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RESUMO

Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo espécies de mosquitos vetores de doencgas graves, como
dengue, zika e chikungunya. O controle desses mosquitos ¢ um desafio para a satide publica
em todo o mundo. O uso de inseticidas quimicos ¢ a abordagem mais utilizada de controle
atualmente, porém o surgimento de resisténcia aos inseticidas quimicos convencionais, a
poluicao ambiental e efeitos em espécies nao-alvo causados por estes, dificultam ainda mais o
processo de controle. Portanto, novas estratégias para o controle desses mosquitos sdo
necessarias. O uso de tecnologias de interferéncia de RNA, como os Short-hairpin RNAs
(shRNAs) tem o potencial de interromper a expressao de genes especificos nos mosquitos,
como genes envolvidos no desenvolvimento neural e no metabolismo, se mostrando
promissores para o controle de vetores. O presente estudo tem como objetivo desenvolver um
bioinseticida especifico para Aedes aegypti ¢ Aedes albopictus usando shRNAs. O vetor
escolhido para a producdo e entrega de shRNA foi a levedura Saccharomyces cerevisiae, que
tem se mostrado um sistema eficiente e seguro para a producdo de RNA interferente. Foram
identificados 2 genes alvo: 1) Semaforina-1a (SEMA1A), importante para o desenvolvimento
neural dos mosquitos; 2) Receptor 1 da serotonina (5-HTR1) que expressam receptores que
regulam numerosas cascatas de sinalizagdo intracelular; Essenciais para os mosquitos e que ja
tem resultados publicados, entdo shRNAs foram projetados para silencia-los. As sequéncias
especificas para expressdo dos shRNAs foram inseridas em plasmideos os quais sdo clonados
em FE.coli e posteriormente transformados em leveduras, que transcrevem os shRNAs
especificos, antes de serem inativadas por calor. Em seguida, os shRNAs, foram testados em
larvas de mosquitos vivos em ensaios laboratoriais para a avaliagdo de aspectos como
mortalidade e sobrevivéncia larval. Os resultados de ensaios laboratoriais demonstraram que
o consumo de levedura SEMAI1A e 5-HTRI1 apresenta taxas de mortalidade significativas em
larvas dos mosquitos Aedes spp. Estudos futuros devem ser realizados para otimizar a
producao e entrega de levedura que expressa shRNA inseticida e, assim, melhor avaliar esta
nova e promissora interven¢do de controle de mosquitos, possibilitando o desenvolvimento

de abordagens ainda mais eficazes baseadas nessa tecnologia.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Aedes albopictus; RNA de interferéncia; shRNA;

bioinseticida; levedura; controle de vetores.



ABSTRACT

Aedes aegypti and Aedes albopictus are mosquito species that serve as vectors for serious
diseases such as dengue, Zika, and chikungunya. Controlling these mosquitoes remains a
global public health challenge. Chemical insecticides are currently the most widely used
method of control; however, the emergence of resistance to conventional insecticides, along
with environmental pollution and harmful effects on non-target species, further complicate
vector management efforts. Thus, alternative and more sustainable mosquito control strategies
are urgently needed. RNA interference (RNAi) technologies, such as short-hairpin RNAs
(shRNAs), have the potential to silence specific genes in mosquitoes—particularly those
involved in neural development and metabolism—making them a promising tool for vector
control. This study aimed to develop a species-specific bioinsecticide targeting Aedes aegypti
and Aedes albopictus using shRNAs. The delivery platform chosen was the yeast
Saccharomyces cerevisiae, a safe and efficient system for producing interfering RNAs. Two
essential genes were selected as targets: (1) Semaphorin-1a (SEMA1A), important for neural
development; and (2) 5-Hydroxytryptamine receptor 1 (5-HTR1), which encodes serotonin
receptors involved in numerous intracellular signaling pathways. Specific shRNA sequences
were designed to silence these genes, cloned into plasmids, propagated in E. coli, and
subsequently transformed into yeast. The engineered yeasts were heat-inactivated prior to
mosquito bioassays. Laboratory tests involving live mosquito larvae demonstrated that
ingestion of SEMA1A- and 5-HTR1-expressing yeast resulted in significant larval mortality
in Aedes spp. Future studies should focus on optimizing both production and delivery of
shRNA-expressing yeast to enhance the efficacy of this innovative and species-specific

mosquito control strategy.

Keywords: Aedes aegypti; Aedes albopictus; RNA interference; shRNA; bioinsecticide;

yeast; vector control.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses constituem um dos principais desafios sanitarios globais, impactando
significativamente a saide publica e a economia de diversos paises (THOMPSON et al.,
2020). Essas doencas sdo causadas por virus transmitidos por artropodes hematdfagos,
principalmente mosquitos, e incluem patologias de grande importancia epidemiologica, como
dengue, zika, chikungunya e febre amarela (PRINCE et al.,, 2023). Nos ultimos anos, a
incidéncia dessas doencgas tem aumentado substancialmente, impulsionada por fatores como a
rapida urbanizacao, o crescimento populacional desordenado, a intensificagdo da mobilidade
humana e as mudangas climaticas, que favorecem a expansdo das areas de distribui¢do dos
vetores (DUVIGNAUD et al., 2024). Atualmente, vacinas vivas atenuadas para febre amarela
e dengue foram licenciadas para uso clinico em alguns paises. No entanto, ndo ha vacinas
disponiveis para zika e chikungunya. Dada a disponibilidade limitada de vacinas ou outros
profilaticos eficientes, as estratégias atuais sdo principalmente direcionadas ao controle dos
vetores usando inseticidas ou barreiras fisicas. (PRINCE et al. 2023; TRIANA; MELO,
2024).

A dengue foi decretada pela Organizacdo Mundial da Satide como uma das dez maiores
ameagas a saude global em 2019 (WHO, 2019). A doenca ¢ causada por quatro sorotipos do
virus da familia flaviviridae: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (ILIC; ILIC et al., 2024).
Anteriormente ela era restrita a partes dos tropicos, porém atualmente € a arbovirose de maior
prevaléncia mundial, sendo endémica em mais de 125 paises, com transmissao presente em
todas as regides da Organizagdo Mundial da Saide (OMS). A dengue ¢ majoritariamente
prevalente nas regides do Pacifico Ocidental, Sudeste Asiatico, Mediterraneo Oriental,
Américas e Africa e cerca de 40% da populacio mundial (3,6 bilhdes de pessoas) corre o risco
de contrair a doenga (DUVIGNAUD et al., 2024; DEHGHANI et al., 2021). Entre 1990 e
2017, o numero de casos de dengue aumentou significativamente, passando de
aproximadamente 23 milhdes para mais de 104 milhdes (ILIC; ILIC et al., 2024). Atualmente
a incidéncia global de infec¢des por dengue ¢ estimada em cerca de 400 milhdes por ano, com
96 milhdes de casos sintomaticos e aproximadamente 22.000 mortes, principalmente devido a
febre hemorragica da dengue e suas complicacdes (ALGHSHAM; SHARIQ; RASHEED et

al., 2023). O impacto socioecondmico da doenga ¢ significativo, gerando altos custos para o



sistema de saude e prejuizos a produtividade da populagdo afetada (THOMPSON et al.,
2020).

No Brasil, a dengue também tem sido a arbovirose mais prevalente, mantendo-se endémica,
com um aumento significativo nos casos nas ultimas décadas e recorrentes surtos
epidémicos, o que gera grande preocupacdo para a saude publica e economia do pais (Pan
American Health Organization, 2021; World Health Organization, 2021). A epidemia de 2024
configurou-se como a mais severa desde o inicio dos registros continuos da doenga,
ocasionando mais mortes do que a COVID-19 neste ano, com 6,6 milhdes de casos provaveis
e mais de 6 mil dbitos em quase todos os estados, tivemos 300,7% de aumento no numero de
casos provaveis e 429,2% de aumento de Obitos em relagdo a 2023. As regides Sudeste,
Centro-Oeste ¢ Sul foram as mais afetadas. Em 2025 até a 7 semana epidemioldgica, ja
foram registrados 365.456 casos provaveis da doenga e 373 dbitos em investiga¢do no Brasil
(Ministério da Satde, 2025). Na mesma semana, o governo de Sdo Paulo decretou situagao de
emergéncia em saude publica no estado em razdo da epidemia por dengue (Secretaria de
Satde de SP, 2025). Esse cenario ressalta as limitagdes dos métodos convencionais de

controle vetorial.

O virus Chikungunya (CHIKV) ¢ um alfavirus transmitido por mosquitos que ressurgiu
recentemente em muitas partes do mundo, causando surtos em larga escala. A infec¢do por
CHIKYV se apresenta como uma doenga febril conhecida como febre chikungunya (CHIKF).
A infeccdo ¢ autolimitada e caracterizada principalmente por dor articular intensa e mialgia
que pode durar semanas ou meses; no entanto, a apresentacao grave da doenga também pode
ocorrer (CAVALCANTI et al., 2022). O CHIKYV, identificado pela primeira vez na Tanzania
em 1952, emergiu nas Américas em 2013. Desde que os primeiros casos autdctones de
chikungunya foram relatados na Ilha de Saint Martin em dezembro de 2013, CHIKV se
espalhou rapidamente e continuou a causar epidemias nas Américas. (SOUZA et al., 2024). O
CHIKV circula localmente no Brasil desde 2014, com os primeiros casos restritos
principalmente ao Nordeste (SOUZA et al., 2022). Desde 2016, o Brasil € o epicentro das
epidemias de chikungunya nas Américas, com 1.659.167 casos, o maior nimero relatado na
regido. Em contraste com outros paises e territorios nas Américas, o Brasil tem enfrentado
epidemias anuais de chikungunya (DIAS et al.,, 2018). No Brasil, a variacdo espacial e
temporal na incidéncia de chikungunya parece ser motivada por epidemias répidas e

localizadas, caracterizadas por altas taxas de infec¢do, seguidas por periodos de menor



incidéncia, provavelmente motivadas pela imunidade de rebanho de infec¢des anteriores por
CHIKV. A disseminag¢do rapida do CHIKV ocorreu principalmente devido a sua transmissao
eficiente pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, que apresentam ampla

distribuigdo geografica e alta competéncia vetorial (SOUZA et al., 2024).

O virus Zika (ZIKV) ¢ um flavivirus transmitido por mosquitos que leva a um
comprometimento neuroldgico notavel, cujo impacto mais dramatico ¢ a Sindrome Congénita
do ZIKV (CZS). Foi isolado pela primeira vez em 1947 de um macaco rhesus febril na
floresta Zika em Uganda (CHEN et al., 2022). O ZIKV tem como alvo células precursoras
neuronais, levando a apoptose e comprometimento adicional do desenvolvimento neuronal,
causando microcefalia, lisencefalia, ventriculomegalia e calcificacdes (POLONIO; PERON,
2021). Além disso, o ZIKV desenvolveu mecanismos para escapar da resposta imune do
hospedeiro, permitindo assim o estabelecimento da persisténcia viral e aumentando a
patogénese viral (GIRALDO; GONZALEZ-OROZCO; RAJSBAUM, 2023). O virus ganhou
notoriedade mundial apoés a epidemia de 2015-2016. A capacidade do virus de atravessar a
barreira placentaria e infectar fetos levou a uma crise de saude publica global, levando a
Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) a declarar o surto como uma emergéncia de saude
publica de importancia internacional. Apesar da redu¢do no numero de casos desde o pico
epidémico, o ZIKV continua circulando em diversas regides, apresentando potencial para

novos surtos (CHEN et al., 2022).

A febre amarela, outra arbovirose de grande relevancia epidemioldgica, apresenta ciclos de
transmissdo silvestre ¢ urbano. E transmitida por mosquitos encontrada em éreas tropicais e
subtropicais na América do Sul e Africa (GAYTHORPE et al., 2020; MONATH et al., 2001).
A transmissdo ¢ principalmente por meio das espécies de mosquitos Aedes, Haemagogus e
Sabethes. Pode apresentar caracteristicas clinicas variadas, desde uma doenga febril leve e
autolimitada até hemorragia grave e doenca hepatica. O "amarelo" vem da ictericia que afeta
alguns pacientes com doenga grave (MONATH et al., 2001). A febre amarela ¢ diagnosticada
pelo historico de viagem para uma area endémica, exposi¢do a mosquitos infectados, historico
de vacinagdo, sintomas e achados laboratoriais. A maioria dos casos ¢ autolimitada e se
assemelha a muitas outras infecgdes virais comuns. Daqueles que desenvolvem o estado grave
da doenca, a mortalidade pode se aproximar de 50%. Nao ha terapia antiviral especifica, mas
ha uma vacina eficaz recomendada para viajantes de areas endémicas (SIMON et al., 2025;

MONATH et al., 2001). No Brasil o ciclo da doenc¢a atualmente ¢ silvestre, com transmissao



por meio dos mosquitos dos géneros Haemagogus ¢ Sabethes. Os ultimos casos de febre
amarela urbana foram registrados no Brasil em 1942 e todos os casos confirmados desde

entdo decorrem do ciclo silvestre de transmissao (Ministério da Satude, 2025).

Os mosquitos do género Aedes sdo os principais vetores responsaveis pela transmissdo dos
arbovirus anteriormente mencionados. O Aedes aegypti, comumente conhecido como o
mosquito da febre amarela, ¢ um vetor significativo de diversos arbovirus, incluindo os virus
da dengue, chikungunya e zika (TRIANA; MELO, 2024). Essa espécie possui uma historia
complexa de dispersdo global e diversidade genética, tornando-se um foco critico para os
esforcos de satde publica em todo o mundo (SEVERSON, et al., 2004). Aedes aegypti ¢
originario de ilhas do Sudoeste Asiatico, depois migrou para a Africa e se espalhou
globalmente por meio das rotas comerciais. Foi introduzido no Novo Mundo ha
aproximadamente 400-550 anos, principalmente através do trafico transatlantico de
escravizados. Nos séculos seguintes, a espécie expandiu-se para o Mediterrineo, Asia,
Australia e Pacifico Sul (GLORIA-SORIA et al., 2016; POWEL et al., 2018). A introdugao
nas Américas e na Asia foi facilitada pelo comércio maritimo transatlantico e, posteriormente,
por rotas globais de comércio (WEBB, 2016). A diversidade genética do Aedes aegypti ¢
notavel, sendo dividida em duas subespécies geneticamente distintas: Ae. aegypti formosus €
Ae. aegypti aegypti. As populacdes fora da Africa apresentam uma estrutura altamente
definida devido aos efeitos do fundador e as baixas taxas de migragdo, enquanto as
populacdes africanas sdo menos estruturadas. Essa diversidade genética tem implicagdes
significativas para estratégias de controle, especialmente aquelas que envolvem modificagao
genética (GLORIA-SORIA et al., 2016; SOGHIGIAN et al., 2020). O Aedes aegypti ¢ um
vetor competente para diversos virus, apresentando suscetibilidade variavel entre diferentes
populagdes de mosquitos e cepas virais. Fatores como a microbiota do mosquito e a
coinfecgdo com virus especificos de insetos podem influenciar sua competéncia vetorial
(SOUZA-NETO et al., 2018). Essa espécie exibe hdbitos hematofagicos diurnos, preferindo
alimentar-se de sangue humano, e utiliza criadouros artificiais, como recipientes plasticos,
caixas d’agua, pneus e vasos de plantas, para a oviposicio (POWELL; TABACHNICK,
2013). Seu ciclo de vida varia entre 7 e 10 dias, dependendo das condigdes ambientais, € sua
elevada taxa reprodutiva e adaptativa facilita sua disseminagdo em d4reas urbanizadas

(CASTRO etal., 2013).

O Aedes albopictus, comumente conhecido como mosquito-tigre-asidtico, ¢ uma espécie



altamente invasiva originaria do Sudeste Asiatico. Atualmente, estd presente em todos os
continentes e ¢ um vetor competente para pelo menos 22 arbovirus, incluindo os virus da zika,
dengue e chikungunya e dirofilariose (GRATZ, 2004; MCKENZIE; WILSON; ZOHDY et al.,
2019). Sua capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes e sua resisténcia as medidas
convencionais de controle facilitaram sua disseminacao global (GRATZ, 2004; PAUPY et al.,
2009; BENELLI; WILKE; BEIER et al., 2020). O Aedes albopictus foi detectado em diversas
regides do mundo, incluindo América do Norte, Europa e Africa. Nos Estados Unidos, sua
presenca foi registrada em 1.241 condados de 40 estados, evidenciando sua ampla dispersao
(HAHN et al., 2016; HAHN et al., 2017). No Canada, o mosquito foi identificado pela
primeira vez em Windsor, Ontario, em 2016, marcando uma significativa expansdo de sua
area de ocorréncia (GIORDANO et al.,, 2020). J& em Camardes, o Ae. albopictus ¢
predominante nas regides do sul, demonstrando sua capacidade de adaptacdo a diferentes
climas e ambientes (TEDJOU et al., 2019). Seu papel na transmissdo das arboviroses tem
sido cada vez mais reconhecido, especialmente em areas onde o Aedes aegypti estd ausente ou
menos prevalente. A capacidade desse mosquito de transmitir multiplos virus representa uma
séria ameaca a saude publica, tornando essencial o fortalecimento das estratégias de vigilancia
e controle (GRATZ, 2004; HAHN et al.,, 2016; HAHN et al., 2017). Além disso, Ae.
albopictus tem expandido progressivamente sua distribui¢do geografica devido a sua maior
plasticidade ecoldgica e tolerancia a variagdes climaticas (BONIZZONI et al., 2013).
Diferentemente do 4. aegypti, essa espécie apresenta menor especificidade quanto ao
hospedeiro, alimentando-se tanto de sangue humano quanto de outros mamiferos e aves, o que

favorece sua dispersdo e seu potencial como vetor de arbovirus.

Os métodos tradicionais de controle dos mosquitos vetores incluem o uso de inseticidas
quimicos, medidas de manejo ambiental e controle bioldgico. No entanto, a eficacia desses
métodos tem sido comprometida pela crescente resisténcia dos mosquitos a compostos
quimicos como carbamatos, piretrdides e organofosforados (MAZZARRI, GEORGHIOU, et
al., 1995; MOYES et al., 2017; PALOMINO et al., 2022). Estudos realizados no Brasil € em
outros paises endémicos demonstram que a resisténcia tem se intensificado, exigindo doses
cada vez maiores de inseticidas, o que eleva os impactos ambientais e representa um risco a
biodiversidade (BONMATIN et al., 2014; STEHLE; SCHULZ, 2015; SCHULZ et al., 2021).
A resisténcia a inseticidas em mosquitos Aedes ¢ amplamente distribuida e varia

geograficamente. Nas Américas, Africa e Asia, foram detectadas resisténcias as quatro



principais classes de inseticidas neurotoxicos: carbamatos, organoclorados, organofosforados
e piretroides (MOYES et al., 2017). Na América Latina e no Caribe, niveis elevados de
resisténcia ao diclorodifeniltricloroetano (DDT), temefés e deltametrina foram relatados, sem
evidéncias de resisténcia cruzada entre esses inseticidas (MAESTRE-SERRANO et al., 2014;
GUEDES et al., 2020). Na Asia, a resisténcia também é disseminada, com taxas elevadas de
resisténcia ao DDT e variagdes na resisténcia a outros inseticidas, como malatido e
deltametrina (ZULFA et al., 2022). Os principais mecanismos de resisténcia em Aedes
incluem mutag¢des no sitio-alvo e aumento da detoxificacdo. Mutagdes associadas a resisténcia
ao efeito knockdown (kdr), como F1534C, V1016G e S989P, sao prevalentes e contribuem
significativamente para a resisténcia aos piretroides (KANDEL et al., 2019; RAHMAN et al.,
2021; ZULFA et al., 2022). Além disso, a resisténcia metabolica, por meio da superexpressao
de enzimas do citocromo P450, como CYPIM6 e CYP9J28, desempenha um papel essencial
na detoxificagdo de inseticidas, especialmente os piretroides (SMITH et al., 2016; VONTAS
et al.,, 2020; RAHMAN et al., 2021) porém a auséncia de ferramentas diagnosticas
padronizadas e a escassez de dados em determinadas regides dificultam a estimativa precisa
dos niveis de resisténcia (MOYES et al., 2017). Além disso, a exploracdo de métodos
alternativos de controle de mosquitos que ndo dependam exclusivamente de inseticidas
quimicos ¢ recomendada para mitigar o desenvolvimento da resisténcia (PICHLER et al.,
2018; KANDEL et al., 2019). O desenvolvimento de multiplos inseticidas de siRNA para
silenciar o gene alvo seria util para combater a resisténcia resultante de uma mutagdo pontual

em qualquer sitio alvo tnico (MYSORE et al., 2019).

A utilizacdo de inseticidas quimicos no controle de vetores e pragas tem contribuido
significativamente para a polui¢do ambiental, afetando o solo, os recursos hidricos e a
atmosfera. Residuos de inseticidas aplicados em areas urbanas e agricolas podem se acumular
em corpos d'agua através da lixiviagdo e do escoamento superficial, contaminando rios, lagos
e lencois freaticos (STEHLE; SCHULZ, 2015). A presenca de piretroides e organofosforados
em aguas superficiais tem sido associada a mortalidade de organismos aquaticos, incluindo
peixes e invertebrados, devido a sua toxicidade neuroativa (SCHULZ et al., 2021). Além
disso, muitos inseticidas sdo persistentes no ambiente e podem sofrer bioacumulagdo na
cadeia alimentar, expondo predadores e mamiferos a riscos cronicos de toxicidade
(BONMATIN et al., 2014). O uso indiscriminado de inseticidas também contribui para a

emissdo de compostos organicos volateis, que podem reagir com oxidos de nitrogénio na



atmosfera, formando ozonio troposférico, um poluente com efeitos negativos na saude

humana e na vegetacdo (ZEINALI et al., 2011; HE et al., 2022).

O uso intensivo de inseticidas quimicos, tem causado impactos significativos em organismos
ndo alvo. Os inseticidas neonicotinoides afetam negativamente o desempenho dos artropodes
nao alvos, reduzindo significativamente o sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia de
importantes polinizadores (MAIN et al., 2018). Estudos demonstram que neonicotinoides,
piretroides e organofosforados, amplamente utilizados no controle de pragas e vetores, afetam
negativamente a sobrevivéncia, comportamento e reprodugdo de abelhas (TSVETKOV et al.,
2017). Esses compostos podem interferir nos sistemas neuromuscular e cognitivo desses
insetos, reduzindo sua capacidade de navegacdo, aprendizado e retorno a colmeia,
comprometendo a polinizagdo e a manutencao da biodiversidade (Wood; Goulson, 2017). A
contaminagdo do polen e do néctar com residuos de inseticidas também representa um risco
significativo, pois pode resultar na transferéncia de toxinas dentro das colmeias, afetando
significativamente a habilidade de voo, a busca por alimento e o retorno ao lar, que sdo vitais
para a fun¢do normal da colonia e os servigos ecossistémicos (TOSI; BURGIO; NIEH et al.,
2017). Ademais, a exposicdo a neonicotindides afetam negativamente invertebrados
aquaticos, causando toxicidade a nivel comportamental, genético e fisiologico potencialmente
prejudicando toda rede ecologica aquatica. (MALHOTRA et al., 2021; SCHULZ et al., 2021).
Dessa forma, a contaminacao ambiental e mortalidade de espécies nao alvo associada ao uso

de inseticidas quimicos reduz a produtividade agricola e ameaca a seguranga alimentar global.

O alarmante cenario exposto, que ressalta o aumento substancial das arboviroses (
THOMPSON et al., 2020) com condi¢des cada vez mais favordveis ao desenvolvimento dos
mosquitos vetores em escala global (DUVIGNAUD et al., 2024 ) e das limitagdes dos
métodos convencionais, amplamente baseados no uso de inseticidas quimicos (MOYES et al.,
2017; SCHULZ et al., 2021), gerando impacto direto na saude publica e consequéncias
ecologicas e econdmicas severas, evidencia a necessidade de busca por solugdes inovadoras e
ambientalmente responsaveis que aliem eficdcia no controle de vetores a minimizagdo de
impactos ambientais para mitigar a disseminagdo das arboviroses e garantir a prote¢do da
biodiversidade e da satide humana (KANDEL et al., 2019). Métodos biotecnolégicos, como a
interferéncia por RNA e o uso de agentes microbiologicos, surgem como alternativas

promissoras, possibilitando um controle mais direcionado e sustentavel (MYSORE et al.,



2021).

O RNA de interferéncia (RNAi) ¢ um mecanismo endogeno de regulagdo génica baseado na
degradacao especifica de RNA mensageiro (mRNA) mediada por pequenos RNA de fita
dupla (dsRNA), como os small interfering RNAs (siRNAs) e os short-hairpin RNAs
(shRNAs) (FIRE et al., 1998; SONTHEIMER, et al. 2005). O RNA1i ¢ um processo de varias
etapas. Quando o dsRNA ¢ introduzido nas células, ele ¢ primeiro reconhecido e processado
em pequenos RNAs interferentes de 21-23 pares de bases (siRNA) pela Dicer, uma
ribonuclease da familia RNase III. Esses curtos RNAs interferentes sdo entdo incorporados e
direcionam o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) para o RNA alvo. O
RISC ¢ um complexo de nucleases responsavel pela degradacdo final do mRNA alvo e pelo
silenciamento do gene (SONTHEIMER, et al., 2005). O principal componente da maquinaria
RISC ¢ a proteina Argonauta 2 (Ago2), que confere atividade catalitica a fita de mRNA
complementar. Apds a complementagdo direcionada da fita guia ao mRNA, o Ago2 regula
negativamente a expressdo génica clivando moléculas de mRNA e, portanto, inibindo a
tradu¢do de um mRNA especifico (MEADE; DOWDY, 2008). Os oligonucleotideos de
siRNA (21-22 pares de bases) podem ser gerados por sintese quimica (MICURA, 2002) ou
por transcri¢ao in vitro usando a RNA polimerase T7 (YU; DERUITER; TURNER, 2002).
Alternativamente, os siRNAs podem ser expressos endogenamente na forma de RNA de
grampo curto (shRNA), entregues as células por meio de plasmideos ou vetores
virais/bacterianos (BRUMMELKAMP; BERNARDS; AGAMI, 2002). Essa tecnologia tem
sido explorada como uma alternativa promissora para o controle de insetos vetores, através do
silenciamento de genes essenciais a sobrevivéncia dos mosquitos (WHYARD et al., 2015).
Um bioinseticida baseado em RNAi destacar-se-ia pela alta especificidade, atuando
diretamente na regulacdo de genes fundamentais para o desenvolvimento da espécie alvo
(MYSORE et al., 2019). Alguns estudos demonstram que a entrega de shRNAs por meio da
alimentacdo pode reduzir substancialmente a viabilidade dos mosquitos, interrompendo seu
ciclo de vida de maneira eficaz (JOGA et al.,, 2016; MYSORE et al., 2021). A ampla
aplicagdo da interferéncia de RNA para prevencdo de doencas depende da produgdo de
dsRNA de forma economicamente viavel, escalavel e sustentavel, bem como da identificagcao
de métodos seguros e eficazes para entrega de RNA. Pesquisas atuais despertaram interesse
no uso de Saccharomyces cerevisiae para essas aplicacoes. (DUMAN-SCHEEL, 2019). A

levedura ¢ um forte atrativo odorifero para larvas de mosquitos, que consomem facilmente a



levedura larvicida. As propriedades larvicidas das linhagens de levedura sdo preservadas apds
a inativagdo pelo calor (MYSORE et al., 2017; HAPAIRALI et al., 2017), uma descoberta
importante que permitiria 0 uso de microorganismos mortos, em vez de organismos vivos
geneticamente modificados, para o controle de mosquitos em campo. Além disso, a
propagacdo do RNA interferente por meio do cultivo de levedura, pode tornar essa
intervencdo econdmica. Os processos de fermentacdo sdo facilmente dimensionados de
pequenas culturas de agitacao para culturas em escala de producao maior. Elas sdo cultivadas
em todo o mundo hd milhares de anos, e essa tecnologia pode ser adaptada a paises com
recursos limitados e infraestruturas restritas. A levedura seca também pode ser embalada e
enviada, facilitando a distribui¢do regional de pesticidas de levedura. S. cerevisiae , que ndo ¢
toxico para humanos, ¢ vendido como um suplemento dietético e usado globalmente em

alimentos, bebidas alcoodlicas e preparacao de alimentos (DUMAN-SCHEEL, 2019).

Por outro lado, a implementagdo generalizada de estratégias de gerenciamento de pragas
baseadas em RNAI ¢ atualmente dificultada por resultados ineficientes e altamente varidveis
quando diferentes espécies de insetos, linhagens, estagios de desenvolvimento, tecidos e
genes sao alvos (COOPER et al., 2019; PRATES et al., 2024) ressaltando a necessidade de
mais estudos para aprimoramento e melhor desenvolvimento dessa tecnologia para controle
de vetores. Assim, o presente projeto tem como objetivo identificar genes-alvo importantes
para a sobrevivéncia dos mosquitos Aedes aegypti € Aedes albopictus e avaliar a eficacia do
uso de bioinseticidas baseados em RNA interferente para o controle desses vetores. Espera-se
que este estudo possa contribuir para o desenvolvimento de estratégias inovadoras e
sustentaveis para mitigacdo da transmissdo de arboviroses e melhor elucidagdo da atividade

de RNAi em mosquitos.



2 OBJETIVOS
Buscar alvos eficientes para os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus

Desenvolver a tecnologia necessdria para a producdo de shRNAs em Saccharomyces

cerevisiae no laboratorio.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Criac¢ao de animais

Os mosquitos (4de aegypti: cepa Rockefeller; Ae albopictus: ovos coletados em Manaus)
usados nesta investigacdo foram criados seguindo protocolos estabelecidos por Anjolette
A.F.F.,, 2016 com algumas adaptagdes. Os mosquitos foram mantidos no insetario do Instituto
de Biotecnologia de Botucatu (IBTEC) com climatizacdo controlada na temperatura de 28° C
e umidade relativa de 70%, com fotoperiodo de 12h de luz/ 12h de escuriddo. Os mosquitos
adultos foram alocados em gaiolas com telas (30 cm x 30 cm x 30 cm) e alimentados com
solugdo de sacarose 10%, e sangue de carneiro heparinizado. Os ovos foram colocados em
bandejas (27 cm x 19 cm x 7cm) contendo 1L de 4gua deionizada. Ao atingir o estagio larval,

elas foram alimentadas com comida de peixe triturada (Tetramim, 100 mg/L).

3.2 Obtencao dos genes alvos

A fim de identificar genes essenciais para a sobrevivéncia dos mosquitos, realizamos uma
triagem de alvos pela literatura. Identificamos genes relacionados com processos metabolicos,
sinalizagdo celular e desenvolvimento dos mosquitos, entdo, para a escolha das melhores
sequéncias-alvo dentro dos genes escolhidos, verificamos sequéncias com menor
probabilidade  de ocorréncia de polimorfismos utilizando dados de sequenciamento
disponiveis publicamente para Aedes spp. no NCBI. Além disso, fatores como complexidade
da sequéncia (entropia) e especificidade para a espécie usando BLASTn foram avaliados e
apenas sequéncias especificas foram retidas. Apds a filtragem, as sequéncias-alvo foram
submetidas ao algoritmo do VectorBuilder (https://en.vectorbuilder.com) e escolhidas
baseadas no Score. Uma vez identificados os genes alvo, utilizamos estratégias para design e
expressao dos shRNAs, detalhadas nos proximos topicos para potencialmente silenciar a
expressao desses genes e avaliar o efeito na sobrevivéncia e desenvolvimento dos mosquitos
(Baum, J.A. et al., 2007). Genomas de referéncia, codigo NCBI: Aedes aegypti:
GCF_002204515.2; Aedes albopictus: GCF_035046485.1).



3.3 Design dos vetores de expressiao dos shRNAs

A partir dos genes alvos identificados na etapa 3.2, foram projetados os oligonucleotideos
personalizados (Integrated DNA Technologies) que sdo inseridos nos plasmideos (vetores de
expressdao ou Shuttle vector) por PCR de fragmento longo. Para a reacdo utilizamos 10 uM de
um plasmideo molde purificado, 10 uM do primer foward, 10 uM do primer reverse (ambos
referentes a sequéncia de interesse), 7 uL de agua nuclease-free e 10uL de 2X GoTaq® Long
PCR master mix, para uma reagdo final de 20 pL. A reacao foi realizada em equipamento de
PCR com os seguintes passos: 98°C, 2 min para desnaturagdo inicial, e 18 ciclos de 98°C,
10s, 64°C, 15s e 72°C, 75s. Ao final dos ciclos, foi realizada uma extensao final a 72°C por
1 min. Ap6s a termociclagem a reagdo ¢ tratada com 1 pL. da enzima Dpnl (Promega) a 37°C
por 3 horas. A enzima Dpn I cliva sequéncias metiladas, clivando assim o plasmideo molde
que contém metilagdes por ter passado pela maquinaria celular da E.coli, mantendo os
plasmideos recém sintetizados pela long PCR one step contendo as sequéncias de interesse.
Utilizamos o shuttle vector pRS426 GPD que permite a expressdo constitutiva de insertos no
sitio multiplo de clonagem a jusante de um promotor GPD e a montante de um terminador
cycl (Mumberg D, Muller R, Funk M, 1995). O pRS426 possui um marcador de resisténcia a
ampicilina para sele¢do em E. coli, na qual sdo realizadas todas as experiéncias de clonagem.
O marcador URA3 possibilita a selecdo de S. cerevisiae que foram transformados com
sucesso com o constructo (Mysore, et al., 2019). O gene URA3 codifica a enzima orotidina
5'-fosfato descarboxilase, que desempenha um papel chave na biossintese de uracila. A cepa
de levedura aqui utilizada possui uma mutacdo no gene URA3, portanto sdo incapazes de
sintetizar uracila, tornando-as dependentes de fontes externas para seu crescimento. Ao
introduzir um vetor de expressdo contendo o gene URA3 na célula de levedura deficiente em
URA3, ¢ possivel restaurar a capacidade da célula de sintetizar uracila. Isso permite que as
células transformadas se desenvolvam em em meio de cultura que ndo contém uracila

(SCD-URA), enquanto as cé¢lulas nao transformadas ndo sobrevivem nesse meio.

3.4 Transformacao de E.coli

Os Shuttle vectors contendo as regides para expressao dos shRNAs construidos na etapa 3.3



foram inseridos em E.coli por um protocolo de transformacdo de bactérias quimicamente
competentes. Para isso, 2 pL da reacdo de ligagdo (plasmideo + Inserto; 5 - 10 ng de DNA)
sdo adicionados a 50 pL da cultura de células competentes DHS-a® (Invitrogen MAX
Efficiency DHSa - ref 18258-012) e colocadas no gelo por 30 min, em seguida sdo mantidos
a 42° C por 45 segundos, novamente inseridos no gelo por 2 min e entdo sdo incubadas em
meio SOC a 37° C por 1 hora a 225 rpm para recuperagdo das células. Entdo, 150 ul da

reacdo sao plaqueadas em meio LB dgar com ampicilina (10 mg/mL) a 37° C overnight.

3.5 Minipreparacio de plasmideos bacterianos

Para extragdo e purificagdo dos plasmideos bacterianos clonados na etapa 3.4, foi utilizado o
kit E.ZN.A. Plasmid Mini Kit I (D6943-02) (OMEGA bio-tek) conforme manual do
fabricante. Os plasmideos eluidos foram quantificados utilizando fluorometria (Qubit™
dsDNA Quantification Assay Kits) e uma reacdo de PCR foi realizada para confirmagdo da
presenca dos plasmideos na regido de 6.600 pb. A confirmagdo de que a sequéncia de
interesse estava nos plasmideos foi realizada por sequenciamento Sanger. Os plasmideos sdo

armazenados a -20°C até o momento da transformacao das leveduras.

3.6 Transformacao das leveduras

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada nesse estudo foi a BY4742. Para transforma-las
com nossos plasmideos de interesse isolados na etapa 3.5, elas foram cultivadas em meio
YPD a 30°C overnight até¢ a densidade optica a 600 nm (OD600) de aproximadamente 0,8,
entdo foram centrifugadas a 1000 g por 5 min, o meio foi descartado, e as células foram
ressuspendidas em 25 mL de dgua ultrapura. As células foram centrifugadas novamente, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de acetato de litio
(LiAc) 0,1 M. A suspensao foi transferida para microtubo de 1,5 mL, centrifugada a 8000 rpm
por 1 min, o sobrenadante foi removido com uma pipeta e as células foram ressuspendidas em
200 pL de LiAc 0,1 M, atingindo um volume de aproximadamente 250 pL, entdo foram

separadas em microtubos de 1,5 mL com 50 pL em cada, centrifugadas e o sobrenadante foi



removido. O DNA de esperma de salmdo foi desnaturado a 100°C por 5 min e rapidamente
colocado em gelo, entdo o preparo dos mix de transformagao foi iniciado, consistindo em: 240
uL de Polietilenoglicol (PEG) 50%, 36 puL de LiAc 1 M, 50 pL de DNA de esperma de
salmao desnaturado (2 mg/mL), ~3 ng de DNA plasmidial e 4gua ultrapura até o volume final
de 360 pL. Em seguida, o mix foi adicionado aos pellets celulares, homogeneizado e
incubado a 42° C por 20 min. Por tltimo, os tubos foram centrifugados a 8000 rpm por 1 min,
o sobrenadante foi removido, as células foram ressuspendidas em 600 pL de 4gua ultrapura e

plaqueadas em meio seletivo sem uracila (SCD-ura) a 30° C por 2 - 3 dias.

3.7 Producao dos shRNAs

3.7.1 Cultivo das leveduras transgénicas

Uma coldnia individual de cada levedura transformadas com os plasmideos contendo as
sequéncias de interesse (experimental ou controle) sdo cultivadas em 2 mL de meio SCD-ura
a 30°C e 250 rpm por 24h (em tubos de cultura de 10 mL), entdo essa cultura ¢ transferida
para erlenmeyers de 1L contendo 250 uL de meio SCD-ura e cultivadas até a D.O 600 estar
entre 2.5 ¢ 3.0 (~42h), também a 30°C e 250 rpm.

3.7.2 Preparacao dos comprimidos de levedura inativada

As culturas de 250 mL foram separadas em 5 tubos de centrifuga de 50 mL, entdo foram
centrifugadas a 4000 rpm por 20 min, o sobrenadante foi descartado e as células foram
inativadas com um choque térmico a 70°C por 5 min em banho-maria. Apo6s a inativacao, as
células foram transferidas para microtubos de 2 mL, centrifugadas a 13000 rpm por 2 min e o
sobrenadante foi removido com uma micropipeta. Em seguida, foram deixadas por 48h a
30°C em incubadora com boa ventilagdo externa para secagem dos pellets, resultando em

comprimidos de shRNA com leveduras inativadas de aproximadamente 40 mg.

3.8 Alimenta¢ao de larvas de mosquito com comprimidos de levedura recombinante.

Ensaios de laboratorio foram realizados nos quais larvas de Aedes aegypti e Aedes albopictus

foram alimentadas com comprimidos controle (leveduras que expressaram shRNA sem alvo



conhecido em Aedes aegypti ou Aedes albopictus) ou comprimidos contendo larvicida de
RNA interferente. Beckers de 100 mL foram preparados com 50 mL de dgua destilada, cada
recipiente recebeu um comprimido controle ou experimental e 20 larvas recém-eclodidas
foram adicionadas. Cada grupo experimental e espécie teve ao menos 3 replicatas (3
recipientes com 20 larvas e 1 comprimido de 40 mg cada). Quando as larvas atingiram o
estagio L4, comida de peixe triturada foi adicionada como suplemento nutricional. A

sobrevivéncia das larvas foi monitorada diariamente.

3.9 Avaliaciao da Estabilidade do dsRNA por qRT-PCR

Para avaliar a estabilidade do dsRNA utilizado como bioinseticida, foram analisadas amostras
armazenadas sob diferentes condi¢des de temperatura e tempo. O dsRNA foi mantido em trés
condigdes de temperatura: temperatura ambiente (TA), 4 °C e -20 °C, sendo as analises
realizadas ap6s 1, 2, 3 e 4 semanas, além de um ponto adicional de 3 meses de
armazenamento. A quantidade relativa de RNA foi determinada por meio de quantitative
reverse transcription PCR (QRT-PCR). A extracdo do RNA total das amostras foi realizada
utilizando o kit YeaStar RNA Kit (Zymo Research), seguindo as instrugdes do fabricante. A
integridade e concentragdo do RNA extraido foram verificadas por fluorometria [Qubit RNA
Broad (ThermoFisher)] e eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, o RNA foi tratado
com DNase I para remocdo de DNA gendmico e posteriormente transcrito em cDNA
utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher). A qRT-PCR
foi realizada utilizando primers especificos para os dsRNA. Cada reacao foi realizada em
triplicata, com controles negativos. A analise foi conduzida no equipamento QuantStudio3
(Applied Biosystems). A quantificacao relativa do RNA foi obtida pelo método do AACt,
utilizando como referéncia uma amostra de dsRNA recém sintetizado (tempo zero). Os dados
foram expressos como porcentagem da quantidade inicial de RNA (%), permitindo a
comparagdo entre os diferentes tempos e temperaturas de armazenamento. A analise
estatistica foi conduzida utilizando analise de variancia (ANOVA) multifatorial, considerando
os fatores tempo, temperatura e sua interacdo. Os testes foram considerados significativos

para p <0,05.



3.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do teste t, seguindo métodos
propostos por Mysore et al., (2019). Ou ANOVA de uma via em caso de comparacdes de
mais de 2 grupos. ANOVA de duas vias foi usada em caso de andlise sobre o efeito de dois
fatores independentes sobre uma variavel dependente. Usando o software GraphPad Prism
versao 10.0.0 para Windows, (GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA). Caso a
mortalidade no grupo controle fosse inferior a 2%, seria corrigida de acordo com a férmula

de ABBOTT (1925).

Design dos vetores de Clonagemem  Purificagdo dos plasmideos
expressao dos shRNAs E.coli bacterianos

Polylinker
URA : gV = ) \
=) | 2 T2 ) < | mp wtte vector
o an -
s o

Selegao dos genes alvo

Preparagdo dos tabletsde Inativacdo das Cultivo das leveduras  Transformagdo
levedura seca e inativada leveduras por calor transformadas dalevedura
contendo os shRNAs

Figural: representagdo das etapas do processo de produgdo do bioinseticida de levedura seca
inativada (imagem elaborada pelo autor).

4 Resultados

4.1 Insercao das sequéncias de interesse nos plasmideos

O design dos vetores de expressdo ocorreu com sucesso. Apos a triagem, os oligonucleotideos
personalizados (adquiridos na Integrated DNA Technologies) corresponderam as seguintes

sequéncias alvo: 5'-AUU AUC GUC GCG GUG ACG GAU-3' em SEMAITA ( AAEL019771



) - sequéncia identica a ja publicada por Mysore et al 2019.; 5'-UUC AUC GUG UUC CUC
ACA UUU-3" em 5-HTRI1 - sequéncia inédita desenhada em nosso laboratério baseada no

protocolo 3.2); E uma sequéncia controle que nao esta presente em nenhuma das espécies de

mosquitos: 5'-CCG UCC AAG CUG GAG UAU UAU C -3".

Por meio de uma PCR de fragmento longo inserimos em plasmideos molde, as sequéncias
correspondentes presentes nos oligonucleotideos. A figura 2a representa a PCR de fragmento
longo realizada para inserir as sequéncias codificadoras dos shRNAs para os alvos: SemalA,
5-HTRI1 e Controle, testando 2 master mix diferentes: GoTaq Long PCR (PROMEGA) e
HiFi HotStart (KAPA Biossystems), doravante denominados LONG e KAPA
respectivamente. Essa reagdo amplifica o plasmideo inteiro que tem por volta de 6600 pb

(regido aproximada onde se encontram as bandas)

4.2 Tranformacao bacteriana

A inserc¢do dos plasmideo com os insertos de interesse nas bactérias (E.coli), para clonagem,
ocorreu com sucesso. A figura 2b representa a corrida eletroforética realizada apds a
purificagdo dos plasmideos inseridos nas bactérias, confirmando a presenca deles nas

amostras que foram posteriormente inseridas nas leveduras.

4.3 Transformacao das leveduras

A transformacdo das leveduras com os plasmideos clonados pelas bactérias ocorreu com
éxito. A figura 2c¢ mostra o gel de eletroforese apdés a PCR das colonias de leveduras
transformadas utilizando os primers M13 forward e reverse, que permitem a amplificacdo de
uma regido de 1300 pb que contém os insertos. Fizemos diferentes dilui¢des (1:10 e 1:100)
das colonias antes da PCR pois notamos que em alguns experimentos as amplificagdes so
aparecem se a colonia for previamente diluida (observar na figura 2C que na amostra 16
(concentracdo 1) ndo aparece as amplificagdes enquanto nos pocos 17 e 18 (amostras diluidas

1:10 e 1:100 respectivamente) elas aparecem).
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Figura 2. Géis de ecletroforese confirmando que algumas etapas foram bem sucedidas. a) As
sequéncias SemalA, 5-HT1 e Controle foram inseridas nos plasmideos (6,6 kb) por long PCR
testando a eficiéncia de 2 master mix (LONG e KAPA). 1-SemalA LONG; 2-5SHTR1 LONG;
3-Controle LONG; 4-SemalA KAPA; 5- SHTR1 KAPA; 6- controle negativo; 7- Controle KAPA. b)
Eletroforese dos plasmideos (6,6 kb) inseridos e clonados em E.coli, extraidos e purificados. 8-
SemalA; 9- SHTR1; 10- Controle; 11- amostra Semal A mais antiga, 12- amostra do gene Rbfox (que
pretendemos testar como alvo futuramente). ¢) gel de eletroforese da PCR das colonias de leveduras
transformadas com os genes: 13- SemalA; 14- SemalA 1:10; 15- SemalA 1:100; 16- SHTRI; 17-
SHTRI1 1:10; 18- SHTR1 1:100; 19- controle negativo (imagem elaborada pelo autor).

4.4 Avaliacao da atividade larvicida da levedura expressando shRNA correspondente ao

gene Semala

S. cerevisiae expressando shRNA correspondente ao gene Semala apresentou atividade
larvicida significativa contra Ade. aegypti e Ae. albopictus. No ensaio de imersdo larval
observamos significativa mortalidade do grupo que ingeriu o candidato a bioiseticida em
relagdo ao grupo controle em Aedes aegypti (57+3% vs 3+£2%, respectivamente) (p=0,0002)
(figura 3a) e em Aedes albopictus (53£13% vs 10+£6%, respectivamente) (p=0,04) (figura
3b). As curvas de sobrevivéncia demonstraram que a maioria das mortes ocorreram entre os
estagios L4 e pupa dos mosquitos que ingeriram shRNA larvicida (Figura 3 ¢ e d) enquanto

as larvas controle, que ingeriram shRNA inespecifico, sobreviveram até¢ a idade adulta.
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Figura 3. Silenciar o gene Semala induziu mortalidade significativa de Ae. aegypti e Ae. albopictus
no experimento de imersdo larval. A triagem foi realizada em triplicata (20 animais/tratamento)
totalizando 60 animais de cada espécie por grupo tratado ou controle. A) percentual de mortalidade de
Ae. aegypti B) percentual de mortalidade de Ae. albopictus.; C) curva de sobrevivéncia de Ae. aegypti;
D) curva de sobrevivéncia de Ae. albopictus. *P<0,05 em relagdo ao grupo controle.

4.5 Avaliacao da atividade larvicida da levedura expressando shRNA correspondente ao
gene 5S-HTR1

No ensaio de imersao larval com o produto de levedura transgénica que produz shRNA com

alvo no gene 5-HTR1, utilizamos a sequéncia alvo que escolhemos dentro do gene com base



no protocolo descrito no topico 3.2. No experimento observamos significativa mortalidade em
relacdo ao grupo controle em Aedes aegypti (61 =+ 14% vs 6 = 5%, respectivamente)
(p=0,0118) (figura 4 a). As curvas de sobrevivéncia demonstraram que a maioria das mortes
ocorreram entre os estagios L4 e pupa dos mosquitos que ingeriram shRNA visando o gene
5-HTR1 (Figura 4 b) enquanto as larvas controle, que ingeriram shRNA sem nenhum alvo

conhecido de Aedes, sobreviveram até a idade adulta.
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Figura 4. O consumo de levedura expressando shRNA correspondente ao gene SHT-1 apresentou
mortalidade significativa de de. aegypti. A triagem foi realizada em triplicata (20 animais/tratamento)
totalizando 60 animais de cada espécie por grupo tratado ou controle. a) percentual de mortalidade de
Ae. aegypti. b) curva de sobrevivéncia de Ae. aegypti; *P<0,05 em relagdo ao grupo controle.

4.6 Estabilidade dos bioinseticidas

Avaliamos o efeito do tempo de armazenamento (1, 2, 3, 4 semanas [Tabela 1] e 3 meses
[Tabela 2]) e da temperatura (Temperatura ambiente [TA], 4 °C e -20 °C) sobre a quantidade

relativa de RNA (%), obtida por qRT-PCR em relacdo a uma amostra recém sintetizada. A



analise revelou que tanto a temperatura (p < 0,0001) quanto o tempo (p < 0,0001) tiveram
efeitos estatisticamente significativos sobre a estabilidade do RNA, assim como a interacao

entre ambos os fatores (p < 0,0001) (Tabela 3).

Tabela 1.Quantificacao relativa de RNA
em amostras de bioinseticida
armazenadas em diferentes temperaturas
ao longo de 4 semanas em relacdo a
amostras recém produzidas.
Amostras Quantidade
Relativa de RNA
(%)
TA 1 98,90
TA 2 95,73
TA 3 95,85
TA 4 96,78
4°1 100,34
4°2 97,64
4°3 97,93
4°4 98,64
-20°1 99,04
-20°2 98,40
-20°3 99,21
-20° 4 99,10




Tabela 2. Quantificacdo relativa de
RNA em amostras de bioinseticida
armazenadas em diferentes temperaturas
ap6s 3 meses em relacdo a amostras
recém produzidas.

Amostras Quantidade
Relativa (%)
TA M3 92,95
4° M3 95,62
-20° M3 101,95

Tabela 3. ANOVA bifatorial da estabilidade do RNA em fun¢do do tempo e da
temperatura.
Fator F (Fisher) p-valor Significancia
Temperatura 291,6 220 %102 Altamente significativa
Tempo 80,17 142 x 10" Altamente significativa
Temperatura X Tempo 58,45 347 <107 Altamente significativa

5 Discussao

Neste estudo, realizamos uma analise do larvicida de levedura que se mostra uma nova

abordagem promissora para o amplo controle de mosquitos. Iniciamos os tratamentos tendo



como alvo o gene SemalA e 5-HTRI1. A mortalidade causada com o primeiro alvo foi
significativa em Aedes aegypti e Aedes albopictus, a provavel causa da morte foram defeitos
neurais significativos nas larvas, causados pelo silenciamento do gene, ja que a semaforina-la
¢ essencial para o desenvolvimento do corddo nervoso ventral nos mosquitos Aedes aegypti
(HAUGEN et al., 2011; MYSORE et al., 2019). A mortalidade causada ao silenciar o gene
5-HTR-1 também se deu possivelmente por defeitos neurais na via serotoninérgica, como
explicado por Mysore (2023). A sobreposi¢ao das distribuigdes geograficas de Ae. aegypti e
Ae. albopictus (MONAGHAN et al., 2019) sugere que um larvicida tGnico de RNA
interferente pode ser eficaz para controlar ambas as espécies, ja que elas frequentemente
utilizam os mesmos criadouros. O fato de que o alvo € especifico para mosquitos sugere que
ele pode representar uma nova estratégia de controle sem impacto em outros organismos nao
alvo, como outros artropodes polinizadores. Isso € corroborado pelos resultados de Mysore
(2019) nos quais o silenciamento do gene SemalA ndo apresentou toxicidade para outros
insetos, como a mosca-das-frutas (Drosophila melanogaster) e crustaceos aquaticos (Daphnia
pulex e Daphnia magna). Além de sua eficécia, o bioinseticida aqui proposto também pode
ajudar a combater a resisténcia aos inseticidas convencionais, que ¢ um problema crescente
relatado em diversos paises (POLSON et al., 2010; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2014;
LAU et al., 2015, VONTAS et al., 2020; WIPF et al., 2022 ). Estudos demonstram que
mesmo as larvas que sobrevivem ao tratamento, ndo desenvolvem resisténcia ao larvicida ou
a técnica de RNAI. Esse fendmeno pode ser atribuido ao fato de que as larvas sobreviventes
podem estar se alimentando de outras larvas mortas, em vez de se alimentarem da levedura
larvicida (MYSORE et al., 2019). Porém, ¢ necessario um processo de investigacdo mais
detalhada para determinar se a resisténcia aos larvicidas de levedura pode surgir em Aedes

spp. ao longo do tempo.

Embora a auséncia de maquinaria de RNAI propria em S. cerevisiae (DRINNENBERG et al.,
2009) possa inicialmente parecer uma desvantagem, a levedura tem se mostrado um sistema
ideal para expressdo e acumulagao de altos niveis de RNA interferente recombinante ¢ um
sistema seguro para entrega do RNA interferente, tornando-o um excelente sistema para essa
finalidade (DUMAN-SCHEEL, 2019). A levedura serve ndo apenas como um sistema de
produgdo de shRNA, mas também como um forte atrativo para larvas de mosquitos, servindo
entdo, como isca para atrair ¢ matar esses vetores (HAPARALI et al., 2017). Além disso, a

levedura pode ser facilmente cultivada em grande escala em todo o mundo e ¢ uma fonte de



nutricdo comum para larvas de mosquitos. Ela também ¢ amplamente segura para consumo
humano, visto que vem sendo utilizada ha muito tempo em produtos como bebidas e paes
(DUMAN-SCHEEL, 2019) o que pode tornar sua utilizagdo mais facilmente aceitavel do que
os pesticidas quimicos tradicionais. Estudos mostraram que a levedura inativada pelo calor, na
qual o RNA interferente foi expresso, pode ser tao eficaz quanto a levedura viva no controle
das larvas de mosquitos (MYSORE et al., 2017), isso ¢ importante no tocante a possibilidade
de utilizagdo desse larvicida em dagua tratada, garantindo que nenhum microorganismo
advindo do bioinseticida voltaria a crescer naquele ambiente. No entanto, antes que o0s
larvicidas de levedura possam ser comercializados, serdo necessarios testes toxicologicos e
aprovacdes regulatorias. Embora algumas organizagdes ja tenham aprovado pesticidas
agricolas baseada em RNA1 (EPA. Pesticides, 2016), a utiliza¢do de leveduras geneticamente
modificadas precisard ser aprovada em cada pais onde serdo utilizadas, o que pode ser um
desafio em alguns lugares. Pesquisas mostraram que Saccharomyces cerevisiae transgénica,
produtora de shRNA, induziu altos niveis de mortalidade larval em mosquitos também em
experimentos de campo, sugerindo que vale a pena continuar desenvolvendo essa tecnologia
(Stewart, A.T.M, et al, 2023; MYSORE et al., 2019). Areas importantes para
desenvolvimento adicional incluem a otimizagdo da produgdo de RNA em S. cerevisiae, a
producdo em larga escala de larvicidas de levedura e o desenvolvimento de métodos de
formulacao e encapsulamento para garantir a estabilidade e eficicia do produto. A avaliagao
do custo relativo dessa tecnologia em comparacdo com outros larvicidas também serad

fundamental.

Larvicidas de RNA interferente baseados em levedura podem ser uteis ndo apenas para o
controle de Ae. aegypti e Ae. albopictus, mas também para controlar outros mosquitos vetores
de doengas. SemalA ¢ um alvo conservado em espécies de mosquitos, incluindo Aedes
aegypti, Aedes albopictus, Anopheles gambiae e Culex quinquefasciatus, mas suas funcgdes
de desenvolvimento variam de acordo com a espécie (HAUGEN, et al., 2011) porém todas
elas foram suscetiveis ao tratamento nos ensaios de Mysore (2019). Embora os pellets de
levedura seca inativada venham mostrando eficacia em testes laboratoriais, ¢ necessario mais
trabalho para determinar as formulacdes mais eficazes para o controle de cada espécie em
diferentes habitats. Comprimidos de levedura inativada podem ser uma op¢ao conveniente
para o tratamento de recipientes proximos as residéncias dos consumidores, com o potencial

de atrair fémeas gravidas para depositar ovos nos recipientes tratados (HAPAIRAI et al.,



2017).

Considerando a disseminagdo de doengas como a filariose linfatica ¢ o virus do Nilo
Ocidental, bem como a resisténcia aos larvicidas existentes, ha necessidade de desenvolver
novos métodos de controle também para mosquitos Culex. A resisténcia a piretroides em
Culex pipiens ¢ frequentemente associada a mutacdes no gene do canal de sodio
voltagem-dependente, particularmente a mutacdo L1014F, conhecida como kdr (knockdown
resistance). Esta mutagcdo ¢ prevalente em varias populacdes de Culex ao redor do mundo e
esta associada a uma resisténcia significativa a piretrdides (SCOTT; YOSHIMIZU; KASAI,
2015). A resisténcia a inseticidas em Culex quinquefasciatus e Culex pipiens também ¢é
mediada pela superexpressao de genes da familia P450, que estdo envolvidos na detoxificagdao
de inseticidas (YANG et al., 2021) destacando a necessidade de vigilancia para projetar
estratégias eficazes de controle. Estudos indicam que a tecnologia de larvicida de RNA
interferente pode ser aplicada para controlar também esses mosquitos (MYSORE et al.,

2019).

Esses achados sdo relevantes também no contexto do controle de mosquitos Anopheles para
prevencdo da maldria. Anopheles gambiae na costa do Quénia apresentam resisténcia
fenotipica a piretrdides e organofosforados (MACHANI et al., 2020; MUNIWOKI et al.,
2021) e a resisténcia aos inseticidas nessa espécie, ndo estd associada a caracteristicas
ambientais, sugerindo que pode estar principalmente relacionada ao uso local de insecticidas
(CORBEL et al., 2007). Os larvicidas de levedura podem representar uma nova ferramenta
promissora para complementar os métodos tradicionais de controle desses mosquitos. A
identificacdo de formulacdes ideais para cada espécie ¢ essencial para garantir a eficicia

desses larvicidas em diferentes ambientes.

Ademais, a estabilidade do produto foi estimada por RTqPCR em diferentes temperaturas de
armazenamento por quatro semanas seguidas e apds 3 meses, demonstrando que o produto
pode ser considerado estavel, visto que mesmo armazenado em temperatura ambiente por 3
meses a quantidade relativa de RNA ndo foi menor que 92% em relagdo a amostra recém
sintetizada. Porém temperaturas mais baixas conservaram a quantidade de RNA mais
proximas de 100% ao longo dos periodos analisados. Formulagdes de larvicidas de levedura
de longa duragdo podem ser especialmente uteis para habitats propensos a transbordamento

ou fluxo de aguas pluviais. Além disso, uma maior estabilidade a diferentes temperaturas,



facilita o transporte desse produto para qualquer lugar onde ele seja necessario sem que haja

risco de rapida deterioracao.

Nesse estudo optamos por seguir protocolos ja estabelecidos, porém apesar da significativa
mortalidade obtida (57% em Ae. aegypti e 53% em Ae. albopictus), ela ndo se aproximou dos
92% (Ade. aegypti) e 93% (Ae. albopictus) obtidos por Mysore et al (2019), mesmo seguindo
0s mesmos protocolos e tendo como alvo a mesma sequéncia, no caso do gene SEMAI1A. Ja
nos testes com 5-HTR1 a sequéncia alvo utilizada para nocautear o gene foi triada e
desenhada em nosso laboratorio, sendo escolhida com base no protocolo descrito em 3.2,
porém a mortalidade obtida em Ae. aegypti (61%), apesar de significativa, também ficou
abaixo dos 87% obtidos por Myssore (2023) ao silenciar 0 mesmo gene com outra sequéncia

alvo.

Para que a supressdo gé€nica por RNAi como estratégia de controle de vetores seja
bem-sucedida, a resposta de RNAI1 precisa ser consistente e resistente a possiveis influéncias
externas e internas, por conta disso a implementacdo generalizada de estratégias de
gerenciamento de pragas baseadas em RNAI ¢ atualmente dificultada por resultados altamente
variaveis quando diferentes espécies de insetos, linhagens, estadgios de desenvolvimento,
tecidos e genes sao alvos (COOPER et al., 2019). Fatores como a acdo de RNAses intestinais
dos mosquitos, a internalizacdo celular das moléculas de iRNA e uma possivel deficiéncia da

propagacao sistémica de iIRNA podem interferir para essa variacao.

Nos experimentos de RNAi, o dsRNA enfrenta inicialmente o ambiente do contetido
intestinal, onde sua degradagdo e instabilidade foram documentadas em muitos insetos. A
estabilidade do dsRNA varia entre ordens, sendo maior em ortopteros e coledpteros, mas
menor em hemipteros, lepidopteros e dipteros (COOPER et al., 2019). Essas diferencas sdo
atribuidas a atividade enzimatica de ribonucleases de fita dupla (dsRNases) e ao pH
fisioloégico, O ssRNA ¢ mais estavel em pH 4,0-5,0, enquanto ¢ suscetivel a hidrolise em pH
> 6,0 e <2,0, e a depurinagdo em <3,0 (COOPER et al., 2019). Entretanto, nenhuma evidéncia
experimental estd disponivel até o momento para determinar o efeito do pH fisioldgico na
estabilidade do dsRNA e na atividade das nucleases (CHRISTIAENS et al., 2020). A rapida
degradacdo de dsRNA, mediada por dsRNases, reduz a eficiéncia do RNAIi. Insetos
geralmente possuem de dois a quatro genes de dsRNases, com diferentes funcdes entre

espécies. Supressdo de dsRNases em alguns insetos, como Leptinotarsa decemlineata e



Locusta migratoria, melhora a eficiéncia do RNAi. Fatores como estagio de vida, exposicao
ao dsRNA e variagdes na estrutura de dominio das dsRNases influenciam sua expressao e
atividade. Estratégias como direcionar tecidos com menor expressio de nucleases ou
exposi¢do continua ao dsRNA podem melhorar sua estabilidade. Investigacdes adicionais
sobre a atividade dessas enzimas sdo necessarias para entender melhor sua influéncia no

RNAI.

A internalizacdo de dsRNA nas células ¢ um passo essencial para alcancar alta eficiéncia de
RNAi. Quando o dsRNA ¢ administrado por via oral, ele precisa atravessar a matriz
peritréfica antes de ser internalizado pelas células epiteliais do intestino médio. Nos insetos, a
captacao celular ocorre principalmente por meio de endocitose mediada por receptores; no
entanto, canais transmembranares podem desempenhar um papel em alguns coleodpteros,
himenopteros e hemipteros. Uma vez dentro das células, os dsRNAs devem alcangar o
maquinario central da via de RNAIi o qual forma agregados conhecidos como corpos GW, que
estdo presentes no citoplasma e associados a compartimentos de membrana. Caso a entrada
ocorra por endocitose, o dsSRNA precisa escapar do endossomo para chegar ao maquinario
central no citoplasma e afetar o mRNA-alvo. A captagdo insuficiente de dsRNA limita a
eficiéncia de RNAi em dipteros, bem como em certos tecidos de alguns ortopteros e
himendpteros. Como alternativas que podem auxiliar a superar as dificuldades na captagdo de
dsRNA podem ser a utilizagdo de reagentes de transfecgdo lipofilicos e com carga positiva,
além de nanoparticulas que aumentam a penetracdo das membranas plasmaticas por acidos

nucleicos (COOPER et al., 2019)

O RNAI1 sistémico, caracterizado pela propagacdo entre tecidos, da molécula interferente
gerada pela Dicer ¢ bem descrito em C. elegans, onde o dsRNA ¢ importado por
transportadores SID-2, e os siRNAs gerados sdao amplificados por RNA polimerase
dependente de RNA (RdRP) e transportados célula a célula por canais SID-1, com apoio de
vesiculas e endocitose. Proteinas como Sid-3 e Sid-5 regulam a importacdo e exportacdao de
dsRNA. Em insetos, embora mecanismos semelhantes tenham sido sugeridos, eles carecem de
RdRPs e, em alguns casos, de homdlogos de SID, o que pode limitar o transporte célula a
célula do RNAi e reduzir sua eficiéncia (COOPER et al., 2019) (JOGA et al., 2016;
CHRISTIAENS et al., 2020).

Uma abordagem para superar algumas das limitacdes enfrentadas no uso do dsRNA ¢ a



utilizacdo de nanocarreadores, que podem tanto aumentar sua estabilidade no organismo do
inseto quanto melhorar sua taxa de absor¢ao celular apos a ingestdo. Entre os exemplos desses
sistemas estdo lipossomos, polimeros e peptideos. A encapsulacio do dsRNA em
nanoparticulas, como as de quitosana, pode proteger o dSRNA de degradacdo por nucleases,
aumentando sua estabilidade e eficicia no ambiente bioldgico (DHANDAPANI et al., 2019)
Além disso, podem melhorar a entrega do dsRNA nas células-alvo, resultando em maior

eficiéncia de knockdown dos genes (DHANDAPANI; GURUSAMY; PALLI el al., 2021).

Outra categoria promissora inclui os polimeros catidnicos, que podem ser projetados para
proteger o dsRNA contra degradagdo por nucleases em diferentes condi¢cdoes de pH e, ao
mesmo tempo, melhorar sua absor¢do celular (CHRISTIAENS et al., 2020). Um exemplo
inicial foi o uso da quitosana, um polimero natural, para aumentar a eficacia do RNAi em
mosquitos (ZHANG; LI; MIAO, 2013). Desde entdo, outros estudos confirmaram o potencial
desses transportadores (LOPEZ et al., 2019; CHRISTIAENS et al., 2020). Embora o
mecanismo subjacente seja desconhecido, o polimero pode contornar as vias endociticas
tipicas conhecidas por estarem envolvidas na captagdo celular do dSRNA (GURUSAMY;
MOGILICHERLA, PALLI et al., 2020).

6 Conclusio

O presente estudo contribui para o crescente corpo de evidéncias que sustentam o RNA
interferente (RNAi) mediado por levedura como uma abordagem inovadora e promissora no
controle de mosquitos vetores. Nossos resultados demonstraram que o silenciamento dos
genes SemalA e 5-HT1 por meio de bioinseticidas a base de Saccharomyces cerevisiae
resultou em mortalidade significativa em Aedes aegypti e Aedes albopictus, muito
provavelmente devido a disfungdes neuroldgicas, conforme relatado em estudos prévios. A
especificidade dos alvos genéticos utilizados, restritos aos mosquitos, refor¢a o potencial
dessa estratégia como uma alternativa segura, eficaz e ambientalmente amigéavel, com risco
minimo para organismos nao alvo. A utilizagdo da levedura como veiculo de entrega do RNAi
apresenta multiplas vantagens logisticas e econdmicas, tais como a facilidade de cultivo em
larga escala, segurancga alimentar reconhecida e atratividade natural para larvas de mosquitos.

Os resultados de estabilidade do produto, mesmo apds armazenamento por semanas sob



diferentes condigdes de temperatura, sdo encorajadores e indicam viabilidade para transportes
e aplicagdes em campo, especialmente em regides endémicas e de dificil acesso.

Apesar dos resultados positivos obtidos, observamos variacoes na mortalidade em
comparagdo com estudos anteriores, o que evidencia a necessidade de maior compreensao
sobre os fatores que influenciam a eficiéncia do RNA1 em mosquitos. Barreiras fisiologicas,
como a degradacdo do dsRNA por nucleases intestinais, limitacdo na absor¢do celular e a
possivel deficiéncia na propagagdo sistémica do RNAi, podem comprometer a eficacia do
silenciamento génico. Tais limitagdes ressaltam a importancia de explorar alternativas, como
o uso de nanocarreadores e encapsulamento polimérico, para aumentar a estabilidade e a
captacdo do dsRNA. Finalmente, a tecnologia de larvicidas de RNAi baseada em levedura
possui potencial para ser expandida ao controle de outros géneros de mosquitos vetores, como
Culex e Anopheles. A formulagao de produtos adaptados as caracteristicas ecoldgicas de cada
espécie e habitat serd essencial para maximizar a eficacia dessa abordagem. Assim, os dados
obtidos neste trabalho demonstram que os larvicidas de levedura representam uma ferramenta
promissora no controle de vetores de doencas, sendo um potencial candidato, seguro ¢ eficaz,

para programas de manejo integrado de mosquitos.
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