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Resumo:

A malaria € uma parasitose causada pelo protozoario Plasmodium, transmitida por meio da picada do
mosquito fémea que pertence ao género Anopheles, Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera
¢ Familia Culicidae, que inclui todos os vetores conhecidos da malaria humana. A caracterizagdo de
genes de interesse de mosquitos de importancia epidemiologica, para o conhecimento de aspectos
biolodgicos, evolutivos e controle vetorial tem sido realizada nas Gltimas décadas. Nesse sentido, o
sequenciamento de genomas tém permitido comparagdes entre sequéncias génicas de anofelinos,
como o Anopheles gambiae, principal vetor da malaria na Africa, A. darlingi, vetor primario no
continente sul-americano. Citam-se também o A. aegypti, transmissor dos virus zica (zika),
chicungunha (chikungunya) e dengue, e de Culex quinquefasciatus, vetores de arboviroses e
filariose, respectivamente. O supercontig mef2 foi estudado, para uma melhor compreensdo da
variabilidade cromossomica de 4. darlingi. Os resultados mostraram o localiza¢do cromossomica de
mef2 na regido 43C, brago 3L. ApoOs exaustiva busca do gene mef2 em bancos gendmicos publicos,
este foi pouco estudado acerca de sua fungdo. As proteinas mef2 do fator potenciador de midcitos
incluem os genes miosina, tropomiosina I e MLP60A, os quais regulam musculos especificos. As
proteinas de Mef2 sao uma familia de fatores de transcri¢do que, por meio do controle da expressao
génica, regulam a diferenciagdo celular e desempenham um papel critico no desenvolvimento
embrionario, como registrado em Drosophila melanogaster. O mapeamento fisico cromossomico, do
gene mef2, importante fator de transcrigdo, em A. darlingi, auxiliard estudos ‘posteriores na
compreensdao da estrutura e organizagdo do genoma e variabilidade cromossomica desse vetor

primario de parasitos da malaria, especialmente na Amazonia.
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INTRODUCAO

A maléria é uma parasitose causada pelo protozodrio Plasmodium, transmitida por meio da
picada do mosquito fémea que pertence ao género Anopheles, Filo Arthropoda, Classe Insecta,
Ordem Diptera e Familia Culicidae, que inclui todos os vetores conhecidos da maldria humana. Em
2016 foram registrados 212 milhdes de casos da doenca no mundo, onde as criangas menores de
cinco anos representaram cerca de 70% de todas as mortes por maléria (WHO, 2016). Na América
do Sul, o Brasil apresenta o maior nimero de casos (50,7%), com aproximadamente um milhdo de
ocorréncias (SIVEP-Malaria, 2013), notadamente na Amazonia, com cerca de 99% dos casos da

doenga (MS, 2014).

O A. darlingi é o principal transmissor de parasitos da maléria na América do Sul. Apresenta
cariétipo com 2n=6 cromossomos, com os autossomos (II e III) e um par de CromossoOmos Sexuais
heretomérficos (XX/XY), segundo (Rafael & Tadei, 1998). Os nicleos politénicos tém o autossomo
2 (braco 2R e brago 2L), autossomo 3 (braco 3R e brago 3L) e o cromossomo sexual X (Kreutzer ef
al., 1972; Rafael et al., 2010).

Considerando o método de FISH (Fluorescente in situ hybridization), que consiste no
emparelhamento de determinado segmento de DNA/DNA, RNA/RNA ou DNA/RNA (sonda) com
uma sequéncia complementar de nucleotideos em amostra alvo, esta é uma ferramenta ftil para
identificar genes especificos em regides cromossomicas (Guerra, 2004). Esse método tem sido
empregado em mosquitos, para estudar a variabilidade, evolucdo cromossdmica e sintenia génica,
caracterizada pela conservagdo na ordem e contetido génico (Sharakhov et al., 2002; Bridi et al.,
2013).

A caracterizacio de genes de interesse de mosquitos de importincia epidemioldgica, para o
conhecimento de aspectos biolgicos, evolutivos e controle vetorial tem sido realizada nas dltimas
décadas. Neste se;ntido, o sequenciamento de genomas tém permitido comparagdes entre sequéncias
génicas de anofelinos, como o Anopheles darlingi, vetor primario no Brasil e no continente sul-
americano, o Anopheles gambi, principal vetor de protozodrios causadores da maldria na Africa, o
Aedes aegypti, transmissor dos virus zika, chikungunya e dengue, e Culex quinquefasciatus, vetor de

arboviroses e filarioses.
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Sequéncias de interesse do genoma e transcriptoma de 4. darlingi tém sido mapeadas em
cromossomos politénicos desse mosquito, tais como, os genes actina (Bridi ef al., 2013), miosina e
arrestina (Grangeiro, 2013), GNBP (Bridi & Rafael 2016) e vitelogenina (Azevedo et al., 2015), por
meio do método de FISH.

A sequéncia do superContig MADS (familia de fatores de transcricdo = box transcription
enhancer factor 2 (mef2)) do genoma de A. darlingi (Rafael, dados ndo publicados) apresenta
similaridade com A. gambiae (AgaP_ENSANGG00000023374). Também em Drosophila
melanogaster, o gene mef2 foi descrito com a funcio de responder a sinais extracelulares e ativar
fatores genéticos, que controlam a diferenciagdo celular, sendo essencial para o desenvolvimento da
musculatura larval desse mosquito. O promotor de transcricio MADS é uma regido de 56
aminoacidos conservada encontrada dentro do dominio de ligagdo ao DNA de diversos organismos

eucariotos (Shore & Sharrocks, 1995).

A literatura ndo registra mapeamento fisico do gene mef2 em cromossomos de A. darlingi.
No presente estudo, o SuperContig mef2 do genoma de A. darlingi serd mapeado in situ, para
preencher gap (lacuna) na descrigdo do genoma deste mosquito e, também, conhecer a evolucdo do

Supercontig mef2 em seus cromossomos politénicos.

MATERIAL E METODOS
2.1 Captura de Material
As capturas de 4. darlingi foram realizadas em Manaus: Madeireira Portela (S 03° 05 19> 5°°

e W 05° 98 92’ 62°°), Puraquequara (Figura 1). A identificag@o foi realizada, segundo Consoli &
Lourenco-de-Oliveira (1994), Faran & Linthicum (1981) e Forattini (1962).
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Figura 1. Mapa da 4rea de estudo e imagem do local de coleta. Fonte: criadouro de mosquito no Bairro

Puraquequara, AM (Guimaraes, 2014).

2.2 Preparacdes de liminas com cromossomos politénicos de A. darlingi

As preparagdes citolégicas dos cromossomos politénicos de A. darlingi foram realizadas,
segundo French et al. (1962) e Kumar e Collins (1994), com modificacoes para A. darlingi (Rafael et
al. 2004). As Larvas de 4° estddio foram utilizadas para as preparagdes cromossdmicas, a partir de
glandulas salivares extraidas do protérax sobre as quais foram adicionados os fixadores I (1,5 mL E

Carnoy: 5 mL 4gua destilada), I (2 mL Carnoy: 2 mL 4gua destilada) e III (2 mL 4cido latico 90%: 2

mL 4gua destilada).
Sobre os cromossomos foi adicionada laminula siliconizada e o material esmagado entre

lamina e laminula (Figura 2).

+(1,5mL Carnoy: 5 mL agua
destilada),

P (1 mL acido latico 90%: 1
mL agua destilada).

Figura 2. Preparagdes de liminas com cromossomos politénicos de 4. darlingi
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As laminas foram transferidas para refrigerador a 4 °C, em um recipiente com papel toalha
umedecido com 4gua destilada, por 12 horas. Em seguida, as laminulas foram removidas em
nitrogénio liquido e foram desidratadas em Etanol a 50%, 70%, 90% e 100%, por 5 minutos, cada.

Ap6s secagem das laminas, estas, foram mantidas em refrigerador a 20°C negativos.

2.3. Hibridizac¢#o in situ Fluorescente- FISH
2.3.1 Marcacéo do SuperContig mef2 de A. darlingi por Nick Translation System(Invitrogen)

A sequéncia do SuperContig mef2 de A. darlingi estd clonado em um fosmideo, inserido no
vetor de clonagem pCMV SPORT6 (INVITROGEN) foi obtido do genoma desse mosquito,
disponivel no Laboratério de Citogenética, Gendmica e Evolucao de Mosquitos, COSAS,INPA,

Manaus — AM e foi marcado como sonda, com o kit Nick translation (Enzo cat. n° 42710-16).

Em um microtubo (1,5 mL) foram adicionados 2,5 pL de tampao 10x DNA-polimerase, 2,0

uL dNTP (minus dATP) mix; BSA 0.5 mg/mL, DNA (500 nga 1 pg), 1,0 uL Cye’r dUTP

(Amersham™), DNAse I (0.02U), 2,0 uL. DNA Polimerase e completado o volume total para 25 uL
dgua Milli - Q autoclavada. A sonda foi incubada 15 °C, por 2h30 min. A sonda foi homogeneizada e
mantida 16°C, 3 horas.

2.3.2 Purificacio da sonda

DNA de Salmon (1/10) do volume total da sonda e NaAc (3M) foram adicionados. A sonda
foi purificada com Etanol (100% PA) a 1/10 do volume total da reagdo; Acetato de Sédio a 3M. A
sonda foi mantida a 80 °C negativos overnight. O material foi centrifugado a 4° C, 14,000 rpm, 10
min. O sobrenadante descartado e o0 DNA fosmidial foi desidratado e diluido em solucdo de
Hibridizagdo 2x (0.2 g Sulfato Dextran + Formamida ultra pura+ H20 + 20 x SSC) previamente

aquecida a 37°C. O material foi misturado e centrifugado antes do uso.

2.3.3 Pré-tratamento das laminas

As ldminas depois de mergulhadas em tampao PBS 1X, durante 20 minutos foram
transferidas para solucéo de paraformaldeido 4%, por 1 minuto, para desnaturagdo dos cromossomos.

As laminas foram desidratadas em etanol 50%, 70%, 90% e 100%, por 5 minutos. Foram secas ao ar
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em temperatura ambiente. As laminas foram mergulhadas em banhos de PBS 1X, por 20 minutos;

paraformaldeido 4%, por 1 minuto e de etanol a 50%, 70%, 90% e 100% (5 min).

2.3.4 Desnaturaciio da sonda e DNA cromossomal

Foram adicionados em um tubo de 1,5 mL 10 pL da sonda marcada com Cyf:3 (DNA na
concentragio final 0,5 ug/uL a 1 ug/ul) e 20 pL de Sulfato Dextran 20% (em formamida) pré-
aquecidos a 42°C. O contetido da sonda foi misturado por centrifugacdo brevemente. As laminas
foram aquecidas a 90 °C, por 5 segundos e, imediatamente a sonda (30 pL) foi adicionada sobre a
lamina e coberta com laminula 22x22 mm. O DNA cromossomal e a sonda foram desnaturados a 90

°C, por 10 minutos. (Figura 3)

2.3.5 Hibridizacéo in situ fluorescente

As laminas foram transferidas para cAmara dmida com tampdo 2XSSC, pré-aquecidas e
incubadas a 37°C, por 18 horas. Posteriormente, as laminas foram lavadas, removendo as laminulas
em 0,2X SSC em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram banhadas em tampao 0,2X
SSC a 37°C, 20 minutos. A tltima lavagem foi feita com o tampao 0,2X SSC em temperatura

ambiente, por 20 minutos.

Figura 3: Desnaturacio da sonda

2.4. Detecgdo dos sinais:
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Os cromossomos foram corados em 30 uL de solugdo YOYO 10X (Invitrogen — 895247, USA)
diluidos em 270 uL de PBS 1X, em seguida adicionados 100 uL em cada lamina, e cobertas com
parafilme. As ldminas permaneceram em T.A, por 10 minutos, logo ap6s o parafilme foi removido
com jatos de PBS 1x. Posteriormente foram adicionados 10 uL de Prolong Gold antifade (Life —
P36934, USA) e adicionada uma laminula de 22x22mm. As laminas permaneceram a T.A, durante

10 minutos. Posteriormente mantidas a 4°C e protegidas da luz.

2.5. Microfotografias:

Os cromossomos politénicos foram fotografados com maquina fotogrificos digitais e
analisados em microscépio de luz Axioplan Zeiss, campo claro com objetiva de 40x e 100x(com 6leo

de imersao) e ocular projectiva 10x/25.

3. Resultados

O Blastx da sequéncia do gene mef2 de A. darlingi (https://www.vectorbase.org/), apos a

anotacao, foi realizado como segue:

FEATURES Localizagao / qualificadores fonte 1..33303

/ Organismo = "Anopheles darlingi"
/ Db_xref = "taxon: 43151"

complemento gene (contig_15: 2631..6745)
/ Gene = ADAC002704
/ Nota = "MADS-box transcri¢ao fator potenciador 2,
invertebrados [Fonte: Projetada de Anopheles gambiae
(AGAP007608) VB descrigao externa; Prec: AGAP007608] "

mRNA join (complemento (657..710), complemento (373..576)

Por meio do método de FISH foi obtido o sinal fluorescente do supercontig mef2 (sonda

Pb22b) de A. darling,. O gene mef2 mapeou em um {nico sitio do braco cromossémico 3L, regiao

6
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43C (figura 5). As regides entre as segoes 43C e 42C indicam possiveis pontos de interrupcoes de

inversdo heterozigética. (Rafael et al., 2010).

A figura 5 mostra 0 mapeamento fisico do gene mef2 no cromossomo 3 (brago 3L), segundo
o fotomapa de 4. darlingi (Rafael et al., 2010).

e e A SR R a4 o ;
alelni =

Figura 5. A: Mapeamento do gene mef2 no Cromossomo politénico 3L, regido 43C de 4. darlingi (seta).Figura B: Cromossomo 3
(brago 3L). Figura C: fotomapa de 4. darlingi (Rafael et al. 2010), mostrando a localizagdo do gene mef2, regido 43C (seta).

A anilise dos resultados foi realizado segundo o fotomapa de 4. darlingi (Rafael et al., 2010),

ferramenta essencial para confirmagao da localizagao da regido hibridizada( Figura 6).
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Figura 6. mostra a localizacéo fisica do gene mef2 no fotomapa de 4. darlingi (Rafael et al., 2010).
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4. Discussio

Em A. darlingi, estudos acerca do mapeamento in situ cromossomico de sequéncias génicas
sdo escassos. Cita-se 0 mapeamento do DNAr (pDm 238) (Rafael et al, 2003), Hsp70 (Rafael ef al.,
2004), actina (Bridi et al., 2013), miosina e arrestina (Grangeiro d¢ GNBP Gran-negative biding
protein) (Bridi er al., 2015) que permitiram determinar padroes e mecanismos para evolugao
cromossdmica populacional desse mosquito. Pode-se observar que, em mosquitos de maneira geral, a
principal resposta a pressdes ambientais € o surgimento de inversdes cromossomicas, estudado
amplamente em anofelinos (Tadei e al., 2016; Cornel et al., 2016). Considerando as inversoes, estas
ocorrem quando um cromossomo é rompido em dois pontos e reorganiza-se de forma invertida. Sao
mais facilmente reconheciveis em cromossomos politénicos de dipteros (Guerra, 1988).

O mapeamento fisico do supercontig mef2 foi utilizado neste estudo, para uma melhor
compreensdo da variabilidade cromossdmica de 4. darlingi. Ap6s exaustiva busca do gene mef2 em
bancos gendmicos publicos, este foi pouco estudado acerca de sua fungdo. Shore & Sharrocks,1995;
Stronach et al.,1999 mostraram que as proteinas mef2 do fator potenciador de midcitos incluem os
genes miosina, tropomiosina I e MLP60A, os quais regulam misculos especificos. Mef2 sdo uma
familia de fatores de transcrigdio que, por meio do controle da expressdo génica, regulam a
diferenciagdo celular e desempenha um papel critico no desenvolvimento embrionario, como
registrado em Drosophila melanogaster Em organismos adultos, as proteinas mef2 medeiam a
resposta ao estresse em alguns tecidos (Bour ef al., 2000). Na literatura, ndo foi encontrado nenhum
registro do mapeamento fisico cromossomico desse gene, por FISH, para anilise comparativa com 0
resultado encontrado em A. darlingi. Neste mosquito, o sitio de marcacdo de Mef2 na regiao de
inversdo (43C), braco 3L, indica alguma influéncia de aspectos ambientais na expressao desse gene
ja que na localidade Madeireira Portela, Puraquequara, AM, ocorre influéncia do ciclo de cheia e
vazante da regido, anualmente. Durante a subida das dguas surgem mais criadouros, 0 que torna os
ambientes diversificados, e os mosquitos precisam se adaptar a essas condigdes naturais,

Este estudo foi ttil para mapear fisicamente o gene Mef2 nos cromossomos de 4. darlingi,
considerando que este gene estd envolvido no sistema muscular somético e Iﬁiogénese desse

mosquito.

Apoio Financeiro: Realizacéo:

.?..
fcneg g:};z‘,g “trea

INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS DA AMAZONIA

MINISTERIO DA
C O C P CIENCIA, TECNOLOGIA,
cooroINAGRS oF INOVACOES E COMUNICAGOES
cAraciTAcho O VERNG ¥ D eER A\

[ p——




PROGRAMA DE INICIAGCAO CIENT{FICA DO INPA
RELATORIO FINAL

5. CONCLUSAO

O mapeamento fisico cromossdmico, do gene mef2, importante fator de transcri¢ao, na regiao
de invers@o 43 C (braco 3L) de A. darlingi, auxiliard estudos posteriores na compreensao da estrutura
e organizacao do genoma e variabilidade cromossdmica desse vetor primério de parasitos da maléria,

especialmente na Amazonia.
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