of Transcription) e, finalmente, ativacdo das respostas efetoras, como a sintese de
peptideos antimicrobianos e a cascata de melanizagdo >’

Ja os componentes celulares sao mediados por hemocitos e incluem a fagocitose e a
encapsulacio celular 7%

Embora haja muitos estudos abordando a resposta imune dos mosquitos com os
parasitas da malaria, a grande maioria utiliza o modelo A. gambiae e P. falciparum ou P.
berghei. Desta forma, pesquisas sobre a resposta imune dos vetores brasileiros de malaria e

sua relacdo especifica com os parasitas, especialmente P. vivax, sdo escassas, 0 que torna essa

relagdo parasito-vetor desconhecida e com extrema necessidade de aprofundamento.

1.4.1 Resposta humoral

Reconhecimento de patégenos

O inicio da resposta imune inata ocorre quando receptores de reconhecimento de
padrdes, sejam eles soluveis ou presentes na superficie das células, reconhecem e se ligam a

padrdes moleculares associados a patogenos .
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Existem diversas familias de receptores de reconhecimento de padrdes. Esses, além de
opsonizar e facilitar a fagocitose dos microorganismos, participam de vias sinalizadoras que
levam a respostas contra os patogenos 3,

Entre as familia de receptores de reconhecimento de padrdes estudadas estdo CTLs
(C-Type Lectins), PRGP (Peptidoglycan recognition protein), GNBP (Gram negative binding
protein), GALE (galactoside-binding lectins), LRRD (Leucine-Rich Repeat Domain), ¢ FBN

. . . .\ 31,33,38,39
(Fibrinogen-like domain immunolectins) > ~> """,

Modulacao e amplificaciao de sinais

As serino-proteases participam de uma cascata proteolitica de sinais e sdo
componentes chave para amplificar sinais e ativar respostas efetoras desencadeadas por
receptores de reconhecimento de padrdes, os quais reconhecem moléculas ndo proprias
potencialmente patogénicas. Em artropodes, membros dessa familia de serino-proteases
podem ser identificados pelo dominio N-terminal CLIP *°.

A amplificacdo do sinal pelas serino-proteases ¢ estreitamente regulada por Serpinas
(Serino protease inhibitors), que agem como um substrato irreversivel suicida que, ao se
ligarem covalentemente a essas enzimas, as inibem 0 Desta forma, as serpinas sao
importantes para modular diversas respostas imune em insetos, e desempenham um papel
relevante em mosquitos vetores diante das infec¢des por Plasmodium **. De acordo com Osta
e colaboradores (2004) *°, as serpinas estio relacionadas principalmente ao mecanismo de
melanizagdo, embora esteja claro que em alguns casos possuem importancia também para a

lise do parasita **.
Vias de transducao de sinais

As vias de transdu¢do de sinais comunicam o reconhecimento dos patdogenos e a
amplificacdo desses sinais com a ativagdo transcricional. Em insetos, respostas contra
microorganismos ocorrem principalmente por duas vias, Toll e Imd, que controlam a
regulacdo da maioria dos genes do sistema imune e se mostram bem conservadas em

33,43

mosquitos . Em mosquitos, uma terceira via, JAK/STAT, também contribui na resposta

imune e sabe-se que ¢ ativada ap6s a infecgdo por bactérias ****.

A via Toll ¢ ativada pelos receptores de mesmo nome e ¢ amplamente estudada em
Drosophila. Os receptores Toll s3o transmembrana e reconhecem, principalmente, fungos e
bactérias gram-positivas **. Apds o reconhecimento, o dominio intracelular de Toll interage

com um adaptador (MyD88, Tube ou Pelle) e promove a degradagdo da proteina Cactus, que
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inibe o fator de transcricdo Rel. Uma vez que Cactus ¢ degradado, Rel age induzindo a
expressio de diversos genes antifingicos e anti-bactérias gram-positivas **.

A via Imd ¢ responsavel por reagdes contra bactérias gram-negativas e esse tipo de
infecgdo induz a sintese de diversos peptideos antimicrobianos *. Assim como na via Toll,
um fator de transcri¢ao da familia Rel, denominado Relish, ¢ utilizado na ativacao dos genes,
no entanto Relish ndo ¢ inibido por Cactus **. O receptor responsavel pelo reconhecimento
dos padrdes dos patdgenos e consequentemente, pelo inicio da via Imd, permanece
desconhecido, embora a grande semelhanca desta via com a via TNF-o em mamiferos,
forneca informagdes importantes **.

A via JAK/STAT ¢é bem elucidada em vertebrados, € nesses animais, membros das
quinases JAK sdo ativados pela interacdo das citocinas com seus receptores, € isso resulta na
ativacdo de fatores de transcricdo da familia STAT *°. Esse processo resulta na resposta imune
contra virus e bactérias e na regulagdo da resposta imune adquirida *°. Componentes da
familia STAT foram identificados em Drosophila e em A. gambiae, e apresentam importancia

na resposta imune contra bactérias **.
Sistema de resposta efetoras

Apbs o reconhecimento dos patdgenos, a modulagdo, a amplificacdo e a transdugdo
dos sinais, ocorre a transcri¢ao de genes relacionados as respostas efetoras. Duas categorias de
sistemas efetores estdo bem estabelecidas: a sintese de peptideos antimicrobianos € o sistema
de melanizagio dependente de fenol-oxidase .

Em mosquitos, sdo conhecidas trés familias de peptideos antimicrobianos: defensinas,
cecropinas € gambicinas, sendo que essas foram identificadas em 4. gambiae e, portanto, €
possivel que tal classificacio possa se diferenciar para outros mosquitos >*. Os peptideos
antimicrobianos sdo majoritariamente produzidos no corpo gorduroso e hemocitos, sendo
frequentemente sintetizados também por barreiras epiteliais, como na traquéia, no intestino
anterior e nos tubulos de Malpighi **.

As defensinas sdo eficazes principalmente contra bactérias gram-positivas enquanto
que as cecropinas possuem um amplo espectro de atividade abrangendo bactérias gram-
positivas e gram-negativas, além de alguns fungos **. As gambicinas, por sua vez, foram
identificadas somente em mosquitos e experimentos in vifro demonstraram que o peptideo
maduro possui atividade contra bactérias, fungos filamentosos ¢ P. berghei *°.

A melaniza¢do ¢ uma resposta imune eficiente mediada por fenoloxidase (PO). Em

1986, Collins e colaboradores selecionaram geneticamente mosquitos 4. gambiae resistentes a
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infecgdo por Plasmodium por meio da melanizagdo de oocistos **. Acredita-se que patdgenos
e parasitas imobilizados por essa capsula de melanina sdo mortos pela produgdo de radicais

livres e intermediarios toxicos de quinona sintetizados durante a formagdo da capsula *°.

1.4.2 Resposta celular

Fagocitose

Os hemocitos sdo encontrados circulando na hemocele e aderidos em tecidos como o
corpo gorduroso e o intestino do mosquito e apresentam fungdo importante na defesa contra
bactérias. Sdo as principais células fagociticas, sendo responsaveis pelo engolfamento e
destrui¢io dos microorganismos >°.

Em 2001, Levashina e colaboradores demonstraram que a proteina TEP1 (Thioester-

containing protein 1), além de relacionada a opsonizacdo de patdgenos, possui func¢do

relevante na fagocitose de bactérias (ver abaixo).

Encapsulacio por hemocitos
Essa linha de defesa ¢ utilizada principalmente contra patéogenos cujo tamanho nao
permite a fagocitose *°. A encapsulacio consiste na agregacio de hemécitos ao redor do

patogeno, seguida pela deposi¢io de melanina, formando-se uma capsula *°.

1.4.3 FBN9

FBNO (Fibrinogen domain immunelectin family) ¢ um receptor de reconhecimento de
padrdes (Ensembl: AGAP011197), estudado por Dong e colaboradores em 2006 *°. Trata-se
de um membro da familia dos FBNs, com 282 residuos de aminoacidos, que apresenta um
dominio Fibrinogénio C (Pfam: PF00147) **. Foi demonstrado que FBNO teve a expressio do
RNA mensageiro induzida em A. gambiae alimentados com sangue infectado com P.
falciparum, ou com solu¢des contendo E. coli ou S. aureus, e, no entanto, a expressao deste
gene permaneceu inalterada na infec¢do com P. berghei *°. Além disso, quando o gene que
codifica FBNO foi silenciado em A. gambiae, foi observado aumento na sobrevivéncia de P.
falciparum, P. berghei, E. coli e S. aureus, o que indica que essa proteina atua defendendo os

mosquitos contra estes microorganismos .
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144 TEP1

As proteinas contendo o motivo tioéster sao filogeneticamente relacionadas e podem
ser divididas em trés familias: os fatores do sistema de complemento e as o, macroglobulinas
(ambos presentes em vertebrados), e as Teps ( Thioester-containing proteins) de

31

invertebrados °'. Em insetos, embora muitas dessas proteinas ainda ndo possuam fungao

esclarecida, sabe-se que geralmente possuem um motivo tioéster conservado e desempenham

33,47
™. Esse

importante papel no sistema imune e também como inibidor universal de proteases
motivo conservado, apds a ativagdo proteolitica, ¢ utilizado para se ligar covalentemente ao
alvo promovendo a opsonizagdo dos mesmos, o que pode acarretar a fagocitose ou a
destruicio por meio do complexo de ataque & membrana *>*°. As Teps tém sido estudadas em
diversos organismos, € no genoma de 4. gambiae foram identificadas um total de 15 Teps,
sendo a Tepl alvo de varios estudos *>*7°.

Tepl (Emsembl: AGAP(010815) ¢ uma proteina formada por 1355 residuos de
aminoacidos, que apresenta cinco dominios da familia das Alpha-macroglobulinas. E
secretada pelos hemocitos, sendo necessaria para promover fagocitose de bactérias gram-
negativas e gram-positivas, além de promover a lise (algumas vezes seguida pela
encapsulacdo) de Plasmodium *'*®. O silenciamento de Tepl por RNAI é capaz de converter
A. gambiae refratéarios a infeccdo por P. berghei, em mosquitos susceptiveis e, em mosquitos
naturalmente susceptiveis, promove um aumento no numero de parasitas que se desenvolvem
51

Obbard e colaboradores > demonstraram que Tepl apresenta alto indice de
polimorfismo em uma regido funcional e concluiram que essa proteina se encontra sob
pressdo seletiva em A. gambiae.

Apesar da grande importancia destes genes identificados, a literatura ndo apresenta

estudos em vetores brasileiros sobre Teps, FBN9 e os outros genes relacionados a resposta

imune.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de muitos esfor¢os, a malaria continua causando grande impacto na saude da
populacdo mundial. Isso ¢ atribuido a diversos fatores, entre eles, falhas nas politicas de
controle, falta de uma vacina eficaz, e o crescimento da resisténcia dos parasitas as drogas,

3,439 , )
27 Nesse contexto, ha necessidades de novas

assim como dos vetores aos inseticidas
estratégias, agrupadas principalmente em trés categorias: prote¢do pelo desenvolvimento de
uma vacina, profilaxia e tratamento com novas drogas antimaléricas, e/ou bloqueio da
transmissao.

O bloqueio da transmissdo consiste no desenvolvimento de novos inseticidas, assim
como na prevencdo da picada do mosquito com mosquiteiros e repelentes, e ainda,
bloqueando (quimicamente ou através da manipulagdo genética) o desenvolvimento do
parasita no vetor, reduzindo assim sua capacidade de transmiti-lo *®.

A interacdo parasito-vetor ¢ complexa e determina, por exemplo, que das mais de 400
espécies de mosquitos anofelinos existentes, apenas 40 sdo importantes vetores da malaria
humana no mundo *°. Da mesma forma, outros parasitas do mesmo género, como o
Plasmodium gallinaceum, agente da maldria aviaria, somente se desenvolvem em mosquitos
Aedes ou Culex spp. Desta forma, as relagdes que determinam a competéncia vetorial de um
mosquito s30 muito importantes para uma maior compreensao sobre a transmissdo da doenga
53

Diversos genes relacionados a resposta imune de 4. gambiae contra P. falciparum e P.
berghei foram identificados e caracterizados. Esses genes podem ser alvos fundamentais para
o bloqueio da transmissdo, seja pela manipulacdo genética ou por métodos quimicos. O
estudo destes genes permitird um conhecimento minucioso desta interacao resultante de um
processo de co-evolucdo tdo bem estabelecido. Apesar disso, ndo ha genes relacionados a
resposta imune identificados em vetores brasileiros, e a resposta contra P. vivax ainda ¢ pouco
estudada e com resultados insuficientes.

Finalmente, estudos sobre a imunidade de insetos e sua interagdo com patdgenos
apresentam grande relevancia para o melhor entendimento da evolucdo da resposta imune.
Isso se deve ao fato de grande parte dos mecanismos serem conservados durante a evolugao,
e, além disso, como ndo se conhece detalhadamente a natureza das moléculas do Plasmodium
capazes de induzir a resposta imune inata a gerar sinais necessarios para a resposta adaptativa

em vertebrados, os invertebrados se tornam uma ferramenta valiosa. Dessa forma, a
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elucidacao da natureza molecular do reconhecimento do Plasmodium em mosquitos pode ser
a chave para o desenvolvimento de novos adjuvantes para vacinas contra malaria >*.

Neste contexto, este trabalho apresenta grande relevancia, pois enfoca a identificagao
de genes relacionados com a resposta imune em vetores brasileiros de plasmodios e sua
relagdo com o P. vivax, assuntos que ainda apresentam poucos dados na literatura. Esta
pesquisa ¢ necessaria ndo somente para esclarecer aspectos especificos da imunidade dos
anofelinos brasileiros, mas também para permitir uma comparacdo com os resultados ja
existentes em outras espécies e ampliar o conhecimento na area de resposta imune em

mosquitos e da evolugdo da resposta imune de modo geral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os genes FBN9 e TEPI em vetores brasileiros de malaria, analisando sua

conservagao, expressao génica em resposta a infeccao por Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos especificos

v Obter exemplares de mosquitos vetores brasileiros das espécies: A. darlingi, A.
albitarsis, A. nuneztovari e A. aquasalis.

v Amplificar e obter a sequéncia parcial dos genes FBN9 e TEP1 nestas espécies de
anofelinos.

v' Analisar as sequéncias de nucleotideos ¢ aminoacidos obtidas e compara-las com as
sequéncias ja depositadas nos bancos de dados.

v" Estudar a filogenia desses genes

v Comparar os niveis de expressdo dos genes selecionados, em A. aquasalis infectados

com P. vivax e em mosquitos controle.

28



4 METODOLOGIA

4.1 Manutencao da colonia de A. aquasalis

Os mosquitos foram mantidos no insetdrio do Laboratério de Malaria do Centro de
Pesquisas René Rachou, com a umidade de 70%, temperatura de 26° C e fotoperiodo de 12
horas. As larvas eram mantidas em 4agua desclorada misturada com agua do mar filtrada
(proporcdo de 10:1 v/v). As bandejas com as larvas eram lavadas trés vezes por semana e as
larvas eram alimentadas com ra¢do de peixe (Tetramim e Goldfish) trituradas, peneiradas e
misturadas na propor¢ao de 1:1. Os adultos eram mantidos com solucao de agticar a 10%.
Para que as fémeas realizassem a oviposicao, as mesmas eram deixadas em jejum por 6 horas
e alimentadas em camundongos suicos anestesiados. Dois dias apos essa alimentagdo,
recipientes escuros com agua eram colocados na gaiola, onde permaneciam por 48 horas para
que as fémeas realizassem a postura dos ovos. Apds esse periodo, o recipiente com 0S OVOS
era retirado da gaiola e os ovos transferidos para bandejas de plastico com dgua.

Nos experimentos realizados no Amazonas, as larvas de mosquitos foram
transportadas em tubos de 50 ml (Falcon) com 25 ml de dgua e 50 larvas em cada tubo. Esses
tubos foram acondicionados em caixas de isopor € em Manaus, os mosquitos foram mantidos

no Centro de Pesquisas Leonidas e Maria Deane da mesma maneira como descrito acima.

4.2 Coleta de mosquitos

Os mosquitos das espécies A. darlingi, A. albitarsis e A. nuneztovari foram coletados
durante o0 més de mar¢o de 2008. As coletas foram realizadas em Manaus, no bairro
Puraquequara (Sitio Cristo Vivo), ao final da tarde, por meio de atragdo humana e
capturadores, além disso, também foram coletados mosquitos nas paredes dos currais. Os
mosquitos coletados foram colocados em gaiolas e mantidos com algoddo umedecido em
solucao com agucar a 10% até a identificagao.

Larvas também foram coletadas no bairro Taruma, em Manaus. As larvas foram
mantidas no laboratério até que se tornassem adultos e fossem identificados.

As amostras de mosquitos 4. braziliensis foram enviadas por colaboradores de
Rondonia, enquanto que os mosquitos A. aquasalis utilizados foram provenientes de nossa

colOnia.
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4.3 Identificacio morfolégica dos mosquitos

Os mosquitos coletados foram levados para o Laboratério de Maldria e Dengue no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), onde foi realizada a identificagdo
morfoldgica individualmente de acordo chave de identificagdo descrita por Consoli e Oliveira
(1994) °. Os mosquitos identificados como membros da mesma espécie foram separados em

grupos, anestesiados em gelo e colocados em tubos de 1,5 ml para armazenamento a -20°C.

4.4 Extracio de DNA dos mosquitos

Os mosquitos de cada espécie foram separadas em grupos de 10 a 20 mosquitos e a
extracdo do DNA genomico foi realizada de acordo com o seguinte protocolo:

Para 10 mosquitos, os mesmos eram colocados em tubos de 1,5 ml, macerados
juntamente com 200 pl do tampdo de homogeneizacao (0,1M Tris-HCl pH 9,1; 0,2M
Sacarose; 0,05M EDTA; 0,1M NacCl; 0,05% SDS)55 e submetidos a uma rapida centrifugacao
para abaixar o precipitado. As rea¢des foram incubadas a 65°C por 30 minutos e em seguida 1
ul de Proteinase K 20mg/ml (Gibco) foi adicionada e os tubos foram incubados a 52°C por 3
horas, sendo que a cada 30 minutos os tubos eram manualmente agitados. Posteriormente, 200
ul de fenol tamponado foram adicionados aos tubos e os mesmos foram submetidos a agitag¢do
por 10 minutos em um homogeneizador. Apds esta etapa, as reacdes foram centrifugadas a
13.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foram
adicionados 200 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1 v/v) e novamente as
amostras foram homogeneizadas por 10 minutos e submetidas a centrifugacdo nas mesmas
condigdes anteriores. A parte aquosa foi transferida para um tubo estéril, contendo 200 pl de
cloroférmio, os tubos foram centrifugados a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C e a parte aquosa
foi transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado adicionando-se 200 pl de
isopropanol e centrifugando as amostras a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C. O isopropanol foi
retirado e 1 ml de etanol 75% foi adicionado ao sedimento de DNA. Os tubos foram agitados
e centrifugados sob as mesmas condigdes anteriores, o etanol foi retirado e os tubos foram
deixados abertos para a evaporagdo do etanol. Finalmente, o sedimento foi ressuspendido com
100 pl de tampao EB (Qiagen) (10mM Tris-Cl, pH 8,5).

De acordo com a quantidade de mosquitos utilizados, o volume dos reagentes era

ajustado proporcionalmente.
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4.5 Identificacdo molecular dos mosquitos

A identificacdo molecular se fez necessaria para confirmacdo da identificagdo
morfologica. Além disso, a identificacdo morfoldgica ndo possibilita a determinagdo da
espécie de mosquitos adultos pertencentes ao complexo 4. albitarsis, o que € possivel apenas
com o auxilio de ferramentas moleculares.

Para a identificacio molecular foram sequenciadas as regides ITS2 (Ribosomal
Internal Trancribed Spacer 2) de cada uma das espécies utilizando os iniciadores descritos
por Porter e Collins (1991)°° CP16 (5 GCGGGTACCATGCTTAAATTTAGGGGGTA 3°) e
CP17 ( 5’GCGCCGCGGTGTGAACTGCAGGACACATG 3’). A amplificacdo destas
regioes nos diferentes exemplares foi realizada com 0,2mM de cada iniciador; 0,2mM de
dNTPs; 1,5 pl de tampao 10X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8,4, 1,5mM MgCl,, 1mg/ml
gelatina); 1U de Taq Polimerase (Invitrogen), 1,0 pl do DNA e dgua estéril (Sigma) para um
volume final de 15 pl. A reacdo de PCR foi realizada em 25 ciclos de 94°C 1 minuto, 50°C 2
minutos e 72°C 2 minutos **.

Parte dos produtos das PCRs (5 pl) foi utilizada para eletroforese em gel de agarose a
1% corado com brometo de etideo (Spg/ml) para visualizagdo do material amplificado. O
restante dos produtos foi purificado com ExoSAP-IT (USB) (1 pl da enzima para cada 5 pl da
reacdo) e aquecidos a 37°C por 15 minutos seguido por 80°C por 15 minutos, sendo esta
segunda etapa necessdria para a inativagdo da enzima.

Nas amostras de A. albitarsis, o produto de PCR amplificado com os iniciadores CP16
e CP17 foi utilizado clonado em pGEM-T easy (Promega) ' seguido pela transformacio de
bactérias TOP10 através de choque térmico °°. As bactérias foram submetidas 3 PCR de
colonia e todas as reagdes positivas foram sequenciadas. As metodologias de clonagem e
sequenciamento a partir das PCRs de colonia encontram-se detalhadas no item 4.8.
Utilizamos este método diferenciado para A. albitarsis, pois como se trata de um complexo de
espécies indistinguiveis morfologicamente, caso mais de uma espécie estivesse no mesmo
pool, isto poderia ser detectado.

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 1 pl do produto de PCR purificado com
ExoSAP-IT, 0,33uM de cada iniciador, 4 pl do kit de sequenciamento (DYEnamicTM ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham) completando-se com agua estéril para um
volume final de 10 pl. As reagdes foram colocadas em placas de 96 pocos e a reacdo de
amplificagdo foi realizada em um termociclador em 35 ciclos de 95°C 20 segundos, 50°C 15

segundos e 60°C por 1 minuto.
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ApOs a reagao, foi adicionado a cada poco 1 ul de 7,5M acetato de amodnio e 30 ul de
etanol 96% para a precipitacdo do produto. A placa foi agitada em um vortex e incubada por
20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida as placas foram centrifugadas por 45 minutos
a 10.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi descartado invertendo-se a placa, sendo adicionados
ao sedimento 100 pl de etanol 70%. Novamente as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 10.000 x g e o sobrenadante foi descartado centrifugando rapidamente a placa
invertida sobre papel de filtro. O sedimento foi solubilizado com 10 pl de tampao de amostra
(70% formamida, ImM EDTA) para o sequenciamento automatico no equipamento
MegaBace 500 (Amersham Bioscience).

Para a andlise das sequéncias foram utilizados os eletroferogramas gerados como
arquivos de saida pelo MegaBace através do pacote de programas Phred/Phrap/Consed. O
programa Phred >° foi utilizado para nomeagdo das bases e atribuigdo de valor de qualidade as
mesmas. O agrupamento das diversas sequéncias correspondentes foi realizado com o
programa Phrap e isto permitiu a geracdo das sequéncias consenso, a partir de diversas
sequéncias complementares e de reagdes de sequenciamento distintas. Com a ferramenta
Cross_Match, as regides correspondentes as sequéncias do vetor foram removidas e
finalmente, o resultado foi visualizado no programa Consed ®, no qual as sequéncias
consenso foram editadas selecionando-se apenas as regides de alta qualidade. Essas regides de
alta qualidade das sequéncias consenso foram empregadas para as buscas de similaridade
através do programa BLAST (Basic Local Alignment Seach Tool) contra o banco de dados
das sequéncias ITS2 dos anofelinos brasileiros.

O banco de dados de ITS2 dos anofelinos brasileiros foi gerado a partir das sequéncias
obtidas do GenBank depositadas por Marreli e colaboradores (2005) ** e por Li & Wilkerson
(2005) *'. Essas sequéncias foram unidas e formatadas para a geracdo de um banco de dados
com o programa Formatdb.

Os resultados das buscas de similaridades das ITS2 sequenciadas contra o banco de
dados gerado foram analisados para permitir a identificagdo molecular das espécies utilizadas

neste trabalho.

4.6 Desenho dos iniciadores degenerados

A identificacdo dos genes de imunidade em anofelinos brasileiros foi baseada nas
sequéncias dos genes selecionados de 4. gambiae ¢ em seus ortdlogos que identificamos em
A. aegypti. Os bancos de dados completos dos genes dessas espécies foram obtidos no

formato EMBL a partir do Ensembl ®' (versio de fevereiro de 2006). A partir destes arquivos,
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geramos um banco de dados de aminoacidos e um com as sequéncias nucleotidicas, para cada
uma das espécies (4. gambiae e A. aegypti). As sequéncias das proteinas FBN9 e TEP1 de 4.
gambiae foram adquiridas através dos seus numeros de acesso AGAPO11197 e
AGAP010815, respectivamente °°. Essas sequéncias de proteinas foram utilizadas para
realizar um BlastP local contra as sequéncias de proteinas de A. aegypti. Os primeiros hits
encontrados com alto valor de score e baixo valor de e-value foram listados e utilizados para
realizar um blast reciproco contra as proteinas de 4. gambiae. As proteinas de 4. aegypti que
tiveram a proteina FBN9 ou Tepl de 4. gambiae como primeiro kit neste blast reciproco
foram consideradas suas respectivas ortdlogas.

Os dominios nos genes em A. aegypti e em A. gambiae foram analisados utilizando a
ferramenta para visualizagio e anotagdo de genes Artemis  para confirmagio de que os
dominios presentes em A. gambiae estavam também presentes no provavel gene ortdélogo de
A. aegypti .

As sequéncias das proteinas de A. gambiae foram alinhadas com as respectivas
sequéncias ortologas identificadas em A. aegypti utilizando o programa Clustal W ® para um
alinhamento global. As regides conservadas foram analisadas e utilizadas para o desenho dos
iniciadores degenerados baseando-se na sequéncia de aminoacidos (Tabela 1). As
informagdes de Codon Usage de A. aquasalis ® também foram consideradas para o desenho
dos iniciadores. A degeneragdo dos iniciadores significa o numero de diferentes iniciadores
no pool sintetizado, e esse valor encontra-se representado na tabela 1.

Para evitar desenhar os iniciadores para FBN9 em regides comuns a todas as proteinas
da familia dos fibrinogénios, alinhamos 49 FBNs presentes em A.gambiae (nimeros de
acesso: AGAPO011307; AGAP005848; AGAP001554; AGAP011277; AGAPO011276;
AGAPO010772; AGAP012539; AGAP010773; AGAP010775; AGAP010774; AGAP009184;
AGAPO011223; AGAPO011225; AGAP010811; AGAP011230; AGAP011226; AGAP010762;
AGAP010763; AGAP012916; AGAP010760; AGAP010759; AGAP011224; AGAP011231;
AGAPO011239; AGAP010869; AGAP010761; AGAP011197; AGAP011228; AGAP010531;
AGAP012000; AGAP007041; AGAP006914; AGAP004918; AGAP004916; AGAP004917,
AGAP006743; AGAP004998; AGAP012650; AGAP006790; AGAP009728; AGAP004996;
AGAP002005; AGAP012446; AGAP004997; AGAP012651; AGAP004999; AGAP000806;
AGAPO007031 e AGAP009556) e as regides conservadas presentes em grande parte destas

proteinas ndo foram utilizadas no desenho dos iniciadores.
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Tabela 1: Iniciadores degenerados desenhados.

Gene Nome Sequéncia (5---- 3’) Degeneragao

FBNO 5fbn_deg4 AAYCARGCNCAYYTNGARAA 256
3fbn_deg4 CCANCCICCICCRAAYTTINGTYTG 32
5tep_deg1 GGHTGYGGHGARCARAAYATG 144

TEP1 3tep_deg1 CCRTTNCGNARNCCICCYTGCAT 128
Step_deg2 ACVCARGAYACVTTYGTNGG 288
3tep_deg2 GTRTTRTARTARTCRTANAC 128

4.7 Amplificacdo dos genes selecionados em diversas espécies de anofelinos.

Utilizando os iniciadores degenerados desenhados para cada gene, realizamos PCRs
com 0,5mM de cada iniciador, 7,5 pl de PCR Master Mix 2X (Promega), 1 ul de DNA e
agua estéril para completar um volume final de 15 pl. Primeiramente realizamos uma reagdo
com os seguintes parametros de ciclagem: 94°C por 5 minutos, 15 ciclos (94° C por 30
segundos, 50° C por 30 segundos, 72° C por 1 minuto), sendo que a temperatura de
anelamento diminuia um grau, a cada ciclo. Apos esses 15 ciclos, foram adicionados mais 20
ciclos de 94° C 30 segundos, 50°C 30 segundos e¢ 72°C 1 minuto.

Parte dos produtos destas reagdes (5 pl) eram utilizados para visualizacdo em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Caso nenhuma banda fosse visualizada, 1 pl da
reacdo era utilizado como amostra para uma segunda reagdo com os mesmos iniciadores € as
seguintes condi¢des para a reacao: 94°C 5 minutos e 35 ciclos de 94°C 30 segundos, 50°C 30
segundos ¢ 72°C 1 minuto. Os produtos desta segunda reacdo também eram visualizados em

gel de agarose.

4.8 Sequenciamento dos genes TEP e FBN9 nas diferentes espécies de anofelinos

brasileiros.

Os produtos de PCR que apresentaram somente uma banda foram diretamente
utilizados para a clonagem no vetor pGEM-T easy, no entanto, quando mais uma banda era
visualizada do gel, a banda do tamanho esperado era extraida do gel de agarose e o DNA era
purificado utilizando o kit Qiaex II (Qiagen). Os DNAs resultantes do processo de purificagdo
eram dosados no equipamento NanoDrop e clonados em vetores pGEM-T easy em uma
propor¢ao molecular inserto/ vetor de 3:1. Caso a transformacao de bactérias ndo funcionasse,

essa propor¢ao era modificada para 8:1. Para definir a quantidade de inserto a ser utilizada, a
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seguinte formula foi empregada: [quantidade do vetor (ng) x tamanho do inserto (kb)/
tamanho do vetor) x 3/1 (ou 8/1)].

Desta maneira, eram adicionados ao DNA do inserto 25ng de pGEM-T, 5 pl do
tampdo da enzima 2X (60mM Tris-HCI pH 7.8, 20mM MgCl,, 10mM DTT, 2mM ATP, 10%
polietileno glicol), 1,5U de T4 DNA ligase e agua estéril para um volume final de 10 pl.

Os produtos desta ligacdo foram utilizados para transformacdo de bactérias
competentes TOP10 através de choque térmico .

As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB contendo ampicilina (100
mg/ml), IPTG (100 mg/ml) e X-Gal (20 mg/ml) e algumas colonias brancas foram
selecionadas para a realizagdo da PCR de colonia. Nesta PCR, foram empregados os
iniciadores T7 (5 TAATACGACTCACTATAGGG 3%) e SP6 (5
ATTTAGGTGACACTATAG 3%), que se ligam a regides do vetor, sob as seguintes condi¢des
de ciclagem: 94°C 2 minutos; 35 ciclos de 94°C 30 segundos, 45°C 30 segundos e 72°C 1
minuto; € 5 minutos a 72°C para a extensdo final. Parte do produto destas reacdes foi
visualizada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

As reacdes PCR-positivas que apresentavam o tamanho correto do amplicom foram
selecionadas para a purificagdo com ExoSAP-IT, seguida de sequenciamento. A purificagdo
foi realizada seguindo o mesmo protocolo descrito no item 4.5.

Os iniciadores SP6 e T7 também foram utilizados na reacdo de sequenciamento sob as
condigdes de ciclagem: 35 ciclos de 95°C 20 segundos, 50°C 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Os produtos destas reacdes foram precipitados e preparados para o sequenciamento
no MegaBace e os eletroferogramas resultantes foram analisados utilizando o pacote de
programas Phred/Phrap/Consed, adotando a mesma metodologia descrita no item 4.5.

As sequéncias consenso de alta qualidade geradas foram submetidas a um BlastX
contra o banco de dados de A. gambiae. As sequéncias que obtiveram como primeiro Ait a
proteina alvo de A. gambiae, foram consideradas como ortdlogas. O sequenciamento destes
genes gerou, além das sequéncias parciais de FBN9 e Tepl, a sequéncia de outra Tep em A4.
aquasalis. Como esta proteina também possui os dominios relacionados com a resposta
imune, esta Tep foi incluida no estudo. Visto que ndo foi possivel identificar com exatidao
qual seria a Tep correspondente a esta proteina em 4. gambiae, esta proteina serd denominada

em nosso trabalho como TepX.
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4.9 Analise da conservac¢ao das sequéncias identificadas

As sequéncias dos genes alvo obtidas a partir do DNA dos anofelinos brasileiros
foram alinhadas no programa BioEdit "* utilizando o Clustal W ** de acordo com os seguintes
parametros: cobertura, nimero de sitios nucleotidicos polimoérficos e nimero de codons
polimorficos, porcentagem de mutagdes sindnimas € nao-sindnimas, bem como de transigdes
e transversoes, além da localizacdo das regides sequenciadas em relacdo a proteina de A.
gambiae e a presenca de dominios nestas regides.

Além disso, as sequéncias de FBN9 dos anofelinos brasileiros, juntamente com as 60
sequéncias de FBN9 das espécies do Complexo Gambiae depositadas no GenBank por
Parmakelis e colaboradores (2008) '* , foram analizadas no programa MEGA 5 no que se

refere a dN, dS e a razdo dN/dS . Para calcular as taxas de substituicoes sindnimas e nao-

sinénimas foi utilizado o método de Nei-Gojobori °® com a correcio de Jukes-Cantor ¢’

4.10 Infeccao de A. aquasalis com P. vivax

As infec¢des foram realizadas em Manaus em junho de 2007 € em marco de 2008. Os
mosquitos foram deixados sem agucar por aproximadamente 3 horas e alimentados com
sangue de pacientes infectados com P. vivax. Para a coleta do sangue infectado aguardamos
os pacientes nos postos de diagnostico de malaria em Manaus e em municipios localizados
nas proximidades de Manaus. Os pacientes positivos eram explicados sobre o projeto e
questionados sobre o desejo de contribuir. Os pacientes que concordaram assinaram um termo
de consentimento e foi coletado aproximadamente 3 ml de sangue. Esses procedimentos
foram realizados de acordo com a aprovagdo do Comité de Etica do CPqRR (parecer n°
07/2008). Foi realizado esfregago do sangue dos pacientes para verificagdo da presenca de
gametdcitos e apenas as amostras que continham gametdcitos foram utilizadas para a
alimentagdo dos mosquitos. Apds a alimentagdo, os mosquitos foram deixados com agucar no
ambiente de criagdo da colonia e 28 horas depois os mosquitos foram dissecados. Os
mosquitos tiveram seus intestinos e as carcacas (todos os outros tecidos do mosquito)
dissecados, sendo agrupados em pools de 10 a 20 mosquitos e mantidos em 100 pl de Trizol
(Invitrogen) e armazenados a -70° C. Durante todo o processo de dissec¢do, o material que ja

havia sido dissecado permaneceu em gelo seco.
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4.11 Extracao do RNA

As amostras de intestino e carcaga foram maceradas em 500 ul de #rizol e incubadas
por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados em cada tubo 100 ul de
cloroférmio, as amostras foram agitadas vigorosamente, incubadas a temperatura ambiente
por 3 minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo a
parte aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo e a fase organica foi
armazenada para posterior extracdo do DNA. Para a precipitagdo do RNA foram adicionados
250 pl de isopropanol, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e
em seguida, centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e
o sedimento lavado com 1 ml de etanol 75%. O etanol foi adicionado as amostras e
homogeneizado utilizando um vortex. As amostras foram centrifugadas a 7.500 x g por 5
minutos a 4°C, o sobrenadante foi removido e os tubos foram deixados abertos, por 10
minutos, para que o sedimento fosse seco. O RNA foi entdo eluido em 20 pl de 4dgua livre de

RNAse e DNAse (Sigma) tratada com 0,1% de DEPC (Dietilpirocarbonato).

4.12 Sintese de cDNA

Inicialmente, o RNA (1 pg) foi tratado com a enzima RQ1 DNAse (Promega). Foram
utilizadas 2U da enzima, 2 pl do tampdo da enzima (400mM Tris-HCI pH 8,0, 100mM
MgSO4, 10mM CaCl,) e dgua tratada com 0,1% de DEPC para completar um volume final de
20 pl. Essas reacdes foram incubadas a 37°C por 30 minutos, em seguida foram adicionados 2
ul de solucdo de parada da reagdo (Stop Solution) e as amostras foram incubadas por 10
minutos a 65°C para inativacdo da DNAse.

Para as reagdes de transcri¢ao reversa o RNA tratado foi dividido em 2 tubos com 10
ul em cada, sendo 0,5 pg de RNA por tubo. Em cada um dos tubos foram adicionados 10
mM de oligo dT e 10 mM de dNTPs, as amostras foram incubadas a 65°C por 2 minutos e
imediatamente ap6s esse periodo foram transferidas para o gelo. Logo em seguida foram
acrescentados a cada reagdo 4 pl do tampao da 1* fita 5X ( 250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375mM
KCl, 15mM MgCl,) e 2 pl de DDT a 0,1M e os tubos foram homogeneizados e incubados
por 2 minutos a 42°C. Para a sintese do cDNA foi adicionado a um dos tubos 200U da enzima
M-MLYV Reverse Transcriptase (Promega), o outro tubo permaneceu sem a enzima para o

controle RT- e verificagdo de possiveis contaminagdes com DNA. Posteriormente as reagdes
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foram incubadas por 50 minutos a 42°C e em seguida a transcriptase reversa foi inativada pela
incubac¢do a 70°C por 15 minutos.
A qualidade dos cDNAs era sempre verificada anteriormente aos demais experimentos

através da amplificacio do gene constitutivo RP49 ®® (sequéncia dos iniciadores na tabela 2 ).

4.13 Quantificacio da expressiao de Tepl e TepX em A. aquasalis e infectados com P.

vivax.

Para determinar se a infeccdo com P. vivax afetaria a expressdao dos genes de resposta
imune selecionados em A. aquasalis, inicialmente iniciadores especificos para cada gene
foram desenhados a partir das sequéncias obtidas através do sequenciamento. Para o desenho
destes iniciadores especificos o programa Oligo * foi utilizado e os seguintes pardmetros
foram priorizados: quantidade de G-C entre 30 e 80%; temperatura de anelamento proxima de
60°C; repeticoes de 4 ou mais nucleotideos foram evitadas, bem como G/C na extremidade
3’; iniciadores que formavam grampos ou dimeros foram evitados e procurou-se ndo haver
mais de 2 bases G ou C entre os 5 Gltimos nucleotideos °. Desta forma, foram desenhados 1
par de iniciadores para cada gene cuja sequéncia foi obtida (FBN9, Tepl e TepX), e como
controle enddgeno foi selecionado o gene RP49 °® (Tabela 2).

Foi utilizado o método de quantificacdo relativa pela comparagdo das curvas padrdes
e para isso, cada gene alvo foi normalizado com o controle endégeno RP49, e as amostras de
mosquitos infectados foram normalizadas com as amostras do calibrador (mosquitos nao
infectados). Esse método foi escolhido devido a diferenca na eficiéncia dos iniciadores (ver
resultados). Amostras de carcaga e intestinos foram colocadas em placas separadas. Foi
utilizada a condigao padrdo de ciclagem (95°C 10 minutos seguidos por 40 ciclos de 95°C 15
segundos ¢ 60°C 1 minuto), o reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix e o
equipamento ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Curvas padrdes foram construidas para os genes alvo e para o0 RP49 com as amostras
de mosquitos ndo infectados utilizando-se diferentes dilui¢des (1; 0,2; 0,04; 0,008; 0,0016).
Todas as reagdes foram em triplicata. Os valores obtidos foram analisados no software 7000
System e para geracao da curva padrdo. Com base nestas curvas as quantidades de cDNA das
amostras de mosquitos infectados eram calculadas e para que pudessem ser comparados, esses
valores foram normalizados.

As quantidades obtidas na reagdo dos genes alvos com DNA de mosquitos infectados
foram normalizadas dividindo-se esse numero pela quantidade encontrada no controle

endogeno (RP49). O mesmo foi realizado com as amostras de mosquito ndo infectado
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(calibrador). Em seguida o valor encontrado na normalizagdo da reacdo com mosquito
infectado foi dividida pelo normalizador do calibrador. Desta forma, pode ser encontrado o
valor que demonstra, com base no calibrador, quantas vezes o gene alvo ¢ expresso. Neste

N o . . ~ . 71
caso o valor ndo possui unidade e a quantidade expressa ¢ em relacao ao calibrador .
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Tabela 2: Iniciadores para a avaliagdo da expressao dos genes de resposta imune. Tm =

Temperatura de anelamento. Pb= pares de bases. Sequéncias dos iniciadores do gene RP49

retiradas de Gentile e Colaboradores (2005) .

Gene Nome Sequéncia (5’---- 3’) Tm | Tamanho do amplicom

FBNO fbn_real-timeF CCCTGCAACGCCGTCAGA 60°C 95pb
fon_real-timeR | AACCAGGCGCATTTAGAGAA 60°C

TEP1 tep1_real-timeF |ATGTACTTTGCTGCCGTTTT 56°C 92pb
tep1 real-timeR | GATGGTTCGTTCGGTGTICT 58°C

TEPX tepx_real-timeF | GAATAGTGTCCAAAGCCAAAC 60°C 118pb
tepx_real-timeR | CCAGGTGCTTCCGCTCTTG 60°C

RP49 S5aquaexpRP GCTATGATAAGCTCGCTCCTGC 60°C 189pb
3aeaquaRP1b TCATCAGCACCTCCAGCTC 58°C
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4.14 Analise da filogenia do gene FBN9

As sequéncias parciais de nucleotideos referentes ao gene FBN9 foram obtidas de A.
darlingi, A. aquasalis, A. nuneztovari e A. albitarsis (Amazonas ¢ Rondbnia) conforme
metodologia descrita anteriormente no item 4.8. Outras 16 sequéncias de FBN9 de seis
espécies de anofelinos pertencentes ao complexo A. gambiae descritas na literatura foram
também analisadas '2. As sequéncias referentes as espécies do complexo A. gambiae foram
obtidas no GenBank a partir dos seus respectivos numeros de acesso: A. arabiensis
(Gi:167861637 e Gi:167861647); A. quadriannulatus (Gi:167861749 e Gi:167861735); A.
merus Gi:167861725 e Gi:167861721); A. melas (Gi:167861701 e Gi:167861697); A.
bwambae (Gi:167861667 e Gi:167861663); A. gambiae (Gi:167861689; Gi:167861685;
Gi:167861683; Gi:167861679; Gi:167861677; Gi:167861673) 2" As multiplas sequéncias de
cada espécie se referem as espécimes ou mesmo aos diferentes alelos em uma mesma amostra
(identificados como A e B).

O total de 21 sequéncias de nucleotideos referentes as 10 espécies selecionadas
(Tabela 3) foram alinhadas utilizando-se os pardmetros convencionais do programa BioEdit
72 que adota 0 mesmo algoritmo implementado no Clustal W ©. A escolha pela utilizacdo das
sequéncias de nucleotideos se justifica pela alta conservacdo observada nas sequéncias de
aminodcidos das respectivas proteinas das espécies selecionadas neste trabalho, o que
resultaria em um conjunto de dados pouco informativo. As regides 5’ e 3’ das sequéncias de
A. gambiae ausentes nos fragmentos seqiienciados das espécies dos anofelinos brasileiros,
foram removidas do alinhamento final. Desta forma, o alinhamento contendo 365 sitios
nucleotidicos foi utilizado, sendo que esta regido corresponde a uma cobertura de 42,90% do
gene FBNO de 4. gambiae.

O alinhamento foi convertido em formato Nexus " utilizando-se o programa Clustal
X ™ e subsequentemente empregado nas analises bayesianas adotando-se o método de
amostragem Markov chain Monte Carlo (MCMC) implementado no programa MrBayes
versio 3.1 7. As analises de MCMC foram realizadas em quatro cadeias (1 cold e 3 heated
chains) por 1.500.000 geracdes, retirando-se uma amostra a cada 1000 geragdes com 25% das
amostras iniciais descartadas como burn-in. Adotou-se o modelo GTR (General Time
Reversible) assumindo uma distribuicdo gama com taxa de variacdo entre os sitios e uma
propor¢io de sitios invariaveis (GTR + inv + gamma) '°. Os valores de probabilidade a
posteriori (pp) iguais ou superiores a 0,80 indicam os agrupamentos significativamente

identificados na andlise. O arquivo contendo a arvore consenso foi visualizado e editado no
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programa FigTree. A sequéncia de A. nuneztovari foi utilizada como grupo externo na

construgdo da arvore filogenética.
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Tabela 3: Sequéncias utilizadas no estudo da filogenia de FBNO.

Nome da Sequéncia

Numero de acesso

Espécie

Procedéncia

aquasalis

A. aquasalis

Brasil (colonia CPgRR)

darlingi

A. darlingi

Brasil (Manaus)

A. marajoara

Brasil (Manaus)

albitarsis_RO

A. marajoara

Brasil (Porto Velho)

A.
A.
A. albitarsis_ AM
A.
A.

nuneztovari

A. nuneztovari

Brasil (Manaus)

167861637_ARA0S7_B
167861647 _ARA125_A

Gi: 167861637
Gi: 167861647

A. arabiensis

Camardes (Kousseri)

167861689_GAM72_A
167861685_GAM69_A
167861683_GAM66

167861679_GAM15_A
167861677_GAM13_B
167861673_GAMO7_B

Gi: 167861689
Gi: 167861685
Gi: 167861683
Gi: 167861679
Gi: 167861677
Gi: 167861673

A. gambiae

Camardes (Mbebé e
Nyabéssan)

167861749_QUA24_B
167861735_QUA16

Gi: 167861749
Gi: 167861735

A. quadriannulatus

Africa do Sul (Parque
Nacional Kruger)

167861725_MER563_A
167861721_MER562_A

Gi: 167861721
Gi: 167861721

A. merus

Mocambique (Furvela)

167861701_MEL22
167861697_MEL15

Gi: 167861701
Gi: 167861697

A. melas

Camardes (Ipono)

167861663_BWA17
167861667_BWA18_B

Gi: 167861663
Gi: 167861667

A. bwambae

Uganda (Bwamba)
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo dos mosquitos

Os mosquitos adultos de trés espécies diferentes (A. darlingi, A. albitarsis e A.
nuneztovari), coletados no estado do Amazonas, foram identificados de acordo com a chave
proposta por Consoli e Oliveira (1994) . Os mosquitos que recebemos de Rondénia foram
identificados morfologicamente como pertencentes a espécie A. braziliensis.

As regides de ITS2 das espécies identificadas morfologicamente e de 4. aquasalis
(colonia) foram sequénciadas e as sequéncias geradas foram analisadas utilizando-se o pacote
de programas Phred/Phrap/Consed conforme descrito na metodologia. As regides consenso
resultantes contendo apenas regides de alta qualidade, possuiam aproximadamente 500 pb e
foram utilizadas para um BlastN contra o Banco de Dados gerado a partir das sequéncias de
ITS2 dos vetores de malaria da Amazonia®* e das sequéncias de ITS2 das espécies do
Complexo Albitarsis *°.

O BlastN contra as sequéncias de ITS2 dos anofelinos vetores de malaria na
Amazo6nia** permitiu a confirmagio da identificagio morfolégica de A. darlingi, A. albitarsis
(Amazonas) e de A. nuneztovari. Além disso, o resultado obtido possibilitou a deteccdo de um
erro cometido na identificagdo morfologica da espécie proveniente de Rondonia. A espécie
que teria sido descrita como A. braziliensis foi molecularmente identificada como A.
albitarsis.

No entanto, este Blast ndo possibilitou a determinag¢do das espécies do Complexo
Albitarsis. Para isso, foi realizado um BlastN contra as sequéncias de ITS2 depositadas no
GenBank por Li e Wilkerson (2007) * referentes as diferentes espécies do Complexo
Albitarsis.

O resultado deste ultimo Blast demonstrou que A. albitarsis coletado no Amazonas e
A. albitarsis coletado em Rondonia pertenciam a espécie A. marajoara. Os resultados destas
analises encontram-se representados na tabela 4. Os valores de Score sdo fornecidos de
acordo com os alinhamentos gerados baseando-se nas substituigdes, tamanho do alinhamento,
gaps e identidade entre as sequéncias. Quanto melhor o alinhamento, maior a pontuacao
obtida no Score. O e-value ¢ determinado como Expectation value e trata-se de um parametro
de confianca. Quanto menor o valor do e-value, menor a probabilidade do alinhamento em
questdo ter sido encontrado ao acaso no banco de dados, ¢ n3o devido a uma real

C e 77
similaridade '’.
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Tabela 4: Identificagdo molecular das espécies identificadas morfologicamente.

Amostra de acordo P o Comprimento
. iee = | Sequéncia encontrada no %o e-
com a identificagao . . do score
L resultado do BlastN identidade . value
morfolégica alinhamento
A. aquasalis AF462376.1 A. aquasalis® 99 459 0.0 870
A. albitarsis_AM AF462385.1 A. albitarsis * 99 476 0.0 928
AY828339.1 A. marajoara b 99 356 0.0 698
A. braziliensis RO | AF462385.1 A. albitarsis * 99 478 0.0 932
AY828339.1 A. marajoara b 99 356 0.0 698
A. nuneztovari AF461749.1 A.nuneztovari ® 99 487 0.0 936
A. darlingi AF462388.1 A. darlingi ® 99 531 0.0 1045

& Sequéncia referente ao artigo de Marrelli e colaboradores (2005) *no qual sdo estudadas ITS2 dos anofelinos
vetores de malaria na Amazdnia.

b Sequéncia referente ao artigo Li e Wilkerson (2007) Ba partir do qual foram depositadas as sequéncias de
ITS2 das diferentes espécies do Complexo Albitarsis.

5.2 Amplificacdo de FBN9 e Tep1 nos anofelinos brasileiros.

Os provaveis ortologos de Tepl e FBN9 foram identificados em A4.aegypti, através das
buscas de similaridades. Utilizando o programa Artemis ®%, os dominios destas proteinas
foram anotados nas sequéncias encontradas em A4.aegypti para confirmacdo de que as mesmas
correspondem as proteinas ortdlogas.

A proteina ortdologa a FBN9 em A. aegypti (nimero de acesso no GenBank:
AY432284.1) possui 0 mesmo dominio Fibrinogénio C (Pfam: PF00147) que o FBN9 de A4.
gambiae e ambas apresentam varias regides conservadas (Figura 3).

Na proteina identificada em 4. aegypti como ortdloga de Tepl (GenBank:
AAEL001794) foram encontrados 5 dominios da familia das Alpha-2-Macroglobulinas (
Pfam: PF01835, PF07703, PF00207, PF7678 e PF07677), além de um dominio Alpha-
Macroglobulina com Ligacdo Tioéster (Pfam: PF10569), sendo todos estes dominios também
presentes em Tepl de A. gambiae. O alinhamento destas duas sequéncias encontra-se
representado na figura 4.

As sequéncias das proteinas FBN9 e Tepl de A. gambiae foram alinhadas com suas
provaveis ortdlogas e as regides conservadas foram utilizadas para o desenho dos iniciadores

degenerados, conforme representado nas figuras 3 e 4
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As PCRs realizadas com os iniciadores degenerados permitiram inicialmente a
amplificacdo de Tepl e FBN9 em A. aquasalis, A. albitarsis (AM), A. albitarsis (RO), A.

darlingi e A. nuneztovari (Figura 5).

FBNS A.gambize AGAP011197
FBNS A.aegypli AY432284.1

FBNS A.gambiae AGAP011197
FBNS A.aegypti AY432284.1

FBNQ_A . gambiae_AGAP 011197 g JUER . KEGC KEELDEEE.
FBNS A.aegypti AY432284.1 ) > EY i RED FY

FBNS A.gambiae AGAP0I11197
FBNS A.aegypti AY432284.1

FBNS A.gambiae AGAP0I11197
FBNS A.zegypti AY432284.1

Figura 3: Alinhamento da seqiiéncia da proteina FBN9 de A. gambiae com sua provavel
ortdloga identificada em 4. aegypti. Os retangulos destacam as regides utilizadas para o
desenho dos iniciadores degenerados ¢ as setas indicam o sentido dos iniciadores. A barra

azul indica a regido correspondente ao dominio Fibrinogénio C (Residuos 117 ao 282).
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Tepl A.gambize AGAPUIOBIS
Tep-A. RegyRti-AAELOD1IT794

Tepl A.gambize AGAPOIOB1S
Tep-A. aegypti-AAELOOIT794

Tepl A.gambize AGAP0I10815
Tep-A. aegypti-AAELOOIT794

Tepl A.gambize AGAPDI0B1S
Tep-A. aegypti-AAELOOI 794

Tepl A.gambiae AGAP0I0815
Tep-A. aeqypti-AAELOOI 794

Tepl A.gambize AGAPU1081S
Tep-A. aeqypLti-AAELOOIT794

Tepl A.gambize AGAPUIOBIS
Tep-A. aegqypti-AAELODIT79Z

Tepl A.gambize AGAPOIOBI1S
Tep-A. aegypLti-AAELOO1IT794

Tepl A.gambize AGAPOI0B1S
Tep-A. aegypLti-AAELOCIT794

Tepl A.gambize AGAPO10815
Tep-A. aegypti-AAELOOI 794

Tepl A.gambiac AGAPDI0BIS
Tep-A. aegypti-AAELOOI 794

Tepl A.gambiae AGAP0I0815
Tep-A. aeqypti-AAELOOI 794

KILIZTVEEE TVVEDY ' DLDEQELRNNEDLS IDEQEIKEPEGRQIELS
RLLVXYTNREYXLIFDDIELKEDS ]

LD K

FSEIDESVLLVEKERHDENKBDVLEE L LYS TNDEFDLEHFKYGLEL

ESMDEGRNNE X TIEDSVPDTITTYHVS

{REBELN QFTLENNLG'EX I'\DVTL
KEYLVENLPYSIKRGEVALIQVTVENELESSVTTOVTL
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Tepl A.gambize AGAPOIOB1S
Tep-A. RegqypREi-AAELODIT94 {RDE IEEVEKSTNNTHR T

Tepl A.gambize AGAPOIOBIS |NRIRNSTENR

Tep-A. aegypLti-AAELOOIT794
I 250 g0 g70 I ga0 890 I 200

TepI_A.ganbiae_AGAPaIOSIS TMY T VPIIECEEQNM /KEVPNI LVLDY LY ' TESKEQHL IDKTNLLROG

Tep-A. aegyplti-AAELOO1794 TTISNLDELIRKPHECEEQNM .HEVPNIVVLDYLNE TNT V2'EDVETKNINE LS SEY
5 d
910 Szl Sa0 sS40 Fa0 Sal

Tepl A.gambiae AGAPGIOBIS [Uiixe

DESRMVE K LDWLE
Tep-A.aegypti-AAELO01794 K

FDWL

Tepl A gambiae AGAPGI0SIS IQNGMNYL
Tep-A.aegypti-AAELOO1794 oV ' ¥RSQLIKTTSYI:\NNLD

Tepl A.gambize AGAPOIOBI1S
Tep-A.aegypti-AAELOGI794

1034 1100 1110 l1zo I 1130 1144

Tepl A.gambiae AGAPOIOBIS
Tep-A.aegypti-AAELOGI794

Tepl A.gambiae AGAPOIOBIS
Tep-A.aegypti-AAELOOIT794

1210 1220 l1230 1240 1250 1260
Tepl A.gambiae_ AGAPOI0BI1S 4 SNMULTIEVTLESEY VY
Tep-A.aegypti-AAELOO1794 K 3 SNMLLVEIELPSGLVLDSD

1z70 1z30 1250 1300 1310 Il320

Tepl A.gambiae AGAPGIO0BIS [ R SVVLYYYNMETE RNCETVT,YRREKVALKE BV VEDY YN TNLIWATE VA
Tep-A.aegypti-AAELOOI794 XRES DTS IXYDNLGPEDECERVIT,WREEEINLEHLEPSY I VEDYYN 3 EREATIOO

Tep I_.H. . gﬂmbiﬂe_ﬂ&ﬂl’ﬂloﬂ' FEF DK ONYVCEICEEEDCP ECKK
Tep-A.aegypti-AAELOOI794  [ofciataRoiNelihnein) s edctnn- (e

Figura 4: Alinhamento da seqiiéncia da proteina Tepl de A. gambiae com sua provavel
ortdloga identificada em 4. aegypti. Os retangulos destacam as regides utilizadas para o
desenho dos iniciadores degenerados e as setas indicam o sentido dos iniciadores. As barras
indicam as regides correspondentes aos dominios: Azul= A2M N (PF01835) ; Vermelha=
A2M N 2 (PF07703); Verde= A2M (PF00207); Marrom= Tioéster Cl (PF10569); Roxo=
A2M comp (PF07678); Laranja= A2M Recep (PF07677).
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Tep1

B)
MC- 1
s
-4 =
s B

Figura 5: Géis com os produtos das PCRs realizadas com os iniciadores degenerados. C-=
Controle Negativo; 1= DNA de 4. aquasalis; 2= DNA de A. darlingi; 3= DNA de A.
albitarsis AM; 4= DNA de A. albitarsis RO; 5= DNA de A. nuneztovari, M= Marcador kb
plus ladder (Invitrogen). A) Iniciadores Step degl e 3 tep degl. Tamanho esperado do
amplicon: 375 pb. B) Iniciadores Step deg2 e 3tep deg2. Tamanho esperado do amplicon:
675 pb. C) Iniciadores 5tbn_deg4 e 3tbn_deg4. Tamanho esperado do amplicon : 390 pb. As
bandas marcadas com um retdngulo foram cortadas do gel e o DNA foi purificado para a

clonagem.
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5.3 Sequenciamento dos genes alvo.

Os produtos da clonagem dos amplicons em pGEM-T foram transformados em
bactérias TOP10 e os produtos confirmados pelos PCRs de colonia foram submetidos ao
sequenciamento.

O sequenciamento e as analises dos resultados permitiram obter as sequéncias de
FBNO9 em A. aquasalis, A. darlingi, A. albitarsis AM, A. albitarsis RO e A. nuneztovari. Os
trés primeiros resultados obtidos pelas buscas de similaridade utilizando o algoritmo Blast
foram sumarizados na tabela 5. Pela analise da tabela observa-se que para as sequéncias de
todas as espécies, quando realizado o BlastX contra o banco de dados de 4. gambiae, foram
encontrados como primeiro kit FBN9 de A. gambiae, sendo que os outros dois hits
(AGAPO11224 e AGAPO011231) correspondem a proteinas ainda ndo estudadas mas que
possuem o dominio Fibrinogénio C (Pfam: PF00147). Observa-se também a grande diferenga
entre o primeiro it e os demais, indicando que o gene ortdélogo a FBN9 de 4. gambiae foi
identificado em todas as espécies alvo.

As sequéncias geradas a partir dos produtos das PCRs com os iniciadores Step_degl e
3tepdegl, quando submetidas ao BlastX contra o banco de dados de 4. gambiae, encontrou,
em todos os casos, dois hits muito similares. Estes Aits correspondem a Tepl (AGAPO1815) e
Tep4 (AGAPO01812), e um terceiro hit com Tepl5 (AGAP008364). Em A. aquasalis e em A.
nuneztovari, o primeiro hit corresponde a Tepl e nas demais espécies corresponde a Tep4, no
entanto, devido ao alto grau de conservagao entre estas sequéncias nao € possivel determinar
com precisdo a proteina Tep identificada (Tabela 6).

O sequenciamento do produto da PCR de 4. aquasalis com os iniciadores Step_deg2 e
3 Tep_deg2 (Figura 5-B), mostrou que uma das sequéncias obtida apresentava 81,91% de
identidade com outra Tep de A. gambiae (AGAP008366) que nao se tratava de Tepl (Tabela
7). Apesar desta Tep de A. gambiae nao possuir identificagdo como uma proteina desta
familia, esta apresenta, os dominios Componente do Completemento Alpha-Macroglobulina
(Pfam: PF07678) e Alpha 2 Macroglobulina (Prosite:PS00477). Trata-se de um gene
composto por dois €xons, ¢ a proteina correspondente possui 247 residuos de aminodacidos.
Como varias proteinas desta familia sdo identificadas como importantes na resposta imune de
diversos organismos *>*""® decidimos estudar esta proteina identificada e ja que esta proteina
de A. gambiae ndo esta anotada nos referimos a ela neste trabalho como TepX. Para uma

analise mais aprofundada, neste trabalho, TepX foi estudada somente em A. aquasalis.
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Tabela 5: Resultado do BlastX realizado com as sequéncias obtidas a partir da amplificagao

com os iniciadores de FBNO9, contra o banco de dados de 4.gambiae.

Sequénci_a obtida Resultado encontrado % Comprimento
e submetida ao a . . . e-value | score
BlastX no BlastX identidade | do alinhamento

A. aquasalis AGAPO011197 - FBN9 78,51 120 | 1,00E-53 200
AGAPO011224 45,79 107 | 3,00E-18 87
AGAP011231 43,52 108 | 1,00E-14 | 75.5

A. darlingi AGAPO011197 - FBN9 78 121 | 7,00E-53 202
AGAPO011224 46 107 | 3,00E-18 | 87.0
AGAP011231 44 108 | 8,00E-15 | 75.9

A. albitarsis_AM AGAPO011197 - FBN9 78 121| 2,00E-53 203
AGAPO011224 46 107 | 9,00E-19 | 89.0
AGAP011231 44 108 | 4,00E-15 | 77.0

A. albitarsis_ RO AGAP011197 - FBN9 77 121 | 9,00E-53 201
AGAPO011224 45 107 | 3,00E-18 | 87.0
AGAP011231 44 108 | 4,00E-15 | 77.0

A. nuneztovari AGAPO011197 - FBN9 77 121| 9,00E-53 201
AGAPO011224 44 107 | 6,00E-18 | 86.3
AGAP011231 43 108 | 6,00E-15 | 76.3

2 Trés resultados com maior score € menor e-value obtidos no BlastX

Tabela 6: Resultado do BlastX realizado com as sequéncias obtidas a partir da amplificagdao

com os iniciadores de TEP1 (5tep degl e3tep degl), contra o banco de dados de A.gambiae.

S:gﬂir:zig:gga Resultado encor;trado _ % Con]primento e-value | score
BlastX no BlastX identidade | do alinhamento

A. aquasalis AGAPQ010815 - Tep1 59,68 124 | 5,00E-39 156
AGAP010812 - Tep4 58,54 123 | 2,00E-37 150
AGAP008364 - Tep15 47,54 122 | 5,00E-28 119

A. darlingi AGAP010812 - Tep4 60 123 | 4,00E-39 156
AGAP010815 - Tep1 58 124 | 2,00E-37 150
AGAP008364 - Tep15 45 122 | 5,00E-28 119

A. albitarsis_AM AGAP010812 - Tep4 67 126 | 5,00E-49 189
AGAP010815 - Tep1 69 126 | 1,00E-48 188
AGAP008364 - Tep15 51 124 | 1,00E-33 139

A. albitarsis_ RO AGAP010812 - Tep4 68 125| 5,00E-49 189
AGAP010815 - Tep1 70 125| 9,00E-49 188
AGAP008364 - Tep15 52 123 | 1,00E-33 138

A. nuneztovari AGAP010815 - Tep1 70 124 | 1,00E-48 188
AGAP010812 - Tep4 68 123 | 4,00E-47 183
AGAP008364 - Tep15 50 122 | 7,00E-32 132

2 Trés resultados com maior score € menor e-value obtidos no BlastX
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Tabela 7: Resultado do BlastX realizado com as sequéncias obtidas a partir da amplificagao

com os iniciadores de Tepl (Step_deg? e3tep deg?), contra o banco de dados de A.gambiae.

Sequenma_ obtida Resultado encontrado % Comprimento
e submetida ao a . . . e-value | score
no BlastX identidade | do alinhamento
BlastX
A. aquasalis AGAP008366 - TepX 81,91 94 | 2,00E-40 160
AGAP008364 - Tep15 69,09 110| 1,00E-38 155
AGAP010815 - Tep1 45,05 111| 2,00E-19 | 91,3

2 Trés resultados com maior score € menor e-value obtidos no BlastX

Por meio do sequenciamento obtivemos regides do gene FBN9 de A. aquasalis, A.
darlingi, A. nuneztovari e A. albitarsis (AM e RO) e estas sequéncias foram analisadas
conforme descrito na metodologia. As sequéncias obtidas de FBN9 sdo compostas por 363
nucleotideos, que correspondem a 120 aminoacidos, localizados na porg¢do inicial, dos 282
residuos totais que compdes esta proteina (nucleotideos 82 a 442 do gene e aminoacidos 28 a
148 da proteina). Isto equivale a uma cobertura de 42,55% e a regido sequenciada apresenta
parte do dominio Fibrinogénio C (PF0147), caracteristico de FBN9 (31 aminoécidos, sitios 90
a 120) (Figura 6).

As sequéncias referentes a Tepl/Tep4 foram obtidas em A. aquasalis, A. darlingi, A.
nuneztovari e A. albitarsis (AM e RO). Essas sequéncias sdo compostas por 366 nucleotideos,
que correspondem a 122 aminodcidos dos 1348 aminoéacidos que compde Tepl, o que
equivale a uma cobertura de 9,05%. As sequéncias dos anofelinos brasileiros se alinham entre
os residuos 862 e 895 da proteina de 4. gambiae, regido na qual estdo inseridos os dominios
Componente do Completemento Alpha-2-Macroglobulina (Pfam: PF07678) e o dominio
Alpha-Macroglobulina formando uma Ligacdo Tioéster (Pfam: PF07678). A figura 7
representa a regido alinhada entre as sequéncias obtidas nos anofelinos brasileiros e Tepl e
Tep4 de A. gambiae.

As sequéncias referentes a TepX (AGAPO008366) foram obtidas apenas em A.
aquasalis, e esta sequéncia apresenta uma cobertura de 39,24% da proteina completa de A.
gambiae e se localiza na porcao final, entre os residuos 146 a 237. Dentro da regido alinhada
foi observado 81,91% de identidade e estdo presentes parte do dominio Macroglobulina A2
(PROSITE: PS00477) e o dominio Componente do Complemento Alpha-2-Macroglobulina
(Pfam: 07678) (Figura 8).
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Figura 6: Alinhamento utilizando o algoritmo Clustal entre as sequéncias encontradas nos anofelinos brasileiros e a sequéncia referéncia de A.

gambiae (AGAP011197). A regido correspondendo ao dominio fibrinogénio C encontra-se destacada com o retangulo azul.
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Figura 7: Alinhamento das sequéncias de Tep1-Tep4 obtidas nos vetores brasileiros e as regides correspondentes de Tepl e Tep4 de A. gambiae.
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Figura 8: Representacdo do Alinhamento de TepX de 4. gambiae (AGAP008366 ) e TepX identificada em A. aquasalis. Os dominios Macroglobulina
A2 (PROSITE: PS00477) e Componente do Complemento Alpha-2-Macrobulina (Pfam: PF07678) encontram-se destacados com os retangulos

vermelho e verde, respectivamente.

55



5.4 Analise da conservacgao entre as sequéncias

5.4.1 FBN9

No fragmento analisado das sequéncias de FBN9 dos anofelinos brasileiros estudados,
foram identificados 79 nucleotidicos polimdrficos, dos quais 9 correspondem a primeira base
do codon (11,33%), 6 correspondem a segunda base do codon (7,59%) e 64 correspondem a
terceira base do codon (81,01%). A maior frequéncia de mutagdes na terceira base reflete um
maior numero de substitui¢des sindnimas. Dos 72 codons polimoérficos encontrados, 64
resultam em substituigdes sindnimas ¢ 8 em substituigdes ndo-sindnimas. Em 7 sitios ha
possibilidade de mais de 2 bases e nestes casos foi considerado um evento de transicdo € um
de transversdo. No total, foram observadas 61 transi¢des e 25 transversdes (taxa
transi¢do/transversao 2,44).

Quando inserimos nesta comparacdo de FBN9 das espécies brasileiras, a regido
correspondente de FBN9 de 4. gambiae (Numero de acesso no Ensembl:
ENSANGT00000011248)"', foram identificados 128 nucleotidicos polimérficos, dos quais 24
correspondem a primeira base do codon (18,75%), 18 correspondem a segunda base do codon
(14,06%) e 86 correspondem a terceira base (67,18%). Foram observados 104 codons
polimorficos, dos quais 75 resultam em substituicdes sinonimas e 29 resultam em
substituigdes nao sindnimas. Em 22 sitios ha possibilidade de mais de 2 bases, e no total
foram identificadas 91 transi¢des e 59 transversdes (taxa transi¢do/transversao 1,5).

Utilizando o programa MEGA ®, analisamos as 60 sequéncias de FBN9 das 6 espécies
do complexo A. gambiae'* obtidas no GenBank, juntamente com as 5 sequéncias das 4
espécies de anofelinos brasileros que obtivemos. Para isso, as regides das sequéncias de A.
gambiae correspondentes as regides sequénciadas nos anofelinos brasileiros foram
selecionadas para o alinhamento.

Foram calculadas as taxas de substitui¢des nao-sindnimas e sindnimas através do
método de Nei-Gojobori % com a correcao de Jukes-Cantor %7 Baseado nos valores de dy e ds
gerados, foram calculadas as razdes entre dy e ds e estes resultados podem ser visualizados na
tabela 8. A razdo dN/dS encontrada para em toda a regido analisada (nucleotideos 1 a 364) foi
0,07476, enquanto que na regido anterior ao dominio ( nucleotideos 1 a 270) foi 0,06567 e na
regido correspondente ao dominio (nucleotideos 271 a 364) a razdo dN/dS foi 0,10801. Foi
realizado um Teste de Maxima Verossimilhanga para verificar se as razoes dN/dS sdo
significativamente diferentes entre as regides anterior ao dominio, a regido do dominio e
considerando a regido completa estudada e o resultado demonstrou que nao existe diferenca

estatisticamente significativa.

56



Tabela 8: Resultado do célculo de dy e ds realizado no programa MEGA. Valores de dy e ds

expressos juntamente com o erro padrao.

A Regido da sequéncia de a a
Sequéncia FBN9 nucleotideos dy+EP ds+EP dylds
Regido total sitios de 1 a 364 0,024 + 0,004 |0,321+0,043 | 0,07476
sequenciada
Anterior ao dominio sitios de 1a 270 0,022 + 0,004 |0,335+0,047 | 006567
Fibrinogénio C
Comrespondente ao sitios de 271 a 364 0,031+0,012 | 0,287 +0051 | 0,10801
dominio Fibrinogénio C

* Os valores de dN e dS foram calculados utilizando o método de Nei-Gojobori com corregdo
de Jukes-Cantor. Foi realizado um Teste de Méaxima Verossimilhanca para verificar se as
razoes dN/dS sdo estatisticamente diferentes. P > 0,05.

5.4.2 TepX

No alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos de TepX de A. aquasalis e sua
regido correspondente em TepX de 4. gambiae, foram observados 73 sitios polimorficos, dos
quais 12 correspondem a primeira base do codon (16,44%), 9 correspondem a segunda base
do codon (12,32%) e 52 correspondem a terceira base do codon (71,23%). A maior frequéncia
de mutacdes na terceira base reflete um maior numero de substituigdes sindnimas. Dos 58
codons polimoérficos encontrados, 44 resultam em substituigdes sindnimas e 14 em
substituigdes ndo-sindnimas. E observado também um indel de 6 nucleotideos seguidos, os
quais estdo presentes em A. aquasalis e ausentes em A. gambiae. O alinhamento evidencia 33

transi¢des e 40 transversoes (taxa transicao/transversao 0,8).

5.5 Analise filogenética de FBN9

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos selecionadas neste trabalho demonstrou
alta conservagdo entre as diferentes espécies. Como mencionado anteriormente, essa regiao
alinhada corresponde a 42,55% do gene FBNO.

A arvore filogenética apresentada na figura 9 foi obtida pela andlise bayesiana
implementada no programa MrBayes "°. A topologia da arvore descrita neste trabalho sugere a
presenga de dois grupos de sequéncias distintas com valor estatistico significativo (pp=1). Um
dos grupos representa os anofelinos brasileiros (indicados em rosa na Figura 9) ¢ o outro

corresponde aos anofelinos africanos do complexo A. gambiae (indicados em azul).
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Todas as relagdes filogenéticas do grupo dos anofelinos brasileiros apresentaram
suporte estatistico significativo formando um clado bem definido (Figura 9). As sequéncias de
A. albitarsis provenientes do Amazonas (AM) e de Rondonia (RO) estdo mais proximamente
relacionadas (pp=1) bem como as sequéncias de 4. aquasalis com A. nuneztovari (pp=0,97).
A sequéncia de A. darlingi estd mais proxima a este grupo do que daquele representando os
anofelinos africanos.

Dentre os anofelinos africanos do Complexo Gambiae, somente as relacdes
filogenéticas com valores de probabilidade posterior superiores a 0,80 serdo discutidas aqui
conforme descrito na metodologia. Os diferentes isolados de A. melas formam um clado
(indicado em roxo; pp=0,91), assim como os isolados de A. quadriannulatus e A. merus
(vermelho; pp=0,92). Dois dos isolados de A. gambiae juntamente com um isolado de A.
arabiensis (azul; pp=0,81) estdo também indicados. Os isolados de 4. gambiae e A.
arabiensis formam outro clado (azul; 0.8), porém a relacdo entre esssas sequéncias ndo foi
elucidada claramente. As relacdes filogenéticas entre as demais sequéncias ndo apresentaram

suporte estatistico e, portanto, sdo consideradas nao resolvidas.
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Figura 9: Arvore filogenética de sequéncias parciais do gene FBN9 de 10 espécies de
anofelinos. As espécies de anofelinos brasileiros (presente trabalho) e africanos'? estio
indicadas em rosa e azul, respectivamente. No caso das espécies do complexo A. gambiae, as
abreviaturas se referem a: MEL=A. melas; GAM=A. gambiae, BWA=A. bwambae; QUA=A.
quadriannulatus; MER=A. merus; ARA=A. arabiensis. Valores de probabilidade a posteriori
(pp) representados. Agrupamentos com pp igual ou superior a 0.80 estdo destacados pelos

ramos coloridos e/ou circulo.
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5.6 Quantificacio da expressio do RNA mensageiro de Tepl e TepX em A.

aquasalis infectados e nao infectados com P.vivax

A quantificacdo relativa do cDNA sintetizado a partir do RNA mensageiro pode
ser realizada de duas formas, pela comparagao das Cts ou baseada em Curva Padrao.

Para a realizacdo da quantificagdo relativa utilizando o método de Comparagao
de Cts ¢ necessario que os iniciadores utilizados tenham eficiéncia aproximadamente
igual. A inclinagdo de uma curva padrao (Slope) ¢ utilizada para estimar a eficiéncia de
uma reacao de PCR em Tempo Real. Uma curva padrdo com um valor de inclinagdo de
-3,32 indica uma reacao com 100% de eficiéncia.

Para calcular a eficiéncia, construimos uma curva padrdo com cada iniciador, e
utilizamos a formula: E= (107%°P° -1) X 100. A tabela XX representa os valores

encontrados
Tabela 9: Eficiéncia dos iniciadores utilizados no PCR em tempo real.

Gene | Iniciadores Slope R2 Eficiéncia

RP49 S5aquaexpRP
3aeaquaRP1b

fbn_real-timeF

-3,99383 10,995143 | 77,98%

FBN9 0,772458 |0,524574| -

fbn_real-timeR

tep1_real-timeF
tep1 _real-timeR
tepx_real-timeF

Tepl -5,30284 0,975801 | 54,37%

TepX -2,79798 10,909472| 42,96%

tepx_real-timeR

Os iniciadores para a PCR em Tempo Real apresentaram eficiéncia diferenciada,
mesmo apos modificacdes em diversos pardmetros, como condigdes de ciclagem,
concentragdo de cDNA e condi¢des na sintese do cDNA, conforme sugerido pelo
manual "', Mesmo o iniciador RP49, que se encontra publicado como um controle
enddgeno para 4. aquasalis, ndo apresentou a eficiéncia recomendada para se realizado
o método de comparagdo de Cts. Em todos os testes, FBN9 apresentou curvas padrdes
inconstantes e valores de inclinagdo positivos, desta forma, a quantificagdo nao foi
realizada para este gene, sendo indicado o desenho de outros iniciadores degenerados

para este objetivo.
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Desta forma, foi escolhido o método de Quantificagdo Relativa Baseado em
Curva Padrao. De acordo com o manual da Applied Biosystem, este método necessita de
menos validagdo, ja que a eficiéncia dos iniciadores alvos e o do controle endégeno ndo
necessitam ser equivalentes. E considerado um método que apresenta resultados
acurados de quantificagdo, e ¢ indicado para quando se deseja estudar pequena
quantidade de genes, j4 que a presenca das curvas padrdes em todas as placas acarreta
em maior quantidade de reagentes.

Os resultados obtidos por esta quantificagdo encontram-se representados nas
tabelas 10, 11 e 12. Foi encontrado que Tepl € 4,73 vezes mais expressa em carcagas de
mosquitos infectados em relacdo aos controles, conforme apresentado na figura 10. Ja
TepX, apesar de ndo apresentar diferenga estatisticamente significativa entre a
expressdao na carcaca de mosquitos infectados e ndo infectados, nos intestinos de
mosquitos infectados, € 6,512 vezes mais expressa em relacdo a intestinos controles

(Figura 11).

Tabela 10: Quantificacdo relativa da expressdao de Tepl em carcagas de mosquitos 4.

aquasalis infectados e ndo-infectados através de PCR em tempo real.

Amostra TEP1 RP49 TEP1 normalizado | TEP1 relativo a
ng total ng total por RP49 carcaca controle
Carcaca 757 498
controle 37 400
563 461
Média  DP® | 685,66 + 106,70 453 + 49,49 1,51+02844 | -
Carcaca 1950 291
infectada 2040 286
2080 271
Média + DP® | 2023,33 + 66,58 | 282,66 + 10,40 7,15+ 0,35 4,73 +0,23

?Média das triplicatas
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Tabela 11: Quantificacao relativa da expressdao de TepX em carcagas de mosquitos 4.

aquasalis infectados e ndo-infectados através de PCR em tempo real.

Amostra TEPX RP49 TEPX normalizado TEPX relativo a
ng total ng total por RP49 carcaga controle
Carcaga 482 284
controle 385 313
507 368
Média £ DP? 458 + 64,44 321,66 + 42,66 1,423+0,2752 | = -
Carcacga 259 191
infectada 262 197
288 184
Média £ DP? | 269,66 + 15,94 190,06 + 6,50 1,418 £ 0.0968 0.996 + 0.068

?Média das triplicatas

Tabela 12: Quantificacdo relativa da expressao de TepX em intestinos de mosquitos 4.

aquasalis infectados e ndo-infectados através de PCR em tempo real.

Amostra TEPX RP49 TEPX normalizado TEPX relativo ao
ng total ng total por RP49 intestino controle
Intestino 403 246
controle 359 213
455 214
Média = DP? 405,66 + 48,05 | 224,33 £ 18.77 1,808+026 | = -
Intestino 1260 15
infectado 1260 105
1210 96,8
Média £ DP? 1243,33 + 28,86 105.6 £ 9,11 11,774 £ 1,049 6,512 £ 0.58

?Média das triplicatas

As curvas utilizando Tepl e os intestinos como amostra ndo apresentaram

reprodutibilidade entre os experimentos, sendo necessarios maiores validacdes para a

quantificagdo de Tepl nestas amostras.
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Figura 10: Expressdo de Tepl em carcacas de mosquitos infectados com P.vivax e
mosquitos controle. Esta expressdo foi normalizada pela expressio do controle

endogeno RP49. *** P < (0,001, de acordo com o Teste t realizado.
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Figura 11: Expressao de TepX em carcagas e intestinos de mosquitos infectados com
P.vivax e de mosquitos controle. Esta expressdo foi normalizada pela expressdo do

controle endogeno RP49. *** P < (0,001, de acordo com o Teste t realizado.
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6 DISCUSSAO

6.1 Identificacdo dos mosquitos

A identificagdao molecular dos mosquitos permitiu a determinacao da espécie do
Complexo Albitarsis e também possibilitou a corre¢do do erro cometido na
identificagdo morfoldgica da espécie coletada em Rondonia.

De acordo com a chave de identificacio de Consoli e Oliveira (1994) ©, as
espécies de A. braziliensis e A. albitarsis sdo separadas apenas pela presenca ou
auséncia de tufos postero-laterais no tergito abdominal II e pela colora¢do das escamas
do tergito VIII (em A. braziliensis as escamas sdo brancas e em A. albitarsis sdo brancas
e amareladas).

Visto que as caracteristicas que distinguem estas duas espécies sao
extremamente sutis, ¢ necessario que esta identificacdo seja realizada por um técnico
experiente e a confirmagdo molecular deve ser realizada. Além disso, sabe-se que
frequentemente durante a coleta e o transporte para o laboratério os mosquitos podem
perder as escamas, o que torna a identifica¢do ainda mais dificil. Assim, a identificacdo
molecular ¢ uma ferramenta muito importante para esclarecer as duavidas da
identificagdo morfolégica.

O alinhamento das sequéncias de FBN9 obtidas dos anofelinos brasileiros nos
permitiu obseravar alta identidade entre as sequéncias das espécies identificadas como
A. braziliensis (Rondonia) e A. albitarsis (Amazonas), embora algumas diferengas
pudessem ser notadas. Esta alta identidade entre FBN9 das duas espécies ndo era
esperada, visto que as espécies A. braziliensis e A. albitarsis nao estdo
filogeneticamente mais proximas entre si do que em relagdo as outras espécies >*. Este
resultado nos indicou a necessidade da confirmacdo das espécies através da analise
molecular. Assim, a utilizagdo desta metodologia demonstrou que a espécie A.
braziliensis teria sido erroneamente identificada e que se tratava de A. marajoara, uma
espécie do Complexo Albitarsis. Podemos concluir que a utilizagdo da identificagao
molecular foi imprescindivel para a correta identificagdo de uma das espécies estudadas.

A identificacdo molecular também possibilitou a determinacdo da espécie do

Complexo Albitarsis coletada no Amazonas como A. marajoara. Trata-se de um
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importante resultado que concorda com a distribuicao geografica das espécies proposta

em trabalhos anteriores 2%,

6.2 Analise das sequéncias parciais dos genes
6.2.1 FBN9

A frequéncia de mutagdes na terceira base do codon ¢ maior que as mutagdes na
primeira e na segunda base, tanto na analise entre os anofelinos brasileiros quanto na
analise em que foi adicionada a sequéncia de 4. gambiae. Este predominio de mutagdes
na terceira base resulta em um maior nimero de substituigdes sindnimas, visto que esta
posicdo estd relacionada a maior redundancia do coédigo genético. Esse resultado ¢
semelhante ao encontrado por Pamakelis e colaboradores (2008)"? ao analisar o gene
FBN9 em 60 sequéncias obtidas a partir de 6 espécies do complexo A. gambiae.
Parmakelis ¢ colaboradores'? observaram alta diversidade nucleotidica e grande niimero
de substituicdes sinonimas em relacdo as substituicoes nao-sindnimas. Além disto, este
grupo também demonstrou que ndo ocorriam indicios de selegdo positiva em FBN9 2,
embora em Drosophila, haja evidéncias de que os receptores de reconhecimento de
padrdes se encontram sob pressio de selecdo positiva ’°.

Nossos resultados mostram que o numero de substitui¢des sinOnimas ¢
consideravelmente maior do que o nimero de substituigdes ndo-sindnimas, o que
resulta em uma razao dN/dS < 1. Podemos inferir isso seja uma consequéncia da acao da
sele¢do natural negativa ou purificadora, limitando as alteragdes na proteina sugerindo
que esta regido tenha importadncia na manutencdo da fung¢do e/ou da estrutura da
proteina. Ao comparar as razdes dN/dS entre toda a regido estudada, a regido anterior ao
dominio Fibrinogénio C e a regido que faz parte deste dominio, ndo foram encontradas
diferencas significativas, o que nao nos permite afirmar que estas regides estejam
submetidas a diferentes graus de pressdo seletiva.

Em A. gambiae, FBN9 foi descrito com importante fungio no sistema imune *°,
atuando como receptor de reconhecimento de padrdes. Essa alta conservagdo existente
entre a proteina desta espécie e as proteinas dos anofelinos brasileiros, sugere que
ambas possam desempenhar a mesma fungdo. Este indicio da conservacdo da fungdo
entre FBNO de A. gambiae e FBN9 das espécies brasileiras ¢ de fundamental relevancia

pois trata-se da primeira informacdo a respeito da resposta imune do anofelinos

66



brasileiros. Estudos da expressdao de FBN9 em mosquitos infectados com Plasmodium e
o silenciamento de FBN9 para observacdo do efeito na infeccdo de parasitas
(Plasmodium, bactérias e fungos) sdo extremamente relevantes e devem ser conduzidos

para uma melhor elucida¢ao do papel de FBN9 na imunidade dos anofelinos brasileiros.

6.2.2 Tepl

As regides sequenciadas obtidas a partir das PCRs com os iniciadores
desenhados para Tepl ndo nos permitiu definir com precisdo de qual Tep se trata a
identificada no nosso trabalho. A alta conservagdo entre Tepl e Tep4, especialmente na
regido cuja sequéncia foi obtida nos anofelinos brasileiros, torna esta determinacdo
complicada, além da utilizacao de apenas uma pequena parte da sequéncia para analise
(9,05%). Tentativas foram realizadas para o desenho de iniciadores nas regides de Tepl
que ndo apresentam correspondentes em Tep4, mas, no entanto, ndo encontramos em A.
aegypti um ortdlogo a Tep4 com as mesmas caracteristicas. Dessa forma, nado
obtivemos uma sequéncia ortdloga de comparagdo para definir regides conservadas
especificas de cada uma destas proteinas.

Cohuet e colaboradores (2008)* analisaram os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) em 72 genes relacionados a reposta imune e 37 genes nao relacionados
a imunidade, em A. gambiae e A. arabiensis. Analise da diversidade nucleotidica ao
longo dos cromossomos de A.arabiensis e de duas formas de A.gambiae, demonstraram
que a regido correspondente ao gene codificador de Tepl apresentou a maior
diversidade genética entre todos os genes analisados. Além disso, Obbard e
colaboradores (2008)’* demonstraram que entre os diferentes alelos de Tepl
sequenciados, além da grande diversidade nucleotidica, observa-se alta diversidade no
que se refere a sequéncia de aminoécidos. Este trabalho mostrou evidéncias de selecdo
positiva em Tepl, e sugere que Tepl seria uma quimera de Tep5 e Tepb.

Todos estes fatores dificultaram a analise de Tepl, no entanto, reforcaram a
extrema importancia no estudo deste gene. Métodos para a amplificagdo da sequéncia
completa de Tepl devem ser buscados para que andlises de polimorfismos sejam

realizadas também entre as espécies brasileiras.
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6.2.3 TepX

A sequéncia obtida de TepX em A. aquasalis demonstrou alto valor de
identidade (81,91%) com a sequéncia de 4. gambiae, além de um nimero mais elevado
de substitui¢cdes sindnimas em relacao as substituicdes nao sindnimas. Além disso, sao
observadas mais transversdes do que transi¢des. Esses resultados podem sugerir que
TepX possua uma fun¢do ou estrutura importante, e que isto seja conservado entre A.
gambiae e A. aquasalis. O sequenciamento de TepX em outras espécies de anofelinos
brasileiros ¢ importante e permitira uma analise mais completa sobre a conservacdo

deste gene.

6.3 Quantificacio da expressao dos genes alvo

A quantificagdo de Tepl demonstrou que Tepl € 4,73 vezes mais expressa em
carcagas infectadas com P.vivax do que nas carcacas controle. Isto indica que Tepl
pode estar envolvida também na resposta imune dos vetores brasileiros ao Plasmodium
e trata-se da primeira informacdo obtida a respeito de genes de imunidade que
respondem ao P. vivax. O corpo gorduroso € um Orgdo importante na resposta imune
dos mosquitos, pois além de apresentarem grande quantidade de hemdcitos, sdo
responsaveis pela sintese de peptideos anti-microbianos. Quando os mosquitos sdo
dissecados em intestino e carcaca, o corpo gorduroso faz parte da carcaga, desta forma,
¢ provavel que o corpo gorduroso seja responsavel pelo aumento da expressao de Tepl,
que ¢ secretada por hemocitos, na carcaga™. A quantificagio da expressdo de Tepl nos
intestinos nao foi possivel neste estudo, porém devera ser buscada em estudos
posteriores.

TepX demonstrou um resultado surpreendente, pois apesar de ndo apresentar
diferenga estatistica em sua expressdo em carcacas de mosquitos infectados e carcagas
controle, foi observado que em intestinos infectados TepX € 6,512 vezes mais expressa
em relacao a intestinos controles. No entanto, ainda ndo existem estudos sobre esta
proteina em A. gambiae e trata-se de um gene promissor para futuras pesquisas.

Ha ainda grande importancia na determinacao da expressdo de FBN9, e novos
iniciadores devem ser desenhados para que seu envolvimento com a resposta imune seja

comprovado.
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6.4 Filogenia de FBN9

Entre os seis subgéneros incluidos no género Anopheles, Kerteszia,
Lophopodomyia, Nyssorhynchus e Stheomyia sdo encontrados somente na América do
Sul ''. O subgénero Cellia é encontrado somente no Velho Mundo e o subgénero
Anopheles ¢ cosmopolita ''. Os vetores brasileiros dos parasitas da malaria pertencem
principalmente ao subgénero Nyssorhynchus, embora algumas espécies estejam
incluidas em Kerteszia. As espécies estudadas neste trabalho (4. aquasalis, A. darlingi,
A. albitarsis e A. nuneztovari) fazem parte do subgénero Nyssorhynchus. Ja A. gambiae
pertence ao subgénero Cellia ''. A biogeografia destes subgéneros estd relacionada a
filogenia, e estudos morfologicos e moleculares utilizando rDNA, mtDNA e genes
nucleares de copia Gnica sugerem que Anophelinae possua origem monofilética, assim
como os subgéneros Cellia + Anopheles, € Nyssorhynchus + Kerteszia sdo considerados

. s 11,81
taxons irmaos

. Estudos indicam que a familia Anophelinae teve origem no Novo
Mundo, que a primeira irradiacdo do subgénero Anopheles teria ocorrido anteriormente
a perda da conexdo entre Africa e América do Sul, ha aproximadamente 95 milhdes de
anos, € como Cellia esta ausente no Novo Mundo, acredita-se que a irradiacdo deste
subgénero tenha sido desencadeada ap6s o Eoceno posterior '

O estudo filogenético de genes abordando espécies dos subgéneros
Nyssorhynchus e Cellia, se torna interessante visto que estes dois subgéneros, apesar de
possuirem biogeografias distintas, sdo parte de um grupo monofilético.

A analise bayesiana das sequéncias parciais do gene FBN9 sugere fortemente
dois grupos ou clados distintos, um formado pelos anofelinos brasileiros e outro pelos
anofelinos africanos. As relagdes entre as sequéncias dos anofelinos brasileiros foi
muito bem resolvida. Apesar das sequéncias dos anofelinos africanos representarem o
mesmo complexo de espécies, a relacao entre elas ndo foi totalmente resolvida (Figura
9).

As relagdes evidenciadas em nossa analise bayesiana ¢ comparavel as propostas
por Parmakelis e colaboradores (2008)"%. Nesse trabalho, os autores também realizaram
uma andlise bayesiana para comparar 60 sequéncias do gene FBN9 das 6 espécies do
complexo 4. gambiae. As andlises de MCMC foram realizadas em quatro cadeias (1
cold e 3 heated chains) por 3.000.000 geragoes, ¢ foi adotado o modelo GTR+gamma
(Comunicagdo pessoal). Além do numero de geracdes (1.500.000 versus 3.000.000), o
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J4

que diferencia nossa andlise da realizada nesse artigo ¢ o fato do nosso modelo
considerar os sitios invariantes (GTR+inv+gamma versus GTR+gamma).

O conjunto de dados analisados por Parkamelis e colaboradores (2008) '? inclui
alelos do gene FBN9, além de multiplos isolados das espécies selecionadas. Como em
nossos resultados, nas analises realizadas por Parkamelis e colaboradores (2008) 2, as
diferentes sequéncias de A. melas foram agrupadas (pp=0.99) assim como as de A4.
merus € A. quadriannulatus (pp=1). Os isolados de 4. gambiae e A. arabiensis formam
varios clados ao longo da 4rvore sugerindo que sua origem ndo seja monofilética . A
topologia da arvore obtida pela andlise bayesiana de sequéncias parciais do gene FNB9
do nosso trabalho (Figura 9) concorda com outra arvore gerada para as espécies de
anofelinos brasileiros publicada na literatura®®. Nesse artigo, os autores propdem uma
arvore filogenética para as 16 espécies de anofelinos brasileiros, vetores de malaria na
Amazonia, baseando-se no método de Neighbour-joining e usando-se as sequéncias de
ITS2. Nossos dados sdo congruentes com os de resultados de Marrelli e colaboradores
(2005) **, especialmente com relacdo ao clado formado por A. aquasalis e A.
nuneztovari.

Um estudo mais aprofundado e informacdes conclusivas sobre a congruéncia
entre as arvores dos distintos genes deve ser realizado utilizando-se sequéncias de
FBNO de todas as 16 espécies utilizadas no estudo de ITS2, além de abordar a mesma
metodologia para as duas analises.

Apesar desta aparente concordancia entre as relacdes apresentadas na arvore de
FBNO das espécies brasileiras e a arvore filogenética destas espécies, 0 mesmo nao se
observa para as espécies do complexo 4. gambiae, visto que a topologia encontrada na
arvore de FBN9 nao se reproduz na arvore proposta para a filogenia das espécies deste
complexo descrita por Besansky e colaboradores (1994) * propdem uma arvore
filogenética para algumas espécies do complexo 4. gambiae baseando-se nos dados de
DNA mitocondrial e ITS, e utilizando o método de maxima parsimonia. Nesta arvore,
A. gambiae ¢ A. arabiensis formam um grupo unico bem apoiado estatisticamente e
separado das demais espécies. Isso ndo € observado na arvore de FBN9 publicada por
Parkamelis e colaboradores (2008) ', na qual os isolados de A. gambiae ¢ A. arabiensis
encontram-se distribuidos em varios grupos da arvore como mencionado anteriormente.
Além disso, na arvore de FBN9, 4. merus e A. quadriannulatus formam um grupo
unico, que ndo ¢ corroborado pela arvore de espécies descrita por Besansky e

colaboradores (1994) ¥.
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Essa diferenca entre arvore de espécies e arvore de genes ocorre frequentemente

83,84

e tem sido amplamente discutida na literatura . Uma possibilidade de se contornar

este problema ¢é obtendo-se uma arvore de reconciliagio ¥,

Analises futuras, utilizando toda a sequéncia de FBN9 dos anofelinos brasileiros
devem ser realizadas para confirmacdo dos resultados e complementacao das
informagdes sobre as relacdes desta proteina entre as diferentes espécies. No entanto, os
resultados encontrados em nossas andlises, no que se refere aos anofelinos do complexo
A. gambiae, nas quais utilizamos apenas um fragmento de FBN9, ndo apresentaram
grandes diferencas com a topologia da arvore gerada por Parmakelis e colaboradores
(2008) '?, usando-se a sequéncia completa do gene. Isso indica que os resultados que
encontramos possuem informacdes importantes e provavelmente refletem a mesma
topologia da arvore gerada com toda a sequéncia, embora esta andlise ainda seja
extremamente necessaria em estudos posteriores.

A realizagdo deste trabalho indica interessantes relagdes entre FBN9 de
diferentes espécies e requer analises futuras para confirmagdo e adi¢do de informacgdes
aos resultados ja obtidos. Seria importante, por exemplo, repetir as anélises utilizando a
sequéncia completa do gene FBNO e ainda, utilizar mais espécies de vetores brasileiros
de malaria, com vdrios isolados de cada espécie. Outra possibilidade seria testar
diversos outros pardmetros e modelos para as andlises filogenéticas e comparar as
diversas topologias geradas.

A resposta imune ¢ formada pelo conjunto de diversos genes, que se relacionam
a diferentes processos relacionados a imunidade. Visto que na literatura, estudos sobre a
resposta imune nos anofelinos brasileiros sdo inexistentes, dados sobre FBN9, como sua
estrutura, conservagao e filogenia, fornecem informacdes valiosas que impulsionam o
aprofundamento do estudo desta proteina, bem como de outros genes descritos em
espécies do Velho Mundo.

Em conjunto, a realizagdo destas etapas poderia contribuir enormemente para a
melhor compreensdo da evolucdo do gene FBN9 em anofelinos e ampliar o

conhecimento da resposta imune em vetores brasileiros de malaria.
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7 CONCLUSOES

e As sequéncias parciais de FBN9 foram obtidas em A. aquasalis, A.
albitarsis, A. darlingi e em A. nuneztovari.

e As sequéncias de FBNO obtidas demonstram alto grau de conservagao
entre as proteinas das diferentes espécies.

e A razdo dN/dS das sequéncias parciais de FBN9 sugerem que presenca de
selecdo natural negativa, o que indica que esta proteina possa ter
importante fun¢@o e/ou estrutura.

e A arvore filogenética de FBNO realizada com as sequéncias obtidas e
sequéncias de FBNO das espécies do complexo A. gambiae obtidas nos
bancos de dados demonstram que os anofelinos brasileiros e os
anofelinos africanos formam dois grupos distintos e bem apoiados
estatisticamente.

e A expressdo de Tepl se mostrou maior em carcagas de mosquitos
infectados com P. vivax em relagdo a mosquitos nao infectados, o que
sugere um papel na resposta imune contra esta infec¢ao.

e A expressdo de TepX nao foi alterada nas carcagas de mosquitos
infectados, no entanto, nos intestinos destes mosquitos, TepX teve a
expressao induzida.

72



8 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

10.

11.

12.

13.

. Cox-Singh J, Singh B. Knowlesi malaria: newly emergent and of public health

importance? Trends Parasitol. 2008; 24 (9): 406-410.

WHO. World Malaria Report 2008.

Silveira AC, Rezende D F. Avaliacdao da estratégia global de controle integrado
da malaria no Brasil. Organiza¢do Pan-Americana de Satde; 2001.

WHO. World Malaria Report 2005.

Ministério da Saude. Situagdo Epidemiologica do Brasil 2008.

Consoli RAGB, Oliveira RL. Principais Mosquitos de Importancia Sanitaria no
Brasil. FIOCRUZ; 1994.

Marquardt WC, editor. Biology of Disease Vectors. 2* Edi¢do. Elsevier
Academic Press; 2004.

Rocha JAM, Oliveira SB, Pévoa MM, Moreira LA, Krettli AU. Malaria Vectors
in Areas of Plasmodium falciparum Epidemic Transmission in the Amazon
Region, Brazil. Rev. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2008; 78 (6): 872-877.

Scarpassa VM, Tadei WP, Suarez MF. Population structure and genetic
divergence in Anopheles nuneztovari (Diptera: Culicidae) from Brazil and
Colombia. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1999; 60 (6):1010-1018.

Herrera S, Suarez MF, Sanchez GI, Quinones ML, de Herrera M. Uso de La
técnica radioinmunoensayo IRMA em Anopheles de Colombia para La
deteccion de esporozoitos de Plasmodium. Colombia Medica 18: 2-6.

Krywinski J, Besansky NJ. Molecular systematics of Anopheles: from subgenera
to subpopulations. Annu. Rev. Entomol. 2003; 48: 111-139.

Parmakelis A, Slotman MA, Marshall JC, Awono-Ambene PH, Antonio-
Nkondjio C, Simard F, Caccone A, et al. The molecular evolution of four anti-
malarial immune genes in the Anopheles gambiae species complex. BMC
Evolutionary Biology 2008; 8: 79-93.

Tadei WP, Thatcher BD. Malaria Vectors in the Brazilian Amazon: Anopheles
of the Subgenus Nyssorhynchus. Rev. Inst. Med trop. S. Paulo 2000 Mar-Apr;
42 (2): 87-94.

73



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Tadei WP, Thatcher BD, Santos JM, Scarpassa VM, Rodrigues 1B, Rafael MS.
Ecologic observations on anopheline vectors of malaria in the Brazilian
Amazon. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1998; 59 (2): 325-335.

Zimmerman RH. Ecology of malaria vectors in the Americas and future
direction. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 1992; 87 (3): 371-383.

Deane L. Malaria Vectors in Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 1986; 81: 5-14.
Berti J, Zimmerman R, Amarista J. Adult abundance, biting behavior and parity
of Anopheles aquasalis, Curry 1932 in two malarious areas os Sucre State,
Venezuela. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 1993; 88 (3): 363-369.

Silva ANM, Santos CCB, Lacerda RNL, Santa Rosa EP, Souza RTL, Galiza D,
ET AL. Laboratory colonization of Anopheles aquasalis (Diptera: Culicidae) in
Belém, Par4, Brazil. J.Med.Entomol. 2006; 43 (1): 107-109.

Mirabello L, Conn JE. Population analysis using the nuclear white gene detects
Pliocene/Pleistocene lineage divergence within Anopheles nuneztovari in South
America. Med. Vet. Entomol. 2008; 22 (2): 109-119.

Wilkerson RC, Gaffigan TV, Lima JB. Identification of Species Related
Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis by Random Amplified Polymorphic
DNA-Polymerase Chain Reaction (Diptera: Culicidae). Mem. Inst. Oswaldo
Cruz 1995 Nov-Dec; 90 (6): 721-732.

Li C, Wilkerson RC. Identification of Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis
complex species (Diptera: Culicidae) using rDNA internal transcribed spacer 2-
based polymerase chain reaction primers. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2005 Aug;
100 (5): 495-500.

Lehr MA, Kilpatrick CW, Wilkerson RC, Conn, JE. Cryptic species in the
Anopheles  (Nyssorhynchus) albitarsis  (Diptera: Culicidae) complex:
Incongruence between Randon Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain
Reaction identification and analysis of mitochondrial DNA COI gene sequences.
Ann. Entomol. Soc. Am 2005; 98 (6): 908-917.

Li C, Wilkerson RC. Intragenomic rDNA ITS2 Variation in the Neotropical
Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis Complex (Diptera: Culicidae). Journal of
Heredity 2007; 98 (1): 51-59.

Marrelli MT, Floeter-Winter LM, Malafronte RS, Tadei WP, Lourenco-de-

Oliveira R, Flores-Mendoza C, et al. Amazonian malaria vector anopheline

74



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

relationships interpreted from ITS2 rDNA sequence. Medical and Veterinary
Entomology 2005; 19: 208-218.

Brochero HHL, Li C, Wilkerson RC. A Newly Recognized species in the
Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis complex (Diptera: Culicidae) from Puerto
Carreno, Colombia. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2007; 76 (6): 1113-1117.

Su X, Hayton K, Wellems T. Genetic linkage and association analyses for trait
mapping in Plasmodium falciparum. Mem Nature Review Genetics 2007 Jul; 8:
497-506.

Chen Y, Weng Z-H, Zheng L. Innate immunity against malaria parasites in
Anopheles gambiae. Insect Science. 2008; 15: 45-52.

Brennan JD, Kent M, Dhar R, Fujioka H, Kumar N. Anopheles gambiae salivary
gland proteins as putative targets for blocking transmission of malaria parasites.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000; 97 (25): 13859-13864.

Collins FH, Sakai RK, Vernick KD, Paskewitz S, Seeley DC, Miller LH, et al.
Genetic selection of a Plasmodium refractory strain of the malaria vector
Anopheles gambiae. Science 1986; 234: 607-610.

Blandin S, Levashina E. Mosquito immune responses against malaria parasites.
Current Opinion in Immunology 2004; 16: 16-20.

Levashina EA, Moita LF, Blandin S, Vriend G, Langueux M, Kafatos FC.
Conserved role of complement-like protein in phagocytosis revealed by dsRNA
knockout in cultured cells of the mosquito, Anopheles gambiae. Cell 2001; 104:
709-718.

Osta MA, Christophides GK, Kafatos FC. Effects of mosquito genes on
Plasmodium development. Science 2004; 303: 2030-2032.

Christophides GK, Zdobnov E, Barillas-Mury C, Birney E, Blandin S, Blass C,
et al. Immunity-related genes and gene families in Anopheles gambiae. Science
2002; 298: 159-165.

Levashina EA. Immune responses in Anopheles gambiae. Insect Biochemistry
and Molecular Biology 2004; 34: 673-678.

Hillyer JF, Christensen BM. Mosquito phenoloxidase and defensin colocaliza in
melanization innate immune responses. Journal of  Histochemistry and
Cytochemistry 2005; 53 (6): 689-698.

Michel K, Kafatos FC. Mosquito immunity against Plasmodium. Insect

Biochemistry and Molecular Biology 2005; 35: 677-689.

75



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Dimopoulos G, Miiller H-M, Levashina E, Kafatos FC. Innate immune defense
against malaria infection in the mosquito. Current Opinion in Immunology 2001;
13:79-88.

Osta MA, Christophides GK, Vlachou D, Kafatos FC. Innate immunity vector
Anopheles gambiae: comparative and funcional genomics. The Journal of

Experimental Biology 2004; 207: 2551-2563.

Dong Y, Aguilar R, Xi Z, Warr E, Mongin E, Dimopoulos G. Anopheles
gambiae immune responses to human and rodent Plasmodium parasite species.
Plos pathogens 2006; 2 (6): 513-525.

Danielli A, Kafatos FC, Loukeris TG. Cloning and characterization of four
Anopheles gambiae serpin isoforms, differentially induced in the midgut by
Plasmodium berghei invasion. The journal of biological chemistry 2003; 278
(6): 4184-4193.

Michel K, Suwanchaichinda C, Morlais I, Lambrechts L, Cohuet A, Awono-
Ambene PH, et al. Increased melanizing activity in Anopheles gambiae does not
affect development of Plasmodium falciparum. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2006; 103 (45): 16858-16863.

Abraham EG, Pinto SB, Ghosh A, Vanlandingham DL, Budd A, Higgs S, et al.
An immune-responsive serpin, SRPN6, mediates mosquito defense against
malaria parasites. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005; 102 (45): 16327-16332.
Gregorio E, Spellman PT, Tzou P, Rubin GM, Lemaitre B. The Toll and Imd
pathways are the major regulators of the immune response em Drosophila.
EMBO J 2002; 21(11): 2568-2579.

Hoffmann JA, Reichhart J-M. Drosophila innate immunity: an evolutionary
perspective. Nature Immunology 2002; 3 (2): 121-126.

Barillas-Mury C, Han YS, Seeley D, Kafatos FC. Anopheles gambiae Ag-STAT,
a new insect member of the STAT family, is activated in response to bacterial
infection. EMBO J 1999; 18 : 959-967.

Vizioli J, Bulet P, Hoffmann JA, Kafatos FC, Muller H-M, Dimopoulos GG. A
novel immune responsive antimicrobial peptide from the malaria vector
Anopheles gambiae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001; 98 (22): 12630-12635.
Blandin S, Levashina EA. Thioester-containing proteins and insect immunity.

Molecular Immunology 2004; 40: 903-908.

76



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Moita LF, Wang-Sattler R, Michel K, Zimmermann T, Blandin S, Levashina
EA, Kafatos FC. In vivo identification of novel regulators and conserved
pathways of phagocytosis in A. gambiae. Immunity 2005; 23: 65-73.
Stroschein-Stevenson SL, Foley E, Farrell PH, Johnson AD. Identification of
Drosophila gene products required for phagocytosis of Candida albicans. PloS
Biol 4 2006; 87-99.

Zhang H, Song L, Li C, Zhao J, Wang H, Gao Q, et al. Molecular cloning and
characterization of a thioester-containing protein from Zhikong scallop Chlamys
farreri. Molecular Immunology 2007; 44: 3492-3500.

Blandin S, Shiao S-H, Moita L F, Janse C J, Waters AP, Kafatos FC, Levashina
EA. Complement-like protein TEP1 is a determinant of vectorial capacity in the
malaria vector Anopheles gambiae. Cell 116: 661-670, 2004.

Obbard DJ, Callister DM, Jiggins FM, Soares DC, Yan G, Little TJ. The
evolution of TEP I, an exceptionally polymorphic immunity gene in Anopheles
gambiae. BMC Evolutionary Biology 2008; 8: 274-284.

Shahabuddin M, Kaidh T, Aikawa M, Kaslow DC. Plasmodium gallinaceum:
mosquito peritrophic matrix and the parasite-vector compatibility. Experimental
Parasitology 1995; 81: 386-393.

Barillas-Mury C, Wizel B, Han YS. Mosquito immune responses and malaria
transmission: lessons from insect model systems and implications for vertebrate
innate immunity and vaccine development. Insect Biochemistry and Molecular
Biology 2000; 30: 424-442.

Beaty BJ, Marquardt WC, editores. Biology of Disease Vectors. University
Press of Colorado; 1996.

Porter CH, Collins FH. Species-diagnostic differences in a ribosomal DNA
internal transcribed spacer from sibling species Anopheles freeborni and
Anopheles hermsi (Diptera: Culicidae). Am. J. Trop. Med. Hyg. 1991; 45: 271-
279.

Technical Manual pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems. Promega.
Revised 5/07.

Van Die IM, Bergmans HE, Hoekstra WP. Transformation in Escherichia coli:
studies on the role of the heat shock in induction of competence. J. Gen.

Microbiol. 1983; 129(3): 663-670.

77



59.

60.

61.

62.

63.

64.
65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Ewing B, Hillier L, Wendl M, Green P. Basecalling of automated sequencer
traces using phred. I. Accuracy Assessment. Genome Research 1998; 8: 175-
185.

Gordon D, Abajian C, Green P. Consed: a graphical tool for sequence finishing.
Genome Research 1998; 8: 195-202.

http://www.ensembl.org

Rutherford K, Parkhill J, Crook J, Horsnell T, Rice P, Rajandream MA, et al.
Artemis: sequence visualization and annotation. Bioinformatics 2000; 16: 944-
945.

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ. CLUSTAL W: improving the sensitivity
of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,
position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res.
1994; 22(22): 4673-4680.

http://www.kazusa.or.jp/codon

Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. MEGA 4: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0 Molecular Biology and
Evolution 2007; 24: 1596-1599.

Nei M, Gojobori T. Simple methods for estimating the numbers of synonymous
and nonsynonymous nucleotide substitutions. Mol. Biol. Evol. 1986; 3(5): 418-
426.

Jukes TH, Cantor CR. Evolution of protein molecules. Mammalian protein
metabolism. Academic Press, New York, 1969.

Gentile C, Lima JB, Peixoto AA. Isolation of a fragment homologous to the rp49
constitutive gene of Drosophila in the Neotropical malaria vector Anopheles
aquasalis (Diptera: Culicidae). Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2005; 100(6): 545-
547.

Rychlik W, Rhoads RE. A computer program for choosing optimal
oligonucleotides for filter hybridization, sequencing and in vitro amplification of
DNA. Nucleic Acids Res. 1989; 17: 8543-8551.

ABI PRISM 7000 sequence detection System — User guide. Applied Biosystems,
2003.

Guide to performing relative quantification of gene expression using real-time

quantitative PCR. Applied Biosystems, 2008.

78



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Hall TA. Bioedit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids, Symp. Ser 1999; 41: 95-
98.

Maddison DR, Swofford DL, Maddison WP. Nexus: an extensible file format
for systematic information. Syst Biol 1997 Dec; 46(4): 590-621.

Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F, Higgins DG. The
CLUSTAL X windows interface: flexible stratagies for multiple sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res. 1997; 25(24):
4876-4882.

Huelsenbeck JP, Ronquist F. MRBAYES: Bayesian inference of phylogenetic
trees. Bioinformatics. 2001; 17(8): 754-755.

http://mrbayes.csit.fsu.edu/wiki

Blast Guide. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/guide.html

Zhang H, Song L, Li C, Zhao J, Wang H, Gao Q, et al. Molecular cloning and
characterization of a thioester-containing protein from Zhikong scallop Chlamys
farreri. Molecular Immunology 2007; 44: 3492-3500.

Sackton TB, Lazzaro BP, Schlenke TA, Evans JD, Hultmark D, Clark AG.
Dynamic evolution of the innate immune system in Drosophila. Nature Genetics
2007; 39(12): 1461-1468.

Cohuet A, Krishnakumar S, Simard F, Morlais I, Koustsos A, Fontenille D, et al.
SNP discovery and molecular evolution in Anopheles gambiae, with special
emphasis on innate immune system . BMC Evolutionary Biology 2008; 9: 227.
Krywinski J, Wilkerson RC, Besansky NJ. Toward Understanding Anophelinae
(Diptera, Culicidae) phylogeny: Insights from nuclear single-copy genes and the
weight of evidence. Sist. Biol. 2001; 50(4): 540-556.

Besansky NJ, Powell JR, Caccone A, Hamm DM, Scott JA, Collins FH.
Molecular Phylogeny of the Anopheles gambiae complex suggests genetic
introgression between principal malaria vectors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1994 Jul; 91: 6885-6888.

Rosenberg NA. The Probability of Topological Concordance of Gene Trees and
Species Tress. Theoretical Population Biology 2002; 61: 225-247.

79



84. Arvestad L, Berglund AN, Lagergren J, Sennblad B. Bayesian gene/species tree
reconciliation and orthology analysis using MCMC. Bioinformatics 2003; 19(1):
7-15.

80



	Sabrina Barbosa de Oliveira
	Sabrina Barbosa de Oliveira
	Oliveira, Sabrina Barbosa de.
	Estudo de genes relacionados à resposta imune de vetores brasileiros de Plasmodium vivax / Sabrina Barbosa de Oliveira. – Belo
	1. Malária Vivax/transmissão 2. Plasmodium vivax/parasitologia 3. Anopheles/parasitologia 4. Anopheles/imunologia I. Título. I



