UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA

RELATORIO FINAL

LARISSA PAOLA RODRIGUES VENANCIO

QUIESCENCIA EM AEDES AEGYPTI: AVALIACAO DO PERFIL
TRANSCRICIONAL DE ELEMENTOS ENVOLVIDOS COM O
METABOLISMO REDOX E BIOTRANSFORMACAO E RELACAO
COM RESISTENCIA METABOLICA

Barreiras, BA
Fevereiro
2023



Este trabalho foi realizado com financiamento privado da Associa¢ao Baiana de
Produtores de Algodao (ABAPA) e financiamento publico da Fundacéo de Amparo a
Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB), sendo executado no Laboratério de Agentes

Infecciosos e Vetores (LAIVE), sob responsabilidade do Nucleo de Estudos em Agentes
Infecciosos e Vetores (NAIVE) e Grupo de Estudos em Genética Molecular (GEGMol)
(UFOB)



RESUMO

Aedes aegypti € uma espécie de grande relevancia para saude publica, visto que apresenta
distribuicdo global e papel central na transmissédo de arboviroses como a dengue, zika e
chikungunya. Atualmente é o principal vetor de arboviroses no Brasil e possui estratégias que
facilitam sua perpetuacédo e distribuicdo no ambiente como a quiescéncia, por exemplo, que
possibilita a sobrevivéncia do embrido quando este é submetido a condi¢cdes ambientais
adversas. Este estudo teve como objetivo analisar o perfil transcricional de genes envolvidos
com o metabolismo redox em associacao a quiescéncia em mosquitos adultos de Aedes aegypti,
como glutationa sintetase (GS); glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD); glutationa S-
transferase (GST); glutationa peroxidase (GPx); Catalase (CAT); Superoxido dismutase
(SOD); Tiorredoxina (TRX), Tiorredoxina Redutase (TRXR); Peroxirredoxina 2 (PRX2;
NRF2/Cap 'n’collar;, Nuclear Kappa (NF-kB) e FOXO. Para tanto, foram analisados cinco
periodos distintos de quiescéncia, tempos 0, 30, 60, 90 e 120 dias, respectivamente. A coleta de
espécimes foi realizada no bairro Morada da lua, cidade de Barreiras, Bahia. O estudo envolveu
a anélise de pelo menos 5 pools de individuos adultos,10 animais por pool. As analises das
expressdes de genes foram realizadas por meio da técnica de RT-gPCR. Os resultados
indicaram alteragdes significativas para os genes NF-KB, FOXO, SOD2, GPx, TRX, TRXR,
PRX2, CAT, GSTS1, GSTx2 e G6PD. Em contrapartida, ndo foram constatadas diferencas
significativas para NRF2/Cncc, SOD1, GSTe e GS. Logo, diferentes periodos de dorméncia
podem influenciar diretamente a resisténcia metabolica do artropode, intervalos curtos de
quiescéncia modularam a expressao de NF-KB, FOXO, SOD2, GPx, PRX2 e TRX. Enquanto
periodos longos influenciaram a expressdo de G6PD, CAT e GSTsl1. Os resultados também
apontaram a existéncia de correlacdes entre os dados de expressao génica entre as variaveis e
entre os tempos de quiescéncia. NRF2/Cncc apresentou correlacdo forte e positiva com a
expressdo de SOD2, GSTs1, TRX e PRX2. Os dados revelam a influéncia do processo de
quiescéncia sobre a modulacdo do metabolismo redox do artropode e caracteriza a espécie como
POS positiva, especialmente pela modulacéo dos genes que codificam para G6PD e PRX2. A
populacdo de A. aegypti analisada apresenta mecanismos adaptativos, envolvendo modulagédo
génica, associados com o0 processo de quiescéncia que permitem a sobrevivéncia e reproducgéo
da espécie diante de condi¢bes ambientais adversas no Cerrado, em associa¢do ao periodo de
chuvas e estiagem.

Palavras-chaves: Quiescéncia. Hipometabolismo. Metabolismo oxidativo. Antioxidantes. RT-
gPCR. Mosquito da Dengue. Adaptacao.



ABSTRACT

Aedes aegypti is a species of great relevance to public health, as it has a global distribution and
a central role in the transmission of arboviruses such as dengue, zika and chikungunya. It is
currently the main vector of arboviruses in Brazil and it has strategies that facilitate its
perpetuation and distribution in the environment, such as quiescence, for example, which
enables the survival of the embryo when it is subjected to adverse environmental conditions.
This study aimed to analyze the transcriptional profile of genes involved in redox metabolism
in association with quiescence in adult Aedes aegypti mosquitoes, such as glutathione
synthetase (GS); glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD); glutathione S-transferase
(GST); glutathione peroxidase (GPx); Catalase (CAT); Superoxide dismutase (SOD);
Thioredoxin  (TRX), Thioredoxin Reductase (TRXR); Peroxiredoxin 2 (PRX2;
NRF2/Cap'n'collar; Nuclear Kappa (NF-kB) and FOXO. For that, five distinct periods of
quiescence were analyzed, times 0, 30, 60, 90 and 120 days, respectively. The collection of
species was carried out in the Morada da Lua neighborhood, city of Barreiras, Bahia. The study
involved the analysis of at least 5 pools of adult individuals, 10 animals per pool. The gene
expression analyzes were performed using the RT- gPCR. The results indicated significant
alterations for the NF-KB, FOXO, SOD2, GPx, TRX, TRXR, PRX2, CAT, GSTS1, GSTx2 and
G6PD genes. In contrast, no significant differences were found for NRF2/Cncc, SOD1, GSTe
and GS. Therefore, different periods of dormancy can directly influence the metabolic
resistance of the arthropod, short gaps of quiescence modulated the expression of NF-KB,
FOXO, SOD2, GPx, PRX2 and TRX. While long periods influenced the expression of G6PD,
CAT and GSTsl.The results also indicated the existence of correlations between gene
expression data between variables and between quiescence times. NRF2/Cncc showed strong
and positive correlation with the expression of SOD2, GSTs1, TRX and PRX2. The data reveal
the influence of the quiescence process on the modulation of the arthropod's redox metabolism
and it characterizes the species as positive POS, especially for the modulation of the genes that
it codifies for G6PD and PRX2. The population of Aedes aegypti analyzed presents adaptive
mechanisms, involving gene modulation, associated with the quiescence process that they allow
the survival and reproduction of the species in the face of adverse environmental conditions in
the Cerrado, in association with the rainy and dry season.

Keywords: Quiescence. Hypometabolism. Oxidative metabolism. Antioxidants. RT-qPCR.
Dengue mosquito. Adaptation.
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LISTA DE SIGLAS

EROs: ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO.
ERN — ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO.
GSH - GLUTATIONA REDUZIDA.

GSSG - GLUTATIONA OXIDADA.

GR - GLUTATIONA REDUTASE.

GS - GLUTATIONA SINTETASE.

CAT - CATALASE.

SOD — SUPEROXIDO DISMUTASE.

SOD1 - MnSOD.

. SOD2 — CuZnSOD.
. GST — GLUTATIONA S-TRANSFERASE.

. GPx- GLUTATIONA PEROXIDASE.

. TRX — TIORREDOXINA.

. TRXR — TIORREDOXINA REDUTASE.

PRX — PEROXIRREDOXINA 2.

. G6PD - GLICOSE 6-FOSFATO DESIDROGENASE.

. 02" - RADICAL SUPEROXIDO.

. OH" - RADICAL HIDROXILA.

H,0, — PEROXIDO DE HIDROGENIO.

. 02— OXIGENIO.

. FOXO - CLASSE DE CAIXA FORKHEAD O.

. Cnc - FATOR DE TRANSCRICAO CAP’N’COLLAR.

NRF2 - FAMILIA CAP’N’COLLAR.

. Cncc - familia cap’n’collar em Aedes aegypti.

NF-KB - fator de transcricdo nuclear kappa B.

. OMS — ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE.

. CS—CUTICULA SEROSA.

DENV — VIRUS DA DENGUE.

POS — PREPARO PARA O ESTRESSE OXIDATIVO.

. Cq— CICLO DE QUANTIFICACAO.

. PCR - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE.

. qPCR — REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL.

. NADPH — FOSFATO DE DINUCLEOTIDEO DE NICOTINAMIDA E ADENINA
REDUZIDO.

34. DNA - ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO.

35

. RNA - ACIDO RIBONUCLEICO.
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1. INTRODUCAO

O Aedes aegypti € uma espécie de inseto de grande relevancia para a sociedade, pois
apresenta distribuicdo global e papel central na transmissdo de doencas arbovirais, a exemplo
da febre amarela, dengue, chikungunya e zika (OLIVA, 2018). Geralmente tem habitos diurnos,
antropofilico e principalmente urbano. Por ainda ndo haver vacinas aprovadas para utilizacéo e
controle das arboviroses mencionadas, o combate ao mosquito é a principal medida no controle
de enfermidades transmitidas por essa especie (BRASIL, 2022; OPAS, 2022; LIMA, 2021;
DINIZ, 2018; CHEN et al., 2012).

Sdo insetos que picam durante todo o periodo diurno, ao contrario do mosquito comum
(Culex sp), que realiza a ingestdo de sangue apds as 18 horas e durante a noite. O A. aegypti
mede menos de um centimetro, apresenta cor café ou preta e listras brancas (DUTRA, 2016). E
uma espécie oportunista e cosmopolita, encontrada principalmente nos trépicos; como
consequéncia, mais de 60% da populacdo mundial estd em risco de contrair algum arbovirus
transmitido por esses insetos (BRASIL, 2022; BRADY; HAY, 2020; FARNESI et al., 2015;
DEGALLIER; SA, 2015).

Atualmente, sabe-se que existe uma relacdo metabdlica importante entre a resisténcia a
xenobioticos, como compostos de controle vetorial, a capacidade antioxidante e o ciclo de vida
do mosquito (MAITY et al., 2008). Quando submetido ao processo de quiescéncia, por
exemplo, o embrido aprimora a sintese de agentes do metabolismo redox e se prepara para lidar
com aumento de espécies radicalares no interior das células, processo que configura o
aperfeicoamento da resisténcia metabolica do artrépode (JENA et al., 2013; AMARAL, 2018).

A quiescéncia é um dos principais mecanismos que contribuem para a manutencéo do
inseto no ambiente durante as variacBes sazonais. Mesmo em locais em que 0 inseto
aparentemente desapareceu, podem ter ovos quiescentes aguardando o retorno de condic¢des
ambientais favoraveis (DINIZ et al., 2017).

O termo quiescéncia esta associado com o processo de dorméncia em muitas espécies
da fauna e da flora. Em mosquitos, esse mecanismo tem sido registrado principalmente na fase
de ovo e, geralmente, é induzido quando os ovos de Aedes sdo submetidos a condicBes
ambientais desfavoraveis (FARNESI et al., 2015). Com o retorno de condi¢des ambientais, 0
ciclo biologico da espécie tem continuidade.

No entanto, o retorno do oxigénio pode ocasionar danos a estrutura celular do inseto.
Assim sendo, o embrido aumenta a sintese de enzimas antioxidantes e consegue superar 0

excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o estresse oxidativo (DINIZ et al., 2017



OLIVA, 2018). A capacidade de redugdo do metabolismo a niveis minimos, aliado com o
aumento na sintese de enzimas antioxidantes, permite que alguns insetos sobrevivam a
condi¢cdes ambientais adversas, pois leva ao aprimoramento do sistema antioxidante do
mosquito. A esse fendmeno foi dado o nome de preparo para o estresse oxidativo (POS)
(HERMES-LIMA et al., 2015).

Portanto, o presente estudo objetivou analisar o perfil transcricional de genes envolvidos
com metabolismo redox, como: Glutationa sintetase (GS), Glutationa peroxidase (GPXx),
Glutationa S-transferase (GST), Glutationa catalase (CAT), Superdxido dismutase (SOD);
Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), Tiorredoxina (TRX), Tiorredoxina redutase (TRXR)
Peroxirredoxina 2 (PRX2), bem como dos genes que codificam para os fatores de transcri¢cao
FOXO, NRF2 e NuclearKappa (NF-KB). O perfil transcricional desses genes foi avaliado sob
a perspectiva da influéncia do processo de quiescéncia, com intencdo de verificar a regulacédo
desses genes nesta condicao fisioldgica e sua possivel influéncia na resisténcia metabolica do
inseto vetor. Os resultados gerados indicaram se a espécie apresenta 0s requisitos necessarios

para sua inclusdo no fenémeno POS, de acordo com critérios ja estabelecidos na literatura.

1. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O mosquito Aedes aegypti

O contexto historico da ocorréncia de A. aegypti tem seu registro mais antigo datado do
ano de 1762, no Egito (CHRISTOPHERS, 1960). A espécie estd presente nos tropicos e
subtrépicos, praticamente em todo o continente americano, sudeste da Asia e em toda a india
(ZARA et al., 2016). No Brasil, estudos indicam que a introducdo do inseto tenha ocorrido
provavelmente pelo transporte de ovos quiescentes em navios negreiros, advindos da Africa no
periodo colonial entre os séculos XVI e XIX; época em que 0 comércio de escravos era intenso
e as navegacdes mercantis importantes para a economia dos paises (CHRISTOPHERS, 1960;
MARQUES, 2018).

Os mosquitos sdo insetos dipteros pertencentes a familia Culicidae, popularmente
conhecidos como pernilongos, muri¢ocas ou carapands (TROCA, 2020). O ciclo bioldgico
desses individuos compreende a fase de ovo, quatro estagios larvais, pupa e adulto. As fases
imaturas sdo aquaticas; ja os adultos séo alados, possuem pernas e antenas longas e em sua
grande maioria sdao hemat6fagos (DUTRA, 2016; AMARAL, 2018).

Os insetos pertencentes ao género Aedes (Diptera: Culicidae), especialmente o Aedes

aegypti, apresenta enorme facilidade de adaptacdo as mais diversas e até primitivamente



10

adversas condi¢cGes ambientais, a exemplo de altas temperaturas, auséncia de agua em estado
liquido e pouca disponibilidade de oxigénio (GOLDING et al., 2015). Além dessa capacidade
de adaptacdo, € o principal vetor de arboviroses como a dengue, chikungunya, zika e febre
amarela (DINIZ, 2018), tornando-se uma importante espécie para a satde publica. S&o proprios
das regides de zona tropical e subtropical; portanto, ndo apresentam a capacidade de resistir a
baixas temperaturas presentes em altitudes elevadas (ANUNCIACAO, 2017; TROCA, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que pelo menos 500 milhdes de
pessoas estejam vivendo em areas de risco de infeccdo por alguma doenca transmitida por este
inseto, s6 no continente americano. No ano de 2019, foram registrados pouco mais de 3,1
milhdes de casos de dengue nas Ameéricas, j& em 2020 foram notificados pouco mais de
2.330.000 casos. Em 2021, apenas os registros notificados somaram mais de 1.200.000 casos,
e em 2022 os registros de dengue notificados alcancaram o patamar de 2.499.275 casos. Vale
destacar, que até o momento, ndo ha resultados efetivos para o controle das arboviroses
transmitida por este vetor (OPAS, 2023; BRASIL, 2022, RIOS et al., 2021; GOSSNER et al.,
2018).

No Brasil, 0 combate ao Aedes aegypti foi intensificado no inicio do século XX, pois a
espécie ja havia se tornado vetor de muitas doencas de alcance alarmante, como a febre amarela
urbana que havia levado milhares de pessoas a 6bito, implicando em um importante problema
de salde publica (DOLABELLA et al., 2016). Assim, houve grande mobilizacdo no combate
a este artropode, especialmente pela prevencdo e eliminacdo mecanica dos criadouros. Quando
essa estratégia de eliminacdo ndo tinha eficacia suficiente, tratavam-se os criadouros com
larvicidas e inseticidas (ZARA et al., 2016).

Diante disso, 0 pais obteve sucesso na erradica¢do do inseto por duas vezes: nos anos
de 1958 e 1973. Contudo, a reintroducdo do vetor no Brasil ocorreu por falhas na vigilancia
epidemioldgica e pelo crescimento acelerado e desordenado dos grandes centros urbanos
(GOSSNER et al., 2018). Com isso, foram registrados novos surtos de arboviroses no ano de
1976 e, desde entdo, 0 mosquito estd presente em todas as unidades da federacdo e causa
significativos impactos em todos os estados brasileiros (ZARA et al., 2016; GODOI, 2018).

Existem muitas pesquisas em laboratorios e empresas farmacéuticas empenhadas em
desenvolver vacinas para o combate a arboviroses, como a dengue. Trata-se de uma infecgédo
causada por um arbovirus, que requer a presenca de artropodes como vetores para a transmissdo
eficaz na natureza e se apresenta em quatro sorotipos diferentes, DENV-1, DENV-2, DENV-3
e DENV-4 (FURTADO et al., 2019; CHEN et al., 2012) As pretendentes ao posto de vacina

contra a dengue, em fases de teste, utilizam diferentes tecnologias, como: virus vivos atenuados;



11

vetores virais recombinantes; proteinas recombinante; baseadas em flavivirus monotipicos e
vacinas de material genético (GODOI, 2018). No entanto, até 0 momento nenhuma delas
concluiu todas as etapas necessarias, estabelecidas pela OMS, para o desenvolvimento do
imunizante (OPAS, 2023; BRASIL, 2022; GODOI, 2018; RIOS et al., 2021).

Portanto, a eliminacéo de arboviroses transmitidas por vetores do género Aedes é uma
tarefa complexa, e envolve o desenvolvimento de acGes conjuntas entre o estado, a sociedade e
a ciéncia (DUTRA, 2016; DINIZ, 2018), pois até 0 momento nao ha nenhum pais que tenha
eliminado a transmissdo da dengue, ap0s sua reemergéncia na metade do século passado
(GOLDING et al., 2015; ZARA et al., 2016).

O estudo da biologia do A. aegypti deixa clara a complexidade evolutiva dessa espécie,
guando expostos a situacdes ambientais adversas, apresentando muitos mecanismos que
possibilitam sua sobrevivéncia (DINIZ, 2018; DEGALLIER; SA, 2015). O processo de
quiescéncia do ovo, por exemplo, favorece a dispersdo do inseto em &reas que ja haviam sido
previamente tratadas, o que dificulta o controle de arboviroses nesses locais (YANG, 2014,
DINIZ et al., 2017).

As pressdes seletivas e modificaches da espécie permitiram que se tornassem
abundantes nas cidades, passaram a ser transportados com facilidade, aprimoraram sua
capacidade de sobreviver a infec¢des virais e potencializaram a transmissdo de arboviroses na
populacdo (ZARA et al., 2016). Atualmente, é sabido que a etologia do A. aegypti favorece sua
dispersdo nos grandes centros urbanos, especialmente em ambientes intra e peridomiciliar. Sdo
insetos que apresentam habitos antropofilico e cosmopolita e sdo raramente encontrados em
locais em que a presenca do homem néo € intensa, como ambientes semissilvestres (WINSKILL
et al., 2015; ANUNCIAC;AO, 2017; OLIVA, 2018; LA CORTE et al., 2018).

A transmissdo de doencas ocorre por meio do vetor fémea do género Aedes, sendo a
fonte de infec¢do e um dos hospedeiros vertebrados, a espécie humana (ZARA et al., 2016; LA
CORTE et al., 2018) No inicio do ciclo de transmissao, o inseto hematofago pica um hospedeiro
infectado e o arbovirus passa a se multiplicar no intestino medio do inseto. Com o tempo, 0
virus infecta outros 6rgaos do vetor, chegando finalmente as glandulas salivares, local de onde
saira para a corrente sanguinea de um novo individuo durante a alimentacdo da fémea
(FURTADO et al., 2019).

As fémeas de A. aegypti tem preferéncia pelo sangue humano como fonte de proteina
ao de qualquer outro animal vertebrado. A picada do inseto é quase indolor durante o
hematofagismo, pois sua saliva possui uma substéncia que tem a capacidade de anestesiar 0

tecido parasitado. Os horarios de maior atividade desses insetos sdo o periodo da manha (07 as
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10 horas) e ao entardecer (16 as 19 horas) (ANUNCIACAO, 2017; LA CORTE et al., 2018;
TROCA 2020).

O inseto adulto geralmente € menor que 0s mosquitos comuns, é preto com listras
brancas no tronco, na cabeca e nas pernas. Suas asas sao translicidas e o ruido que produzem é
praticamente inaudivel ao ser humano. Ao picar uma pessoa infectada, pode contrair algum
agente etiologico de arboviroses e assim, iniciar o ciclo de transmissdo de doencgas (TROCA,
2020).

No que se refere ao ciclo bioldgico e reproducdo de A. aegypti, vale ressaltar que os
machos se alimentam de néctar e outras substancias agucaradas encontradas no ambiente; ja as
fémeas, quando estdo em periodo fértil, sdo hematofagas e conseguem fazer ingestdes multiplas
durante um Unico ciclo gonadotroéfico, visto que precisam garantir reservas nutritivas para seus
embrides (AMARAL, 2018). Com isso, ampliam sua capacidade de se infectar e transmitir
arbovirus (CHEN et al., 2012; LA CORTE et al., 2018).

Ao picar um hospedeiro infectado e contrair o agente etioldgico de alguma arbovirose,
0 mosquito pode em seu ciclo de vida, que dura cerca de 45 dias, contaminar até 300 pessoas,
caracteristica que torna o inseto um vetor muito eficiente na transmissao de doencas (CHEN et
al., 2012; GOLDING et al, 2015). Quando infectado com algum arbovirus, o artrépode tem o
potencial para realizar a transmissao por toda a vida, podendo ainda passar o patdgeno de forma
hereditaria para sua prole. A capacidade de transmitir o virus a prole se da quando a
multiplicacdo do agente etioldgico da doenca acontece nos tecidos do sistema reprodutor da
fémea (ANUNCIACAO, 2017; LA CORTE et al., 2018).

Quando estdo em busca de criadouros para fazer a postura dos ovos, esses insetos tem
preferéncia por locais em ambientes de convivio humano, proximo as residéncias, pois
favorecem a répida proliferacdo da espécie, visto que apresentam condicGes ideais para
reproducdo e alimentacdo (DOLABELLA et al., 2016). As fémeas ainda priorizam recipientes
artificiais e ambientes escuros, contendo adgua limpa, tanto aqueles abandonados a céu aberto,
que servem como reservatorio de agua de chuva, como os utilizados para armazenar 4gua para
uso doméstico. Geralmente depositam seus ovos proximo a lamina d'agua (CHEN et al., 2012;
TROCA, 2020).

No entanto, é certo que em alguns desses recipientes, assim como 0s criadouros naturais
como bromelias, rochas e ocos de arvores, ocorre uma rapida reducéo nos niveis de agua devido
a evaporacdo, especialmente em periodos mais quentes do ano. Logo, a presenca de ovos

quiescentes no ambiente pode se tornar um evento bastante comum, singularmente em regides
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em gue o combate ao mosquito ndo é muito eficiente e a quantidade de criadouros se multiplica
em areas urbanas (FARNESI et al., 2017; AMARAL, 2018; TROCA, 2020).

No tocante ao processo de reproducdo em Aedes, vale ressaltar que assim como ocorre
em outros animais, a embriogénese tem inicio quando ocorre a fertilizacdo do ovécito pelo
espermatozoide. Ap6s 0 acasalamento, os gametas masculinos ficam armazenados em uma
estrutura especifica no organismo da fémea, a espermateca. Esse reservatorio se liga ao oviduto
central e, conforme 0s ovocitos se aproximam, 0s espermatozoides iniciam a corrida para
fecundacdo, que ocorre instantes antes da postura (FARNESI et al.,, 2017) Portanto, a
oviposicao é considerada 0 momento de inicio da embriogénese (FARNESI et al., 2015).

Os ovos da espécie sdo centrolécitos e sofrem clivagem do tipo meroblastica (separagédo
parcial da célula). Sdo depositados proximos da lamina d’agua e¢ se desenvolvem sem a
necessidade de atencdo dos seus genitores, caracterizando a espécie como ovipara. Apos a
fecundacdo e formagdo do zigoto, ocorre a segmentacao e, nessa fase, varias divisdes mitdticas
acontecem sem que haja de fato a citocinese (OLIVA, 2018).

Com a migracéo das células para a periferia celular ocorre a formacéo do blastoderma
sincicial, e finalmente acontece a citocinese e posterior formacdo do blastoderma celular.
Posteriormente, tem inicio a diferenciacdo das células responsaveis pela composicdo da banda
germinal e formacdo do embrido, bem como, a definicdo das células que irdo produzir a
membrana serosa, que originara a cuticula serosa (CS) (CARVALHO et al., 2017; OLIVA,
2018).

No gue tange a gastrulacdo, ocorre o rearranjo das células da blastula e resulta na
formacdo da gastrula (embrido), constituida por camadas germinativas e com um eixo axial
estabelecido. O embrido se dobrara dentro do vitelo e serd completamente envolvido pela
membrana serosa e pela CS, composta por proteinas, lipidios e moléculas relacionadas com
esclerotizacéo, rica em quitina e que esté diretamente associada com a capacidade do ovo de
resistir a dessecacao e a longos periodos de quiescéncia (REZENDE et al., 2008; GOLTSEV
et al., 2009; VARGAS et al., 2014).

O género Aedes compreende 0s insetos que apresentam maior resisténcia ao processo
de dessecacdo na natureza. Esse fendmeno se da pela formacdo diferencial e acelerada da CS
durante a embriogénese (CARVALHO et al., 2017). Estudos indicam que a resisténcia dos ovos
a dessecacdo e a acdo ovicida de produtos inseticidas, estdo diretamente associados com a
formacdo da CS, nas primeiras horas ap6s a postura dos ovos (13-15h), quando o embrido atinge
cerca de 20% de sua formacdo (VARGAS et al., 2014; FARNESI et al., 2015; OLIVA; 2018).
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A formacdo da CS ocorre entre 13 e 16 horas pos-oviposicao e apesar da complexidade
envolvida nesse processo, a formacao dessa cuticula precisa acontecer de forma répida e eficaz,
especialmente quando a postura dos ovos € feita em horarios mais quentes do dia, pois a fase
de ovo em A. aegypti € considerada a etapa mais susceptivel de desidratacédo, singularmente nas
primeiras horas pds-oviposi¢do (FARNESI et al., 2015).

No entanto, a umidade e a temperatura do ambiente durante o processo de oviposi¢éo
pode afetar diretamente a duracdo da embriogénese, pois a duracdo da mesma esta diretamente
interligada a esses fatores ambientais. Quando os ovos sdo mantidos Umidos e com temperatura
de 25°C, o desenvolvimento do embrido é completado com 77,4 horas. Ja em temperaturas de
28°C e umidade adequada, o embrido estard completamente desenvolvimento em um periodo
de tempo de 61,6 horas. Aproximadamente 72 duas horas ap0s a postura dos ovos, 0s embrides
entram em quiescéncia, podendo permanecer viaveis por meses (OLIVA, 2018; FARNESI et
al., 2015).

A eliminacédo de ovos quiescentes é muito complicada para os programas de controle: o
inseto tem o habito de distribuir a sua postura em varios sitios de oviposi¢do (LA CORTE et
al., 2018). Estudos realizados na Flérida (EUA) e na india sugerem a transmiss&o transovariana
do virus da dengue (DENV-1), sendo o processo de quiescéncia dos ovos 0 mecanismo
responsavel pela facilitacdo da transmissdo vertical e manutencdo de surtos de dengue nos
ambientes pesquisados, potencializando a transmissdo de enfermidades veiculadas por estes
insetos (BUCKNER et al., 2013; YANG, 2014; ANGEL et al., 2016; DINIZ et al., 2017).

Atualmente, as estratégias de manejo geralmente sdo focadas nas fases larvais e nos
individuos adultos, pois ha maior dificuldade no combate a fase de ovo durante o ciclo de vida
do inseto. A capacidade de resistir ao processo de dessecacéo e alcancar condi¢cdes ambientais
favoraveis, por meio da quiescéncia do ovo, acaba por gerar inimeras implicacdes negativas no
combate ao vetor de arboviroses, pois permitem a dispersao passiva dos mosquitos e dificultam
as medidas de controle (DINIZ, 2018; BALABANIDOU et al., 2016; DEGALLIER; SA,
2015).

2.2. QUIESCENCIA

O processo de quiescéncia esta diretamente relacionado com a capacidade que alguns
organismos possuem para sobreviver a condicdes ambientais adversas com o metabolismo
reduzido a niveis minimos. E um termo que tem sido aplicado a diversas formas de dorméncia

em espécies da fauna e da flora, pois se trata de um fendmeno complexo e muito comum na
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natureza. O evento pode ser estimulado em diferentes fases do ciclo de vida de um organismo
e, geralmente, objetiva alcancar condi¢fes ambientais favordveis para sobrevivéncia e
desempenho bioldgico da espécie quiescente (GOLDING et al., 2015; FARNESI et al., 2015;
DINIZ et al., 2017; CARVALHO et al., 2017).

Em mosquitos, esse processo tem sido estudado e registrado principalmente na fase de
0vo, visto que a literatura indica que a capacidade de resistir a desseca¢do é uma propriedade
do ovo e ndo necessariamente do embrido; no entanto, a resisténcia metabolica do inseto pode
ser diretamente influenciada pela duracdo do processo de quiescéncia (REZENDE et al., 2008;
FARNESI et al., 2015; DINIZ, 2018).

A quiescéncia permite a manutencdo do ciclo bioldgico da espécie na natureza,
especialmente durante as variagdes climaticas sazonais, pois a viabilidade dos ovos de A.
aegypti pode chegar até 492 dias em situacdes de restricdo de dgua (VARGAS et al, 2014).
Porém, com o retorno de condi¢cBes ambientais, que favorecem o ciclo de vida do inseto, a
inibicdo da eclosdo larval é revertida: os ovos eclodem e o ciclo de vida da espécie tem
continuidade (CHEN et al., 2012). Esse periodo de dorméncia pode influenciar diretamente o
metabolismo do embrido, consequentemente, sua vitalidade (TROCA, 2020).

O processo de quiescéncia esta diretamente relacionado com a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sdo primordiais para expressdo e modificacdo covalente de
enzimas antioxidantes. Os mecanismos de adaptacdo redox desempenham papel fundamental
na manutencdo da homeostase celular do embrido, assim, resultando em maior resisténcia e
longevidade ao mosquito adulto. Quanto maior for o periodo de quiescéncia, maior pode ser
sua influéncia na defesa antioxidante do mosquito adulto (FARNESI et al., 2015).

Portanto, se trata de um importante processo para o desenvolvimento e manutencédo das
espécies no ambiente. Em insetos, ainda ndo sdo conhecidos todos 0s mecanismos que
influenciam a inducdo da quiescéncia (BOTTINO-ROJAS et al., 2018). Mesmo as rotas
metabolicas e os horménios associados também sdo desconhecidos: apenas a acdo do gene
quitina sintase (CHS) esta descrito na literatura como relacionado a esse processo em mosquitos
(OLIVA, 2018).

Esse gene foi primeiramente estudado em Anopheles gambiae, mas também possui
elevada atividade em Anopheles quadrimaculatus e A. aegypti. A ativagdo desse gene esta
diretamente relacionada com o aumento na sintese de quitina que ira ser utilizada na formagéo
da CS e, consequentemente, a aquisicdo de maior resisténcia a estressores ambientais e
dessecagdo (VARGAS et al., 2014; OLIVA, 2018).
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A CS é uma estrutura evolutiva indispensavel para a sobrevivéncia dos embriGes de uma
grande quantidade de espécies de artropodes a condi¢cGes ambientais desfavoraveis, como
dessecacdo. Essa matriz extracelular é composta de proteinas, lipidios e moléculas relacionadas a
esclerotizacdo; é produzida pela membrana extraembrionaria serosa, presente em ovos de varias
espécies de insetos (FARNESI et al., 2015; OLIVA; 2018).

Dentre as funcgdes dessa estrutura, vale destaque para a funcdo protetora do embrido,
pois atua com uma barreira fisica e quimica do ovo, prevenindo a desidratacdo e minimizando
a perda de agua para o ambiente. Deste modo, permite a viabilidade do ovo por longos periodos
de tempo (REZENDE et al., 2008). Esté localizada logo abaixo das duas camadas que compdem
a casca do ovo e que sdo produzidas ainda no ovario: o exocorio (mais externa e rigida) e o
endocorio (interna e flexivel) (FARNESI et al., 2015; VARGAS et al., 2014; FARNESI et al.,
2017; CARVALHO et al., 2017).

Na atualidade, poucos estudos abordam a influéncia do processo de quiescéncia na
sobrevivéncia e resisténcia bioldgica do inseto aos principais inseticidas utilizados pelo
mercado, a exemplo dos piretréides. Contudo, é notdrio que a resisténcia a esses produtos é
causada por enzimas de destoxificacdo e por meio da regulacdo da transcricdo, que é um fator
chave na amplificacdo dos genes de resisténcia (BOTTINO-ROJAS et al., 2018).

A utilizacdo excessiva de inseticidas nos ultimos anos ocasionou a selec¢do de individuos
resistentes devido a recombinagBes genéticas nos genes alvos dos produtos quimicos
(BOTTINO-ROJAS et al., 2018). Assim sendo, o sistema antioxidante e a capacidade de
destoxificacdo de xenobioticos do inseto estdo diretamente relacionadas com sua manutencéo
e reinfestacdo em ambientes previamente tratados (MARQUES, 2018).

Os efeitos do processo de quiescéncia sobre a viabilidade dos embrides, tem se mostrado
variavel em diferentes espécies de insetos, em populacdes de uma mesma espécie e até mesmo
entre 0os ovos produzidos por uma mesma fémea. Dentre os fatores que influenciam a
viabilidade dos ovos quiescentes, estdo as diferencas registradas nas camadas estruturais e no
tamanho dos mesmos, bem como alteracbes em processos fisiologicos ocasionados pelas
reservas nutricionais acumuladas no vitelo (REZENDE et al., 2008; DINIZ et al., 2015;
FARNESI et al., 2015; OLIVA, 2018).
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2.3. TEORIA DO PREPARO PARA O ESTRESSE OXIDATIVO - POS

(HERMES-LIMA et al., 2015)

Quando submetidos a condi¢bes ambientais adversas como o frio congelante, secas
severas, elevadas temperaturas, hipdxia e andxia, muitos animais reduzem o seu metabolismo
a niveis minimos, aumentam a sintese de enzimas antioxidantes e aprimoram sua capacidade
de destoxificacdo e biotransformacdo de xenobidticos. O aumento da resposta antioxidante e
capacidade de biotransformacdo ocorrem com a finalidade de alcancar condi¢cdes ambientais
favoraveis para sobrevivéncia do organismo. A esse fendmeno foi dado o nome de preparo para
0 estresse oxidativo (POS), como ilustrado na figura 1 (HERMES-LIMA et al., 2015).

Quando o POS foi descrito, no final do século XX, os pesquisadores acreditavam que o
aumento na sintese de enzimas antioxidantes era induzido por um mensageiro ndo radicalar, e
esse processo estava diretamente relacionado com o preparo do animal para algum evento
similar ao fendmeno de isquemia e reperfusdo. A hipotese inicial para a ocorréncia do POS
baseava-se na premissa de que ndo ocorreria aumento na formacdo de ERO em condicGes de
hipdxia ou andxia (HERMES-LIMA et al., 2015; MOREIRA et al., 2016; MARTINS, 2020).

Em termos das concentracdes de oxigénio nos tecidos de um dado organismo, € possivel
considerar trés estados: normdxia, hipdxia e andxia (MARTINS, 2020). O estado de hipdxia é
um fendmeno caracterizado pela insuficiéncia de oxigénio nos tecidos do organismo; portanto,
0 O2 ndo é suficiente para que as células possam realizar as reacbes moleculares essenciais para
continuidade da vida, podendo assim ocorrer complicacdes graves, as vezes fatais. Quando o
organismo se encontra em estado de anoxia, 0s niveis de oxigénio aproximam-se de zero nos
tecidos do animal (MOREIRA et al., 2017; MARTINS, 2020).

Ja em situacdes de normoxia, a concentracdo de O, em temperatura de 20 °C, €
calculada pelo constante de Coulomb (constante K) que é medida por meio da forca eletrostatica
dos corpos: no ar € de 1,1 x 10 cm2 atm-1 min-1, ja na 4gua, o valor da constante é de 3,4 x
10-5cm2atm-1 min-1. Contudo, a concentracdo do O pode variar de acordo com a espécie
(MARTINS, 2020).

Com o avanco da ciéncia e aprimoramento das tecnologias, foi percebido que tanto em
situagdes de diminuigdo de oxigénio, em algum momento na hipoxia, como na reoxigenacao do
organismo, com o retorno de condigdes ambientais favoraveis, ocorre aumento na producéo de
EROs mitocondrial e consequente danos associado ao deshalango oxidativo. Com isso, 0
organismo aumenta a sintese de enzimas antioxidantes e aprimora sua resisténcia metabolica,
objetivando reverter tal situagcdo e sobreviver aos danos ocasionados pela situa¢do de estresse
(MOREIRA, 2014; HERMES-LIMA et al., 2015).
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Figura 1 - Esquema da teoria do preparo para o estresse oxidativo utilizando a espécie Aedes aegypti como exemplo. Apds o acasalamento, o inseto deposita 0s ovos
préximo a lamina d*agua, os ovos entram em estado de quiescéncia e sdo submetidos a fatores ambientais adversos como dessecagdo, hipdxia, andxia e radiagdes. O artrépode
aprimora a sintese de antioxidantes e aguarda o retorno de condi¢Bes ambientais, pois o regresso do O; ira ocasionar aumento de EROs (O,"; H.0,; OH™) que podem ser fatais

ao organismo.
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Fonte: Proprio autor.
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Em condi¢bes ambientais naturais, ja € possivel perceber que o desbalango oxidativo
pode ocorrer no interior das células e afetar a salde e 0 bem-estar do animal. Assim sendo,
mesmo quando a oxigenacdo do tecido se encontra em concentracdes normais de O, 0 animal
ja mantém seu sistema de defesa antioxidante ativo (JENA et al., 2013; MOREIRA, 2017,
MARTINS, 2020).

Vaérias espécies sdo capazes de tolerar em condi¢Bes naturais as complicagdes do
desbalanco oxidativo gerado pela disponibilidade do oxigénio. S&o eventos que podem ocorrer
em diversas regides do planeta, como ambientes aquaticos, montanhosos, com secas severas ou
sob frio extremo. J& foi evidenciado, por exemplo, a presenca de andxia em peixes, sapos e
tartarugas, hipdxia severa em cobras, sapos e larvas de insetos e hipdxia moderada em 6rgaos
de rés e sapos desidratados (MOREIRA, 2014; HEMES-LIMA et al., 2015; MOREIRA et al,
2016). Esses eventos indicam situacBes que sdo uma reminiscéncia de eventos de isquemia ou
reperfusdio e que sdo altamente prejudiciais para a maioria dos passaros e
mamiferos (MARTINS, 2020).

Diante da relevancia do fendBmeno POS, bem como a necessidade de verificar a presenca
ou ndo do fenbmeno em animais sob diferentes condi¢cdes ambientais, foram estabelecidos trés
critérios capazes de indicar as espécies de animais que realmente se preparam para reagir as
complicacBes do estresse oxidativo, ap6s passar por um periodo de reducdo intensa do
metabolismo do organismo (MARTINS, 2020).

O primeiro critério utilizado para indicar que uma dada espécie de animal pode ser
considerada como POS positiva, estabelece que pelo menos uma enzima deve ter sua atividade
metabdlica aumentada, ndo importando o periodo de tempo sob a condicdo estressante, o tecido
envolvido e nem a atividade de outras enzimas antioxidantes. Se os dados analisados
demonstrarem que ndo houve nenhuma alteracdo estatisticamente significativa em nenhuma
das enzimas analisadas, a espécie devera ser classificada como POS neutra. Contudo, se 0s
resultados indicarem que houve reducéo na atividade de alguma enzima antioxidante, entdo a
espeécie devera ser classificada como POS negativa (MOREIRA et al., 2016; MARTINS, 2020).

O critério dois estabelece que, para ser classificada como POS positiva, a espécie
analisada devera apresentar aumento superior a 50% na atividade de algum dos antioxidantes
pesquisados, independente do periodo de tempo sob a condicéo estressante e do tipo de tecido.
Se apresentar uma reducdo de 25% na atividade da enzima antioxidante analisada, a espécie
sera classificada como POS negativa. E, caso algum antioxidante, de um determinado tecido do

animal, apresente sua atividade aumentada em um valor inferior a 50% e outra enzima apresente
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reducdo superior a 25%, a espécie também devera ser classificada como POS negativa
(MOREIRA et al., 2016; MARTINS, 2020).

Ja o critério trés considera os eventos favoraveis em relacdo aos ndo favoraveis que
ocorrem no organismo. Ou seja, caso algum tecido do animal, como o figado, apresente
aumento significativo na atividade de duas enzimas antioxidantes e redugédo na atividade de
outra, a espécie deverd ser caracterizada como POS positiva, pois a atividade de duas enzimas
aumentou no tecido em questdo. Esse critério é valido independentemente da atividade das
enzimas de outros tecidos (MOREIRA et al., 2016; MARTINS, 2020).

24. O ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é um fenbmeno que ocorre em organismos vivos quando a taxa de
geracdo de radicais de oxigénio excede a taxa de sua decomposi¢cdo (HERMES-LIMA et al.,
2015). E um fendmeno que leva ao desequilibrio entre a ocorréncia de espécies reativas no
organismo, como espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (ERN) e a
capacidade de neutralizacdo das mesmas no interior da célula (PISOSCHI; POP, 2015).
Antioxidantes sdo moléculas que protegem as células contra as acGes dos radicais livres,
atrasando ou inibindo a oxidacéo de biomoléculas (MOREIRA et al, 2016; MARTINS, 2020).

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas instaveis, produzidas a todo momento
pelo metabolismo no interior das células por processos naturais, como: respiracdo celular,
inflamacGes, ativacdo de enzimas, combate a microrganismos, estilo de vida e até o estresse
emocional. Contudo, excesso das EROs acontece quando o organismo é submetido a estressores
ambientais, a exemplo de radiac6es, hipdxia e andxia. Como resposta a esse processo, surge o
estresse oxidativo (PISOSCHI; POP, 2015).

A formacdo de EROs estd diretamente relacionada com a reducdo tetravalente do
oxigénio na fosforilagdo oxidativa (BARBOSA et al., 2010). Tal processo resulta na formacao
de complexas ligacGes entre componentes do organismo, 0 que acarreta o surgimento de lesdes
que podem causar danos a estrutura celular. Muitas vezes esse fendmeno é ocasionado pela reducao
da habilidade protetora do sistema antioxidante (XING et al., 2015), visto que ocorre um
distarbio no balanco de antioxidantes e pro-oxidantes em favor das espécies reativas
(BOMBACA, 2016). O surgimento de EROs promove oxidagdo de biomoléculas como
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, causa distdrbios da homeostase e ocasiona a morte
celular, se ndo eliminadas adequadamente (JENA et al., 2013; MOREIRA, 2017).
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Entre as razdes para a ocorréncia do desbalanco destacam-se: (a) 0 aumento nos niveis
enddgeno e exdgeno de compostos que promovem auto-oxidacdo na presenca de EROs; (b)
diminuicdo nas reservas de antioxidantes de baixo peso molecular; (c) inativacdo de enzimas
antioxidantes; (d) diminuicao da producdo de enzimas antioxidantes e de antioxidantes de baixo
peso molecular; (e) combinagdes entre duas ou mais dessas razdes (LUSHCHAK, 2014).

Quando se trata da producéo de ERO, a mitocondria assume papel de destaque, por meio
da cadeia transportadora de elétrons, durante a respiracdo celular (BOMBACA, 2016). Nessa
cadeia existem varios complexos que transportam os elétrons para a producdo final de
adenosina trifosfato (ATP) e 0 Oz é o aceptor final de elétrons desse processo (MOREIRA et
al, 2016).

Contudo, em certos casos pode ocorrer o “vazamento” precoce de elétrons para os
atomos de oxigénio, originando assim os radicais livres (HALLIWELL, 2015). A alteracao
conformacional do complexo Il da mitocondria, por exemplo, facilita a interacéo entre 0 Oz e
ubisemiquinona, aumentando a producdo do radical superoxido (O2™). J& o complexo Il dessa
organela, pode mudar sua atividade de succinato desidrogenase para fumarato redutase, outro
poderoso gerador de O (BOMBACA, 2016; IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

Esses elementos oxidantes sdo moléculas altamente reativas, instaveis e podem se
associar rapidamente com outras moléculas (HALLIWELL, 2015), apresentam elétrons
desemparelhados na camada de valéncia e podem ser representados por diversos tipos. Contudo,
aqueles derivados pela interacdo com o oxigénio geram maiores impactos a estrutura das células
e aos sistemas bioldgicos (BARBOSA, 2010).

Ao ser reduzido, o Oy ira formar o radical superoxido (O2™), molécula com grande
potencial para receber ions de hidrogénio (H) por meio de um processo conhecido como
dismutacéo, gerando assim o peroxido de hidrogénio ou dgua oxigenada (H202), que ndo é um
radical livre, pois ndo apresenta elétrons desemparelhados na camada de valéncia. No entanto,
pode atuar como um mensageiro quimico devido ao seu grande potencial reativo e causar
mudancas na morfologia das células e inducéo de apoptose. O H20 pode participar da reacéo
de Fenton, interagir com ions de ferro (Fe2+) ou cobre (Cul+) e assim, gerar o radical hidroxila
(OH™) como ilustrado na figura 2 (BARBOSA et al., 2010; JENA et al., 2013; HALLIWELL,
2015; IGHODARO; AKINLOYE, 2019; MARTINS, 2020).

Portanto, as consequéncias do estresse oxidativo dependem das concentracfes de
espécies reativas e o local em que tiveram inicio, bem como da eficiéncia do sistema
antioxidante. Caso este seja capaz de combater o estresse, as células tendem a voltar ao seu

estado normal; caso contrario, as concentracdes de espécies reativas aumentam e ocasionam o
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desequilibrio oxidativo (NETO, 2010; KRIVORUCHKO; STOREY, 2015; BOMBACA, 2016;
MOREIRA et al, 2016; MARTINS, 2020).

2.5. OS AGENTES ANTIOXIDANTES

O sistema antioxidante dos organismos aerdbicos apresenta mecanismos complexos, e
atua na biotransformacéo e eliminacdo de compostos oxidantes nocivos para a estrutura das
células. E um sistema de defesa indispensavel, constituido por uma intricada rede de
componentes enzimaticos e ndo enziméticos, conforme a estrutura do agente antioxidante
(MOREIRA et al, 2016; HERMES-LIMA et al., 2015).

Quando as células sdo expostas a situacGes de estresse oxidativo, 0s integrantes
enzimaticos sdo os primeiros que entram em ac¢do na defesa contra EROs, visto que objetivam
evitar o acimulo do O2" e do H>O». Assim sendo, as enzimas que assumem papel de destaque
nesse processo sao: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa S-transferase (GST) e glutationa redutase (GR), bem como a enzima citosélica do
metabolismo intermediario, glutationa 6-fosfato desidrogenase (G6PD) (Figura 2). Ja 0s
componentes ndo enzimaticos incluem antioxidantes hidrofilicos (glutationa, vitamina C, inddis
e catecois) e lipofilicos (bioflavonas, vitamina A e vitamina E) (FARNESI et al., 2017; NETO,
2010; JENA et al., 2013; HERMES-LIMA et al., 2015; IGHODARO; AKINLOYE, 2019).
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Figura 2 — Esquema de atuacdo das defesas antioxidantes no combate a EROs. O Radical Superdxido (O™)
pode ser reduzido pela atuacdo da Superdxido dismutase (SOD), reacdo quimica que ira gerar o Perdxido de
Hidrogénio (H205), que pode participar da reacdo de Fenton, interagir com ions de ferro (Fe2+) ou cobre (Cul+) e
gerar o radical hidroxila (OH"); ou ser reduzido em H,O e O pelas enzimas Catalase (CAT); Glutationa Peroxidase
(GPx) e Peroxirredoxinas (PRX). Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) é responsavel pelo aporte de Fosfato
de dinucledtideo de nicotinamida e adenina reduzido (NADPH) para a continuidade na atividade das enzimas
Glutationa Redutase (GR) e Tiorredoxina Redutase (TrxR). TrxR reduz a Tiorredoxina (TRX) oxidada para sua
forma reduzida, que é fundamental para a eficiéncia da PRX na detoxificagdo do H,O, A GR reduz a glutationa
dissulfeto (GSSG) para glutationa reduzida (GSH), que é utilizada na reacdo quimica que promove a dismutagdo
do H,0, atraves da GPx.
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(Adaptado de MOREIRA, 2017).

A sintese da glutationa ocorre no citoplasma em duas reacoes catalisadas pelas enzimas
glutamato-cisteina ligase (GCL) e glutationa sintetase (GS). A GS é responsavel pela ligacao
da gama glutamil cisteina com a glicina, originando assim, o tripeptideo glutationa reduzida
(GSH) (LU, 2013). A GSH possui a capacidade de “doar” um de seus elétrons aos radicais
livres e neutralizar os danos oxidativos; atua diretamente na biotransformacéo e eliminacéo de
xenobidticos, consegue transformar EROs em moléculas estaveis, ou seja, € capaz de
interromper o desequilibrio oxidativo (LU, 2013; MOREIRA et al., 2016). Trata-se do



24

antioxidante endégeno nao enziméatico mais abundante nas células, com atuacdo em diversos
processos (WHYTE et al., 2000).

Ja as GSTs atuam na destoxificagdo de compostos endégenos, como: ERO e lipidios
peroxidados, bem como compostos exdgenos, a exemplo de herbicidas e pesticidas, por meio
da conjugagdo com a GSH. A atuacdo dessa enzima envolve a utilizagdo do grupo sulfidrila
(SH) da glutationa, para neutralizar e reduzir substancias nocivas a estrutura das células. Com
isso, realizam a biotransformacdo em substancias que podem ser facilmente eliminadas na
exocitose. As GSTs também podem se ligar a toxinas e funcionar como proteinas de transporte,
auxiliando na eliminagdo de compostos nocivos ao organismo (HUBER; ALMEIDA, 2008;
MOREIRA et al, 2016 OLIVA, 2018; IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

A GPx é uma enzima amplamente distribuida nos tecidos animais, e é responsavel pela
reducdo do peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos organicos e sintéticos. Dentre as enzimas
peroxidases destacam-se as GPx, as ascorbato peroxidases e as peroxirredoxinas (MOREIRA
et al, 2016). Sdo enzimas localizadas no citosol e na matriz mitocondrial e atuam na remocao
do H20> de forma indireta, usando-o como substrato para a oxidagdo da GSH, com isso produz
quatro moléculas de glutationa dissulfeto (GSSG) e uma de agua. Colaboram diretamente no
combate ao estresse oxidativo e reestabelecimento da homeostase das células (HUBER,;
ALMEIDA, 2008; MAITY et al., 2008; HALLIWELL, 2015; IGHODARO; AKINLOYE,
2019).

Nesse interim, a enzima CAT, por meio da reacdo de decomposicdo de duas moléculas
de H202, catalisa a formac&o de duas moléculas de d&gua e uma molécula de oxigénio (HUBER,;
ALMEIDA, 2008). Esta enzima esté localizada nos peroxissomas; portanto, em vertebrados,
tem acdo reduzida em érgdos como o coracdo, pulmdo e o cérebro, pois 0s mesmos ndo
apresentam a organela em abundancia. Assim sendo, a acdo antioxidante da CAT ocorre quando
os radicais livres atingem a circulag¢do sanguinea, através da catalase eritrocitaria (MOREIRA
etal., 2016; IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

Ja a atuacdo da enzima SOD ¢é reconhecida como a primeira linha de defesa das células
no combate a EROs, pois catalisa a dismutacdo de duas moléculas de &nion superéxido em
oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio, que posteriormente sera transformado em agua e
oxigénio pela atuagdo das enzimas CAT e GPx, por exemplo. Com isso, diminui o potencial
prejudicial do Oz e impede a formacdo do OH  (IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

A SOD pode ocorrer de trés formas distintas, dependendo do material associado: cobre
e zinco no citoplasma de eucariontes, manganés na matriz mitocondrial e ferro em bactérias.

Sua atuacdo esta diretamente relacionada com a biotransformacéo de radicais livres altamente
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nocivos para as estruturas das células (MOREIRA, 2017). Quando considerados os perfis de
expressdo genética da SOD € sabido que cada izoenzima da mesma é codificada por um gene
diferente. Em A. aegypti por exemplo, apenas as enzimas CuZnSOD e MnSOD estéo presentes,
sendo a primeira localizada nos cromossomos dois e trés, e a segunda no cromossomo trés
(NCBI, 2023).

Outra enzima citosdlica de destaque é a G6PD, um importante elemento do metabolismo
intermedidrio, responsavel pela geracdo do aporte de NADPH, necessario para a destoxificacéo
dos agentes oxidantes. A G6PD participa da via das pentoses fosfato, onde é responsavel por

catalisar a oxidacdo da glicose 6-fosfato (G6P) a 6-fosfoglucanato (6-PG), concomitantemente

reduz a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP*) 8 NADPH, até chegar em ribose-
5-fosfato, que sdo percursores de moléculas importantes como 0 DNA e 0 RNA (PEREIRA et
al., 2019).

A enzima GR ndo age diretamente na remocdo de espécies radicalares, mas €
responsavel por catalisar a regeneracdo da glutationa por meio do ciclo catalitico. A GR, na
presenca de NADPH, consegue reduzir a ligacao covalente entre os &tomos de enxofre (S-S) da
GSSG, produzindo duas moléculas de GSH. Portanto, é capaz de impedir a paralisa¢éo do ciclo
metabolico da glutationa e manter a estabilidade do sistema antioxidante (HUBER; ALMEIDA,
2008; NETO, 2010; HALLIWELL, 2015; MARTINS, 2020).

Quando observada pela primeira vez, a enzima TRX foi classificada como um doador
de elétrons para a ribonucleotideo redutase (RNR), que reduz os ribonucleotideos a
desoxirribonucleotideos. A TRX possui duas isoformas: TRX1 e TRX2, sendo a primeira
encontrada principalmente no citoplasma, nucleo e espaco intermembranar, e a segunda na
matriz mitocondrial. A atuacdo desse enzima € responsavel pela redugdo da PRX oxidada
(NOBRE, 2020; ATAIDE, 2022).

A reagdo catalisada pela enzima em questdo € uma reacdo nucleofilica bimolecular
(SN2), em que ocorre a transferéncia de elétrons da TRX para a ligacéo dissulfeto da proteina
substrato. As TRX formam uma ligacéo dissulfeto apds um Unico ciclo catalitico, agindo como
um interruptor redox, em vez de um dissulfeto estrutural. A TRX oxidada € mais estavel do que
a TRX reduzida (NOBRE, 2020; COLLET, MESSENS, 2010).

Ja as TRXR sdo proteinas homodiméricas, onde cada monémero possui um grupo
prostetico dinucleotico de flavia e adenina (FAD), um local de ligacdo NADPH e um centro
ativo contendo um dissulfeto redox. Trata-se de uma enzima que possui sitio enzimatico de

localizacdo facil e acessivel. Logo, é capaz de atuar na reducao de diversos compostos nocivos
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para a estrutura das células (NOBRE, 2020; CONTERATO, 2011). A TRXR é responsavel pela
reducdo da TRX oxidada, por meio de elétrons advindos de NADPH; além disso atua na
destoxificacdo direta e indireta do H20O2 e hidroperoxidos lipidicos. Também consegue
regenerar a TRX e outros compostos antioxidantes, como como a ubiquinona, o
deidroascorbato, o &cido lipdico e compostos de selénio (MARTINS, 2020; NOBRE, 2020;
ATAIDE, 2022; CONTERATO, 2011).

As enzimas PRX estdo amplamente distribuidas em diversas espécies da fauna. Em
humanos, as PRX possui trés isoformas descritas na literatura e estdo localizadas nos diversos
componentes celulares. No citosol é possivel encontrar PRX1, PRX2 e PRX6; ja na mitocéndria
encontra-se PRX3 e PRX5; no peroxissomo, PRXS5; reticulo endoplasméatico PRX1 e PRX4; e
até mesmo em ambiente nuclear, pode-se encontrar PRX1 (OLIVEIRA et al., 2010; ATAIDE,
2022).

As PRX, bem como as GPX sdo enzimas capazes de decompor hidroperéxidos de
lipideos e peroxinitritos, além do H.O». Para que haja a redugdo de seus substratos, as PRX
manipulam um residuo de cisteina proxima a regido N-terminal, nomeada de cisteina
peroxidasica (CysP) e geralmente apresenta um segundo residuo de cisteina préximo a regiao
C-terminal, denominado de cisteina de resolucdo (; NOBRE, 2020; ATAIDE, 2022).

O processo de reducdo dos peroxidos por meio das seis isoformas da PRX segue o
mesmo mecanismo catalitico, ou seja tem inicio com o ataque da cisteina peroxidasica (Cysp-
SH) a um atomo de oxigénio do peroxido, resultando na clivagem heterolitica da ligacdo O-0O,
que resulta na formacao de um &cido sulfénico na cisteina peroxidasica (CyspSOH). O processo
bioquimico que se segue depende do tipo de peroxirredoxina que estd em atuacdo. Se for uma
PRX do tipo 2-Cys a CyspSOH ¢ atacada por uma segunda cisteina de outra subunidade da
enzima, classificada de cisteina de resolucdo, resultando na formacdo de um dissulfeto
intermolecular estavel e na liberagdo de H2-O (WOOD et al., 2003; RHEE et al., 2012).

2.6. FATORES DE TRANSCRIC}AO ASSOCIADOS AO METABOLISMO
REDOX
Fatores de transcricdo sdo proteinas que contém pelo menos dois dominios
funcionais: um de ligacdo com o DNA e outro de ligagdo com a RNA polimerase. A atuacéo
dessas proteinas tem a responsabilidade de controlar o momento e o local exato em que 0s genes
serdo transcritos. A transcricdo é um processo bioquimico protagonizado pela RNA polimerase,

que resulta em uma cépia (molécula de RNA) da sequéncia do DNA de um determinado gene.
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E uma etapa crucial no uso da informag&o de um gene para a sintese de uma proteina (COBO,
2008; SYKIOTIS; BOHMANN, 2010; POLVANI et al., 2012).

Inimeros fatores bioquimicos sdo determinantes para controlar a transcricdo de um
gene, como por exemplo, a consisténcia em que a fita molde esta enrolada em torno de suas
proteinas de suporte, para formar a cromatina, podendo afetar a disponibilidade do gene no
momento da transcricdo. No entanto, os fatores de transcricdo assumem papel central na
regulacao da transcricao, ajudando a determinar o local exato, 0 momento e quais genes estdo
ativos em cada célula do organismo (POLVANI et al., 2012; SYKIOTIS; BOHMANN, 2010).

O fator de transcricdo FOXO (classe de caixa forkhead O) atua em uma delicada e
intricada rede bioquimica que promove a mantém a homeostase celular, especialmente em
situacOes de desbalango oxidativo em favor dos pré-oxidantes. Juntamente com o NRF2 e 0 0
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-KB), o FOXO é um dos trés principais fatores de
transcrigdo conhecidos como reguladores redox-sensiveis das defesas antioxidantes, no nivel
celular, como ilustrado na figura 3 (HERMES-LIMA et al., 2015; POLVANI et al., 2012).

A familia FOXO foi inicialmente identificada nos anos 90 em pesquisas com material
genético humano, em que trés membros dessa familia, FOXO1/FKHR, FOXO3/FKHRL1 E
FOXO4/AFX, ligados a translocacbes cromossomais em tumores cancerigenos foram
identificados. S&o dados que sugerem que os fatores de transcricio FOXO tem um papel
importante no crescimento e desenvolvimento de tumores. Ja em pesquisas com invertebrados,
foi identificado que estes animais possuem somente uma proteina da familia FOXO,
denominado Daf 16, identificado em Caenorhabditis elegans, e dFOXO em Drosophila
(COBO, 2008; POLVANI et al., 2012; HAND et al., 2016).

Quando submetida a presenca da insulina e de fatores de crescimento, a proteina FOXO
¢ fosforilada, mantendo-se inativa no citoplasma. J& diante da auséncia de fatores de
crescimento, a FOXO ¢é desfosforilada e transportada ao nucleo. Quando essa proteina se
encontra no epicentro da célula, a mesma desempenha funcdes vitais ao organismo, pois atua
como um ativador transcricional que governa diferentes processos celulares em resposta a
diferentes contextos ambientais, como a regulacdo de genes que estdo relacionados com a
manutencdo da homeostase celular, equilibrio redox, promogdo do atraso do ciclo celular,
resisténcia a estressores ambientais, metabolismo da glicose e até mesmo regulagéo da apoptose
(Figura 3) (POLVANI et al., 2012; COBO, 2008).

Nos mamiferos, a familia FOXO compreende quatro isoformas (FOXO1, FOXO3,
FOX04 e FOXOG6) caracterizadas por uma expressdo sobreposta durante o desenvolvimento e

na idade adulta. Sendo que, FOXO1, 3 e 4 estdo diretamente relacionados com respostas
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celulares ao combate a EROs, induzindo a sintese e expressdo dos antioxidantes como MnSOD
e CAT, podendo ainda reparar o material genético da célula danificado por alta regulacdo de
genes como GADDA45 e DDB1 (POLVANI et al., 2012).

Ja o fator de transcricdo Cap’n’collar (Cnc) faz parte da familia dos fatores de transcri¢édo
de ziper de leucina basico (bZIP), conservado em vermes, insetos, peixes, passaros e mamiferos,
incluindo humanos. A depender da espécie estudada, o fator de transcricdo recebe
denominacdes especificas: ele é conhecido como Cncc em invertebrados, SKN-1 (membro da
familia skinhead 1) em metazoarios e Nrf2 (fator nuclear eritroide-2 relacionado ao fator-2) em
vertebrados. S&o proteinas homologas que desempenham papéis importantes na resisténcia ao
estresse oxidativo (KALSI; PALLI, 2017; SYKIOTIS; BOHMANN, 2010).

Portanto, Nrf2 (Cap’n’collar) tem sua estrutura e funcionalidade preservada em organismos da
Classe Insecta, sendo 0s mecanismos moleculares e resposta ao estresse oxidativo em invertebrados
semelhantes aos fendbmenos bioquimicos que ocorrem em vertebrados. Contudo, esse gene em
insetos é renomeado como Cncc, e sdo definidos pela presenca de um dominio Cnc de 43
aminoéacidos, localizado no terminal N do dominio de ligacdo ao DNA (BOTTINO-ROJAS et
al., 2018; TULLET etal., 2017).

Em ambiente intracelular, o Nrf2 atua como um dispositivo cuja principal funcéo é medir e regular
0s niveis de estresse oxidativo e outros estressores que podem causar danos as macromoléculas
das células, portanto sdo capazes de ativar mecanismo de protecdo internos, como
antioxidantes. A via de sinalizacdo Cncc/Keapl/AREL regula genes envolvidos na producéo de
enzimas antioxidantes como SOD, GSTs, CAT, GR e PRX. Bem como quinonas oxiredutases,
heme-oxidogenase, GSH e genes que atuam no combate ao estresse oxidativo. Essas séo vias
de protegdo que compartilham em comum o Nrf2, que funciona como um interruptor e permite
que as células se protejam dos desafios ambientais internos e externos (HERMES-LIMA et al.,
2015; WILDING, 2018; BOTTINO-ROJAS et al., 2018).

Em condic¢des de homeostase e equilibrio do ambiente intracelular, o Nrf2 permanece
no citosol e é rapidamente degradado pelo proteassoma ap0s a ubiquitinagdo mediada por
Keapl. Quando ocorre o desbalango oxidativo na célula em favor dos pro-oxidantes, a
degradacdo do Nrf2 cessa e 0 mesmo se transloca e se acumula no nucleo, local onde sera capaz
de regular a transcricdo de genes contendo na regido promotora o0 elemento de resposta
antioxidante. Contudo, esse processo de translocacdo nuclear, bem como sua capacidade
transcricional dependem do estado de fosforilagdo do fator de transcricdo. A fosforilagéo
induzida por AKT-, p38- e proteina-quinase-C-(PKC-) parece ser o principal mecanismo na
ativacdo de Nrf2 (POLVANI et al., 2012; WILDING, 2018).
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Por fim, o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-KB), que é um heterodimero
formado por duas subunidades: uma proteina de 50 kDa denominada de p50 ou NF-kB1 e outra
de 65 kDa, chamada de p65 ou RelA, as quais constituem o NF-kB em seu protétipo classico.
O NF-KB foi descoberto em linfécitos B, em células hematopoiéticas e, sua atuacdo regula a
transcri¢do da cadeia leve de imunoglobulina kappa (KUMAR et al, 2013; BLANCO, NETO,
2003; POLVANI et al., 2012).

Em células ndo leucocitarias esses dimeros podem se apresentar de diversas formas,
resultando em distintas combinacdes heterodiméricas (p50/p52, p50/p105, pl00/p529), e
possivelmente promovem combinag¢fes homodiméricas em células de mamiferos (p50/p50)
(BLANCO; NETO, 2003).

A ativacdo do NF-kB pode se dar por uma variedade de estimulos extracelulares, como
citocinas pré-inflamatoérias, fatores ativadores de linfécitos T e B, LPS bacteriano, proteinas
virais, fatores indutores de estresse, dentre outros. A atuacdo da L-arginina (enzima precursora

do Oxido nitrico — NO), por exemplo, promove a geracdo do NO que tem a capacidade de

interagir com o O2™ e formar o peroxinitrito (ONOQO"), este por sua vez é capaz de depletar o
grupamento —-SH da GSH e resultar no desbalanco redox no interior da célula. Tal desequilibrio
induziréd o inibidor kappa quinase (IKK) a fosforilar o inibidor kappa-B (IKB), resultando na
translocacdo do NF-KB para o interior do nucleo, local onde ird atuar na regulacdo da
transcricdo génica, especialmente em reacfes bioguimicas que objetivam a sobrevivéncia e
proliferacéo celular (Figura 3) (KUMAR et al, 2013; FILIPPIN et al., 2008; ATAIDE, 2022).
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Figura 3. Ciclo de ativacéo dos fatores de transcricdo NF-KB; NRF2/Cncc e FOXO. A ativacdo do NF-KB
se da por meio da L-arginina (enzima precursora do éxido nitrico — NO) tem-se a formacao do NO que ira interagir

com anion superoxido (O ~) formando o peroxinitrito (ONOQO~) que é capaz de depletar o grupamento -SH,
resultando no desequilibrio do balango redox da glutationa (GSH) a favor do estresse oxidativo. Desequilibrio que
induz o inibidor kappa quinase (IKK) a fosforilar o inibidor kappa-B (IKB), resultando na translocacdo do NF-KB
para o interior do nlcleo. Cncc funciona como um dispositivo cuja principal funcdo é medir e regular os niveis de estresse
oxidativo, 0 excesso de EROs faz com que o Cncc seja translocado do citosol para o nucleo. A auséncia da
homeostase e alteracfes bioquimicas que impedem o desenvolvimento natural da célula, faz com a FOXO seja
desfosforilada e transportada ao ndcleo. Juntos, NF-KB; Cncc e Foxo atuam como reguladores redox-sensiveis
das defesas antioxidantes, possibilitando assim a homeostase e sobrevivéncia da célula.
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(Adaptado de FILIPPIN et al., 2008).

2.7.  RESISTENCIA METABOLICA EM A. aegypti

Durante o ciclo de vida do A. aegypti, o artropode é submetido a diversas situacoes
ambientais que podem gerar o desbalanco oxidativo em favor dos pro-oxidantes nas células do
mosquito. Logo, é necessario que o sistema de defesa antioxidante do inseto apresente resposta
répida e eficaz, para a continuidade das reagdes metabdlicas vitais ao organismo. A quiescéncia
do ovo, por exemplo, é um evento intrinseco ao ciclo de vida do mosquito; no entanto, € um

mecanismo capaz de gerar implicacfes diretas nas reagdes quimicas que ocorrem no interior
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das células do embrido (FAUCON et al., 2017; BOTTINO-ROJAS et al., 2018; DINIZ, 2018;
TROCA, 2020).

Assim sendo, € indispensavel que o embrido entre em um estado de hipometabolismo,
retarde o processo de eclosao larval e aguarde o retorno de condi¢fes ambientais favoraveis ao
seu ciclo de vida. Submetido a uma situagéo de privacao de oxigénio e necessidade de reducgéo
do gasto energético, é imperioso que o artropode aprimore sua resisténcia metabdlica e a
capacidade de desintoxificacdo de EROs, pois com o retorno de condi¢bes ambientais, podem
ocorrer danos a estrutura celular do inseto ocasionado pelo regresso do oxigénio (CHEN et al.,
2012; FARNESI et al., 2015).

Durante o estado de quiescéncia, o ovo sofre constantes danos fisicos, como raios
ultravioletas, escassez de agua e hipdxia, que juntos atuam gerando o estresse oxidativo no
embrido (CHEN et al., 2012). Portanto, ¢ fundamental que ocorra 0 aumento na sintese de
enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GST, por exemplo, que atuam na destoxificacdo de
xenobioticos gerados durante a quiescéncia e que serdo indispensaveis para o combate de ERO
oriundos do regresso do oxigénio, quando as condi¢es ambientais se tonarem favoraveis ao
desenvolvimento do embrido (HERMES-LIMA et al., 2015; IGHODARO; AKINLOYE, 2019;
LIMA, 2021).

No que diz respeito ao repasto sanguineo em A. aegypti, € certo que a presenca do sangue
no organismo do inseto pode gerar o desbalanco oxidativo em favor das espécies radicalares,
especialmente quando a defesa antioxidante do mesmo ndo apresenta atuacao eficiente. Ao ser
digerido, o ferro da hemoglobina tem grande potencial oxidativo, pois o excesso de ferro pode
gerar aumento na producdo de radicais livres por meio da reacdo de Fenton. Ja a digestdo da
hemoglobina € um processo metab6lico em que ocorre a liberacdo de grandes quantidades de
heme. O grupo heme é composto pela molécula anelada de porfirina contendo ferro em sua
regido central, apresenta grande capacidade para formagdo de EROs e consequente toxicidade
a célula. Portanto, o hematofagismo pode impactar negativamente a expectativa de vida do
animal (SAEAUE et al., 2011; JENA et al., 2013; HALLIWELL, 2015; STERKEL et al.,
2017).

Enquanto o artrépode realiza a ingestdo do sangue, suas células aumentam a sintese de
enzimas antioxidantes e se preparam para lidar com os radicais livres que podem ser gerados
com a digestdo do mesmo. A expressdo da enzima CAT, por exemplo, pode ser aumentada em
até 6 vezes, 24 horas apés o hematofagismo. Ja a ferritina, proteina que atua como
transportadora de ferro no mosquito, apresenta um aumento de 100 a 200%, 48 horas apds o
repasto sanguineo (SAEAUE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2017).
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Durante esse processo, a acdo do gene que codifica a enzima heme oxidase (HO),
mantém niveis altos de transcri¢do, pois a mesma é um componente de defesa ativado como
resposta ao estresse oxidativo ou elevacdo dos niveis do heme. Sua principal funcéo é catalisar
a primeira etapa de degradacdo de moléculas do grupo heme, contribuindo para a sua
eliminacdo no organismo (BOTTINO-ROJAS et al., 2018). Com isso, a capacidade de remogéo
de espécies reativas no epitélio intestinal é aumentada (OLIVEIRA et al., 2017).

No tocante a infeccdo por arbovirus, € sabido que o inseto pode se contaminar ao picar
um hospedeiro infectado, o que torna o mosquito susceptivel a infecgédo viral. No entanto, em
seu processo evolutivo, o artrépode desenvolveu mecanismos de defesa que possibilitam sua
sobrevivéncia a alguns tipos de virus. Logo, durante a infeccao viral é necessario que ocorram
ajustes metabdlicos, especialmente no intestino médio do mosquito, local em que ocorrem as
primeiras interacdes virus/hospedeiro e que representa a primeira barreira contra arbovirus
(CHEN et al., 2012).

Os ajuste metabolicos envolvem a atuacdo de proteinas estruturais, sistema redox
eficiente e ativacdo simultanea de vérias enzimas de diferentes vias metabolicas, que sdo
reguladas para a defesa celular e também para a sobrevivéncia do virus. Portanto, o artropode
se torna eficiente em carregar a carga viral sem necessariamente agredir seu organismo
(TCHANKOUO-NGUETCHEU et al., 2010; CHEN et al., 2012; FARNESI et al, 2015;
DOLABELLA et al., 2016).

Para que o artrépode possa se tornar um vetor eficiente na transmissdo de arbovirus, é
necessario que o mesmo faca a ingestdo de uma grande quantidade de sangue contaminado.
Desse modo, a replicagdo viral ocorreré de forma suficiente para infectar outros tecidos, como
as glandulas salivares, por exemplo (LE COUPANEC et al., 2017).

No entanto, o processo de replicacdo do virus ira desencadear a formacéo de relevantes
guantidades de radicais livres no organismo do inseto, ocasionando o estresse oxidativo. Assim
sendo, € imprescindivel que ocorra a elevagéo na sintese de enzimas antioxidantes (MOREIRA
et al., 2017). Infec¢bes por DENV-2 por exemplo, geram elevagdo na expresséo e atividade da
enzima CAT,; j& infeccBes por chikungunya geram aumento na sintese de GSTs e
peroxirredoxinas (TCHANKOUO-NGUETCHEU et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2017).

A atuacdo do sistema de defesa do inseto durante a ingestdo do sangue contaminado,
objetiva a sobrevivéncia do mosquito. Contudo, acaba por contribuir para o estabelecimento e
manutencdo da infeccdo viral no organismo, pois a funcdo do sistema antioxidante é a
eliminacdo de espécies radicalares toxicas para 0 organismo, mas acabam por favorecer a

replicacdo viral, uma vez que enzimas como a CAT, por exemplo, realizam a destoxificacao de
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xenobioticos (H202) que podem apresentar potencial nocivo para sobrevivéncia e replicacdo de
arbovirus (OLIVEIRA et al., 2017).

Por meio da maquinaria celular, alguns arbovirus ainda possuem a capacidade de
realizar a modulacdo da sinalizacédo do fator de transcricdo Nrf2 (familia cap’n’collar), que esta
diretamente envolvido na producéo de diversos antioxidantes do sistema redox (ZHANG et al.,
2019). Entretanto, quando regulado negativamente, o desequilibrio redox acaba reduzindo a
carga viral no organismo do artropode (BOTTINO-ROJAS et al., 2018).

Em relacdo a sobrevivéncia do mosquito a alguns dos inseticidas disponiveis no
mercado, como organoclorados, organofosforados (temef6s, malation), carbamatos e
piretréides (deltametrina), é certo que esse fendmeno se da pelo aumento consideravel na
atividade de alguns agentes que compdem a intricada rede do sistema antioxidante do artrépode,
tais como: GSTs, esterases (ESTSs), citocromo P450 (CYP), carboxil/colinesterases (CCES) e
UDP-glicosil-transferases (UDPGTSs), por exemplo (DAVID et al., 2014; LIU, 2015; MOYES
etal., 2017; FAUCON et al., 2017; BOTTINO-ROJAS et al., 2018; VALLE et al., 2019).

Durante a contaminacdo por inseticidas, a regulacdo da transcricdo é outro fator
indispensavel para que o sistema redox do mosquito possa apresentar resposta rapida e eficiente
aos estressores ambientais, ou seja, € um fator chave na amplificacdo dos genes de resisténcia
(L1U, 2015). Em A. aegypti, o fator de transcricdo Cap’n’collar (Cnc) esta diretamente
relacionado com a resposta metabdlica gerada na presenca de inseticidas. A ativacdo e
sinalizacdo da via Cnc é fundamental para que o artrépode seja capaz de tolerar a toxicidade de

xenobidticos, como o organofosforado malation, por exemplo (BOTTINO-ROJAS et al., 2018).

2.8. INFLUENCIA DAS ESTACOES NO CICLO DE VIDA DOS
ARTROPODES

O estudo da biologia dos artropodes deixa clara a variabilidade e complexidade
evolutiva presente nessas espécies de animais. O filo Arthropoda agrupa mais de 800 mil
espécies que sao reconhecidas pela alta capacidade de reproducdo e adaptacdo, mesmo em
ambientes que apresentam condic¢des diversas e até desfavoraveis para a continuidade do ciclo
de vida de algumas espécies. A classe Insecta, por exemplo, é reconhecida pela sua
complexidade, abundancia e diversidade de espécies em praticamente todos os ambientes
terrestres (ANJOLETE; MARCORIS, 2016; MARQUES, 2018; TROCA, 2020; RIOS et al.,
2021).
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Os artropodes sdo capazes de se adaptar, ajustar o metabolismo e interagir facilmente
com as condicGes ambientais presentes no meio como umidade, precipitacdo, luminosidade,
temperatura e estacBes do ano. O ciclo reprodutivo de algumas espécies, a exemplo do A.
aegypti, esta diretamente relacionado com o retorno da estagdo chuvosa e presenca de agua em
abundancia no ambiente (MARQUES, 2018; RIOS et al., 2021). Certas espécies de artropodes
presente em ambientes urbanos, sdo popularmente conhecidas como insetos da primavera, pois
apresentam ciclo reprodutivo correlacionado com tal estacdo do ano, fazendo com que ocorra
infestacBes de insetos/ pragas nesse periodo (DUTRA, 2016; ANUNCIACAO, 2017;
AMARAL, 2018).

O aumento da temperatura e da umidade acelera o metabolismo e o processo reprodutivo
dos insetos. Ovos quiescentes, por exemplo, aumentam suas atividades metabdlicas e eclodem
com a chegada da estacdo chuvosa, dando continuidade ao desenvolvimento dos mosquitos
(FARNESI et al., 2017). Logo, é facil perceber que existe uma relagdo importante entre as
estacfes do ano e o aumento ou reducdo na presenca de artropodes no ambiente. Fatores
presentes na primavera e verdo (estacdo chuvosa no Brasil) favorecem a proliferacdo de insetos
no ambiente; enquanto outono e inverno (estacdo seca no Brasil) sdo caracterizados pela
reducdo da presenca dos mesmos no ambiente (GOTO et al., 2010; AMARANTE, 2014,
DUTRA, 2016).

O Cerrado é considerado a mais rica savana em biodiversidade do mundo e o segundo
maior bioma brasileiro em extensdo. Apresenta clima tropical sazonal, caracterizado por
periodos de elevadas temperaturas e com duas estacdes bem definidas: uma estacdo seca (maio
a setembro) e outra chuvosa (outubro a abril), com precipitacdo média anual de 1500 + 500
mm. Portanto, apresenta fatores que podem impactar diretamente no ciclo de vida da fauna
presente no bioma, especialmente para espécies que dependem da presenca de agua em
abundancia para continuidade do seu ciclo de vida e permanéncia no ambiente (GOTO et al.,
2010; HAND et al., 2016; MOREIRA et al., 2021).

Muitas espécies da entomofauna dependem da presenca de agua e umidade para
realizacdo da postura dos ovos, logo a estacdo chuvosa apresenta condigdes ideais para o ciclo
de vida dos mosquitos. Outro fator indispensavel é a presenca de flores e frutos no ambiente,
ou seja, a primavera & o momento ideal o desenvolvimento de insetos frugivoros (AMARAL,
2018; RIOS et al., 2021). S&o mecanismos de adaptacdo ao ambiente que possibilitam a
sobrevivéncia das espécies e que foram desenvolvidos ao longo de anos de evolugdo
(MOREIRA et al., 2021; HAND et al., 2016).
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O meés de setembro caracteriza o inicio do periodo da estacdo chuvosa e elevacdo da
temperatura no Brasil. Com isso, os artropodes aceleram seu ciclo reprodutivo e se preparam
para a estacdo seguinte, que também apresentara condi¢cGes favoraveis para alimentacdo,
desenvolvimento e sobrevivéncia dos seus descendentes (REZENDE et al., 2008; GOTO et al.,
2010; HAND et al., 2016).

O calor do ver&o acelera o metabolismo e o ciclo reprodutivo dos insetos. Posto isso, 0S
mesmos ficam mais ativos e saem a procura de alimentos, que é abundante nessa estacdo do
ano, bem como a procura de parceiros para reproducdo (TROCA, 2020). Os dias curtos do final
do verdo e inicio do outono fornecem os sinais ambientais necessarios para que o artrépode
programe suas proximas a¢des de sobrevivéncia e antecipe a chegada do inverno. No outono, o
retorno do frio faz com que os insetos busquem abrigos em suas coldnias ou em locais Umidos,
reduzem parcialmente a sua atividade diaria e acumulam reservas lipidicas necessarias para
superar a proxima estacdo (HAND et al., 2016). Ja no inverno, com as temperaturas baixas, a
maioria dos artrépodes entram em estado de diapausa, semelhante a hibernacdo, reduzem o
metabolismo e aguardam a chegada da nova estacdo (HERMES-LIMA, 2015; ZARA et al.,
2016; HAND et al., 2016).

O termo dorméncia é utilizado de forma genérica para caracterizar o estado de supressdo
do desenvolvimento do organismo, e pode ser caracterizado de dois tipos: quiescéncia e
diapausa (SANTOS, 2015). O processo de quiescéncia € um mecanismo de sobrevivéncia
utilizado por vérias espécies, para superar condi¢cbes ambientais desfavoraveis a continuidade
do seu ciclo de vida. E caracterizado pela desaceleracdo do ciclo celular e pode ser
acompanhado pela depressdo do metabolismo energético, que é essencial para conservagdo das
reservas e continuidade das atividades celulares vitais ao organismo (SANTOS, 2015; TROCA,
2020).

J& a diapausa € caracterizada por alteracfes fisiologicas e comportamentais do
organismo, bem como, pela suspensédo do desenvolvimento do animal. Geralmente antecipa a
chegada de condi¢cbes ambientais adversas, mas o final do processo n&o coincide
necessariamente com o fim da adversidade (SANTOS, 2015; MOREIRA et al., 2021). Durante
o0 estado de dorméncia, o estresse oxidativo é elevado e pode causar danos as macromoléculas
das células. Portanto, as respostas do sistema de defesa contra EROs ¢ indispensavel, bem como
0S mecanismo que protegem contra lesdes que podem ser causadas por estressores ambientais,
a exemplo do frio congelante e radiagdes (CHEN et al, 2012; HAND et al., 2016).

Portanto, as dificuldades impostas pelas condi¢cbes ambientais do Cerrado promovem o

aprimoramento de mecanismos bioquimicos, associados ao metabolismo redox em artrépodes,
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que permitem a sobrevivéncia e continuidade do ciclo de vida de muitas espécies no Bioma,
que por sua vez apresenta duas estacbes bem definidas, inverno seco e verdo chuvoso
(MOREIRA, 2014; HAND et al., 2016). A necessidade de reducdo do metabolismo energético
imposto pelo processo de quiescéncia, associado com ajustes metabolicos necessarios para o
combate a EROs, permitem que 0 A. aegypti alcance sucesso reprodutivo e sobreviva a escassez
de recursos ambientais durante o periodo de seca, através da quiescéncia dos ovos, retornando
ao ambiente com o regresso das chuvas no Cerrado (ZARA et al., 2016; DINIZ, 2018; GOTO
etal., 2010).

Os resultados deste estudo foram organizados em formato de artigo cientifico (Capitulo
1).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:
- Investigar a ocorréncia de modulacdo transcricional em genes envolvidos com o

metabolismo redox em associacdo a quiescéncia em mosquitos adultos de Aedes aegypti.

3.2.  Objetivos Especificos:

- Auvaliar o perfil transcricional de um gene do metabolismo intermediario, G6PD, em
espécimes adultos que emergiram de ovos em diferentes periodos de quiescéncia;

- Estabelecer a expressdo de GS, enzima responsavel pela sintese do principal
antioxidante celular, a glutationa, e se ha expressdo diferencial deste gene em periodos
crescentes de quiescéncia;

- Analisar a influéncia da quiescéncia sobre a expressdo de Glutationa S-transferase,
Glutationa peroxidase, Glutationa catalase, Superoxido dismutase, Tiorredoxina (TRX),
Tiorredoxina redutase (TRXR) e Peroxirredoxina 2 (PRX2) em diferentes periodos de
quiescéncia;

- Verificar a influéncia de diferentes periodos de quiescéncia sobre a expressdo dos
fatores de transcricdo FOXO, NRF2 e Nuclear Kappa B (NF-KB);

- Investigar se o processo de quiescéncia em A. aegypti permite a espécie se enquadrar

no fendmeno “preparo para o estresse oxidativo” (POS).
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4. CAPITULO 1 - artigo cientifico a ser submetido a publicacéo.

MODULACAO DO PERFIL TRANSCRICIONAL DE GENES
ENVOLVIDOS COM O METABOLISMO OXIDATIVO EM ADULTOS
DE AEDES AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE) SOB A INFLUENCIA DO
ESTADO DE QUIESCENCIA NO CERRADO BRASILEIRO

Fagne Vasco Sardeiro?, Cindy Kelly Silva Ataide?, Laiane Medeiros de Lima?, Elisama Ferreira
de Souzal, Larissa Paola Rodrigues Venancio®”

1. Centro das Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal do Oeste da Bahia,
Laboratorio de Agentes Infecciosos e Vetores, Grupo de Estudos em Genética
Molecular, Barreiras, Brasil.

*autor correspondente.
RESUMO

Quiscéncia trata-se de um tipo de dorméncia relacionado diretamente com a capacidade que
alguns orgamismos possuem para sobreviver a condi¢gdes ambientais adversar com o metabolis
o reduzido a niveis minimos. Sua ocorréncia em mosquitos de importancia médica, como Aedes
aegypti, principal vetor de importantes arboviroses, como Dengue, Chikungunya e Zika,
permite a manutencdo do ciclo biolégico da espécie na natureza, especialmente durante as
variacdes climaticas sazonais, contribuindo para sua manutencdo e dispersdo. E Para investigar
a modificacdo da expressdo de genes envolvidos direta ou indiretamente com o metabolismo
redox em adultos que emergiram de ovos quiescentes, analisamos a expressao de genes que
codificam para as enzimas glutationa sintetase (GS); glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD);
glutationa S-transferase (GST); glutationa peroxidase (GPx); Catalase (CAT); Superoxido
dismutase (SOD); Tiorredoxina (TRX), Tiorredoxina Redutase (TRXR); Peroxirredoxina 2
(PRX2; e fatores de transcricdo NRF2/Cap 'n’collar, Nuclear Kappa (NF-kB) e FOXO. Para
tanto, foram analisados cinco periodos distintos de quiescéncia (zero, 30, 60, 90 e 120 dias). Os
resultados indicaram alteragdes significativas na expressdo dos genes NF-KB, FOXO, SOD2,
GPx, TRX, TRXR, PRX2, CAT, GSTS1, GSTx2 e G6PD. Em contrapartida, ndo foram
constatadas diferengas significativas para NRF2/Cncc, SOD1, GSTe e GS. Intervalos curtos de
quiescéncia modularam a expressdo de NF-KB, FOXO, SOD2, GPx, PRX2 e TRX. No entanto,
periodos longos influenciaram a expressdo de G6PD, CAT e GSTsl no mosquito adulto. O
aumento da expressdo especialmente dos genes que codificam para G6PD e PRX2 indica a
ocorréncia de preparo para o estresse oxidativo no a espécie. A hiporregulacdo da maior parte
dos genes avaliados, especialmente em120 dias, pode indicar uma condi¢do adaptativa,
envolvendo a modulacdo da expressdo de genes envolvidos com o metabolismo redox, que
permitem a sobrevivéncia e reproducgdo da espécie diantes das condi¢cdes ambientais do cerrado
brasileiro.

Palavras-chaves: Quiescéncia. Preparo para o estresse oxidativo. Depressdo metabolica.
Metabolismo redox. Expressdo génica.
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4.1. INTRODUCAO

Aedes aegypti € uma espécie de inseto de grande relevancia em termos de saude publica,
pois apresenta distribuicdo global e papel central na transmissdo de doencas arbovirais, a
exemplo da febre amarela, dengue, chikungunya e zika (OLIVA, 2018). O contexto historico
da ocorréncia de A. aegypti tem seu registro mais antigo datado do ano de 1762, no Egito
(CHRISTOPHERS, 1960). A espécie esta presente nos tropicos e subtropicos, praticamente em
todo o continente americano, sudeste da Asia e em toda a india (ZARA et al., 2016).

Por ainda ndo haver vacinas aprovadas para utilizacdo e controle das arboviroses
transmitidas pela espécie, o combate ao vetor ainda é a principal medida no controle de
enfermidades transmitidas por essa espécie (BRASIL, 2022; OPAS, 2022; LIMA, 2021,
DINIZ, 2018; CHEN et al., 2012).

Atualmente, sabe-se que existe uma relacdo metabdlica importante entre a resisténcia a
xenobioticos, como compostos de controle vetorial, capacidade antioxidante e o ciclo de vida
do mosquito (MAITY et al., 2008; AMARAL, 2018). A quiescéncia do ovo, por exemplo, esta
diretamente relacionada com a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo
primordiais para a expressao e modificacdo covalente de enzimas antioxidantes (JENA et al.,
2013).

Aedes aegypti possui a habilidade de sofrer dorméncia sazonal na fase do ovo, estado
conhecido como quiescéncia. Quiescéncia sazonal é uma adaptacdo as condicdes peculiares de
habitats, tais como pocas transitorias, onde o nivel da &gua pode ser sujeito a grandes e abruptas
flutuacdes (ANUNCIACAO, 2017). Como resultado desta caracteristica, A. aegypti é capaz de
produzir ovos que resistem a dessecacdo e podem suportar meses de dorméncia (FAUCON et
al., 2017). O processo de quiescéncia esta diretamente relacionado com a capacidade que alguns
organismos possuem para sobreviver a condi¢cdes ambientais adversas com o metabolismo
reduzido a niveis minimos. O evento pode ser estimulado em diferentes fases do ciclo de vida
de um organismo e geralmente objetiva alcancar condi¢cbes ambientais favoraveis para
sobrevivéncia e desempenho bioldgico da espécie quiescente (GOLDING et al., 2015;
FARNESI et al., 2015; DINIZ et al., 2017; CARVALHO et al., 2017; LIMA, 2021).

A duragéo da quiescéncia afeta o fitness larval pela reducéo de reservas nutricionais das
larvas recém-emergidas, sugerindo que o tempo de quiescéncia do ovo poderia resultar em
fenotipos adaptativos no adulto com diferentes performances e fisiologia reprodutiva (PEREZ;
NORIEGA, 2013). Fémeas adultas que emergiram de ovos de tempos longos de quiescéncia

exibem maior tolerancia a privagdo alimentar e maior tempo de vida do que fémeas que
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emergiram de ovos que permaneceram pouco tempo em quiescéncia. Mosquitos com maior
reserva de lipidios, tolerdncia ao estresse alimentar e longevidade poderiam, portanto,
apresentar uma vantagem fisioldgica em situacGes que as condi¢des ambientais podem ser mais
desafiadoras (PEREZ; NORIEGA, 2013), implicando diretamente na ecologia do vetor.

Quando submetidos a condigfes ambientais adversas como o frio congelante, secas
severas, elevadas temperaturas, hipdxia e anoxia, muitos animais reduzem o seu metabolismo
a niveis minimos, aumentam a sintese de enzimas antioxidantes e aprimoram sua capacidade
de destoxificacdo e biotransformacéo de xenobidticos. O aumento da resposta antioxidante e
capacidade de biotransformagéo ocorrem com a finalidade de alcangar condi¢bes ambientais
favoraveis para sobrevivéncia do organismo. A esse fenémeno foi dado 0 nome de preparo para
0 estresse oxidativo (POS) (HERMES-LIMA et al., 2015; MOREIRA et al., 2016; MOREIRA
etal., 2021). Este processo mostra-se amplamente difundido entre os animais: 59% das espécies
de atrépodes que tiveram o metabolismo redox avaliado em privacdo de oxigéncio sdo POS-
positivos (MOREIRA et al., 2016).

Ja o estresse oxidativo é um fenbmeno que ocorre em organismos vivos quando a taxa
de geracdo de radicais de oxigénio excede a taxa de sua decomposi¢cdo (HERMES-LIMA et al.,
2015). E um fendmeno que leva ao desequilibrio entre a ocorréncia de espécies reativas no
organismo, como EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERN) e a capacidade de neutralizagao
das mesmas no interior da célula (PISOSCHI; POP, 2015).

Com isso, é necessario que o sistema antioxidante dos organismos aerobicos atue com
eficiéncia e precisdo para lidar com o excesso de EROs no interior das células. Trata-se de um
mecanismo complexo que apresenta uma intricada rede de componentes enzimaticos e ndo
enzimaticos, conforme a estrutura dos agentes antioxidantes que atuam na biotransformacéo e
eliminacdo de compostos oxidantes nocivos para a estrutura das células (MOREIRA et al, 2016;
HERMES-LIMA et al., 2015). Antioxidantes sao moléculas que protegem as células contra as
acOes dos radicais livres, atrasando ou inibindo a oxidacdo de biomoléculas (HALLIWELL,
2015; NETO, 2010).

A eliminacgdo de espécies radicalares por meio da biotransformacgéo de xenobiéticos é
vital para a manutengdo de homeostase celular, mesmo em situacdo de normoxia (JENA et al.,
2013). Diante da privacgao do oxigénio, a atuagao eficiente do sistema redox é fundamental para
a regulacdo das vias metabolicas e de fatores de transcricdo que possam possibilitar a
sobrevivéncia do organismo (MUSTAFA et al., 2011; VENANCIO et al., 2013).

Quando as células sdo expostas a situacdes de estresse oxidativo, 0s integrantes

enzimaticos sdo os primeiros que entram em agé@o na defesa contra ERO, visto que objetivam
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evitar o acimulo do O2™ e do H202. Assim sendo, as enzimas que assumem papel de destaque
nesse processo, sao: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST), heme oxidase (HO), bem como a glutationa redutase
(GR) e a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD). Ja os componentes ndo enzimaticos incluem
antioxidantes hidrofilicos (glutationa, vitamina C, inddis e catecdis) e lipofilicos (bioflavonas,
vitamina A e vitamina E) (NETO, 2010; JENA et al., 2013; HERMES-LIMA et al., 2015;
IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

A glutationa (GSH) possui a capacidade de “doar” um de seus e¢létrons aos radicais
livres e neutralizar os danos oxidativos, atua diretamente na biotransformacao e eliminacdo de
xenobioticos, consegue transformar ERO em moléculas estaveis, ou seja, é capaz de
interromper o desequilibrio oxidativo (LU, 2013). Trata-se do antioxidante endégeno néo
enzimatico mais abundante nas células, com atuacdo em diversos processos (WHYTE et al.,
2000). A sintese da GSH ocorre no citoplasma em duas reacdes catalisadas pelas enzimas
glutamato-cisteina ligase (GCL) e glutationa sintetase (GS). A GS é responsavel pela ligacao
da gama glutamil cisteina com a glicina, originando assim, o tripeptideo GSH (LU, 2013).

O aumento da capacidade antioxidante enddgena por conta da privacao de oxigénio esta
diretamente associado a resisténcia ao estresse, como por exemplo, a presenca de xenobidticos,
assim como, associado a longevidade. Organismos que toleram algum tipo de estresse sdo
tipicamente mais tolerantes a outras situacdes estressoras (KRIOVORUCKO; STOREY, 2010).
Deste modo, o controle ao dano oxidativo em condicdo de privacdo de oxigénio, como no
momento de quiescéncia do ovo, podem influenciar nos niveis de elementos antioxidantes,
auxiliando na introducdo e selecdo de individuos mais tolerantes, permitindo o suporte a
situacbes ambientais adversas (VENANCIO et al.,, 2013), como a presenca de agentes
quimicos.

Com base no fato de que o tempo de quiescéncia pode ser um fator relevante para
modificagdes adaptativas em adultos de A. aegypti, 0 presente estudo teve como objetivo
analisar o perfil transcricional de genes envolvidos direta ou indiretamente com metabolismo
redox, como: GS; GPx; GST; CAT; SOD; TRX; TRXR; PRX2 e G6PD, bem como 0s genes que
codificam para os fatores de transcricdo NF-KB; NRF2 e FOXO. O perfil transcricional desses
genes foi avaliado sob a perspectiva da influéncia do processo de quiescéncia, com intengéo de
verificar a regulacdo desses genes nesta condicdo fisiologica e sua possivel influéncia na

resisténcia metabolica do inseto vetor.
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4.2. METODOLOGIA
4.2.1. AREA DE ESTUDO E COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Esse estudo foi realizado no municipio de Barreiras, cidade que apresenta grande
potencial agricola e é considerada o centro econdmico da regido, localizada no extremo oeste
do estado da Bahia, Brasil (Latitude: 12° 8' 54" Sul, Longitude: 44° 59' 33" Oeste). Apresenta
clima tropical com verdo chuvoso, inverno seco e superficie de 785.913 hectares. O clima
tropical no bioma Cerrado tem como principal caracteristica a ocorréncia de duas estagdes, uma
chuvosa (outubro a abril) e outra seca (maio a setembro). As temperaturas méedias anuais variam
de 18 °C a 27 °C, sendo que a temperatura minima pode chegar a 8 °C e a méxima, a 34 °C.
(IBGE, 2023; EMBRAPA, 2023).

As estacOes seca e chuvosa sdo bem definidas na regido. A média de precipitacdo mensal
nos altimos dez anos (2012 a 2022, dados do Instituto Nacional de Metereologia (INMET):
http://portal.inmet.gov.br) indicam os meses de junho a setembro com precipitacdo mensal
abaixo de 4 mm, com os meses de junho e agosto apresentando precipitacdo em torno de zero

mm (Figura 4).
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Figura 4 — Precipitacdo média mensal, em mm, nos anos de 2012 a 2022, na cidade de Barreiras. Os dados
de precipitacdo indicam periodos de seca e chuva bem delimitados na regido, tipico do Bioma Cerrado. Os valores
sobre as barras indicam os valores médios de precipitagdo em mm de cada més avaliados nos Gltimos 10 anos
(INMET).
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A coleta de espécimes de A. aegypti foi realizada no bairro Morada da Lua, &rea urbana
da cidade. O estudo envolveu a analise de pelo menos 5 pools de 10 individuos adultos para
cada tempo de quiescéncia investigado.

No procedimento de coleta em campo, foram utilizadas armadilhas de oviposicéo,
conhecidas como “ovitrampas”. Estas armadilhas sdo produzidas utilizando solucdo atrativa
(feno a 10%), colocada em recipientes escuros (ANUNCIACAO, 2017). Nestes recipientes s&o
acrescentadas duas palhetas de Eucatex com comprimento de 12,5 cm x 2,5 cm. O lado aspero
da palheta é posicionado para a postura e, para a fixacdo das palhetas nos recipientes, foram
utilizados grampos de aco galvanizado.

A coleta foi realizada especialmente em periodos mais chuvosos, nas estagdes da
primavera e verdo (outubro a margo), pois a infestagdo ocorre em ciclos dependentes de chuva
(ARCANJO et al., 2020) e, para evitar a coleta de individuos irméos, as ovitrampas foram

mantidas em locais distanciados por pelo menos 500 metros. O desenvolvimento de ovos até a
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fase de mosquito alado ocorreu em laboratorio e foram acondicionados em temperatura (T) de
cerca de 27°C, com fotoperiodo de 11 horas claro para 13 horas escuro.

Posteriormente a coleta dos ovos em armadilha, as palhetas contendo os ovos foram
depositadas em caixas multiuso contendo agua destilada para eclosdo das larvas. Apos a
eclosdo, as larvas foram acondicionadas em potes plasticos, contendo agua destilada, com
auxilio de pipetas Pasteur e alimentadas com racdo de peixe seca e triturada ad libitum. Os potes
foram cobertos com tecido telado e vedados com tampas perfuradas para permitir a circulacédo
do oxigénio e sobrevivéncia das larvas até a finalizacdo do processo de metamorfose. Larvas
de A. aegypti apresentam quatro estdgios larvais (L1; L2; L3 e L4) que duram de 5 a 7 dias,
posteriormente se transforma em pupas e permanecem nessa fase por até 3 dias até alcancarem
a fase adulta (ANJOLETTE; MACORIS, 2016).

Pupas ndo se alimentam, portanto foram transferidas para outros recipientes e foi
utilizado o protocolo anterior para sua manutencdo, com exce¢do da alimentacdo, até
completarem seu ciclo de desenvolvimento (AMARAL, 2018; CARVALHO et al., 2014).

4.2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Para avaliar a influéncia do processo de quiescéncia sobre processos envolvidos com o
metabolismo redox do inseto foi avaliada a expressdo dos seguintes genes: GS; GST; GPx;
SOD; CAT; TRX; TRXR; PRX2; G6PD; FOXO; NRF2 e NF-KB. Para tanto, foram analisados
cinco periodos distintos de quiescéncia, sendo o periodo “um” representado pelo tempo zero
dias de ovos em quiescéncia. Nesse periodo 0s ovos da primeira geracdo de filhos foram
imediatamente depositados em agua destilada e foi seguido o protocolo descrito anteriormente
para 0 manejo adequado do desenvolvimento. Quando atingiram a fase adulta, foram
eutanaziados em baixa temperatura e acondicionados em ultrafreezer (-80°C) até a realizacédo
das andlises de biologia molecular.

Ja o periodo “dois” correspondeu ao intervalo de tempo de 30 dias de ovos mantidos em
quiescéncia. Logo, apds os 30 dias, as palhetas Eucatex contendo os ovos quiescentes foram
depositadas em agua destilada e, ap6s a eclosdo e desenvolvimento dos insetos, 0s mesmos
foram manejados como descrito anteriormente. No periodo “trés”, 0S ovos do inseto foram
mantidos em quiescéncia por dois meses (60 dias) e no periodo quatro, foram trés meses (90
dias) de quiescéncia. Por fim, no periodo cinco, foram analisados os adultos que eclodiram de

ovos que ficaram quiescentes por quatro meses (120 dias).
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Foram realizados testes de desenvolvimento com ovos mantidos por 150 e 180 dias de
quiescéncia; contudo, a taxa de eclosdo apresentou-se extremamente baixa, chegando a 0% em

180 dias (dados ndo apresentados).

4.2.3. ANALISE DE EXPRESSOES DOS GENES QUE CODIFICAM PARA AS
ENZIMAS GS, GST, GPx, SOD, CAT, TRX, TRXR, PRX2, G6PD E FATORES DE
TRANCRICAO FOXO, NRF2 E NF-KB.

Para as analises de expressdo génica, 0 mRNA dos pools de amostras foi extraido
utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen), conforme especificacdes do fabricante. A qualidade
e concentracdo das amostras do RNA foram avaliadas em gel de agarose 1% e por
espectofotometria em leitor multimodo Varioskan (Thermo Scientific) e digeridas com
endonuclease DNase | para eliminar o DNA genémico contaminante. O material genético total
das amostras foi eluido em tampao “low” TBE (10mM Tris; 0,1mM EDTA) e estocados em -
80°C.

As reagdes de transcrigdo reversa foram realizadas utilizando “High-capacity cDNA
reverse transcription kit” (Applied Biosystems). As reacdes de PCR em tempo real foram
realizadas utilizando PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems), em
termociclador QuantStudio 5 (Applied Biosystems). Os ensaios foram repetidos trés vezes,
utilizando trés réplicas de cada reacdo em todos 0s ensaios (ZHOU et al., 2012).

Na tabela 1, estdo descritas as sequéncias sense e antisense dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados neste estudo. Dos 16 pares de primers utilizados, nove foram desenhados
neste estudo e sete foram anteriormente descritos na literatura. O resultado dos ensaios de

eficiéncia dos pares de primers desenhados para este estudo estdo descritos no Apéndice A.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de RT-gPCR de mosquitos Aedes

aegypti.
GENES SEQUENCIA (5’-3’) REFERENCIA ACESSO
(F: sense/R: antisense)
GS F- GATGGAAAAATGCCTCCAGA (BOTTINO- -
R- GCATGTGACCCACTTGTTTG ROJAS, 2018).
CAT F- CAATGAACTGCACCGACAAC (OLIVEIRA et al., -
R- AGCCTCATCCAGAACACGAC 2017).
G6PD F- CCGAGAGAAATGCCACCAGT * LOC5572093 -
R- CTGTCGTAGCTTCCGGGATG AAEL006507
GSTx2 F- CTGGAACGCTGCAAATCTCT (BOTTINO- -
R- AGGTTCCTCCAGCTTGGAT ROJAS, 2018).
GSTsl F-CGAAGAATGGCCAGCTCTGA * LOC5575278 -
R-AGATAGCGGGACATGGCCA AAELO011741
GSTe2 F- TATGTGCAAAAGGCTTACCAACTG  (LUMJUAN etal., -
R- TGCCTTTTGAGCATTCTTCTCC 2005).
GPx F-CAGTTCGGGTCTCAAATGCC * LOC5575813 -
R-ACAATGGAGCGGCATCATCA AAEL012069
CuznSOD F- GGTGACTTGAGCGATGGATG * LOC5567695 -
(SOD1) R - CGGCAACAACATTTCCCAGA AAEL006271
MnSOD F- GGGCATGGCTGGGCTATAAT * LOC110681315 -
(SOD2) R- CTCCCAAACGTCGATTCCCA AAEL004823
TRX F- TCGTAATCCACTGCTAGGCC * LOC5572316 -
R- CACGGGATTGTCACTGTTGA AAEL009708
TRXR F- AAGTGGGGTCTGGGTGGAA * LOC5576472 -
R- ATTCCGGCTCAGCAAACTTC AAEL002886
PRX2 F- AGCTGGATGACTTCAAGGGA * LOC5578147 -
R- ACTTCGGTGTTCAGGTCCC AAEL013528
NRF2 F- CGCTACCGTCAGCTACCAAT (BOTTINO- -

R- CGGCTCCCTCTAAGTGACTG

ROJAS, 2018).
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FOXO F- AATCCTGACGCAGGTCAAACGGTA  (HANSEN etal.,
R-TCTGCAAGAGATCCAGCCAGTTGA 2007).
NuclearKapa F- CCGGAAGAACTACGACCAGT * LOC5569427 -
(NF-KB) R- TGTGATGTTGCGTCGTTCAA AAELO007624
Actina F- CGTTCGTGACATCAAGGAAA (DZAKI et al.,
R- GAACGATGGCTGGAAGAGAG 2017).

*: pares de primers desenvolvidos neste estudo.

Para desenho dos oligonucleotideos iniciadores ainda ndo descritos na literatura, foi
utilizado o programa Primer3web (version 4.1.0) (primer3.ut.ee), com base em sequéncias
disponiveis em banco de dados (GenBank — https://www.ncbi.nih.gov/genbank e VectorBase -

https://vectorbase.org/vectorbase/app) (Tabela 1).

4.2.4. ANALISE DE DADOS

Para avaliacdo da normalidade e homoscedasticidade dos dados foram aplicados teste
de Shapiro-Wilke e Levene, respectivamente. O célculo de niveis relativos de mRNA foram
baseados no método 244¢T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As diferencas dos valores de
ciclos limiares entre os genes estudados e o0 gene da actina, como transcrito de referéncia de
cada reacdo, foram utilizados para normalizar o nivel total de RNA. Valores de p <0.05 foram
considerados significantes, e os dados foram apresentados como média * erro padrdo da média.
Para conjunto de dados que passaram no teste de normalidade foi aplicado o teste ANOVA One
Way, complementado por Bonferroni. Ja para dados ndo paramétricos, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis complementado pelo teste de compara¢fes multiplas de Dunn. Associagdo entre
as variaveis avaliadas considerando o tempo de permanéncia em quiescéncia foi realizada por
correlacdo de Spearman. Para todos foi utilizado o programa estatistico STATISTICA 8.0
(StatSoft Inc.).

4.3. RESULTADOS
43.1. EXPRESSAO DOS GENES QUE CODIFICAM PARA ENZIMAS
ASSOCIADAS AO METABOLISMO REDOX

O gene G6PD apresentou modulagéo estatisticamente significativa da expresséo entre
0s periodos analisados (p = 0,023). Os dados indicam que 0 gene em questdo é hipoexpresso
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(cerca de 2,6 vezes) no tempo 30 dias de quiescéncia, quando comparado com os tempos finais
do processo de dorméncia (90 e 120 dias). Em 90 dias de quiescéncia, a expressdo aumentou
em 2,5 vezes e em 120 dias o aumento foi de cerca de 3,6 vezes, em relagdao ao tempo “zero”.

Logo, periodos longos de quiescéncia podem influenciar a expressdo do gene G6PD (Figura 5).

Figura 5 — Analise do perfil de expressdo do gene G6PD em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto de
dados gerados durante reacdes de RT-gPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas independentes para
avaliacdo da expressdo de G6PD. Resultados indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos

(Kruskal-Wallis, p = 0,023). Post hoc: a: p=0.009; b: p=0.006. Linha tracejada em vermelho: limiar de expressdo
relativa.
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A expressdo de GPx também apresentou diferencas estatisticamente significativas entre
0s tempos de quiescéncia analisados (p = 0,013). A transcricdo do gene apresentou reducdo no
tempo 30 dias de quiescéncia e aumentou nos tempos seguintes (60 e 90 dias), aumentando
cerca de 6,5 vezes no tempo 60 dias. Apresentou também hipoexpressao no final da quiescéncia,
tempo 120 dias, em relacdo aos tempos 60 (cerca de 5,7 vezes) e 90 dias (cerca de 4,0 vezes).
Ou seja, houve inibicdo na expressdo do gene no inicio e no final do processo de dorméncia,
com aumento importante da expressao nos tempos 60 e 90 dias. Destaca-se também que o tempo

zero ndo apresentou diferencas significativas no nivel de expressao em relacdo a nenhum tempo
avaliado (Figura 6).
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Figura 6 — Andlise do perfil de expressdo do gene GPx em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto de
dados gerados durante reagfes de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas independentes para
avaliacdo da expressdo de GPx. Resultados indicam diferengas estatisticamente significativa entre os grupos
investigados (Kruskal-Wallis, p = 0,013). Post hoc: a: p = 0.006; b: p = 0.003; c: p = 0.038. Linha tracejada em
vermelho: limiar de expresséo relativa.
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Em relacdo a analise de expressdo do gene CAT, o conjunto de dados gerados durante
as reacdes de gPCR também apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre o0s
tempos de quiescéncia pesquisados (p = 0,02). Os resultados de expressao génica revelaram
que o gene citado € hipoexpresso em mosquitos adultos que eclodiram de ovos submetido a
quiescéncia. Os dados indicam redugdo nos tempos 60 e 90 dias quando comparados com 0
tempo 0, mas indicam aumento no tempo 120 dias em relacdo ao tempo 60 dias, apesar do
padrdo de hipoexpressdo ser mantida. A diminuicdo da expressao foi de cerca de 18 vezes do
tempo zero em relagdo ao tempo 60 dias, momento com menor média de expressao relativa
(Figura 7).
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Figura 7— Analise do perfil de expressdo do gene CAT em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto de
dados gerados durante reag6es de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biolégicas independentes para CAT.
Resultados indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos analisados (Kruskal-Wallis, p = 0,02).
Post hoc: a: p =0.008; b: p=0.04; c: p =0.036. Linha tracejada em vermelho: limiar de expressao relativa.
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No que concerne a andlise do conjunto de dados gerados durante a avaliagdo da
expressdao do gene GSTx2, os resultados também indicaram alteracbes estatisticamente
significativas entre os tempos de quiescéncia pesquisados (p = 0,038). Os dados indicaram
hipoexpressdo do gene ao longo de todo o periodo avaliado (abaixo do nivel relativo de
expressdo 1), sendo constatada reducéo estatisticamente significativa no final do processo de
quiescéncia (120 dias) em relacdo aos tempos 30, 60 e 90 dias. Ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significativas no tempo 30, 60 e 90 em relacdo ao tempo 0 e nem

entre eles (Figura 8). O tempo de 120 dias apresentou uma reducdo de expressdo em cerca de
3,5 em relacdo ao tempo 60 dias.
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Figura 8 — Analise do perfil de expressdo do gene GSTx2 em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reacdes de RT-gqPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de
quiescéncia. As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biologicas independentes
para GSTx2. Resultados indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis, p =

0,038). Post hoc: a: p = 0.030; b: p = 0.038; c: p = 0.010. Linha tracejada em vermelho: limiar de expresséo
relativa.
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O gene GSTs1 também apresentou modulagdo significativa da expressao durante os
periodos investigados (p = 0,025). Contudo, diferentemente de GSTx2, durante todo o periodo
a expressdo de GSTs1 apresentou niveis de expressdo relativa acima de 1. A transcri¢do do
MRNA deste gene reduziu nos tempos 30 (cerca de 4 vezes) e 60 dias (2,3 vezes) de quiescéncia
qguando comparados com o tempo zero. No entanto, foi registrado aumento estatisticamente
significativo no final da quiescéncia em relacdo ao tempo 30 dias. A expressdo desse gene
sofreu aumento cerca de 3,5 no tempo 90 dias em relacdo ao periodo com o menor nivel de
expressdo (T30) e aproximadamente 1,3 vezes no tempo 120 dias em relagdo ao mesmo periodo.
Né&o foram constatadas diferencas estatisticamente significativas entre os demais tempos 0, 30,
60 e 90 dias (Figura 9).
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Figura 9 — Analise do perfil de expressdo do gene GSTs1 em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto de
dados gerados durante reag6es de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas independentes para GSTs1.
Resultados indicam diferengas estatisticamente significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis, p = 0,025). Post hoc:
a: p=0.007; a’: p=0.04; b: p=0.047; b’>: p =0.016. Linha tracejada em vermelho: limiar de expressdo relativa.
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J& o conjunto de dados gerados durante as reacfes de qPCR para a avaliacdo da
expressdao do gene GSTe, em periodos crescentes de quiescéncia, indicaram ndo haver
modulacdo estatisticamente significativa na expressdo do gene citado (Kruskal-Wallis: p =
0,84) (Figura 10).

Figura 10 — Analise do perfil de expressdo do gene GSTe em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reagcdes de RT-gqPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de
quiescéncia. As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biol6gicas independentes
para GSTe. Resultados indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos analisados (Kruskal-
Wallis, p = 0,84).

Expressao relativa GSTe

TO T30 T60 T30 T120



59

A andlise do conjunto de dados gerados para expressdo do gene SOD1 (CuzZnSOD),
também ndo apresentou alteragdes estatisticamente significativas entre os periodos crescentes
de quiescéncia investigados (Kruskal-Wallis: p = 0,70) (Figura 11).

Figura 11 — Analise do perfil de expressdo do gene SOD1 em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reagdes de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de
quiescéncia. As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biologicas independentes
para SOD1. Resultados ndo indicam diferencas estatisticamente significativa entre 0s grupos investigados
(Kruskal-Wallis, p = 0,70).
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Ja a expressdao do gene SOD2 (MnSOD) apresentou diferencas estatisticamente
significativas na expressao do gene que codifica para o agente antioxidante (p = 0,003). Os
tempos 0, 30 e 60 dias apresentaram 0s maiores niveis de expressao relativa deste gene, sendo
o tempo 30 responsavel pelo maior nivel de expressdo no periodo. Contudo, essa situacdo se
inverte nos tempos 90 e 120 dias. O tempo de 120 dias em quiescéncia indicou 0 menor nivel
de expresséo génica entre os periodos. Em relacdo ao tempo 30 dias, o nivel de expressao desse
gene reduziu em cerca de 7 vezes e em cerca de 3 vezes em relagdo ao tempo zero. Nao foram
constatadas alteragdes significativas entre os demais tempos de quiescéncia analisados para este
gene (Figura 12).
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Figura 12 — Analise do perfil de expressdo do gene SOD2 em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reacoes de RT-qPCR para os periodos de tempo 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas independentes para SOD2.
Resultados indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos investigados (Kruskal-Wallis, p =

0,003). Post hoc: a: p=0.02; a’: p=0.007; b: p=0.005; b’: p = 0.015; c: p = 0.03. Linha tracejada em vermelho:
limiar de expresséo relativa.
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O gene TRX também apresentou modulacdo significativa de sua expressdo entre 0s
tempos de quiescéncia investigados (p = 0,001). Os dados indicaram ndo haver diferenca
significativa na expressdo entre os tempos 0, 30 e 90 dias. Contudo, houve diminuigdo
significativa da expressdo do tempo 120 dias em relacdo ao tempo O (cerca de 4,0 vezes) e em
relacdo ao tempo 30 dias (cerca de 5,0 vezes). Além disso, ocorreu também uma diminuicao
significa na expressdo desse gene entre os tempos 30 e 60 dias. Essa diminuicdo foi de
aproximadamente 3,0 vezes (p = 0,013) (Figura 13).
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Figura 13 — Analise do perfil de expressdo do gene TRX em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto de
dados gerados durante reag6es de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padréo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas independentes para TRX.
Resultados indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos analisados (ANOVA one way, p =
0,001). a: p =0.016; b: p=0.013; b’: p = 0.002. Linha tracejada em vermelho: limiar de expressdo relativa.
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No que diz respeito ao gene TRXR, a andlise estatistica também apontou alteracéo
significativa na expressdo deste gene entre os intervalos de quiescéncia analisados (p = 0,009).
Os dados apontaram reducao estatisticamente significativa da expressdo no tempo 60 dias de
quiescéncia (cerca de 4 vezes menor) em relacdo ao tempo 0 de quiescéncia. N&o foi constatada
diferencas estatisticamente significativas entre os tempos 30, 60, e 90 em relagéo ao tempo 0
(Figura 14).
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Figura 14 — Analise do perfil de expressdo do gene TRXR em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reacBes de RT-gqPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de
quiescéncia. As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biol6gicas independentes
para TRXR. Resultados indicam diferengas estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one way, p =
0,009). a: p = 0.006. Linha tracejada em vermelho: limiar de expresséo relativa.
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Concernente ao conjunto de dados gerados na avaliacao da expressdo do gene PRX2, 0s
resultados da analise estatistica indicaram alteracGes significativas na expressdo do gene em
periodos crescentes de quiescéncia (p = 0,026). O tempo 30 dias apresentou maior expressao
qguando comparado com os tempos 0, 90 e 120 dias. Em relagdo ao tempo 0, o tempo 30
apresentou aumento da expressdo em cerca de 2,0 vezes. O tempo 0 ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa em relacdo aos tempos 60, 90 e 120 dias (Figura 15).
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Figura 15 — Analise do perfil de expressdo do gene PRX2 em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reacfes de RT-gPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de
quiescéncia. As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas
independentes para PRX2. Resultados indicam diferengas estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA

one way, p = 0,026). a: p = 0.029; b: p=0.026; c: p=0,0019. Linha tracejada em vermelho: limiar de expresséo
relativa.
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Por fim, a investigacdo da expressdao do gene GS entre os diferentes periodos de
quiescéncia, indicou ndo haver modulacdo estatisticamente significativa na expressao de GS

em periodos crescentes de quiescéncia (Kruskal — Wallis, p = 0,16) (Figura 16).
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Figura 16 — Andlise do perfil de expressédo do gene GS em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto de
dados gerados durante reacdes de RT-gPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias de quiescéncia.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biol6gicas independentes para GS.

Resultados indicam ndo haver diferencas estatisticamente significativa entre os grupos analisados (Kruskal —
Wallis, p = 0,16).

Expressaio relativa GS
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4.3.2. AVALIACAO DE GENES QUE CODIFICAM FATORES DE TRANSCRICAO
ASSOCIADOS AO METABOLISMO REDOX

A analise do conjunto de dados gerados durante a avaliagdo dos niveis de expressdo de
NF-xB, indicou modulacdo estatisticamente significativa da expressao nos diferentes periodos
analisados (Kruskal — Wallis, p = 0,009). Os dados de expressdo génica indicaram aumento nos
tempos 30 (cerca de 2,5 vezes) e 60 dias (aproximadamente 2,0 vezes) em rela¢do aos dados
gerados para insetos do tempo 0. Insetos que eclodiram de ovos que permaneceram em
quiescéncia por 90 e 120 dias apresentaram niveis de expressao significantemente reduzidos

em relagdo ao tempo 30 dias (aproximadamente 2,0 vezes menor para ambos os tempos) (Figura
17).



65

Figura 17 — Analise do perfil de expressdo do gene NF-KB em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reacoes de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias. As barras
representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas bioldgicas independentes para NF-KB.
Resultados indicam diferengas estatisticamente significativa entre os grupos (Kruskal — Wallis, p = 0,009). a: p =
0.033; a’: p=0.008; b: p=0.03; b’: p = 0,03. Linha tracejada em vermelho: limiar de expresséao relativa.
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A analise de expressdo do gene que codifica para o fator de transcricdo FOXO indica
que também houve modulacdo estatisticamente significativa entre os intervalos de quiescéncia
analisados (p = 0,03). Insetos que ficaram quiescentes por 60 dias apresentaram niveis de
expressao significativamente maiores (cerca de 8,0 vezes) quando comparados com dados de
insetos que ficaram em quiescéncia por 120 dias. Nado foram constatadas diferencas
estatisticamente significativas nos demais tempos de quiescéncia analisados para 0 gene
supracitado (Figura 18).
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Figura 18 — Analise do perfil de expressdo do gene FOXO em periodos crescentes de quiescéncia. Conjunto
de dados gerados durante reacoes de RT-qPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias. As barras
representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biol6gicas independentes para FOXO. Resultados
indicam diferencas estatisticamente significativa entre os grupos analisados (Kruskal — Wallis, p = 0,03). a: p =
0.025. Linha tracejada em vermelho: limiar de expressdo relativa.
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Por fim, o conjunto de dados gerados durante as reagcdes de qPCR para o gene NRF2
indicam que ndo houve alteracdes estatisticamente significativas entre os tempos de quiescéncia
analisados (Kruskal — Wallis, p = 0,69) (Figura 19).
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Figura 19 — Analise do perfil de expressdo do gene NRF2/Cncc em periodos crescentes de quiescéncia.
Conjunto de dados gerados durante reagdes de RT-gPCR para os periodos de tempo (T) 0, 30, 60, 90 e 120 dias.
As barras representam a média e erro padrdo da média, a partir de 5 réplicas biolégicas independentes para NRF2.
Resultados indicam ndo haver diferencas estatisticamente significativa entre os grupos analisados (Kruskal —
Wallis, p = 0,69).
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4.3.3. ANALISE DE CORRELACAO

O conjunto de dados de expressdo génica gerados neste estudo revelam a existéncia de
correlacdes entre niveis de expressdo génica dentro do tempo de quiescéncia e entre 0s genes
investigados. Os coeficientes de correlacdo e valores de significancia estdo apresentados na
Figura 20.

Observa-se, nesta analise, que os dados de expressdo do gene NRF2, mostra correlagédo
forte e positiva com a expressdo dos genes FOXO, CAT, PRX2, SOD2, TRXR, SOD1, NF-Kb e
G6PD. PRX2 também apresenta correlacdes positivas significativas com os dados de expressdo
gerados para os genes TRXR, GTSe, GSTx2 e NRF2.
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Figura 20 — Correlagdes de Spearman para o conjunto de dados de express
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4.4, DISCUSSAO

Baseando-se no fato de que o evento de quiescéncia na fase do ovo em A. aegypti pode
refletir no fitness dos mosquitos adultos, este estudo avaliou pela primeira vez, a modulacao da
expressdo de genes envolvidos com o metabolismo e capacidade antioxidante em A. aegypti
sob a influéncia da quiescéncia. Os resultados apontam haver importante alteracdo dos niveis
de expressao destes genes conforme o tempo de quiescéncia, indicando, de modo geral, aporte
da expressdo no inicio do periodo de quiescéncia seguida significativa diminuicédo da expressdo
desses genes, no mosquito adulto, especialmente ap6s 120 dias em quiescéncia. O aumento da
expressdo especialmente dos genes PRX2 e G6PD durante o periodo de dorméncia indicam que
0 mosquito se enquadra como uma espécie POS-positiva.

Os resultados de expressdo génica gerados para 0s genes NRF2, GS, GSTe e SOD1,
indicam que o sistema de defesa antioxidante do A. aegypti apresenta quantidades significativas
desses agentes que atuam no metabolismo redox, mesmo diante de situacOes ambientais
adversas, haja vista, que ndo houve alteracGes estatisticamente significativas no conjunto de
dados gerados para a expressao de tais genes em periodos crescentes de quiescéncia.

Portanto, a atuagdo e continuidade na sintese dos antioxidantes codificados pelos genes
supracitados, podem ser suficientes para lidar com os radicais livres e estressores ambientais
que surgem durante a quiescéncia (MOREIRA, 2014; OLIVA, 2018). Bem como, as espécies
radicalares que serdo geradas com o regresso do oxigénio (HERMES-LIMA, 2015; MARTINS,
2020; MOREIRA et al., 2021). Este fenémeno que também foi observado no estudo com a
espécie Chlosyne lacinia em ambiente de Cerrado (MOREIRA, 2014).

Os genes avaliados estdo envolvidos com a codificagdo de antioxidantes essenciais para
a sobrevivéncia do inseto, a exemplo da GS, que é responsavel pela geracdo da GSH, por meio
da ligacéo da gama glutamil cisteina com a glicina (LU, 2013). A GSH possui a capacidade de
“doar” um de seus elétrons aos radicais livres e neutralizar danos oxidativo. No entanto, neste
estudo o gene supramencionado ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre
os tempos de quiescéncia analisados, indicando estabilizagdo na sintese do antioxidante
enddgeno ndo enzimatico mais abundante das células, durante a quiescéncia (WHYTE et al.,
2000; FARNESI et al., 2017; JENA et al., 2013; AMARAL, 2018).

Os dados de expressdo génica gerados para insetos do tempo 0 e 30 de quiescéncia,
apresentaram resultados significativamente maiores quando comparados com dados de insetos
que ficaram quiescentes por periodo de tempo superiores a 90 dias (90 e 120 dias). Esse registro
foi observado para os genes GSTx2, TRX, TRXR, PRX2, SOD2, CAT e NF-KB. Em
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contrapartida, o conjunto de dados gerados para 0s genes G6PD, GSTs1 e GPx, apresentaram
resultados com aumentos de expressao génica no final do processo de dorméncia (90 e 120
dias), podendo indicar que a quiescéncia se aproximava do seu tempo limite. Logo, adultos que
eclodiram de ovos em progressivo tempo de quiescéncia podem aprimorar elementos do sistema
de defesa redox (FARNESI et al., 2017),

E possivel sugerir que a sintese de antioxidantes é aprimorada no inicio e no final da
quiescéncia, visando lidar com as complicac6es do desbalango oxidativo e neutralizar espécies
radicalares que podem surgir durante o processo de dorméncia, especialmente no final da
quiescéncia, quando ocorre o regresso do oxigénio (HERMES-LIMA, 2015; MARTINS, 2020).
Estes dados também indicam correlacdo direta entre o ciclo de vida do artropode e o regresso
das chuvas no Cerrado (HAND et al., 2016; MOREIRA et al., 2021), haja vista que o periodo
de 120 dias identificado neste estudo representa o retorno da estacdo chuvosa e, portanto, o final
da quiescéncia para insetos que foram gerados no periodo de estiagem.

Estudos indicam que ao ser submetido a alguma situacdo de estresse ambiental, a
exemplo de hipoxia e anoxia, € natural que ocorra aumento significativo na producdo de EROs
mitocondriais nocivos para as células, podendo causar danos e impactar diretamente na
sobrevivéncia do animal (JENA et al., 2013; OLIVEIRA, 2014). Portanto, é primordial que
ocorra a ativagdo de importantes fatores de transcrigdo como Fox0, Nrf2, p53, HIF-1 e NF-kB,
responsaveis pela regulacdo da expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, tais
como CAT, SOD, GST, e GPx (HERMES-LIMA et al., 2015).

O conjunto de dados gerados para expressao do fator de transcricdo Nrf2/Cncc, revelam
que a expressdao de Nrf2 em A. aegypti permaneceu estavel nos diferentes periodos de
quiescéncia analisados, ndo sendo constatadas modulagdo significativa quando o artrépode foi
submetido ao processo de dorméncia. Trata-se de um fator de transcricdo que abrange
mecanismos bioquimicos que auxiliam diretamente no desenvolvimento do inseto, e vao desde
acOes relacionadas com a biologia do intestino médio do mosquito, até 0os mecanismos que
possibilitam sua sobrevivéncia diante de uma infeccdo viral e de EROs (BOTTINO-ROJAS et
al., 2018; SYKIOTIS; BOHMANN, 2010).

E importante destacar que a expressdo dos genes avaliados, especialmente Nrf2/Cncc
foi analisado apenas no estagio final do mosquito. Ainda ndo existem estudo sobre 0s ajustes
do metabolismo redox ao longo dos estagios de vida de ovo, larva, pupa e adultos em insetos
expostos a fatores de estresse. Este efeito de transporte entre geragdes, ao longo do tempo, pode
ser previsto; contudo, € preciso considerar a ocorréncia de reprogramacdo transcricional

envolvendo o DNA do inseto durante a metamorfose em holometabolos face aos insultos redox
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do ambiente (TRUMAN; RIDDIFORD, 2019; GEGNER et al., 2021; DONG et al., 2007;
MCGINNIS et al., 1998; BAYLIAK et al., 2020; SYKIOTIS; BOHMANN, 2008). Avaliando
D. melanogaster, um exemplo de inseto holometabolo, o padrdo de expressdo de Nrf2/Cncc
depende do estatio de desenvolvimento, de modo que este gene € positivamente expresso a
partir de estdgios embrionarios. Assim, a causa da inalteracdo no padrdo de expressdo o gene
Nrf2/Cncc ainda ndo é clara, mas pode ser atribuida ao estagio de desenvolvimento estudado
(BAYLIAK et al., 2020).

A via de sinalizacdo Cncc/Keapl/AREL coordena a destoxificacdo de xenobidticos,
mantém a homeostase da GSH, regenera NADPH e regula agentes antioxidante no combate a
EROs. A atuagdo conjunta entre Nrf2 e FOXO é capaz de modular simultaneamente a expressao
de genes que codificam importantes agentes do metabolismo redox, a exemplo de SOD, GSTs,
CAT, GR e PRX (KALSI; PALLI, 2017; WILDING, 2018; HERMES-LIMA et al., 2015).

Ja& os resultados de expressdo génica gerados para os fatores de transcricdo NF-xB e
FOXO, apresentaram aumentos estatisticamente significativos em insetos que ficaram
quiescentes por 30 e 60 dias, indicando que a modulacdo desses genes diante de uma situacédo
de estresse ambiental € primordial para a sobrevivéncia da espécie, quando o mesmo €
submetido a situacdes que demandam reducdo do metabolismo energético e ao mesmo tempo,
regulacdo positiva de mecanismo bioquimicos que objetivam aprimoramento no metabolismo
redox do inseto (POLVANI et al., 2012; KUMAR et al, 2013; HAND et al., 2016).

O NF-«B esta diretamente relacionado com processos bioguimicos indispensaveis para
a vitalidade e sobrevivéncia do organismo, particularmente quando o mesmo é submetido a
fatores ambientais nocivos para a sobrevivéncia do animal (FILIPPIN et al., 2008). A atuacéo
deste fator de transcri¢do no epicentro celular, é capaz de regular importantes antioxidantes que
influenciardo na manutencao do equilibrio redox, a exemplo da GPx, GSH; TRXR; Mn-SOD e
CAT (FILIPPIN et al., 2008; HERMES-LIMA et al., 2015).

O ciclo de ativacdo de NF-«xB envolve a a¢do da L- arginina, enzima precursora do 6xido
nitrico — NO. Ao ser gerado, 0 NO tem a capacidade de interagir com o0 anion superoxido e
formar o peroxinitrito (ONOO"), que interagira com o grupamento —SH e ird gerar o desbalango
redox da GSH a favor do estresse oxidativo (KUMAR et al, 2013; BLANCO, NETO, 2003).
Assim sendo, o desequilibrio redox em ambiente intracelular ira induzir o inibidor kappa
quinase (IKK) a fosforilar o inibidor kappa-B (IKB). Consequentemente, ocorrera a
translocacdo do NF-xB do citosol para o interior do ndcleo, local onde tera protagonismo na
regulacdo da transcricdo génica, especialmente em reagdes bioquimicas que objetivam a

sobrevivéncia e proliferacdo celular, como o combate ao estresse oxidativo (FILIPPIN et al.,
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2008; POLVANI et al., 2012). Contudo, com a ativagao de IKB, que tem a fungéo de inibir o
proprio NF-xB (COLLINS; CYBULSKY, 2001), ocorre a inibi¢do da transcricdo desse gene,
que pode ter sido refletida pela sua hipoexpressdo do NF-«xB no final do periodo de quiescéncia
analisado.

J& o fator de transcricdo FOXO (classe de caixa forkhead O) atua em uma delicada e
intricada rede bioguimica que promove a mantém a homeostase celular, especialmente em
situacOes de desbalanco oxidativo em favor dos pro-oxidantes. Juntamente com o NRF2 e o
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-KB), o FOXO é um dos trés principais fatores de
transcrigdo conhecidos como reguladores redox-sensiveis das defesas antioxidantes, no nivel
celular. A atuacdo do mesmo esta diretamente relacionada com a manutencéo do equilibrio
redox, combate a EROs e regulacdo de agentes antioxidantes como SOD e CAT. Pode ainda
regular a apoptose e reparar o material genético danificado (POLVANI et al., 2012; HERMES-
LIMA et al., 2015).

Dentre os principais agentes antioxidantes, a SOD é reconhecida como a primeira linha
de defesa das células no combate a EROs, bem como o mais potente antioxidante do sistema
de defesa redox das células. Tal enzima é caracterizada como uma metaloenzima, visto que
necessita do suporte de metais como Manganés, cobre, ferro e zinco para atuar com eficiéncia
e precisdo nas reacOes bioguimica que objetivam a manutencdo da homeostase celular
(BARONDEAU, et al., 2004; IGHODARO; AKINLOYE, 2019; KALSI; PALLI, 2017).

Quando metais se unem a cadeia polipeptidica da SOD em forma de ions, é possivel
identificar o surgimento de estruturas quimicas com interacdes sinérgicas especificas como
CuzZnSOD, MnSOD e FeSOD. CuzZnSOD ¢ uma proteina encontrada em eucariotos e alguns
procariotos, geralmente localizada no citosol, mas também podendo ser encontrada nos
cloroplastos e peroxissomos. J& a MnSOD ¢ localizada no citoplasma de procaritontes, bem
como nas mitocdndrias de eucaritontes. Enquanto a FeSOD pode ser encontrada no citoplasma
dos procariotos e em cloroplastos de algumas espéceis vegetais (BARONDEAU, et al., 2004;
LIMA, 2021).

A reacdo bioquimica protagonizada pela SOD, consiste em catalisar a dismutacdo de
duas moléculas de anion superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular
(IGHODARO; AKINLOYE, 2019). Os dados de expressdao do gene, revelam que SOD1
(CuznSOD) nao sofre modulacdo significativa nos diferentes periodos de quiescéncia
analisados, ndo sendo constatado aumento ou reducdo na expressao do gene, quando 0 mosquito

é submetido ao processo de dorméncia. Indicando que a estabilizagdo na sintese do antioxidante
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CuzZnSOD presente no citoplasma das células do artrépode é suficiente para lidar com as
complicagBes que podem surgir durante e apds a quiescéncia.

Ja o conjunto de dados gerados para expressao do gene SOD2 (MnSOD) indicam que
ndo ocorre alteracdes significativas na modulacdo de MnSOD nos trés tempos iniciais de
quiescéncia analisados (0, 30 e 60 dias). A relevancia da continuidade na sintese do antioxidante
supramencionado, se da pela sua atuacao indispensavel no combate a EROs na mitocéndria,
posto que o radical anion superéxido pode ser produzido na matriz mitocondrial como
subproduto do oxigénio (IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

A reducdo na expresséo de SOD2 no tempo 120 dias, pode estar relacionada com a
diminuicdo nos niveis de manganés no interior das células, bem como a reducéo nos niveis de
oxigénio ocasionados pela hipdxia, visto que a presenca do O frequentemente induz a
expressao de MnSOD (BARONDEAU, et al., 2004). Além disso, a necessidade de reducédo do
metabolismo energético em periodos longos de quienscéncia, também pode ter influenciado a
hipoexpressao deste gene, haja vista que ovos que ficaram quiescentes por periodos de tempo
superiores a 120 periodo nao eclodiram.

Em estudo sobre de expressdo de enzimas antioxidantes durante a estivacdo e o
despertar do hipometabolismo na espécie Helix aspersa, ndo foram constatadas alteracdes
estatisticamente significativas nas atividades das enzimas SOD, CAT, GR e GST no
hepatopancreas, assim como no masculo do pé do caramujo (MALIK; STOREY, 2011).

Ja em estudos com o caramujo terrestre Otala lactea, foi observado que os niveis de
SOD e GPx aumentam apds o despertar do estado de hipometabolismo, mas retorna aos niveis
de controle em no maximo 80 minutos (HERMES-LIMA; STOREY, 1993). Quando
verificados os dados de expressdo génica, para modulacdo de importantes de antioxidantes na
espécie Xenopus laevis, sob estresse por desidratacdo, também ndo foram constatadas alteracdes
para MnSOD, bem como CAT, no figado das ras analisadas (MALIK; STOREY, 2011). A
necessidade de desintoxificacdo dos ions zinco nas células de Schizosaccharomyces pombe,
revelaram que CuzZnSOD apresenta papel central na eliminacdo da toxicidade do zinco
(TARHAN, et al., 2007).

A expressdo do gene que codifica para SOD esta diretamente relacionada com a atuacao
dos fatores de transcricdo Cncc e FOXO. Ja a funcao antioxidante da SOD esté interligada com
a acdo de outros importantes agentes do metabolismo redox, como CAT, GPx e PRX2, que sdo
enzimas que atuam na reducdo e biotransformagdo do peroxido de hidrogénio, gerado pela
atuacdo da SOD, em &gua e oxigénio (HAND et al., 2016). A atuacgdo interligada entre essas

enzimas é indispensavel para a manutencdo da homeostase celular e sobrevivéncia do
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organismo diante situagdes que promovem o desbalango oxidativo (HUBER; ALMEIDA,
2008; CHEN, 2012).

No que diz respeito aos dados de expressdo do gene que codifica para CAT, foi
observado que esse gene € hiperexpresso no tempo O e hipoexpresso nos demais tempos de
quiescéncia analisados, dados que sugerem preparacao prévia do artropode para lidar com as
complicacdes geradas pelo desbalango oxidativo durante a quiescéncia. Haja vista que o
aumento prévio CAT garante a destoxificacdo do H>O, gerado pela atuagcdo da SOD quando
dismuta o O;", e ainda impede ciclo bioquimico responsavel pela formagdo do OH"
(BARBOSA et al., 2010; JENA et al., 2013; HALLIWELL, 2015). Juntamente com a GPx e
PRX2, a CAT atua na destoxificagdo do H.O2 (OLIVEIRA et al., 2010), sendo responsavel por
catalisar duas moléculas de H20, em 2H,O e O, (HUBER; ALMEIDA, 2008). A agéo
antioxidante dessa enzima ocorre quando os radicais livres atingem a circulacdo sanguinea,
através da catalase eritrocitaria (MOREIRA et al., 2016; IGHODARO; AKINLOYE, 2019).

Muitas pesquisas apontam a relevancia do antioxidante CAT quando espécies de
animais sdo subemetidas a condi¢cbes ambientais desfavoraveis. Schizosaccharomyces pombe,
demonstrou aumento nos niveis de CAT, quando submetida a situacdo de toxicidade de zinco
(TARHAN, et al., 2007). Thamnophis sirtalis apresentou aumento de 183% na atividade da
catalase, quando a cobra-liga foi submetida ao congelamento (HERMES-LIMA, STOREY,
1993). Xenopus laevis, sob estresse por desidratacdo (MALIK; STOREY, 2011). Chlosyne
lacinia, quando submetida ao processo de diapausa (MOREIRA et al., 2021). Otala lactea,
guando em estivacdo (HERMES-LIMA et al., 2015). Bem como, o microscopio tardigrado
Paramacrobiotus richtersi, quando exposto ao dessecamento (anidrobiose) (R1ZZO, 2010).

Ja a expressao do gene GPx aumentou consideravelmente nos tempos 60 e 90 dias, em
relacdo ao periodo de 30 dias. Resultado que coincide com os dados gerados para a expressao
de outros genes como FOXO, G6PD, SOD, PRX2 e GSTs1. A GPx é uma enzima amplamente
distribuida nos tecidos animais, e é responsavel pela reducdo do peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos organicos e sintéticos. Estdo localizadas no citosol e na matriz mitocondrial e
atuam na remocdo do H20. de forma indireta, usando-o como substrato para a oxidagdo da
GSH, com isso produz quatro moléculas de glutationa dissulfeto (GSSG) e uma de H;O
(MOREIRA, 2014; MAITY et al., 2008; HALLIWELL, 2015).

Os dados gerados para GPx revelam hipoexpressdo no tempo 120 dias, em relagdo aos
tempos 60 e 90 dias. Como se trata do periodo final da quiescéncia, infere-se que as reservas
energéticas do inseto poderiam estar chegando ao limite e portanto, 0 mesmo precisa direcionar

Seus recursos para reagdes bioquimicas que promovam a sua sobrevivéncia. Como a sintese do
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antioxidante GPx j& havia sido elevada nos periodos 60 e 90 dias, a estabilizacdo na sintese
deste antioxidante pode ser favordvel para a sobrevivéncia do inseto, haja vista que 0 mosquito
necessita reduzir o consumo energético e sobreviver até o fim da quiescéncia (FARNESI et al.,
2015; DEGALLIER; SA, 2015).

O tempo de quiescéncia pode influenciar diretamente a viabilidade do embrido (DINIZ,
2018; FARNESI et al., 2015). Em estudo sobre resisténcia a desseca¢do em ovo de Aedes
aegypti no Nordeste do Brasil, foi percebido que o envelhecimento progressivo de ovos
quiescentes influencia significativamente a porcentagem de eclosédo dos ovos (OLIVA, 2018).
A larva de primeiro instar, que se mantém no interior de ovos quiescentes, completa seu
desenvolvimento normal cerca de trés dias apds a oviposi¢do, mas sua sobrevivéncia depende
do estoque de reserva materna, indicando que a duracdo da quiescéncia implica diretamente em
sua taxa de sobrevivéncia (PEREZ; NORIEGA, 2013; DINIZ, 2018).

No que se refere aos dados gerados para expressdo de PRX2 entre os intervalos de
quiescéncia analisados, foram observados aumentos nos tempos 30 e 60 dias de quiescéncia,
guando comparados com dados gerados para insetos que eclodiram nos periodos finais do
processo de dorméncia (90 e 120 dias), revelando influéncia direta da quiescéncia sobre a
modulacdo deste gene. As enzimas PRX estdo amplamente distribuidas em diversas espécies
da fauna e estdo localizadas em diversos componentes celulares. No citosol é possivel encontrar
PRX1, PRX2 e PRX6; ja na mitocdndria encontra-se PRX3 e PRX5; no peroxissomo, PRX5;
reticulo endoplasmaético PRX1 e PRX4; e até mesmo em ambiente nuclear, pode-se encontrar
PRX1 (OLIVEIRA et al., 2010). As PRX, bem como as GPx sdo enzimas capazes de decompor
hidroperoxidos de lipideos e peroxinitritos, além do H20, (WOOD et al., 2003; RHEE et al.,
2012).

Em estudo sobre modulacdo redox das peroxirredoxinas diante de uma situacdo de
estresse oxidativo, foi observado que o desbalangco em favor dos pré-oxidantes é um potente
modulador do estado redox das PRX em células inflamatorias, podendo apresentar importante
funcgéo sinalizadora em ambiente intracelular. Alem disso, também foi observado que as PRX
em neutrofilos se encontram oxidadas no estado basal, fenémeno que pode ter implicacbes
diretas na modulagdo redox das PRX quando o animal é submetido a condicBes de estresse
ambiental (SOUZA, 2017).

Neste interim, os dados de expressdo do gene TRX revelou aumentos significativos no
inicio da quiescéncia (Tempos 0 e 30 dias), quando comparados com dados de insetos que
ficaram quiescentes por 120 dias. Resultados que apontam estabiliza¢éo no sistema antioxidante

do inseto e possivel preparacdo do metabolismo redox para lidar com EROs que podem ser
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gerados durante e apds a quiescéncia. Estes dados coincidem com a expressdo de GPx, que
revelou aumento nos tempos 60 e 90 dias, mas foi hipoexpresso em 120 dias. Os resultados
reforcam a inferéncia de que o artrépode realiza 0 aumento prévio de antioxidantes para lidar
com as complicacdes que podem surgir nos periodos finais da quiescéncia, visto que, a atuacédo
da TRX esta diretamente relacionada com a reducdo da PRX2 oxidada, que assim como a
enzima GPx, tem funcéo de destoxificar o H.O> (COLLET, MESSENS, 2010).

A reacdo catalisada pela TRX é uma reacdo nucleofilica bimolecular (SN2), em que
ocorre a transferéncia de elétrons da TRX para a ligacéo dissulfeto da proteina substrato. Apos
um unico ciclo catalitico a TRX fica oxidada e portanto necessita da atuacdo da TRXR, que é
uma enzima com sitio enzimatico de localizacao facil e acessivel, e é responsavel pela reducéo
da TRX oxidada através de elétrons advindos de NADPH. Além disso atua na destoxificacdo
direta e indireta do H202 e hidroperoxidos lipidicos (COLLET, MESSENS, 2010;
CONTERATO, 2011).

Os dados de expressdo de TRXR revelou reducdo da expresséo no tempo 60 dias em
relacdo ao tempo 0, indicando que a estabilizacdo na sintese de TRXR ao longo da quiescéncia
pode ser suficiente para lidar com as consequéncias que podem surgir durante e ap0s 0 processo
de dorméncia. A atuacdo da TRXR, bem como a manuten¢do da homeostase redox em ambiente
intracelular, é possibilitada pela acdo da G6PD, que fornece o aporte de NADPH necessario
para continuidade do ciclo catalitico da TRXR (NETO, 2010; NOBRE, 2020; HALLIWELL,
2015).

A expressdo do gene G6PD entre os intervalos de tempo da quiescéncia, também
reforcam a inferéncia de que a espécie estudada correlaciona seu ciclo de vida com o retorno
da estacdo chuvosa no Cerrado (HAND et al., 2016). O conjunto de dados gerados na analise
de expressdo do gene em questdo, apontam que houve aumento consideravel nos periodos finais
da quiescéncia, quando comparados com dados gerados nos tempos iniciais do processo do
dorméncia.

O fato da expressdo de G6PD ter aumentado nos tempos 90 e 120 dias em relagdo ao
tempo 30 dias, indica que o inseto esta se preparando para lidar com a etapa final da dorméncia,
bem como as complicacdes que serdo geradas com o regresso do oxigénio no final da
quiescéncia, indicando que periodos longos de quiescéncia podem influenciar positivamente a
resisténcia metabolica do artropode, caracterizando a espécie como POS positiva (HERMES-
LIMA et al., 2015; MARTINS, 2020; MOREIRA et al., 2021).

Muitos estudos abordam a influencia que o hipometabolismo exerce sobre a resisténcia

metabolica dos animais, especialmente o aprimoramento na sintese de agentes do metabolismo
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redox no final do processo de dorméncia, preparando o organismo para lidar com o surgimento
de EROs ap6s o despertar. Estudo com Paramacrobiotus richtersi, revelou aumento
significativo na expressao dos genes que codificam para SOD, CAT, GPx e GR (R1ZZ0, 2010);
Em Otala lactea, foi observado aumento na expressdo de SOD, CAT, GST e GPx (HERMES-
LIMA et al., 2015); Ja Chlosyne lacinia, revelou aumento expressivo na atividade das enzimas
GST e isocitrato desidrogenase-NADP*, bem como atividade inalterada para G6PD e piruvato
quinase (MOREIRA, 2014); Enquanto Macrobrachium nipponense aumentou a atividade de
SOD, GPx e GST, além de alteragdes transcricionais, patologicas e metabolicas (SUN et al.,
2015).

A elevacdo de G6PD nos ultimos meses da quiescéncia, pode estar associada a sua
funcdo para o organismo. Trata-se de um importante elemento do metabolismo intermediario,
responsavel pelo aporte de NADPH para as células (MOREIRA et al., 2021). NADPH ¢
indispensavel para continuidade no combate ao estresse oxidativo, especialmente com o
regresso do oxigénio e consequente complica¢fes para as macromoléculas vitais ao organismo
(NETO, 2010; HALLIWELL, 2015).

Em Drosophila melanogaster, a elevacdo da expressdo de G6PD resultou em aumentos
diretos na presenca de NADPH no interior das células, resultando no aprimoramento do
combate a EROs (LEGAN et al., 2008). Ja em estudo com a pele humana, foi observado que as
células do tecido epitelial, quando expostas a estressores ambientais e consequente danos
oxidativo, redirecionam o fluxo da glicose para as vias geradoras de NADPH, pois a molécula
desempenha papel essencial na manutencdo e eficiéncia do sistema de combate a EROs no
interior das células (KUEHNE et al., 2015).

Com o aporte de NADPH no interior das células, h4 a manutencéo das condicOes para
atividade eficaz da GR (glutationa redutase) que tem a responsabilidade de impedir a
paralisacdo do ciclo metabdlico da GSH e manter a estabilidade do sistema antioxidante
(HUBER; ALMEIDA, 2008; NETO, 2010). A atuacédo conjunta entre GR e G6PD é responsavel
pela manutencgéo do equilibrio nos niveis de GSH/GSSG no interior das células (LU, 2013). A
G6PD também é responsavel pela geragdo da ribose-5-fosfato, molécula precursora na
formacdo de &cidos nucleicos, imprescindivel para a continuacdo da mitose e acelera¢do no
crescimento do embrido, especialmente depois de um longo periodo de dorméncia (HUBER;
ALMEIDA, 2008; PEREIRA et al., 2019).

Uma questdo importante a ser destacada sobre a atuacdo da enzima G6PD & que a sintese
de 4cidos graxos requer equivalentes redutores de NADPH (GEER et al., 1979). Considerando

que ocorre aumento da expressdo do gene que codifica para esta enzima, pode-se inferir que 0s
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ultimos meses em quiescéncia podem implicar em alteracdes metabdlicas que ocorreram
durante os primeiros dias da dorméncia, refletindo na capacidade de aumento das reservas
metabdlicas nas fases finais da dorméncia até momento da eclosdo. Associado a isso, sabe-se
que modificacdes no grau de insaturacdo de acidos graxos o acumulo de triglicerideos estdo
relacionados a outros fendtipos como, por exemplo, a diapausa (BASHAN; CAKMAK, 2005;
CAKMAK et al., 2008). O grau de insaturacdo dos &cidos graxos observada em fracGes de
fosfolipidios e triacilglicerdis em insetos em diapausa, podendo afetar, respectivamente, a
fluidez de membrana e mobilizacéo de gordura (HAHN; DENLINGER, 2011).

Uma outra questdo interessante € que, em insetos, a molécula de NADPH também pode
ser recrutada para sintese de moléculas de baixo peso molecular, como poliois glicerol
(STOREY; STOREY, 1991), que apresentam efeito de protecdo ao possivelmente
congelamento em espécies de insetos que passam pelo processo de diapausa em temperaturas
muito baixas (CHURCHILL; STOREY; 1989; KOSTAL et al., 2004), conferindo resisténcia a
desidratacio (HOLMSTRUP, 1995; KOSTAL et al., 1998; BENOIT, 2010).

Insetos tropicais ndo sofrem congelamento, mas acumulam polidis durante a diapausa
(PULLIN; WOLDA, 1993). O aumento da expressao do gene que codifica para a enzima G6PD
pode implicar no aumento da demanda de NADPH em A. aegypti, provocando o acimulo dessas
moléculas de baixo peso molecular, contribuindo para a manutencdo de agua durante o periodo
da estiagem no Cerrado, de maneira semelhante ao que ocorre durante a diapausa da lagarta do
girassol (Chlosyne lacinia) (MOREIRA et al., 2021), também presente no cerrado brasileiro.

O conjunto de dados gerados para a expressdo de GSTs apontam que a expressao de
GSTs1 aumentou enquanto GSTx2 reduziu. J& a expressdo de GSTe se manteve estavel em
periodos crescentes de quiescéncia, ndo sendo constatado aumento ou reducdo da expressdo do
gene em questdo. GSTs atuam em uma intrincada rede de componentes biogquimicos
enzimaticos e ndo enzimaticos, em favor da homeostase e sobrevivéncia das células. A atuagédo
dessas enzimas envolve a acao de fatores de transcricdo como NF-KB, NRF2 e FOXO, bem
como outros antioxidantes indispensaveis para o metabolismo redox como SOD, CAT, GPx e
PRX2 (IGHODARO; AKINLOYE, 2019; PEREIRA et al., 2019).

GSTs pertencem a uma familia multifuncional de enzimas diméricas que catalisam a
conjugacdo da GSH, e possuem papel central em mecanismos bioquimicos que objetivam
neutralizar xenobioticos. Sdo enzimas que apresentam protagonismo singular na destoxificacdo
de compostos enddgenos, como: ERO e lipidios peroxidados, bem como exdgenos, a exemplo
de herbicidas e pesticidas, por meio da conjugacdo com a GSH (MOREIRA et al, 2016;

OLIVEIRA, 2014). Ainda podem se ligar a toxinas e funcionar como proteinas de transporte,
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auxiliando na exocitose de compostos nocivos (HALLIWELL, 2015). Com o hipometabolismo,
0 aumento prévio das GSTs resulta em maior controle de espécies radicalares, por meio da
conjugacdo com a GSH (MOREIRA et al., 2021).

GSTs apresentam subunidades que possuem dois dominios, cada dominio possui dois
sitios ligantes, um sitio G que faz a ligagdo com a GSH, e outro sitio H, local que faz a ligacao
com o substrato que serd reduzido (DING et al., 2003). A classificagdo das GSTs e feita por
meio fatores especificos, como homologia da sequencia N-terminal de aminoacidos,
especificidade ao substrato, imunoreatividade e sensitividade a inibidores (DING et al., 2003;
SHI et al., 2012). E possivel encontrar pelo menos seis classes de GSTs em insetos: Delta,
Epsilon, Omega, Sigma, Teta e Zeta (KETTERMAN et al. 2011; SHI et al. 2012; MOREIRA,
2014). Sendo que as classes delta e épsilon compdem cerca de 65% das GSTs encontradas no
citosol e sdo exclusivas de artropodes (RANSON et al., 2001).

A relevancia das GSTs pode ser observada em suas atuag0es vitais para o organismo.
Estudos com linhagem resistente de A. aegypti revelaram super-expressdo de GST-2 (GRANT,;
HAMMOCK, 1992; LUMJUAN et al., 2005). GSTE2, GSTE5 e GSTE7 também sao expressos
em elevados niveis em A. aegypti resistente a inseticidas (LUMJUAN et al., 2011). BmGSTO
também aumentou no intestino e no corpo gorduroso de larvas dessa espécie apds o tratamento
com foxina, um inseticida organofosoforado (WANG et al., 2013).

Jé& a espécie Spodoptera litura, apresentou aumento na expressao de GSTE1, GSTS2 e
GSTO1 em todos os estagios do desenvolvimento, da fase de ovo a foram adulta. Ja GSTE2,
GSTE3, GSTS1, GSTS3 e GSTU1 foram hiper-expressos no estagio larval, especialmente no
intestino. A expressdo de GSTE1, GSTE3 e GSTO1 também foi aumentada quando a espécie
foi exposta a xenobio6ticos (HUANG et al., 2011). Anopheles gambiae apresentou aumento de
GSTs da classe épsilon, resposavel por conferir resisténcia a inseticidas (DING et al., 2003). O
estudo sobre a influéncia da diapausa no metabolismo redox da espécie Chlosyne lacinia
(lagartas do girassol), também constatou aumento na atividade da GST nas primeiras 24 horas
do processo de dorméncia (MOREIRA, 2014).

GSTs apresentam atividades elevadas no interior das células em decorréncia de suas
funcdes vitais para organismo (OLIVEIRA, 2014; MOREIRA et al, 2016). S&o antioxidantes
de grande relevancia no meio cientifico e muitas pesquisas sdo realizadas para compreender de
forma mais aprofundada a atuacdo desse relevante protagonista do sistema de defesa contra
EROs no interior das células (CHEN, 2012; OLIVA, 2018; MOREIRA et al., 2021). Mosquitos
A. aegypti e Culex quinquefasciatus séo capazes de regular a expressdo dos genes GSTs, no

tempo e no espaco, de acordo com a natureza do estimulo (OLIVEIRA, 2014).
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Em relacdo a teoria do POS, os resultados gerados neste estudo indicam que 0 processo
de quiescéncia em A. aegypti permite que a espécie seja considerada como POS positiva, de
acordo com os critérios estabelecidos na literatura, especialmente o critério 1, que estabelece
que pelo menos uma enzima deve ter sua atividade metabolica aumentada, ndo importando o
periodo de tempo sob a condicdo estressante, o tecido envolvido e nem a atividade de outras
enzimas antioxidantes (MOREIRA et al, 2016).

Os resultados deste estudo apontam alteracfes estatisticamente significativas na
expressao de pelo menos onze, dos quinze genes analisados sob a condicdo estressante. Foi
constatada modulacéo significativa dos niveis de expressdo ao longo da quiescéncia, porém
com importante reducao aos 4 meses (120 dias). Portanto, é notorio que o A. aegypti se prepara
para reagir as complicacGes do estresse oxidativo apds um periodo de reducdo intensa no
metabolismo do artropode, mas apresenta uma diminui¢do importante da expressdo desses
genes apos 120 dias.

Ao buscar respostas sobre o perfil do metabolismo redox na dindmica do mosquito A.
aegypti devem ser consideradas as dimensfes ecoldgicas a sua volta e considerar o valor
adaptativo dos ajustes metabdlicos a tais particularidades. Os resultados encontrados no estudo
ressaltam a importancia do POS como um mecanismo adaptativo para lidar com os desafios
ambientais, o que depende ndo apenas da complexidade da resposta fisioldgica, mas também
da eficiéncia dessa resposta para lidar com o estresse gerado pela quiescéncia e pelo ambiente.
Portanto, para o POS ecofisiologico se considera o estagio reprodutivo, as condicdes de
alimentacdo, a idade e os fatores genéticos e epigenéticos dos individuos, bem como as
variacfes microambientais abiodticas nos habitats e as possiveis interacGes de todos esses
elementos (VAISERMAN, 2011; COSTANTINI; MONAGHAN; METCALFE, 2012, 2014).

Endossando tais abordagens ambientais, é possivel observar que a precipitacdo €
fundamental dentro do contexto climatico do Cerrado, e para justificativa dessa adaptabilidade
do mosquito. E sabido que a precipitacio da chuva é uma das variaveis climaticas mais
importantes que influenciam a fisiologia, 0 comportamento, a ecologia e, por extensao, tem sido
considerada o principal impulsionador da taxa de sobrevivéncia dos insetos. Assim, o impacto
e a interacdo dos fatores ambientais podem ser especificos do estagio. Com base nos resultados
encontrados, é possivel inferir a ocorréncia de plasticidade adaptativa. Ha evidéncias sugerindo
que o tempo de desenvolvimento do mosquito respondem de forma adaptativa as mudancas no
volume de 4gua (COURET; DOTSON; BENEDICT, 2014). Deste modo, é possivel sugerir
uma relagéo entre manutencao das condigdes para controle do metabolismo oxidativo de modo

eficaz dentro do periodo de estiagem da regido.
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Em estudos anteriores, avaliando a eficiéncia da eclosdo de ovos quiescentes de A.
aegypti, observou-se que ovos mais favoraveis a eclosdo sdo aqueles mantidos pelo periodo de
4 meses nesta condicao, caindo drasticamente o indice de ovos viaveis apds esse periodo, assim
como observado neste estudo. Curiosamente, a avaliacdo da taxa de eclosdo em diferentes
periodos de quiescéncia foi realizado também no Cerrado brasileiro, porém na regido Centro-
Oeste, em local onde o indice meteoroldgico anual apresenta, assim como na regido oeste da
Bahia, quatro meses de estiagem (SILVA-SILVA, 1999). Em outros estudos, de outras regides
do Brasil, os achados indicam menor tempo de viabilidade dos ovos onde o periodo de estiagem
€ menor, e o contrario também: maior viabilidade dos ovos em locais onde a humidade e
precipitacdo € maior (OLIVA, 2018).

Apds investigacdo da ocorréncia de modulacao na expressdo dos genes envolvidos com
0 metabolismo redox em A. aegypti, a hipdtese é de uma relacdo importante entre estes
elementos e o ciclo de chuvas na adaptacdo as condi¢des do ambiente. A quiescéncia € um
processo fundamental para a dindmica populacional e capacidade vetorial do mosquito. Oliva
e colaboradores (2018) mostraram que larvas de ovos mais velhos atingem a fase adulta mais
rapidamente, do que larvas eclodidas de ovos mais novos, indicando uma possivel resposta
adaptativa para recolonizacdo ap6s o periodo sem alimentacdo, favorecendo a rapida producgéo
de mosquitos.

Por conta das observagdes descritas na literatura da condicdo de quiescéncia na espécie
e o que foi identificado neste estudo, pode-se inferir a existéncia de uma espécie de gatilho
metabolico que controla o embrido em dorméncia dentro do periodo de estiagem na regido. A
forte reducdo na expressdo de importantes elementos da resposta antioxidante no final do
periodo de estiagem - que sdo cerca de 120 dias na regido - pode estar atuando como um sinal
bioldgico para o preparo ao “despertar” do embrido, com o retorno ao ciclo de chuvas. Muito
possivelmente, apds esse “gatilho” ativado, caso ndo haja agua disponivel para a continuagdo
do processo de desenvolvimento, o embrido morre por dano oxidativo, visto que ovos
quiescentes por mais de 120 dias tornam-se inviaveis. I1sso indica uma importante adaptacéo da
espécie as condi¢des da regido de estudo.

Algumas limitagOes deste estudo sdo importantes destacar. A primeira trata-se do fato
deste estudo ter sido realizado em amostras de animais adultos que emergiram de ovos em
diferentes fases de quiescéncia. Para entendimento do mecanismo nas diferentes fases de um
organismo holometabolo, é importante a avaliagdo dos pardmetros e suas rela¢cdes em todas as
fases de vida da espécie, para que mecanismos fase-especificos possam ser definidos e sua

interferéncia em fases subsequentes no desenvolvimento possa ser avaliada. Outra limitagdo do
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presente estudo é que as andlises foram realizadas em homogeneizados de corpo inteiro,
impossibilitando a identificacdo de variacdo de expressao em tecidos diferentes. Estes aspectos
sdo de fundamental importancia em novos estudos a serem realizados sobre quiescéncia em A.
aegypti.

Em suma, este estudo foi pioneiro na analise da influéncia que o processo de quiescéncia
exerce sobre a expressao de importantes genes que atuam no metabolismo redox em A. aegypti.
Periodos crescentes de quiescéncia podem influenciar a capacidade metabdlica da espécie na
destoxificacdo de xenobidticos, inclusive. Os resultados gerados neste estudo, indicam que
mecanismos bioquimicos envolvidos com o metabolismo redox na espécie podem ser
diretamente influenciados pela duragdo da quiescéncia, visto que animais podem ser
aclimatados a uma periodicidade de condicdo de estresse (BOROWIEC et al., 2018).

A expressdo dos genes, em especial PRX2 e G6PD, indicam controle de producao de
EROs, manutencdo do meio celular reduzido e controle da perda de agua, preparando o inseto
para o retorno ao ciclo de vida. Esta condi¢do caracteriza a espécie como POS positiva e aponta
0 surgimento de mecanismos adaptativos ao bioma no qual os insetos analisados estdo inseridos,
visto que, o periodo de tempo em que o inseto permanece em quiescéncia correlaciona-se com
o ciclo de chuvas no Cerrado, permitindo a manutencdo da espécie durante a seca e eficiéncia

reprodutiva e vetorial no retorno das chuvas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho apresenta, pela primeira vez na literatura, a modulacdo da expressao de
genes associados a resposta antioxidante influenciado pelo estado de quiescéncia em mosquitos
adultos de A. aegypti. O ciclo reprodutivo de A. aegypti, assim como para os demais insetos, é
intensificado na estacdo chuvosa, pois apresenta condi¢cdes ambientais ideais para 0 Sucesso
reprodutivo da espécie, a exemplo de: altas temperaturas, umidade elevada e abundancia de
alimentos. Portanto, os ovos da espécie que serdo depositados na natureza na final da estacédo
chuvosa e durante toda a estacdo de seca, devem apresentam quantidades significativas de
antioxidantes necessarios para lidar com a presenca de EROs que podem ser gerados durante a
quiescéncia, visto que ficaram quiescentes até retorno das chuvas no Cerrado (HAND et al.,
2016; GOTO et al., 2010; AMARAL, 2018; TROCA, 2020).

Certamente, a espécie é capaz de prever a chegada da estacdo seca e com ela a presenca
de condi¢Bes ambientais desfavoraveis para o ciclo de vida do artropode. No entanto, o
desenvolvimento de mecanismos adaptativos associados ao processo de dorméncia permite que
alguns insetos sejam capazes de se reproduzir durante o periodo de estiagem, pois 0s embrides
gerados neste periodo podem permanecer em dorméncia até o regresso da estacdo chuvosa
(GOTO et al., 2010; HAND et al., 2016; MOREIRA et al., 2021).

Em estudos com A. aegypti no nordeste do Brasil, foi percebido que cuticula serosa,
presente na casca ovo, € a estrutura responsavel pela resisténcia e permanéncia do inseto no
ambiente, ainda que diante de condi¢cbes ambientais adversas e desfavoraveis para sua
sobrevivéncia, logo a quiescéncia é um mecanismo de protecdo acionado pelo ovo e ndo
necessariamente pelo embrido (OLIVA, 2018).

Ovos gue ndo eclodem se tornam inviaveis, apds um periodo de tempo que representa o
fim da estacédo seca no Cerrado. Pois a sinalizagéo celular relacionada com o hipometabolismo,
bem como a expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, pode atuar como um
gatilno molecular ao embrido para dar continuidade ao seu processo de desenvolvimento e sair
da quiescéncia. Portanto, o possivel excesso de EROs gerados no interior das células, apos a
sinalizacdo celular para o retorno do metabolismo energético e estabilizacdo na sintese de
antioxidantes, ocasionardo a degradacdo de macromoléculas vitais ao organismo e
desencadeardo o processo de apoptose em cadeia que resultara na morte do embrido (CHEN et
al., 2012; HAND et al., 2016; MOREIRA et al., 2021). Nos achados deste trabalho, este limiar

entre o gatilho e excesso de EROs capaz de gerar dano oxidativo que desencadeia a morte
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celular se da por volta da 120 dias, cerca de 4 meses, exatamente o periodo de estiagem no
cerrado baiano.

Outras questdes podem ser levantadas a partir deste estudo: 1. O processo de quiescéncia
pode influenciar a capacidade do mosquito em termos de resisténcia metabdlica a xenobioticos,
como inseticidas quimicos? 2. Qual é a relacdo da resposta antioxidante de adultos que
emergiram de ovos quiescentes para controle do dano oxidativo resultante da ingesta de sangue
e especialmente da sua competéncia vetorial? Sabe-se que durante a ingesta de sangue
contaminado por arbovirus, a acdo dos agentes antioxidantes também contribui para o
estabelecimento do virus, influenciando no estado de infeccdo. Ja foi demonstrado, por
exemplo, que o silenciamento da catalase promove reducdo na prevaléncia de infecgcdo por
dengue-4 no intestino médio do vetor (OLIVEIRA et al., 2017). Assim, quando essas espécies
reativas sdo combatidas pelos antioxidantes, a permanéncia do virus no organismo é favorecida,
influenciando na competéncia vetorial da espécie. 3. Como ocorre a modulacdo destes
elementos em outras fases do desenvolvimento do vetor?

A partir deste estudo, pretende-se avaliar o perfil transcricional destes genes em
amostras de ovos, pupas e larvas do mosquito para entender a modulacédo destes genes em todos
a fases de vida de um holometabolo de importancia médica. Além disso, pretende-se avaliar a
expressdo de genes envolvidos com o controle do dano oxidativo durante a ingestdo, como

heme oxigenase, e se ha interferéncia na expressdo por conta da quiescéncia.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos dados avaliados neste estudo, conclui-se que:

VI.

A analise do gene G6PD em espécimes adultos que emergiram de ovos em diferentes
periodos de quiescéncia, revelou que longos periodos de dorméncia podem modular
significativamente a expressdo desta enzima citosolica do metabolismo intermediario.
O gene foi hiperexpresso nos tempos 90 e 120 dias de quiescéncia.

O conjunto de dados gerados para expressdao de GS, gene que codifica a enzima
responsavel pela sintese da GSH, principal antioxidante enddgeno ndo enzimaético,
revelou que diferentes periodos de quiescéncia nao influenciam na expressdo do gene
supracitado.

Diferentes periodos de quiescéncia podem mudular a expressao de genes que codifiam
para GSTs1, GSTx2, GPx, CAT, SOD2 (MnSOD), TRX, TRXR e PRX2. No entanto,
ndo foram constatadas alteragGes para GSTe e SOD1 (CuZnSOD).

O processo de quiescéncia em A. aegypti, influéncia significativemente a expressdo dos
fatores de transcricdo NF-xB e FOXO. Contudo, ndo foram constatadas alteracdes para
NRF2 durante os intervalos da quiescéncia.

Os resultados deste estudo indicam que o processo de quiescéncia em A. aegypti,
permite que a espécie seja caracterizada como POS positiva. Haja vista, que foram
constatados aumentos significativos para pelo menos 9, dos quinze genes analisados.
Os dados sugerem também que a espécie esta adaptada ao ciclo de chuvas do cerrado
baiano, visto que ocorre hipoexpressdo dos principais genes da resposta antioxidante no
final do periodo de estiagem na regido. Sugere-se a ocorréncia de um possivel “gatilho”

para o final do periodo de dorméncia, com a diminuicdo da expressao desses genes.
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8. APENDICES

8.1. APENDICE A — Descricdo da avaliacio de eficiéncia dos Primers desenhados para este

estudo.
GENE SLOPE R2 CONCENTRACAO  EFICIENCIA (%)
G6PD -3.305 0.986 200nM (F)/ 200nM (R) 100.71%
GSTsl -3.349 0.991 200nM (F)/400nM (R) 98.903%
GPx -3.608 0.999 400nM (F)/100nM (R) 89.295%
soD1
(CuzZnSOD) -3.417 0,999 100nM (F)/100nM (R) 96,188%
SoD2
-3.463 0,961 200nM (F)/200nM (R) 94,424%
(MNnSOD)
TRX -3.59 0,997 200nM (F)/200nM (R) 89.915%
TRXR -3.426 0,993 400nM (F)/200nM (R) 95.825%
PRx2 -3.112 0,989 400nM (F)/200nM (R) 109.564%
Nuclear
Kapa -3.286 0,996 400nM (F)/400nM (R) 101.500%
(NF-KB)

F: sequencia forward

R: sequencia reverse
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RESUMO

Aedes aeqypti € o vetor das principais arboviroses de importancia médica, e que
historicamente afetam a saldde humana. A espécie é cosmopolita e comum em areas de
clima tropical e subtropical, onde encontra condicées ambientais favoraveis para seu
desenvolvimento. Até o momento, ndo ha medicamentos eficientes para combater as
doencas transmitidas por este vetor; deste modo, o controle vetorial torna-se questdo
primordial para o combate a doencas como dengue, zika e chikungunya. Esta revisdo
narrativa traz aspectos importantes da biologia do vetor envolvidos com o fenotipo de
resisténcia quimica e metabdlica, alvos para o controle efetivo do mosquito. Em relacdo a
resisténcia quimica, apresentamos as principais variantes genéticas, identificadas
especialmente nas Américas, responsaveis por modificagées moleculares capazes de gerar
insensibilidade ao sitio-alvo dos principais compostos quimicos utilizados para o seu
combate, implicando no que conhecemos como resisténcia ao efeito knockdown (knockdown
resistance - kdr). No que diz respeito a resisténcia metabdlica, os mecanismos de controle
ao dano oxidativo provocado pelo uso de inseticidas, pela ingesta de sangue, pela infeccio
viral e pelo fendmeno de quiescéncia (dorméncia em fase de ovo), podem contribuir
sobremaneira para resisténcia desse vetor, tanto aos métodos de controle como as
condicdes e mudancas ambientais. Os elementos apontados indicam algumas questdes a
respeito da biologia da espécie capaz de contribuir para o seu sucesso evolutivo. O
conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia sdo fundamentais para auxiliar nas
estratégias de controle do mosquito, e por sua vez, no controle das epidemias causadas por
arboviroses.

Palavras-chave: Insensibilidade ao sitio-alvo, Estresse oxidativo e Genética.
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ABSTRACT

Aedes aegypti is the vector of the main arboviruses of medical importance, which historically
affect human health. The species is cosmopolitan and common in areas with a tropical and
subtropical climate, where it finds favorable environmental conditions for its development. So
far, there are no effective drugs to fight the diseases transmitted by this vector; thus, vector
control becomes a key issue to fight diseases such as dengue, zika, and chikungunya. This
narrative review brings important aspects of vector biology involved with the chemical and
metabolic resistance phenotype, targets for effective mosquito control. Regarding chemical
resistance, we present the main genetic vanants, identified especially in the Americas,
responsible for molecular changes capable of generating insensitivity to the target site of the
main chemical compounds used to combat it, implying what we know as knockdown
resistance ("kdr"). Conceming metabolic resistance, the mechanisms for controlling oxidative
damage caused by the use of insecticides, blood feed, viral infection, and the phenomenon
of quiescence can greatly contribute to the resistance of this vector, control methods as well
as environmental changes and conditions. The elements pointed out to indicate some
questions about the specie biology capable of contributing to its evolutionary success.
Knowledge about the mechanisms of resistance is essential to assist in mosquito control
strategies, and in turn, in the control of epidemics caused by arboviruses.

Keywords: Target site insensitivity, Oxidative stress and Genetics.

1. INTRODUGAO

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae) & frequentemente
considerado um dos animais mais perigosos do mundo devido a sua capacidade de transmitir
varios arbovirus (febre amarela, dengue, chikungunya e zika) que, historicamente, afetaram
fortemente a saide humana até os dias atuais (POWELL, 2016).

Até recentemente, os dados sobre a historia evolutiva da espécie indicavam sua
origem na Africa Subsaariana; contudo, evidéncias mais recentes indicam que uma linhagem
de Stegomya Theobald, 1901 entrou nas ilhas do sudoeste do Oceano indico ha mais de 16
milhGes de anos atras, se diversificou e deu origem ao grupo “Aegypti”, antes de entrar no
continente africano, indicando a origem da espécie no Oceano indico (POWELL; GLORIA-
SORIA; KOTSAKIOZI, 2018; SOGHIGIAN et al., 2020).

Fatores climaticos contribuem para o estabelecimento do vetor, incluindo temperatura
adequada para o ciclo de desenvolvimento da espécie e estaces chuvosas (ARCANJO et
al., 2020). A partir desta premissa, Liu-Helmersson e colaboradores (2019), utilizando
modelos matematicos baseados no ciclo de vida do vetor e na sua dependéncia climatica,
associado as condicGes socioecondmicas, identificaram que a mudanca no potencial de
abundancia global em A. aegypti € de aumento de 20 a 30% até final do século 21. Os
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maiores dados em abundancia tratam-se das ultimas duas décadas, impulsionado pelo
aumento da temperatura global.

Pela inexisténcia de vacinas e tratamentos farmacéuticos eficientes para combater
estes arbovirus, tipico de doencas negligenciadas, o controle dos vetores se mantém como
a unica solucdo efetiva para prevenir a transmiss3o dessas doencas. O manejo ambiental,
programas de educacdo e eliminacdo mecanica de areas reprodutivas sdo continuamente
implementadas no combate ao mosquito, mas atualmente, a utilizacdo de agentes quimicos
e biolégicos sdo os principais métodos para reduzir a incidéncia destas doencas
(MARCOMBE et al., 2012; DEMING et al., 2016).

Com base na importancia deste vetor para saude publica mundial, e a expectativa da
expansao de doencas transmitidas pelo vetor, especialmente devido a fenédmenos globais
em curso, como mudancas climaticas e urbanizacdo (MESSINA et al., 2019), esta revisao
narrativa tem a intenc3o de apresentar algumas das mais importantes respostas moleculares
que levam a resisténcia quimica e metabolica em A. aegypt/, e que impactam efetivamente
na biologia da espécie e no seu controle.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. RESISTENCIA QUIMICA

Define-se resisténcia como a aptiddo de determinados organismos a sobrevivéncia
mesmo apos expostos a doses letais de produtos toxicos (FRAGOSO et al, 2011). Como
esta habilidade € uma caracteristica especificamente genética, em geral, populacdes de
insetos e oufras espécies apresentam individuos que portam alelos de resisténcia,
comumente revelados apds a sua exposicdo persistente a dados produtos quimicos. A
pressao seletiva exercida pelo uso continuo de inseticidas implica em evolucdo rapida,
caracteristico de processos microevolutivos, selecionando genes de resisténcia e,
perpetuando linhagens resistentes. Estes processos levam ao aumento da densidade dessas
linhagens, principalmente se levado em consideracdo a capacidade reprodutiva e ciclo de
vida (WHALON et al., 2008).

Os primeiros relatos de A. aegypti resistentes nas Américas sdo provenientes da costa
do Caribe, caracterizando-se por insetos que resistiam aos inseticidas de acao residual. Esse
fato ameacou a campanha continental de combate ao vetor que apresentava o pesticida DDT
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(Dicloro-difenil-tricloroetano), composto quimico de acdo residual, como elemento chave
para erradicacdo do vetor. A partir desta ameaca, foram desenvolvidas formulas cada vez
mais concentradas do composto, o que despertou diversos questionamentos e identificacdo
do impacto do uso do produto na natureza, levando a sua proibicdo nos Estados Unidos
(EUA), e posteriormente, para todos os paises (FLORES et al.. 2004; MAGALHAES, 2016).

Varios produtos quimicos foram e continuam sendo utilizados no controle desse vetor,
com recomendacdes de uso pela Organizacao Mundial de Saide (OMS) para quatro classes
principais — organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides; sendo todos
compostos neurotoxicos. Entretanto, o uso exacerbado desses compostos, principalmente
no que diz respeito a produtos de média e alta eficacia, resultaram na evolucao da frequéncia
dos genes de resisténcia. Além disso, alguns quimicos das classes mencionadas
apresentaram efeitos diminuidos a curto prazo em vista da ocorréncia de resisténcia cruzada,
evento que se caracteriza pela diminuicdo da sensibilidade ao componente devido ao uso
anterior de um produto com o mesmo sitio-alvo (BROGDON; MCALLISTER, 1998; LUZ et
al., 2009).

2.1.1. Mecanismos de resisténcia: insensibilidade ao sitio-alvo

Existem evidéncias da presenca de genes de resisténcia associados a todas as
classes de inseticidas. Um dos principais mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos
mosquitos € a redugdo da sensibilidade do sitio-alvo. Este tipo de resisténcia foi observado,
pela primeira vez, em Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera, Drosophilidae), com
a descricdo dos genes “para” do canal de sédio voltagem-dependente (Nav) (LOUGHNEY et
al., 1989).

Sendo a maiona do compostos adulticidas de efeito neurotoxicos, observava-se, com
a exposicdo de animais suscetiveis, o efeito conhecido como knockdown, caracterizado pela
hiperexcitacdo, paralisia e posterior morte do inseto. Com o aumento da frequéncia do perfil
de resisténcia, o efeito knockdown foi sendo revertido, e ao invés de paralisia e morte, os
insetos passaram a sofrer paralisia momentanea sequida de completa recuperacao motora.
Esse mecanismo foi denominado como resisténcia ao efeito knockdown (knockdown
resistance — “kdr’), associado, principalmente, a inseticidas piretroides e organoclorados,
uma vez que ambos apresentam a mesma molécula-alvo (DABIRE et al., 2009).

Geneticamente, o processo de insensibilidade & provocado a partir de mutacdes de

sentido trocado que, alterando a sequéncia de aminoacidos da estrutura proteica de ligacdo
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dos inseticidas (canais de soédio voltagem-dependentes), tornam-no menos eficaz
(BROGDON; MCALLISTER, 1998).

Os canais de sodio voltagem-dependente s3o proteinas intramembranares presentes
nos axonios neuronais que apresentam quatro dominios homélogos (I-IV) com seis
segmentos hidrofobicos cada (Sl a S6) (Figura 1). A partir do agrupamento dos quatro
dominios tém-se a formacdo de uma estrutura cilindrica com um poro central condutor. O
quarto segmento hidrofobico € responsavel pela sensibilidade do canal; a despolanzacdo
gera movimentacado desse segmento que, somado ao transito de ions positivos para o meio
extracelular da membrana, resulta em abertura desse poro. A transmissdo do impulso
nervoso depende do pleno funcionamento deste, ou seja, alteracdes no seu funcionamento,
como o prolongamento do tempo de abertura desse canal com fluxo excessivo de Na*,
exemplo do mecanismo de acdo dos piretroides, resulta em hiperexcitacdo, paralisia e
posterior morte — o efeito knockdown (CAMPOS, 2002; BATISTA, 2012; LIMA, 2019).

[ norm |
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Figura 1. Esquematizacdo do canal de sodio voltagem-dependente.
Na representac@o estdo apresentados os quatro dominios (algarismo romano) e seus respectivos segmentos
(algarismo arabico). E indicada a localizagdo de cinco importantes mutagdes que conferem o fendtipo kdrem
Aedes aegypti. Fonte: Proprio autor, adaptado de SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2018.

Mutacées nessa proteina intramembranar constitui um dos principais mecanismos de
resisténcia. Caracterizam-se por substituicdes de ponto, de heranca recessiva, e maior
probabilidade de surgimento no segmento seis dos dominios Il e lll, que aparentam ser mais
suscetiveis a mutacdes de resisténcia. Ha registros de onze mutacdes que potencialmente
conferem algum grau de resisténcia a piretroides; entretanto, apenas cinco sdo de fato
confirmadas conferindo insensibilidade a estes compostos (GARCIA, 2018).

Atualidades em Medicina Tropical na América do Sul: Vetores




113

As mutacdes sinalizadas na figura 1 possuem importante impacto sob o controle do
A. aegypti. A mudanca do aminoacido fenilalanina por cisteina na posicdo 1534 €,
atualmente, a variacdo genética mais difundida, descrita em todos os continentes, com
excecdo da Australia, e fixada em populacdes de diversos paises, a exemplo de Costa Rica,
México e Brasil. Essa variante apresenta menor custo de adaptacdo e ndo influencia na
aptidao do vetor. Diversos estudos tém demonstrado a coocorréncia dessa mutacdo com a
troca de valina por isoleucina na posicdo 1016, mesmo que em frequéncias alélicas
diferentes, em geral favorecidas para 1534C (COSME et al., 2020; FAN et al., 2020).

A press3do seletiva exercida pelo uso exacerbado de pesticidas, com enfoque nos de
uso domeéstico, & fator agravante para manutencdo da resisténcia nas populacoes destes
insetos. Linss et al. (2014) descreveram a ocorréncia das variantes F1534C e V1016l em A.
aegypti no Brasil. Estes sitios de mutac@o foram considerados consfituintes de um Unico
locus génico, permitindo a ocorréncia de seis genotipos, derivados de trés alelos diferentes,
denominados Nav® (V1016 + F1534), Na®' (V1016 + 1534C) e Nav™2 (10161 + 1534C).

Estudos realizados nos anos de 2017 a 2018, apontam a alta frequéncia de alelos kdr
no Brasil — com enfoque para as substituicdes F1534C, V1016l e V410L. Foi identificado o
aumento de 27,8% de alelos mutantes desde a altima analise em larga escala, concluida em
2012, com porcentagem geral de 73,2% de todos os vetores do temitério sendo resistentes
a piretréides (MELO-COSTA et al., 2020). Na regido oeste da Bahia, Venancio et al. (2019),
ndo identificaram espécimes de A. aegypt! homozigotos para F1534, indicando possivel
fixacdo do alelo mutante (1534C). Além disso, o alelo mais frequente foi Nav*2, sugerindo
que este pode ser mais vantajoso para resisténcia a piretroide, como sugerido por Linss et
al. (2014). Entretanto, o genotipo R1R2 mostrou-se mais frequente do que R2R2. Sugere-se
que o genotipo R2R2 exibe maior custo ao fitness, e esta evidéncia fol identificada em uma
série de parametros (BRITO et al., 2013). A maior frequéncia do gendtipo kdr R1R2 em todo
o territério nacional foi identificada mais recentemente em estudo de monitoramento
molecular dos marcadores de resisténcia em A. aegypti no Brasil (MELO-COSTA et al.,
2020).

Em geral, a descoberta de mutacées kdr da-se a partir da clonagem, sequenciamento
e comparacao de canais de sodio voltagem-dependente provenientes de espécimes
suscetiveis e resistentes. Por meio dessa metodologia, Haddi e colaboradores (2017)
relataram, pela primeira vez, a mutac@o V410L, localizada no segmento seis no dominio | da
proteina intramembranar, em associacdo com a mutacdo F1534C. Atualmente, essa variante

€ observada em abundancia no territorio nacional e em paises como México, Colombia, Porto
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Rico, EUA, além do continente Africano, conferindo sozinha, cerca de 10 vezes mais
resisténcia a pemmetrina e cipermetrina (COSME et al, 2020; SANTANA; SILVA;
VENANCIO, 2021).

Mesmo com diferentes origens e frequéncias alélicas divergentes, ha intima relacio
das cinco mutacdes relatadas (Figura 1) conferindo efeito kdr; contudo, a distribuicdo dessas
variantes é caracteristica a determinados continentes. Populacdes asiaticas, por exemplo,
apresentam 1534C e 989P+1016G como alelos de resisténcia, com frequéncias importantes
para ambas. Contudo, esse padrdo difere para populacdes das Américas, que apresentam
os alelos 410L, 410L+F1534C, 410L+10161+1534C e 1534C como principais associadas a
resisténcia. Destacam-se entre essas, a triade 410L+10161+ 1534C, presentes em 70% das
populacdes americanas, seguido de 1534C herdado sozinho, em 40% das populagdes. Das
cinco mutacdes elencadas, apenas |1011M apresenta-se geograficamente restrita e
dificilmente detectavel (FAN et al_, 2020).

1.2. RESISTENCIA METABOLICA

Um aspecto essencial para a sobrevivéncia e longevidade do A. aegypti no ambiente
€ a resisténcia metabolica. Esse termo representa o conjunto de enzimas de desintoxicacdo
celular, atuando sobre determinado agente agressor no organismo (MEDEIROS, 2011).

Esse sistema de resisténcia confere prote¢@o ao inseto em situacdes em que o seu
organismo € submetido a estressores diversos. A digestdo do sangue, alimento essencial
para a reproducao das fémeas, libera produtos nocivos aoc mosquito. A infec¢do viral também
pode impactar de forma negativa o seu desenvolvimento. Os inseticidas apresentam a
capacidade de interferir na sobrevivéncia da espécie. Além desses fatores, o proprio
crescimento, periodo de quiescéncia e envelhecimento do mosquito sdo marcados por
geracdo de produtos oxidativos. Dessa maneira, as vias metabolicas de desintoxicacdo
devem funcionar de maneira harmoénica e eficiente para a manutencdo e longevidade do A.
aegypti (STERKEL et al, 2017; FAUCON et al., 2017).

Nesse contexto, € possivel compreender que a unido das muitas formas de defesa do
metabolismo justifica todo o potencial do A. aegypti em permanecer no ambiente. Algumas
delas serdo descritas mais detalhadamente ao decorrer do capitulo, mas antes € preciso
falar sobre o principal mecanismo de ativacdo das enzimas de desintoxicacdo: o estresse
oxidativo.
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2.2.1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um fendmeno que ocorre em organismos vivos quando a taxa
de producao de radicais livres excede a taxa de sua decomposicdo, gerando um desbalanco
entre os agentes antioxidantes e pro-oxidantes em favor das espécies reativas (HERMES-
LIMA etal_, 2015). Elementos oxidantes s3o radicais livres altamente reativos, por possuirem
um par de elétrons desemparelhado na sua ultima camada, e atuam gerando danos aos
componentes celulares (BARREIROS et al., 2006).

Os eventos responsaveis pela geracdo de radicais livres incluem radiacGes, hipoxia,
anoxia, respiracao aerdbia ou ainda processos celulares que envolvam o combate a
microrganismos invasores ou substancias toxicas (PISOSCHI; POP, 2015).

Dentre as moléculas pro-oxidantes, ganham destaque as especies reativas de
oxigénio (ERO), que sdo representadas por radical superdxido (O2™), perdxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH). Em suma, eles promovem a oxidacdo de componentes tiol,
os quais sdo vitais para o organismo, em componentes dissulfetos, gerando a perda da
glutationa (GSH) tecidual e desregulacdo da geracao de energia no interior das células, bem
como a inibicdo do transporte do calcio e homeostase eletrolitica, oxidacdo dos citocromos,
alteracdo do material genético da célula, danos aos lipidios, proteinas e membranas
celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

O sistema de defesa do inseto € complexo e inclui diversas enzimas. Os
componentes que atuam na primeira linha de defesa do organismo sdo a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase
(GST). Elas entram em ac@o quando as ERO se elevam, evitando o seu acumulo (NETO,
2010; JENA et al., 2013).

A atuacdo da SOD esta diretamente relacionada com a biotransformac@o de dois Oz~
em um H20z, por meio da reacdo de dismutacdo (MOREIRA et al., 2016). Em estudos sobre
a atuacdo desta enzima nas branquias anais das larvas de A. aegypti, foi percebido um
aumento consideravel em sua atividade com a maturacdo das larvas (NIVSARKAR et al,,
1991). Ja a CAT, por meio da reacdo de decomposicdo de duas moléculas de H202, catalisa
a formac3o de duas moléculas de agua e uma molécula de oxigénio.

A GPx tem acao na reducdo do peroxido de hidrogénio e de hidropeptideos organicos.
A partir da sua reacdo com a GSH ocorre a producdo da glutationa oxidada (GSSG),
gerando, como consequéncia, a eliminacdo do H202 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
Por outro lado, a GST atua na detoxificac3o de agentes alquilantes, incluindo herbicidas,
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pesticidas e xenobidticos, por meio da catalizacdo das reacdes destes agentes com o grupo
sulfidrila (SH) da glutationa, neutralizando-os e realizando a biotransformacdo em
substancias que podem ser facilmente eliminadas pelas células (OLIVA et al_, 2018).

A seguir, ser3o descritos processos de resisténcia metabolica ativados por meio de
fatores extrinsecos ou a partir do proprio desenvolvimento do A. aegypt/, os quais permitem
a sobrevivéncia da espécie.

2.2.1.2. Ingesta de sangue, metabolismo redox e resisténcia metabdlica

O repasto sanguineo realizado pela fémea do mosquito A. aegypti resulta na liberacdo
de moléculas pré-oxidantes durante o processo de digestio do sangue no intestino. A
presenca de ferro da hemoglobina tem grande potencial oxidativo, por gerar radicais livres
por meio da reacdo de Fenton (SAEAUE et al,, 2011). Além disso, durante a digestdo da
hemoglobina, ocorre a liberacdo de grandes quantidades de heme, molécula capaz de formar
ERO e causar toxicidade a célula (STERKEL et al., 2017). Assim, a presenca do sangue no
organismo do inseto pode ser prejudicial se ndo houver uma defesa antioxidante eficiente.

Para proteger o organismo, a produgdo de enzimas de detoxificacdo se eleva. Por
exemplo, a expressdo génica da CAT pode ser aumentada em seis vezes quando analisada
24 horas apos o repasto. Com isso, a capacidade de remoc3o de espécies reativas no
epitélio intestinal € aumentada, mostrando a atividade antioxidante protetora no metabolismo
oxidativo do inseto (OLIVEIRA et al., 2017).

Outra enzima essencial para a protecdo do A. aegypt € a heme oxigenase (HO). Ela
tem a funcdo de catalisar a primeira etapa de degradacdo de heme, contribuindo para a sua
eliminacdo no organismo. Durante esse processo, o gene que codifica para HO no A. aegypti
(AeHO) mantém niveis altos de transcricdo. A sua inducdo envolve um mecanismo sensor
de nutrientes chamado de quinase alvo da rapamicina (TOR), uma via que é regulada pela
estimulacdo de aminoacidos no intestino durante a alimentac@o de sangue. Quando ocorre
a deplecdo de TOR, a expressdo do AeHO é diminuida. A acdo da enzima HO envolve a
producdo aumentada de biliverdina, molécula que possui atividade antioxidante, a qual &
excretada no limen do intestino médio e atua na defesa celular (BOTTINO-ROJAS et al.,
2019). Dessa forma, enzimas metabdlicas adquirem papel essencial na protecdo do inseto
contra produtos oxidativos gerados pela dieta.

A xantina desidrogenase (XDH) & uma proteina envolvida na sintese de acido Urico

em A. aegypti, podendo eliminar nitrogénio excedente. O acido trico desempenha papel de
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combate aos radicais livres, além de ser um produto menos toxico que a aménia para o
mosquito. Os genes XDHT e XDH2 que codificam para a XDH sdo hiper expressos no
intestino médio apos uma refeicdo de sangue. O silenciamento do gene XDH1 tem influéncia
direta na sobrevivéncia do inseto, uma vez que, quando silenciado, ha alta taxa de
mortalidade, retardamento da digest3o e da oviposicdo e, reducdo da fecundidade (ISOE et
al., 2017).

2.2.2. Resisténcia metabdlica e infecgéo viral

Ao se alimentar de sangue contaminado por arbovirus, A. aegypt se torna suscetivel
ainfeccdo viral. Para que ele seja eficiente em camregar o virus sem agredir o seu organismo,
ajustes metabolicos devem ocorrer no intestino médio. Sua capacidade vetorial depende da
ingestdo de uma grande quantidade de sangue virémico e replicacdo suficiente para infectar
as glandulas salivares do vetor (LE COUPANEC et al., 2017). Ao mesmo tempo, é preciso
que ocorra a ativacdo de mecanismos de defesa contra a toxicidade que o virus pode causar
ao inseto. Como resposta, proteinas estruturais, do sistema redox e enzimas de diversas
vias metabdlicas sdo reguladas para a defesa celular e para a sobrevivéncia do virus
(TCHANKOUO-NGUETCHEU et al., 2010).

O intestino médio do vetor € o local que representa a primeira barreira contra o virus.
Durante o processo de infecc@o viral, espécies reativas de oxigénio s3o liberadas, causando
desbalanco redox. A aldeido oxidase, enzima que desencadeia a formacdo de ERO, é
encontrada de forma ampliada durante esse processo (TCHANKOUO-NGUETCHEU et al,
2010). O H202 também é produzido pelas células epiteliais nesse momento (OLIVEIRA et
al., 2017). Como mecanismo de defesa celular, a producdo de enzimas antioxidantes se
expande. Moléculas como a CAT e enzima malica encontram-se elevadas em infeccdes por
DENV-2. Ja as peroxiredoxinas e GSTs apresentam um aumento em infeccdes por
chikungunya. Todas essas enzimas vao conferir protecdo ao inseto, pemitindo sua
perpetuacdo como vetor no ambiente (TCHANKOUO-NGUETCHEU et al., 2010).

Durante a ingesta de sangue contaminado, a acd@o dos agentes antioxidantes também
contribui para o estabelecimento do virus, influenciando no estado de infec¢do. Ja foi
demonstrado que o silenciamento da CAT promove reduc@o na prevaléncia de infeccdo por
dengue-4 do intestino médio do vetor (OLIVEIRA et al., 2017). Assim, quando essas espécies
reativas sd3o combatidas pelos antioxidantes, a permanéncia do virus no organismo €&

favorecida, influenciando na competéncia vetonal da espécie.
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Somado a isso, 0s virus possuem uma estratégia universal de desencadear respostas
antioxidantes por meio da modulacdo da sinalizacdo do Nrf2 (familia cap'n’collar), fator de
transcricdo envolvido na producdo de diversas enzimas do sistema redox (ZHANG et al,,
2019). Quando esse fator de franscrico € regulado negativamente, o desequilibrio redox
acaba reduzindo a carga viral no intestino do mosquito (BOTTINO-ROJAS et al., 2019).

Varias vias estdo envolvidas nesse processo de aumento da capacidade vetorial, e
atuam de maneira harménica para regular o estresse oxidativo causado durante infeccdes
no A. aegypti. A fosforilacdo oxidativa € uma via regulada negativamente no inicio da infeccdo
viral por chikungunya e dengue, modulando a bioenergética das mitocondrias para
potencializar a replicacdo viral (SHRINET et al., 2018).

2.2.3. Genética do metabolismo redox e relagao com resisténcia

A resisténcia metabolica & geralmente associada a uma parte significativa do fenétipo
de resisténcia (NKYA et al., 2013). A alta diversidade génica e complexidade das rotas de
biodegradacao de inseticidas fazem a identificacdo desse tipo de resisténcia desafiadora. Na
teoria, resisténcia metabolica pode ser consequéncia de um aumento na expressdo de uma
ou multiplas enzimas de detoxificacdo capazes de metabolizar o agente quimico efou,
acarretar na selecdo de variantes, que apresentam uma alta taxa de metabolizacdo devido
a modificacdes conformacionais (DAVID et al., 2013).

Em A. aegypti, a resisténcia metabolica aos inseticidas, como organoclorados,
organofosforados (temefds, malatido e dicloro-difenil-tricloro-etano (DDT)), carbamatos e
piretroides (deltametrina), € causada por um aumento da atividade das enzimas de
detoxificacdo, tais como: GSTs, esterases (ESTs), citocromo P450 (CYPs),
carboxil/colinesterases (CCEs), UDP-glicosil-transferases (UDPGTs), embora outras
familias possam estar envolvidas (LUMJUAN et al., 2011; DAVID et al_, 2013; DAVID et al.,
2014; VALLE et al., 2019).

Dentro do perfil de expressdo genética de GSTs, destaca-se a regulacdo dos genes
GSTs da classe Epsilon (GSTE), especialmente GSTE2. Nesse sentido, de acordo com o
estudo de Helvecio et al. (2020), linhagens de A. aegypti altamente resistentes apresentaram
seis vezes mais a expressao do gene GSTEZ2, apresentando quatro mutacdes exclusivas
associadas a resisténcia ao temefos (L111S, 1150V, E178A e A198E). Além disso, a partir
do trabalho de Lumjuan et al. (2011), GSTEZ ainda esta envolvida na resisténcia ao DDT e,
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juntamente com GSTES e GSTE7, tiveram expressdo elevada A aegypti resistente a
deltametrina.

A resisténcia metabdlica a inseticidas é conferida também por meio da regulacdo da
transcricdo, que € um fator chave na express3o dos genes de resisténcia. Mudancas em
regides regulatorias nos genes CYP, por exemplo, podem estar diretamente relacionados
com o aumento da transcricdo desses genes no fenotipo de resisténcia (KASAl et al, 2014).

O aumento da transcricdo dos genes CYP pode ocorrer de diferentes formas: podem
sofrer influéncia de elementos de DNA cis e trans. Primeiro, uma mutacdo em um gene
especifico da familia CYP, que leva ao aumento da expressdo desse gene, como descrito,
por exemplo, para CYPON10 em Cullex quinquefasciatus Say (1823) (Diptera, Culicidae)
(WILDING et al., 2012). Por outro lado, se a resisténcia é devida a mutacdes em genes de
proteinas regulatorias (regulacdo trans), pode haver multiplos genes CYP cuja expressao é
elevada em linhagens resistentes (SMITH et al., 2018). O evento de regulacdo trans tem sido
identificado em diversas linhagens de insetos resistentes, implicando na superexpressdo
desses genes, como por exemplo, CYP6A2 e A8em D. melanogaster (MAITRA et al_, 2000).
A identificacdo de reguladores cis e trans que regulam a expressao de genes envolvidos com
resisténcia quimica e metabolica sdo importantes porque podem indicar novos alvos para a
identificacdo de inibidores de genes de detoxificacdo para controle vetorial, como o caso da
familia P450.

Melo-Santos e colaboradores, em 2010, reportaram a construcdo de colonia de A.
aegypti composta por individuos selecionados por exposicdo ao inseticida temefés. Essa
linhagem foi chamada de “Recife-Resistente” (RecR), apresentando 25 vezes mais
resisténcia ao inseticida. Apds investigacao para identificacdo de genes envolvidos com a
capacidade de resisténcia em RecR e avaliacdo do perfil de expressdo génica antes e depois
da reversdo da resisténcia na linhagem, Strode et al. (2012) identificaram o aumento da
expressdao de genes codificantes com propriedades de metabolizacdo de inseticidas, e
assim, funcionalmente associados com a resisténcia em RecR. O gene CYP6/N 12 mostrou
envolvimento direto com a resisténcia ao temefos nesta linhagem, tanto em larva como em
mosquitos adultos. O envolvimento de CYP6NT2 na resisténcia foi posteriormente
identificada em outras populacées de A. aegypti em relacdo ao temefos (GRISALES et al.;
2013) e deltametrina (DUSUFOUR et al., 2015).

Com base nos resultados de Strode et al. (2012), Paiva (2013) avaliou o gene
CYP6N12 por sequenciamento. O resultado do alinhamento das sequéncias da regidao
promotora de linhagens de mosquitos RecR, RecRev (linhagem com resisténcia revertida) e
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Rockfeller, demonstraram um padrdo distinto de polimorfismos do tipo inde/ entre as trés
linhagens. Individuos da colénia RecR apresentaram um fragmento com 14 nucleotideos a
mais do que as sequencias derivadas de RecRev.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado, por métodos de bioinformatica, a regidao
promotora do gene CYP6N12 de A. aegypti, na tentativa de identificar sinais moleculares
para reconhecimento de fatores de transcricdo que possam estar envolvidos com a regulacdo
transcricional deste gene. Os dados sugerem a identificac@o de diversos motifs para fatores
de transcricdo envolvidos com a regulacdo positiva da expressao do gene e que passaram
a ocorrer especialmente em RecR, apos a presenca dos polimorfismos indel, exclusivos
desta linhagem. Entre eles, identificou-se sinais repetidos de motifs para reconhecimento do
fator de transcricdo mais importante envolvido com a resposta antioxidante: o
cap'n’collar/Nrf2 (SANTOS; SANTANA; VENANCIO, dados ainda n3o publicados).

2.2.4. Resisténcia metabolica e quiescéncia

A quiescéncia & uma estratégia de sobrevivéncia que permite a manutencdo do A.
aegypti no ambiente quando ha poucas condices de sobrevivéncia. Dessa forma, em um
local com escassez de agua ou temperatura inadequada para o seu desenvolvimento, o ovo
do mosquito entra em um processo de dorméncia, inibindo o processo de eclosao larval, com
intuito de aguardar o retorno de condicdes ambientais favoraveis (DINIZ et al., 2017). Em
comparacdo com outras espécies, A. aegypti apresenta alta resisténcia a dessecacdo, com
o embnido permanecendo viavel por até 490 dias (PERES; NORIEGA, 2013).

O estagio de ovo na historia de vida da espéecie pode impactar a competicdo
interespecifica, composic@o da comunidade, e dinamica da populacdo, e € considerado um
fator limitante da distribuico dos mosquitos. A habilidade de uma espécie em se estabelecer
em habitats ndo-nativos & aumentada pelos estagios de vida dessecacdo-resistentes, o que
possibilita o transporte a longas distancias (JULIANO; LOUNIBOS, 2005; FAULL; WILLIAMS,
2015).

A duracdo da quiescéncia afeta o fitness larval pela mudanca de reservas nutricionais
das larvas recém-emergidas, sugerindo que o tempo de quiescéncia do ovo poderia resultar
em fenotipos adaptativos no adulto com diferentes performances e fisiologia reprodutiva.
Fémeas adultas que emergiram de ovos de tempos longos de quiescéncia exibem maior
tolerancia a privacdo alimentar e maior tempo de vida do que fémeas “ndo-quiescentes”.
Larvas desenvolvidas de ovos quiescentes, exibem um periodo de desenvolvimento larval
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mais longo e, possivelmente, menor taxa de crescimento do que larvas de ovos que
passaram menos tempo em quiescéncia. Portanto, € possivel que mosquito menores com
uma taxa metabélica mais baixa possa emergir com metabolismo alterado e sobrevivéncia
do adulto aumentada (PEREZ; NORIEGA, 2013), implicando diretamente na ecologia do
vetor.

O estado de quiescéncia, assim como a diapausa, hipdxia, anoxia, congelamento,
superresfriamento, exposicao ao ar (para animais que respiram na agua), desidratacdo e
estivacdo, € uma condicdo de depressdo metabodlica, onde a taxa metabdlica cai
drasticamente em situacdes adversas, associado a reducdo drastica de disponibilidade de
oxigénio (HERMES-LIMA et al.,, 2015; MOREIRA; PAULA; HERMES-LIMA, 2021). Apods
situacdes de privacdo de oxigénio, a recirculacdo de Oz mostra-se extremamente prejudicial,
implicando na “explosio” da producdo de ERO (HERMES-LIMA et al_, 2015).

Contudo, animais que toleram a privacdo de oxigénio, apresentam adaptacdes que
capacitam suportar o perigo da reoxigenacdo. Este suporte se da pela ativacdo de fatores
transcricionais, como FoxO, Nrf2, NF-kB e HIF durante a privacdo de oxigénio, envolvidos
no aumento da regulacdo de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GST, GR e GPx), assim
como, de modificacdo covalentes reversiveis geradas por ERO nestas enzimas. O aumento
da resposta antioxidante € indispensavel para o combate de ERO oriundos do retormo do
oxigénio, quando as condicbes ambientais se tornarem favoraveis ao ciclo biologico da
espécie (HERMES-LIMA et al., 2015). Este processo foi denominado como “preparo para o
estresse oxidativo” (POS), e mostra-se amplamente difundido entre os animais (HERMES-
LIMA et al., 1998; MOREIRA et al, 2016).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

O sucesso de A. aegypti em relacdo a sua capacidade de desenvolvimento e
reproducdo, diversidade de locais reprodutivos, capacidade dispersiva, colonizacao de areas
urbanas altamente impactadas e, por fim, sua capacidade de transmitir doencas é clara e

amplamente conhecida.
Para auxiliar no controle vetorial, o conhecimento dos mecanismos e frequéncias de

ocorréncia da resisténcia fomece informacdes de extrema importancia para o combate ao
mosquito. Com indicacdes de rotatividade de inseticidas e desenvolvimento de mecanismos
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alterativos de combate, € imprescindivel considerar a situacdo da resisténcia quimica no
Brasil, considerando os impactos econdmicos e sociais das arboviroses transmitidas por
esse vetor. Alem disso, desde a ativacdo de proteinas em diferentes fases do seu
desenvolvimento até a regulacdo de vias por meio de fatores extrinsecos, o mosquito
apresenta mecanismos de defesa que garantem a sua permanéncia no ambiente.

Os dados apresentados indicam algumas estratégias moleculares que estio
diretamente associadas ao sucesso da espécie em desenvolvimento, dispersdo e
manutencdo no ambiente. O entendimento destes processos mostra-se de fundamental
importancia para desvendar os mecanismos envolvidos com a resisténcia e biologia do vetor,
para que acdes efetivas no controle das epidemias possam ser empregadas.
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