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Resumo

Dengue € a arbovirose de maior crescimento nos ultimos anos, repercutindo em impactos sociais
e econbmicos devido as altas taxas de morbidade e mortalidade desencadeadas pela infeccdo. O
virus dengue tem como principal vetor o mosquito Aedes aegypti. Por apresentar habito
hematofagico, antropofilico, de rapido desenvolvimento, é um excelente transmissor do virus.
Medidas de controle estdo restritas a eliminagdo do mosquito vetor, uma vez que um tratamento
especifico ou uma vacina nao estdo disponiveis a populagdo. E uma caracteristica que determina a
disseminacdo de doencas é a alta competéncia vetorial de seus mosquitos vetores, a qual tem sido
associada a fatores genéticos do mosquito e ambientais. Sabe-se que a variabilidade genética dos
mosquitos € um dos fatores que pode determinar o sucesso da relagdo mosquito-patdgeno
especifico. Com isso, no presente trabalho foram estudadas as competéncias vetoriais de mosquitos
Aedes aegypti da cidade de Botucatu infectados com DENV-2 e DENV-4 a fim de entender melhor
a competéncia vetorial desses mosquitos. Além disso, foram feitas tentativas para selecionar
linhagens resistentes e susceptiveis desses mosquitos infectados com ambos os sorotipos. Os
mosquitos infectados com DENV-2 foram genotipados pela metodologia de SNP chip e
posteriormente foram realizadas analises de estudo global do genoma (GWAS) afim de encontrar
fatores genéticos relacionados com os diferentes fenotipos susceptivel e resistente dos mosquitos.
Como resultados observou-se diferentes competéncias vetoriais dos mesmos mosquitos infectados
com diferentes sorotipos. Os mosquitos infectados com DENV-2 foram aproximadamente 70%
susceptiveis, e mosquitos infectados com DENV-4 aproximadamente 70% foram resistentes,
possuindo assim competéncias vetoriais opostas. Ja no estudo da selegcdo dos fenotipos foi possivel
uma selecdo de 80% até a geracdo F3 de mosquitos infectados com DENV-2, apesar do nimero
baixo de individuos nas selecdes. Os mosquitos infectados com DENV-4 ndo obtiveram uma taxa
de selecdo muito elevada, visto que as selecfes foram feitas s6 até a geragdo F-2. Os resultados
das analises de GWAS mostraram possiveis associacdes dos SNPs com os fen6tipos estudados,
apesar de ndo serem estatisticamente significantes para a correcdo de Bonferroni. Com isso,
concluimos que a diferenca vetorial € bastante dependente do sorotipo viral; para as analises de
selecdo e formacgdo de linhagem € necessario um maior numero de individuos nas primeiras
infeccdes; e no estudo GWAS apesar da associacdo ndo ter sido significativa, devido ao baixo
namero de individuos, e dos parametros de correcdo estatistica ndo serem ideais para individuos
de uma Unica populacdo, acredita-se que as associacdo encontradas de alguns SNPs com o0s
fendtipos estudados sejam verdadeiras.



Abstract
Dengue is the arboviruses with the greatest growth in recent years, with social and economic

impacts due to the high morbidity and mortality rates triggered by the infection. Dengue has as
main vector the mosquito Aedes aegypti. Because of the haematophagic habit, been antropophilic,
fast development, Aedes aegypti mosquitoes are excellent transmitter of the dengue virus. Control
measures are restricted to vector mosquito elimination since a specific treatment or vaccine is not
available to the population. The characteristic that determinates the diseases dissemination is the
high vector competence of the mosquitoes, which has been associated with mosquito genetic and
environmental factors. It is known that the genetic variability of mosquitoes is one of the factors
that can determine the success of the specific mosquito-pathogen relationship. In the present study,
the vector competence of Aedes aegypti mosquitoes from Botucatu city infected with DENV-2 and
DENV-4 were compared in order to understand the vector competence of these specific
mosquitoes. In addition, we tried to do resistant and susceptible strains selections of these
mosquitoes infected with both serotypes. And mosquitoes infected with DENV-2 were genotyped
by the SNP chip methodology and later analyzes were carried out to study the genome (GWAS)
in order to find genetic factors related to the different susceptible and resistant phenotypes of them.
As results we observed different vector competence of the same mosquitoes infected with different
serotypes. Mosquitoes infected with DENV-2 were approximately 70% susceptible, and
mosquitoes infected with DENV-4 were approximately 70% resistant, thus the opposing vector
competence. In the selection study it was possible to select 80% up to the F3 generation of
mosquitoes infected with DENV-2, despite the low number of individuals in the selections.
Mosquitoes infected with DENV-4 did not obtain a very high selection rate, since the selections
were made only up to the F-2 generation. The results of the GWAS analysis showed possible
associations of the SNPs with the studied phenotypes, although they were not statistically
significant for the Bonferroni correction. With this, we conclude that the vector competence
difference is quite dependent on the viral serotype; for the analysis of selection and formation of
lineage is necessary a greater number of individuals in the first infections; and in the GWAS study,
although the association was not significant because of the low number of individuals, and the
statistical correction parameters are not ideal for individuals from the same population, it is
believed that the association of some SNPs with the studied phenotypes is true.



1. Introduciao

1.1 Dengue

A dengue é uma doenca causada pelo virus Dengue (DENV), da familia Flaviviridae,
transmitido por mosquitos vetores do género Aedes, majoritariamente pela picada do mosquito
vetor Aedes aegypti e em menor escala pelo Aedes albopictus. Estima-se que 390 milhGes de
pessoas sejam infectadas por ano, sendo que apenas 96 milhdes possuem manifestacao clinica da
doenca (BHATT et atl., 2013). A doenca € endémica em mais de 100 paises, sendo que as regides
mais afetadas sdo as Américas Central e do Sul, o Sudeste Asiatico e o Pacifico Ocidental (WHO
2017).

Os sintomas causados pelas infec¢fes dos virus podem variar de sintomas brandos, como
febre e dores no corpo até manifestagdes mais graves da doenga, como dengue hemorragica (DHF)
ou choque de sindrome de dengue (DSS) as quais podem levar a morte (WHO 2009).
Aproximadamente 2 a 5% dos casos de dengue evoluem para dengue severa (DS), que pode levar
amorte (2,5% dos afetados) se ndo tratada em tempo adequado (HALSTEAD, 2007; WHO, 2014).
A dengue € causada por quatro sorotipos antigenicamente distintos do virus, DENV-1, 2, 3 e 4
(GUBLER, 1998a).

A transmissdo de dengue normalmente depende de um ciclo que envolve um individuo
infectado, um agente vetor e um individuo susceptivel a infeccdo. Os DENVs multiplicam-se nos
tecidos dos mosquitos, que se infectam e podem transmitir o virus depois de sugarem o sangue de
hospedeiros em periodo de viremia (RIGAU-PEREZ, 2001). Existem relatos de transmissoes
verticais de DENV, em que a fémea infectada transmite os virus diretamente aos seus descendentes
por passagem transovariana. Entretanto, isso ocorre em baixissimas taxas tanto para Aedes spp.
como para quase todos vetores de outros arboviros e sua significancia epidemioldgica ainda ndo é
claramente compreendida (GUNTHER et al., 2007).

A transmissdo € iniciada quando a fémea do mosquito Aedes suga o sangue de um individuo
infectado durante sua alimentacdo. De 1 a 2 dias pos-infeccao (dpi), os virus invadem o epitélio
do intestino médio e iniciam sua replicacdo. Cerca de 7 a 10 dpi € atingido o pico méaximo de virus
no intestino do mosquito. Atraves do sistema traqueal do inseto, os virus se disseminam por todo
o0 corpo. As glandulas salivares sdo infectadas com 7 dpi e a concentragdo maxima de virus nelas

pode ser encontrada de 12 a 18 dpi. Finalmente, o mosquito infectado finaliza o ciclo de



transmissdo ao inocular sua saliva contendo DENV em um individuo susceptivel a infeccao
(SALAZAR et al., 2007).

Os primeiros relatos de epidemias com quadro clinico compativeis com a dengue estdo
registrados em uma enciclopédia chinesa datada de 610 D.C. (GUBLER, 1998b). Surtos epidémicos
de doenca febril aguda no oeste da india Francesa, em 1635, e no Panama, em 1699, tém sido
relacionados a dengue, porém sem muito consenso quanto a ser por esse agente etiolégico ou pelo
virus Chikungunya (MARTINEZ-TORRES, 1990). Atualmente, até o comeco de abril de 2018
foram registrados aproximadamente 103.918 mil casos de dengue, e 61 casos de dengue severa na
regido designada pela Organizacdo de Saude Pan-Americana de Cone Sul, a qual compreende
Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (PAHO 2018).

No Brasil, a transmissdo vem ocorrendo de forma continuada desde 1986, intercalando-se
com a ocorréncia de epidemias. Geralmente estes fatores estdo associados com a introdugéo de novos
sorotipos em areas anteriormente ndo ocupadas ou alteracdo do sorotipo predominante. Segundo o
Boletim Epidemiol6gico do ano de 2017, o qual corresponde desde a semana 1 até a semana 52,
foram registrados 251.711 casos provaveis de dengue, sendo a regido Nordeste mais afetada. 1sso
corresponde a uma queda de aproximadamente 85% dos casos registrados quando comparados no
mesmo periodo do ano de 2016. O ano de 2018 iniciou-se com 66.425 registro de casos provaveis
até a semana 12 a qual corresponde até o dia 24 de marco, sendo a regido Sudeste com mais de 38%
do total de casos até agora registrados. (SVS, 2018). O estado de S&o Paulo possui um grande nimero
de casos registrados durante todos os anos de epidemias registradas. A Gltima grande epidemia
ocorreu no ano de 2015, a qual registrou mais de 700 mil casos de dengue confirmados (Secretaria
da Saude, 2017).

1.2 Aedes aegypti

O Aedes aegypti € um artropode pertencente a ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Culicidae, e subfamilia Culicinae (GLUBER, 1998a). Sua alimentacdo quando adulto
(machos e fémeas) é baseada em néctar de frutas. No entanto, além disso as fémeas se alimentam
de sangue, necessario para a maturacdo dos ovos. De habito diurno, este mosquito é considerado
hematofago voraz, sendo muito eclético quanto ao hospedeiro, sugando o sangue de uma grande
variedade de animais e apresentando predilecéo pelo homem (antropofilia) (MATTINGLY, 1957;
SCOTT etal., 1993; SCOTT et al., 2000).



Sua morfologia é facilmente determinada por ser um mosquito de coloragao castanha com
anelacdes prateadas no abddmen e pernas, e por marcacfes no térax que formam um desenho com
aspecto de “lira” (NEVES, 2009) (Fig. 1).

Figura 1. Mosquito Aedes aegyti adulto, mostrando no lado
dorsal do torax a forma de "lira". (CDC/Howell; Collins,
2007).

Destaca-se por ser o principal vetor de arboviros, tal como a febre amarela urbana
(GLUBER,1998a), dengue (DENV, género Flavivirus), chikungunya (CHIKV, género
Alphavirus) e Zika (ZIKV, género Flavivirus) (RUCKERT, et al., 2016). O habitat desta espécie
esta intimamente ligado as condi¢cBes domiciliares ou peridomiciliares decorrentes da agédo
antropofilica. Sua preferéncia pelos depositos artificiais como locais de ovoposi¢do faz com que a
concentracdo populacional advinda com a urbanizacao, ao lado da larga utilizacéo de recipientes
artificiais, seja fator determinante na sua crescente proliferacdo nos centros urbanos das regides
tropicais e subtropicais do planeta. Como exemplo de criadouros artificiais pode-se citar: pneus,
latas, caixas d’agua e piscinas. Nesses criadouros, as fémeas depositam seus ovos, isoladamente,
em um substrato Umido, proximo a dgua ou em local inundavel, os quais podem resistir a secas
por mais de um ano, o que facilita a sobrevivéncia e dispersdo, dificultando o controle do mosquito
(FIGUEIREDO; FONSECA, 1966).

O ciclo de desenvolvimento do Ae. aegypti compreende quatro estadios: ovo, larva (4
estadios: L1, L2, L3 e L4), pupa e inseto adulto (Fig. 2). O desenvolvimento deste ciclo geralmente
ocorre em um curto espacgo de tempo, podendo variar entre 10 e 15 dias, 0 que contribui para o
rapido aumento da densidade populacional da espécie (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).
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Figura 2. Esquema representando o ciclo de desenvolvimento do
mosquito.

Uma peculiaridade da cidade de Botucatu a qual vem chamando a aten¢do é a quantidade
alta de mosquitos aqui encontrados, seguidos de um nimero pequeno de casos registrados de
dengue no mesmo municipio, quando comparado com a cidade de S&o José do Rio Preto a qual
possui altos casos confirmados da doenca. A alta infestacdo de mosquitos é observada através do
Levantamento Rapido do indice de Infestacio por Aedes aegypti (LIRAa) que é 0 mapeamento
das residéncias positivas para a presenca de criadouros com larvas. Esse levantamento é realizado
pela Vigilancia Ambiental em Satde de cada municipio e é calculado segundo o Indice Predial
(IP) o numero de residéncias positivas dividido pelo nimero de residéncias visitadas vezes 100. O
valor gerado serd analisado em trés faixas: IP < 1 0 municipio se encontra em situacao satisfatoria,
1 < IP < 3,9 o municipio esta em situacdo de alerta, e IP > 4 0 municipio se encontra em risco de
surto de dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A cidade de Botucatu possui mais de 140 mil habitantes e durante os quatro dltimos anos
registrou segundo LIRAa os IP entre situacdo satisfatorio e de alerta, porém os nimeros de casos
de dengue nao foram elevados (Tabela 1). Contudo, essa situacdo chamou a atencdo para tentar
conhecer os motivos do numero de casos ndo serem tdo elevados estudando mais o0s vetores da

cidade.



Tabela 1. NGmeros do indice Predial do LIRAa no més de outubro e casos confirmados nos Gltimos
quatro anos da cidade de Botucatu e Sdo José do Rio Preto. Dados reportados ao municipio de
Botucatu (VIGILANCIA AMBIENTAL EM SAUDE, 2018) e dados do Ministério da Sadde.

Cidades Botucatu Sé&o José do Rio Preto
LIRAa (Levantamento
LIRAa (Levz,antgmento Ndmero de casos Répido do Indice de Numero de casos
Ano Rapido do Indice de confirmados de Infestagdo por Aedes confirmados de
Infestacdo por Aedes denaue ¢ pt' denaue
aegypti) 9 aegypti) g
2014 1,2 93 3,9 1225
2015 0,8 290 1,6 22018
2016 0,2 105 <1 25743
2017 1 4 - 3229

1.3 Competéncia Vetorial

A transmissdo do DENV pelo mosquito vetor estd diretamente relacionada com sua
capacidade e competéncia vetorial. A capacidade vetorial é a propriedade de uma populacdo de
vetores em disseminar um agente etiol6gico a individuos susceptiveis de uma determinada area em
condi¢cbes naturais. Parametros ecoldgicos, bioldgicos e comportamentais do mosquito fornecem
importantes caracteristicas ao estudo de capacidade vetorial, mas ainda sdo os aspectos referentes a
infeccdo do vetor e susceptibilidade dos hospedeiros, tais quais a competéncia vetorial, média de
picadas infectantes por hospedeiro e duracdo do periodo de incubagdo extrinseco (periodo de
desenvolvimento do virus no organismo do vetor - PIE), os principais fatores determinantes
(FORATTINI, 1992; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2005).

A competéncia vetorial, como um componente da capacidade vetorial, € a habilidade
intrinseca de um vetor tornar-se infectado, propiciar a multiplicacdo do agente infeccioso e de
transmitir o virus a um hospedeiro vertebrado. E regida por diversos fatores incluindo o proprio
virus, fatores intrinsecos (genéticos), concentracdo viral no hospedeiro vertebrado infectado, fatores
ambientais e climaticos, barreiras fisiologicas do mosquito vetor, dentre outros ainda ndo bem
compreendidos (CALISHER, 1998; BENNETT et al., 2002).

Barreiras anatdmicas proprias do inseto podem determinar a eficiéncia da infecgdo no vetor,



que inclui a susceptibilidade a infec¢do, isto é, a replicagdo do patégeno, duracdo do periodo de
incubacdo extrinseco e eficiéncia da transmissdo do patogeno, afetando consideravelmente a
competéncia vetorial (BEERNTSEN et al., 2000). Dentre essas barreiras se destacam: a barreira
de infeccdo do intestino médio (MIB-Midgut Infection Barrier), a barreira de escape do intestino
médio (MEB-Midgut Escape Barrier) e a barreira de transmissdo da glandula salivar (TB-
Transmission Barrier) (BENNETT et al.; 2002, BLACK et al., 2002) (Figura 5). Um dos
mecanismos relacionados a barreiras de infeccdo do intestino médio é a apoptose que esté
diretamente relacionada a eliminacéo de patdgenos intracelulares (OCAMPO et al, 2013). Alguns
estudos ja caracterizaram algumas moléculas responsaveis por esse mecanismo em Aedes aegypti
(COOPER et al, 2007; COOPER et al, 2009), bem como observaram diferencas na expressdo de
genes pré-apoptdticos entre mosquitos com a barreira intestinal ativa e mosquitos susceptiveis ao
virus (OCAMPO et al., 2013).

Figura 3. Esquema anatémico do mosquito Aedes aegypti. Barreiras
anatomicas que determinam a infeccdo de artrépodes por arbovirus. MIB -
barreira de infecgdo no intestino; MEB - barreira de escape do intestino; TB -
barreira de transmissdo. Modificado de Jobling (1987).

Estas barreiras podem ou ndo funcionar para proteger o vetor da replicacdo do patdgeno em
seu interior, pois requer a interacdo do virus com o0s varios tecidos e seus respectivos processos
fisiologicos de protecdo contra patdgenos e que quando ultrapassadas permitem uma infeccao
persistente e duradoura no inseto.

PopulacGes deste Aedes aegypti exibem variabilidade consideravel na competéncia vetorial
para flavivirus, inclusive para o virus dengue-2 (GUBLER et al., 1979; BOSIO et al., 1998). Calvez

et al. (2017) compararam a competéncia vetorial de diferentes populagdes de mosquitos na regido



da Nova Caledonia infectados com DENV1, e observaram que mesmo 0s mosquitos possuindo um
elevado nivel de infeccéo e disseminacéo, as taxas de transmissdo foram baixas.

Estudos em laboratorio certificam que grande variacdo na infeccéo oral dos vetores ocorre
ndo so entre diferentes espécies como também entre diferentes populaces geograficas da mesma
espécie (GUBLER; ROSEN, 1976; ROCCO et al., 2001). Recentemente, muitos estudos de
capacidade vetorial foram feitos com diferentes espécies de mosquitos e de diferentes localidades
infectados Zika (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016; RICHARD et al., 2016; COSTA-DA-SILVA
et al., 2017) e Chikungunya (NGOAGOUNI et al., 2017) para se elucidar os mecanismos de
transmiss&o desses novos virus circulantes.

Entre os fendtipos encontrados, quatro tipos sdo observados: 1) mosquitos totalmente
resistentes, nos quais os virus ndo conseguem estabelecer infeccéo no intestino médio; 2) mosquitos
com infec¢do viral no intestino, sem disseminacdo para outros 6rgaos e/ou tecidos; 3) mosquitos
com infeccdo intestinal e disseminacdo, exceto para as glandulas salivares; e 4) mosquitos com
infeccdo e disseminacdo para todos os tecidos, incluindo as glandulas salivares. Destes, apenas
aqueles que se enquadrem no item 4 podem ser considerados vetores competentes. Todos 0s demais,
(1, 2 e 3) sdo considerados vetores ndo competentes, estando tais fenotipos associados,
respectivamente, as barreiras MIB, MEB e TB (COX et al., 2011). Multiplos QTLs (Quantitative
Trait Locus) s@o associados a MIB e MEB. No entanto, apesar de alguns genes serem associados a
estas regides, como € o caso das tripsinas digestivas, até 0 momento ndo foi determinada a identidade
de genes especificos responsaveis pela competéncia vetorial de uma espécie, 0 que se deve
provavelmente ao fato de ser uma caracteristica multifatorial bastante complexa (BOSIO et al., 1998.
BOSIO et al., 2000; BLACK et al., 2002; BENNETT, et al., 2005). Diferencas na intensidade de
infeccdo (medidas pelos picos de titulacdo) e a duracdo do PIE também podem ser observadas entre
mosquitos de diferentes populagdes (SALAZAR et al., 2007). Esta variabilidade € fortemente
influenciada por fatores genéticos, devido a acdo de genes que controlam a competéncia vetorial
(SEVERSON et al., 2001; BLACK et al., 2002).

A interacdo biologica virus-vetor ¢ resultado de um processo de coevolucdo continua, que
envolve o sistema imune do vetor e suas barreiras fisicas e moleculares e os mecanismos virais de
escape destas defesas (OBBARD; DUDAS, 2014). Outro estudo aponta também para um importante
papel da microbiota intestinal do vetor neste processo (DENISSON et al., 2014).



1.3.1 Mecanismos de defesa ao DENV

Para lidar com o risco de infeccdo causada pela exposicdo aos mais diversos
microorganismos, 0s insetos possuem um sistema imune composto de uma variedade de
mecanismos de defesa que funcionam em sinergia. Embora menos complexo que a imunidade
adaptativa dos vertebrados, devido a auséncia de anticorpos e memoria do tipo linfécitos B, o

sistema imune dos insetos é rapidamente ativado apds uma infeccdo (DIMOPOULQS, 2003).

As respostas imunes dos insetos envolvem mecanismos de defesas celulares e humorais, que
sdo desencadeados pelos receptores de reconhecimento de padrdo (PRR, pattern recognition
receptor), capazes de se ligar especificamente a padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMP, pathogen-associated molecular patterns) (MEDZHITOV; JANEWAY Jr., 2002). Os PRRs
podem mediar diretamente a eliminagdo do microorgnismo através de fagocitose, ou indiretamente,
através do desencadeamento de cascatas de proteases serinicas, que subsequentemente acionam
reacOes de defesa como a encapsulacdo melandtica; ou a ativagdo das vias imunes intracelulares, que
regulam a transcricdo de peptideos antimicrobianos (AMP, antimicrobial peptides) e outros genes
efetores de imunidade (HOFFMANN et al, 1999; HOFFMANN; REICHHART, 2002;
LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

O sistema imune inato dos mosquitos possui uma potente resposta imune quando ativados
por algum microorganismo, sendo capaz de distinguir um amplo nimero de classificacdo dos
mesmos. As trés principais vias responsaveis pela defesa antivirus sdo Toll, Immune Deficiency
(IMD) e a Janus kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT) (SIM et al.,
2014).

A via Toll ¢é ativada quando h& detecgdo dos ligantes dos patdgenos pelos PRRs, como 0s
peptidoglycan recognition proteins PGRP-AS e —SD, o0s quais irdo clivar a citoquina Spéetzle, que
consequentemente ird se ligar a ativar receptores da via Toll. Essa ativagdo ira sinalizar e ativar as
proteinas MyD88, Tube e Pelle resultando na fosforilacdo e degradacédo de Cactus, um regulador
negativo da dessa via. A degradacdo desse inibidor fara com que o fator transcricional Rell, seja
translocado para o nlcleo e ative a transcri¢do de genes alvos da via Toll (SIM et al., 2014). Essa via
é bem caracterizada em mosquitos e a infeccdo por DENV no intestino médio, carcaga ou glandula
salivar ira ativar a transcricdo da via e seus respectivos efetores, como Spaetzle, Toll, Rell, além de
multiplos AMPs (X1 et al., 2008; LUPLERTLOP et al, 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema das trés vias de imunidade presentes nos mosquitos, Toll, IMD e JAK-STAT, ea via
de RNA de interferéncia. Sim et al, 2014.

A via IMD também ¢ ativada pelo reconhecimento pela ligacdo dos patégenos aos diferentes
PRRs que sdo PGRP-LCs e —LES. Essa ligacdo ira sinalizar proteinas IMD, caspases e kinases que
irdo desencadear dois caminhos: um é a ativagdo do fator de transcricdo AP-1 da via JNK e o outra
€ 0 processamento e ativacdo do fator de transcricdo Rel2 que desencadeara na sua translocacao para
o nucleo (SIM et al., 2014) e a consequente transcri¢do de diversos AMPs, incluindo Diptericina e
Cecropina (MERKLING; VAN RIJ, 2012). Tanto a via Toll quanto a via IMD séo ativadas por
bactérias, mais especificamente bactérias Gram-positivas na via Toll e Gram-negativas na via IMD
(Figura 4). Porém, na via IMD pouco se sabe sobre sua ativacdo direta na presenca de DENV.
Jaavia JAK-STAT serd ativada quando o peptideo Unpaired (Upd) ira se ligar ao receptor
Dome. Essa ligagdo ira desencadear uma modificacdo conformacional e dimerizacdo do Dome,
resultando na sua auto-fosforilagdo e das quinases associadas Janus-kinase (JAK). Essa ativacao
ird recrutar proteinas STAT que serdo fosforiladas pelo complexo Dome/JAK, resultando em sua
ativagdo e dimerizag8o. A ativacdo das STATS faz com que estas sejam translocadas para o ntcleo,
ativando assim a expressdo dos genes efetores da via JAK-STAT (SIM et al., 2014) (Figura 4).
Essa via é considerada bem conservada contra a infecgdo de DENV em mosquitos Aedes aegypti.

Souza-Neto et al (2009) demonstraram que houve um aumento da carga viral no intestino dos
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mosquitos quando a via foi inativada parcialmente pelo silenciamento do receptor Dome ou JAK,
havendo um efeito oposto sobre a carga viral no intestino dos mosquitos quando o regulador
negativo da via (P1AS) foi silenciado.

Outro mecanismo de defesa além das vias de imunidade é a via de RNA de interferéncia.
Ela é ativada quando dsRNA dos virus sdo reconhecidos e clivados pela maquinaria Dicer 2 em
pequenos RNA de interferéncia. Esses SiRNA sdo entdo carregados pelo complexo multi-proteico
RISC que ird se ligar a fita complementar do RNA viral e degrada-lo. Além disso, o
reconhecimento do dsRNA viral pela Dicer 2 ird ativar TRAF, capaz de ativar Rel2 e
consequentemente a via IMD. A ativacdo de Rel 2 também pode acionar o peptideo Vago,
culminando na ativacdo da via JAK-STAT (SIM et al., 2014) (Figura 4).

1.3.2 Mecanismos mediados por fatores genéticos do mosquito

A disponibilizagdo da sequéncia do genoma do mosquito Ae. aegypti (NENE et al., 2007),
em combinacao com metodologias de analise de expressao génica em alta vazao e genética reversa,
tem gerado oportunidades sem precedentes para o estudo das respostas imunes deste mosquito
contra diversos patogenos (SOUZA-NETO et al., 2009; Xl et al., 2008; ZOU et al., 2011). Estudos
envolvendo microarranjos de DNA revelaram que a infeccdo do mosquito com o DENV resulta
em uma ativacdo massiva de genes do sistema imune do inseto, incluindo fatores associados as
vias Toll e JAK-STAT (Xl et al., 2008).

Recente estudo realizado em nosso laboratério mostrou resultados preliminares da variacao
da expressdo de genes relacionados ao sistema imune do mosquito através da analise de RNA-seq
em mosquito de campo Aedes aegypti infectado com o0 DENV4. Foram analisadas populacfes de
mosquitos infectados da cidade de Botucatu-SP, considerados resistentes devido ao baixo grau de
suscetibilidade ao DENV4 quando comparados com os mosquitos da cidade de Neopolis-SE, com

maior grau de suscetibilidade (Fig. 5).
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Figura 5. Andlise da suscetibilidade de populag@es naturais do mosquito Aedes
aegypti ao virus dengue 4 (DENV4). Os mosquitos de Campo Grande (CG),
Nedpolis (NEO) e Botucatu (BTU) foram infectados oralmente com o DENV4
através de uma suspensdo contendo sangue e DENV4 (1 x 10”7 PFU/mL). Apds a
infeccdo os mosquitos ingurgitados foram separados e utilizados para a determinacéo
da carga viral 4 dpi (dias p6s-infeccdo). O RNA total foi extraido de cada individuo e
convertidoem cDNA, sendoa quantificacdo viral realizada através de PCR em tempo
real com primers para a regidgo 5 UTR do virus. A) Prevaléncia de mosquitos
infectados com 0 DENV4 em cada populagdo estudada. B) Intensidade da infeccéo
do DENV4. Cada ponto representa a expressao do RNA viral normalizada pelo gene
ribossomal Rp49/L.32 do mosquito através do método 2T, A significancia dos
resultados foi analisada através do método de Mann-Whitney.

Nossas analises sugerem que a intensidade da resposta e repertorio de genes modulados
pelo DENV varia grandemente de acordo com a populacdo e possivelmente ao seu grau de
suscetibilidade ao virus (Fig. 6). A analise da abundancia relativa de transcritos revelou que apenas
um ndmero discreto de genes é modulado pelo DENV4 quando a populacdo de Botucatu é
infectada com o virus (22 induzidos e 2 reprimidos) ao passo que a populacdo de Nedpolis, mais
suscetivel ao virus, apresenta uma resposta transcricional muito mais robusta ao DENV4, com 166
genes induzidos e 23 genes reprimidos. Surpreendentemente, a infeccdo com o DENV4 levaauma
notavel ativacdo imunoldgica nos mosquitos da populacdo de Nedpolis, sendo que 43 genes

induzidos (32% do total de genes induzidos) possuem fungéo imune.
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Figura 6. Repostas transcricionais de populages naturais do Aedes aegypti ao DENV4. A) Classificagdo funcional
dos transcritomas modulados pelo DENV4 nas populagBes de Botucatu (BTU) e Nedpolis (NEO). Abreviagdo dos
grupos funcionais IMM, imunidade; R/S/M, redox, estresse e mitocondria; CSR, recepcdo quimiosensorial; DIG,
digestdo; C/S, estrutural e citoesqueleto; TRP, transporte; R/T/T, replicacéo, transcricéo e tradugio; MET, metabolismo;
DIV, funcdes diversas; UNK, funcéo desconhecida. B) Diagrama de Venn representando regulages génicas Unicas e
compartilhadas pelas populactes de BTU e NEO em resposta ao DENVA4.

1.3.3 Mecanismos mediados pela microbiota intestinal do mosquito

Além dos fatores genéticos intrinsecos ao mosquito, estudos recentes tém demonstrado que
a microbiota intestinal também atua como um fator determinante na competéncia vetorial dos
mosquitos. Os mosquitos, assim como os demais insetos, tém seu intestino-médio colonizado por
uma microbiota simbionte que é necessaria para o seu desenvolvimento (DILLON; DILLON
2004) e para o funcionamento de diversos processos fisioldgicos como digestdo, nutricéo,
reproducdo (GAIO et al., 2011), maturacdo do sistema imune (WEISS et al., 2011) bem como
protecdo contra patdgenos (HURST; HUTCHENCE, 2010). Neste sentido, a influéncia que tais
relacGes exercem sobre 0s insetos € uma forte justificativa para investigacfes do uso da microbiota
para o controle das doencgas transmitidas por vetores (CIRIMOTICH et al., 2011).

A remocdo da microbiota do intestino de mosquitos vetores através de um tratamento com
antibidticos resulta em niveis mais altos de infeccdo por Plasmodium falciparum em Anopheles
gambiae (DONG et al., 2009) e DENV em Ae. aegypti (XI et al., 2008), sugerindo que tais
bactérias protegem os insetos contra infec¢fes por virus e protozoarios. Embora este mecanismo
ainda seja amplamente desconhecido, a hipdtese mais aceita € a de que a microbiota promova uma
estimulacdo basal do sistema imune dos mosquitos, o que resulta em um aumento na producao das
moléculas efetoras que os defendem das infec¢cdes com patégenos humanos como o P. falciparum
e 0 DENV (CIRIMOTICH et al., 2011). De acordo, Bahia et al. (2014) demonstraram que 0s
principais genes da resposta imune em An. gambiae séo induzidos por diversas bactérias anti-
Plasmodium isoladas da microbiota intestinal de anofelinos (Comamonas sp., Acinetobacter sp.,

Pseudomonas putida, Pantoea sp., Pseudomonas rhodesiae, Serratia marcescens, Elizabethkingia
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anopheles), corroborando esta hipotese.

Recentemente a descoberta de uma bactéria isolada da microbiota de mosquitos Aedes
aegypti do Panaméa, denominada Cromobacterium sp _Panama teve a sua metodologia de
isolamento patenteada por Dimopoulos et al. 2017 por possuir a a¢do larvicida, inseticida e
antipatdgeno tanto em Aedes aegypti quanto em Anopheles gambiae, os dois importantes vetores

de arbovirus/patogenos.

1.4 Genotipagem de Polimorfismos de Base Unica (SNP — Single Nucleotide Polymorphism)

O objetivo dos estudos genéticos ¢ a distingdo entre genotipos relevantes para uma
determinada caracteristica de interesse em um organismo. Esta distingdo ocorre baseada em
marcadores informativos e a este sistema da-se 0 nome de marcadores genéticos ou marcadores
moleculares (SCHLOTTERER, 2004). Os quais podem fornecer informac@es sobre a variagdo
alélica ou polimorfismo em um determinado locus, indicando o fendtipo molecular oriundo de um
gene expresso ou um segmento especifico de DNA correspondente as regides expressas ou nao do
genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares, contribuem para a entendimento da heterogeneidade genética
das espécies, elucidando importantes informacfes sobre o vetor e sua estrutura populacional
(LOU- NIBOS; CONN, 2000). A genotipagem de SNPs esta presente em diversos tipos de estudos
como melhoramento animal, estrutura populacional, resisténcia a inseticida (WEETMAN, et al.,
2010, JOHNSTON et al., 2014, RAMOS, et al., 2009).

Com o foco em mosquitos vetores, 0 aumento do conhecimento da relagdo do fenotipo com
0 genotipo faz com que possamos entender melhor os fatores que governam a competéncia vetorial
em populagdes de mosquitos. Um dos métodos bastante utilizado é a avaliagdo dos SNPs desses
individuos. Com o avango da tecnologia, sequenciamentos em larga escala possibilitaram avaliar
um maior namero de SNPs em determinados individuos, como o caso do SNP chip desenvolvido
para Aedes aegypti (EVANS, et al., 2015), facilitando assim o conhecimento genético desses

vetores.

1.5 Estudo da Associacdo Global do Genoma (GWAS — Genome Wide Association Study)
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Apesar de muitos estudos descreverem que a infecgdo dos mosquitos ao dengue virus esta
relacionada com a ativacdo de vias de imunidade como Jak-Stat, Toll e IMD (XI et al., 2008,
SOUZA-NETO et al., 2009, SIM et al, 2014), e também a importancia da presenca da microbiota
intestinal como fator importante para infec¢cdo do mosquito e consequentemente a sua competéncia
vetorial (X1 et al., 2008), pouco se sabe sobre os fatores genéticos que governam a competéncia
vetorial.

O desenvolvimento de arranjos de SNP de alta densidade possibilitou a realizagdo de
andlises de associacdo global do genoma (GWAS) o qual corresponde ao estudo de milhares de
SNPs genotipados de todo o genoma testados para uma possivel associacdo com um fenétipo de
interesse (ZENG et al, 2015). Uma das vantagens do estudo seria a nao exigéncia de conhecimento
prévio profundo dos processos fisiolégicos e bioguimicos envolvidos na manifestagdo dos
fenotipos estudados (TAYLOR etal., 1998; WANG et al., 2005). Como desafios envolvendo esses
estudos estariam a adequacdo de modelos e metodologias estatisticas para a estimativa de um
grande nimero de efeitos a partir de um limitado namero de observagdes, o tamanho amostral, a
colinearidade advinda do desequilibrio de ligacdo entre os marcadores e a interpretacdo dos
resultados (CANTOR et al., 2010; PEARSON; MANOLIO, 2008; RESENDE et al., 2012).

Os primeiros estudos envolvendo a associacéo global do genoma, realizados em humanos,
possibilitaram a identificacdo de loci que afetam varias doengas complexas, como cancer de
prostata, transtorno bipolar, doenca arterial coronariana, doenca de Crohn, hipertensdo, artrite
reumatdide, diabetes tipo 1 e diabetes tipo 2 (YEAGER et al., 2007; WTCCC, 2007). Atualmente,
apesar ainda da grande maioria dos trabalhos que possuem o estudo de GWAS serem feitos em
humanos, outros projetos focam no melhoramento genético em animais como 0s suinos e bovinos
para aumento da producdo (FAN et al., 2011; SNELLING et al., 2010), além dos estudos que
associando doencas e caracteristicas populacionais em animais e plantas (JOHNSTON et al., 2014;
KIJAS et al., 2016; KIJAS et al., 2013; WOLFE et al., 2016).

Especificamente na area de vetores existem poucos trabalhos com esse tipo de analise,
sendo encontrado apenas em mosquitos do género Anopheles spp. (WEETMAN et al., 2010;
ISAACS et al., 2018). Com isso, devido ao fato de ndo haver muitos estudos de associacdo da
associacdo global do genoma referentes a competéncia vetorial dos mosquitos de uma das espécies
mais importantes para a saude publica, foi realizado estudos de GWAS com o objetivo de encontrar

possiveis associacdes de SNPs com os fendtipos de mosquitos infectados com DENV.
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2. Objetivos

2.1 Geral
Identificar fatores genéticos possivelmente associados a competéncia vetorial do mosquito

Aedes aegypti ao virus dengue.

2.2 Especificos
- Avaliar a competéncia vetorial dos mosquitos Aedes aegypti naturais de Botucatu

infectados com diferentes sorotipos de DENV;

- Selecionar subpopulagGes de mosquitos resistentes ou susceptivel ao DENV;

- Genotipar os grupos de mosquitos que apresentem diferentes fendtipos de infeccdo e/ou
disseminacéo viral;

- Realizar um estudo de associac¢ao global do genoma para encontrar eventuais associagdes

entre os diferentes fendtipos de infeccdo/disseminacgéo viral.
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3. Material e Métodos

3.1 Obtencéo dos mosquitos Aedes aegypti

Os ovos dos mosquitos do presente estudo foram obtidos através de armadilhas de
ovoposicdo. Essas armadilhas chamadas ovitrampas sdo palhetas de Eucatex de 17x3cm de
tamanho das quais s@o colocadas em recipientes escuros imersas até a sua metade em agua de
infuséo de feno, deixadas em lugares externos das casas sob a protecdo de luz na cidade de
Botucatu (Figura 7). No ano de 2016 uma ovitrampa foi colocada em trés casas distintas e em
bairros diferentes da cidade. Porém, s6 obtivemos ovos de uma ovitrampa e de uma Unica casa.
Considerando o trabalho da Dra. Aline Bronzato (a ser publicado) no qual demonstrou que os
mosquitos Aedes aegypti da cidade de Botucatu séo geneticamente uma mesma populagdo, optou-

se por continuar 0s nossos experimentos mesmo obtendo ovos de uma Unica regido da cidade.

Figura 7. Foto da armadilha para coleta de ovos de
mosquitos, chamada ovitrampa (IOC/Fiocruz).

Apds uma semana expostas, as madeiras Eucatex positivas para ovos foram levadas para o
insetario do Instituto de Biotecnologia — Unesp, o qual possui condi¢fes padrdes de temperatura a
27°C, umidade relativa de 85+5% e foto periodo de 12h ideais para manutencao de mosquitos. Os
ovos foram eclodidos e quando adultos foram identificados e mantidos apenas a espécie Aedes
aegypti referente ao estudo. Para manutencdo dos mosquitos adultos, eles foram colocados em
gaiolas e alimentados com solugédo de sacarose 10%, e para a obtengdo dos ovos 0S mosquitos

foram alimentados artificialmente com sangue de carneiro comercial.
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3.2 Replicagéo, isolamento e titulagdo viral

Foram utilizados os virus DENV-2 e DENV-4 devido a sua disponibilidade em nosso
laboratério. Ambas as cepas séo brasileiras, sendo DENV-2 comercialmente vendido foi utilizado
no laboratdrio do Prof. Jeffrey Powell na universidade Yale. Ja 0 DENV-4 de origem de isolado
de paciente, cedido pelo professor Dr. Jodo Pessoa Araujo Junior (UFMG), utilizado nos
experimentos realizados no Brasil.

Para ambos os virus foram realizadas as mesmas técnicas de replicagdo, isolamento e
titulacdo. Para a replicacdo viral foi utilizada a linhagem de Aedes albopictus C6/36 adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em garrafas de cultura celular de
75cm? com meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com
soro fetal bovino (SFB, Invitrogen) 10% inativado, 1% L-glutamina e 1% de aminoacidos nao-
essenciais colocadas no interior de incubadoras modelo Water-Jacketed CO2 Incubator (Shel lab)
a 28°C e 5% CO2. Quando a confluéncia celular atingia 80%, o meio de cultura era retirado e
adicionados 500ul de virus mais 1,5ml de meio de cultura sem SFB. A garrafa foi colocada em
um agitador gangorra durante 15 minutos e depois deixada na incubadora a 28°C durante 45
minutos. Apos esse periodo foram adicionados mais 13ml do mesmo meio de cultura seguindo-se
incubacéo por 5 dias.

Para o isolamento viral, passados os 5 dias de incubacéo, o liquido sobrenadante contendo
0 meio de cultura e as particulas virais foi transferido para um tubo de 50ml e centrifugado a 22.000
X g por 5 minutos para separacdo das células das particulas virais. Apos a centrifugacéo, aliquotas
de 500ul foram estocadas em criotubos a -80°C e utilizadas posteriormente para infecgdo de outras

células ou de mosquitos.

3.2.1 DENV-2

Para atitulacdo viral das aliquotas de DENV-2 utilizadas nas infec¢des foram feitos ensaios
de placa, com células Vero (linhagem derivada de células do rim de macacos verdes africanos,
Cercopithecus aethiops). Para a manutencao das células Vero utilizou-se meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com 10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO), 1% de L-
Glutamina (Sigma-Aldrich), 1x aminoacidos ndo essenciais MEM (Sigma-Aldrich) e mantidas a

37°C e 5% CO2em incubadoras modelo Water-Jacketed CO2 Incubator (Shel lab). Para o ensaio

19



propriamente dito, foram utilizadas placas de 6 pogos contendo células com 80% de confluéncia.
Cada poco foi infectado com diferentes diluicdes virais iniciando em 102 até 10 (Figura 8). A
metodologia para infectar as células foi a mesma utilizada para as células C6/36 mencionada
acima. Apos a inoculagéo do virus, foram adicionados 3 ml da solugao de 47% de meio de cultura
MEM 10X (Gibco), mais 47% de solucdo de agarose na concentracdo de 0,019mg/ml (Seaplaque
Low Melting Agarose-American Bioanalytical), 0,95% de Amphotericin B (Gibco) e 4,7% de FBS
(Gibco), seguindo-se incubacgdo a 35°C e 5% CO2 durante 6 dias. Passado esse periodo, no 6° dia
adicionou-se em cada po¢o 3 ml de uma solucgdo agarose mais gel Red. Essa solucdo constitui-se
de 95,7% agarose na concentracdo de 0,0045mg/ml e 4,3% de solucédo de 33,3% de Neutral Red
(1%- Electron Microscopy Sciences) diluidos em 66,6% de meio DMEM (Gibco). Apés a adicdo
as placas foram incubadas durante 24 horas a 35°C e 5% de CO: e posteriormente foram contadas

as placas formadas.

Figura 8. Esquema de uma placa utilizada no ensaio
de placa. Estdo representadas as diferentes dilui¢Bes
virais, iniciando em 1072 até 10 e mais o controle.

O numero de placas em cada poco foi calculado na seguinte formula para posterior

resultado em PFU (Plaque Forming Unit) (Figura 9).

PFU/ml= n2 placas formadas
volume de virus diluica
inoculado-ml | X fuigdo

Figura 9. Formula para calcular a
guantidade de unidades formadoras de
placas para a titulacao vira. (Cooper, 1962).
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3.9.2 DENV-4

Antes de iniciarmos as infec¢cbes com DENV-4 nos mosquitos, foram feitas infeccdes com
as linhagens celulares C6/36 e Vero para determinarmos os melhores parametros para producao
isolamento viral.

Iniciou-se o processo de padronizacdo com o kit GoTaq®1-Step RT-gPCR (Promega), que
possui como funcdo fazer no mesmo tubo, em apenas uma etapa, as reacdes de sintese de cDNA e
de PCR quantitativo em tempo real. Com isso, foram testadas as quantificacdes de RNA de DENV-
4 isoladas em diferentes condicdes. Quantificou-se virus presente no sobrenadante de células das
duas linhagens C6/36 e Vero, e de uma aliquota de RNA j& extraido do sobrenadante de uma
garrafa de C6/36 infectada com DENV-4.

Iniciamos as reacgdes seguindo o protocolo sugerido pelo do kit com reacéo total de 10 pl.
Os reagentes utilizados foram: 5ul de GoTag, 1,0ul de Primer Forward DENV-4 (Tabela 2), 1,0ul
Primer Reserve DENV-4 (Tabela 1), 0,2ul GoScript™RT mix e 2,8ul de RNA viral. Para a
programacao da reacdo de PCR utilizamos as seguintes etapas:

-37°C por 15 minutos para a transcri¢ao reversa

-95°C por 10 minutos para inativacdo da etapa de transcricao reversa e ativacao da fase
de amplificacao

-95°C por 10 segundos para desnaturacéo da fita dupla

-60°C por 30 segundos para o anelamento dos iniciadores X 40

-72°C por 30 segundos para a fase de extenséo da fita

-95°C por 5 minutos para dissociacao

3.3 Infeccdo dos mosquitos

Fémeas de Aedes aegypti da populacdo Botucatu das geracdes FO até F2 foram infectadas
com DENV-2 e DENV-4 através de uma alimentacdo sanguinea artificial contendo particulas
virais. Para as infeccdes com DENV-2 na titulacdo de 4,6.107 PFU realizados em Yale, foi
utilizado sangue comercial procedente de ovelhas. Ja para as infecgdes com DENV-4 na titulagdo
de 5.108 PFU, realizadas em Botucatu, foi utilizado sangue humano. Foram utilizados 400 ul de

uma solucéo contendo o sangue combinado com particulas virais na proporcéo de 1:1 para ambos
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os sorotipos. A solucéo foi colocada em alimentadores artificiais de vidro conectados a um banho-
maria com circulagdo externa modelo Isotemp Circulators 4100 H7 (Fisher Scientific).

Apbs a alimentagdo sanguinea as fémeas ingurgitadas foram separadas em gaiolas
individuais ou tubos de 50ml contendo papéis de filtro para postura dos ovos. Apds 3 dias da
alimentacdo com sangue infectado os ovos foram coletados e identificados. As dissec¢des dos
6rgdos foram realizadas 15 dias ap6s a alimentacdo com sangue infectado para a determinacao da
carga viral nos mosquitos.

Como as infecgdes com os diferentes sorotipos foram feitas em laboratério diferentes,
utilizou-se 0 ambiente cedido por cada laboratério. Os procedimentos envolvendo a manipulacéo
do DENV-4 foram realizados em &reas de contencdo com nivel de biosseguranca (NB) 2 no
laboratério situado no Instituto de Biotecnologia — Unesp Botucatu. J& os procedimentos
envolvendo o DENV-2 foram realizados no laboratdrio biosseguranca nivel 3 no The Connecticut

Agricultural Experiment Station na cidade de New Haven, Estados Unidos.

3.4 Dissecgédo dos mosquitos infectados

Antes da disseccao, todo o material utilizado foi desinfectado utilizando a autoclave e
posteriormente exposto por aproximadamente 20 minutos a luz U.V. As fémeas de Aedes. aegypti
tiveram suas superficies desinfectadas através da imersdo individual em etanol 70% (v/v). A
disseccdo foi realizada com o auxilio de microscopio estereoscopico Stemi DV4 (Carls Zeiss).
Apos a desinfeccdo da parte externa os mosquitos foram colocados sobre uma lamina de vidro
onde tiveram o corpo dissecado em trés parte, cabeca, torax e abddémen. Para os mosquitos
alimentados com sangue contendo DENV-4, cada parte foi colocada em tubos de 1,5ml contendo
200ul de Trizol® Reagent (Life Technologies). Ja para os mosquitos alimentados com sangue
contendo DENV-2 as partes foram armazenadas em no tampao de lise TNA (Mag-Bind® Viral
DNA/RNA Kkit).

3.5 Extracdo de DNA/RNA

As extracbes de RNA seguiram metodologia padrdo de cada laboratério em que o
experimento foi realizado. Para os mosquitos alimentados com sangue contendo DENV-4 utilizou-

se a metodologia reagente Trizol® Reagent (Life Technologies) seguindo o protocolo do
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fabricante. Apos a extracdo do RNA total foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific) e com 1ug de RNA das amostras foi realizado o tratamento com DNAse e
posteriormente feitas as sinteses de cDNA seguindo o protocolo do kit RevertAid Fisrt Strand
cDNA Synthesis (Thermo Scientific).

J& as extragdes para 0s mosquitos alimentados com sangue contendo DENV-2, seguiu-se
o protocolo do kit Mag-Bind® Viral DNA/RNA e foram realizadas no equipamento KingFisher
Flex System (Thermo Fisher Scientific). O DNA e RNA sdo extraidos concomitantemente e, ao
final, o RNA e DNA sédo eluidos em 50ul da solucdo 1/10X TE e posteriormente foram

armazenadas a temperatura de -80°C.

3.6 Quantificacdo do RNA Viral

Para a quantificacdo da carga viral das partes dos mosquitos infectados com o DENV-4 foi
utilizado a técnica de g-PCR utilizando o equipamento StepOne PLus™ Real Time PCR System
(Applied Biossystems), no qual um par de iniciadores foi desenhado para amplificar parte da regido
5’UTR do DENV-4 e outro para amplificar parte da regido que codifica a proteina ribossomal

(Rp49/L32) (gene constitutivo de Aedes aegypti) utilizada como controle endégeno (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias de iniciadores utilizados para quantificagdo viral.
* Sequéncias de iniciadores cedidas pela equipe do Prof. Dr. Jodo Trindade Marques da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Produto Iniciadores (5'-3")
. : Referéncia
génico Sense Antisense

DENV-4
TCGGAAGCTTGCTTAACACA TTCGTTGGTTCATTTTTCCAG *

5 UTR

Proteina

Ribossomal Bonizzoni et
ACAAGCTTGCCCCCAACT CCGTAACCGATGTTTGGC

(Rp49/L32) al., 2011

AAEL003396

As reacdes foram realizadas utilizando 7,5 puL de Master Mix (2X) do kit comercial Maxima
SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific), 0,75 pL de cada iniciador (0,5 uM), 1 pL de
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cDNA e H20 para completar o volume final de 15 pL. Os ciclos de amplificagdo seguiram o
programa padrdo: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos com 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos, acrescido do passo do calculo da temperatura de melting (Tm).

Ja para os mosquitos infectados com DENV-2 foi utilizada a metodologia de quantificacdo
absoluta com sonda fluorescente com o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) e utilizando o kit SuperScript™ 111 Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen).
As reagOes foram feitas utilizando os seguintes reagentes: 0,4ul de Platinum/Superscript, 10ul de
2X tampdo de reacdo, 0,4ul DENV primer F, 0,4pl DENV primer R, 0,2ul da sonda, 0,4ul de
ROX (1:10), 6,2ul 4gua DEPC e 2ul de amostra, totalizando 20l totais de reacdo. Foram
utilizados os primers e sonda para DENV-2 descritos na Tabela 3. O ciclo utilizado foi: 50°C por
5 minutos, 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 3 segundos, 60°C por 30 segundos. Para a
analise dos resultados foi considerado o valor de Ct acima de 37 como negativo.

Tanto os primers de DENV-2 quanto os de DENV-4 foram utilizados na concentracédo de

10nmol.

Tabela 3. Primers e sonda utilizado para rea¢gdes de com DENV-2.

Primer Sequencia Referéncia
DEN-2-Forward CATGGCCCTKGTGGCG Callahan JD et al. 2001
DEN-2-Reverse CCCCATCTYTTCAGTATCCCTG Callahan JD et al. 2001

DEN-2-Probe TCCTTCGTTTCCTAACAATCC Callahan JD et al. 2001

3.7 Selecdo dos diferentes fendtipos disseminado (D), resistente (R) e barreira de escape do
intestino médio (MEB) dos mosquitos

Como tentativa para a selecdo dos mosquitos com diferentes fendtipos para a
infecc@o/disseminacdo viral, foram considerados os seguintes grupos: mosquitos resistentes, ou
seja, sem vestigios de particulas virais (R); mosquitos com disseminagdo, ou seja, com virus
detectado em ambas as partes, cabeca e abdémen (D); e mosquitos com virus detectado apenas no
abdémen (MEB).
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Com isso, foram preparados dois desenhos experimentais diferentes dependendo do
sorotipo utilizado. A selecéo de isolinhagens com os fenotipos D, R ou MEB para DENV2 ocorreu
em trés etapas, como descrito a seguir: fémeas da geracdo FO (sem selecdo de fendtipo), foram
alimentadas com sangue contendo DENV?2 para a identificagdo dos individuos com os diferentes
fendtipos (D, R ou MEB) e agrupamento dos seus respectivos ovos (gera¢ao F1); na segunda etapa,
os ovos F1 foram eclodidos separadamente, de acordo com seu respectivo fendtipo, e agrupados
em gaiolas na propor¢édo de 1:5 (macho:fémea), prosseguindo-se com uma alimentagdo sanguinea
contendo DENV-2 e subsequente coleta dos ovos (F2) para cada grupo separadamente. Na terceira
etapa, os ovos F2 foram eclodidos como no passo anterior. No entanto, todos os individuos,
machos e fémeas, foram colocados na mesma gaiola, de acordo com seu respectivo fen6tipo. Com
isto, obteve-se duas gaiolas (R e D), permitindo-se o cruzamento intrafamiliar dos individuos da
geracdo F2 com o mesmo fenétipo. (Figura 10).

Ja para os mosquitos infectados com o sorotipo DENV-4 as etapas de selecdo nas geracdes

FO e Flforam feitas iguais a etapa trés da selecdo com DENV-2. (Figura 11).

Cruzamento com Cruzamento entre
tnico macho irm3dos

18+5% F2)
F)

Resistentes

32 infeccdo

22 infecgdo

Populacdo de
Botucatu Infectada
com DENV2
(FO)

12 infecgdo

Cruzamento com Cruzamento entre
unico macho irmaos
] (
Disseminados 15+5%9 F(2)

F1)
22 infecgdo 32 infecgdo

Figura 10. Esquema representando as etapas para a sele¢éo das linhagens com DENV2. Incialmente
se infectou um grande nlimero de mosquitos de Botucatu que posteriormente a quantificagao viral tiveram
0s 0vos separados em dois grupos, disseminados (D) e resistentes (R). Na segunda infec¢do os mosquitos
dos diferentes fenétipos foram agrupados em gaiolas com 1 macho e 5 fémeas. Na terceira infecgdo a
progénie de mosquitos com o mesmo fendtipo cruzaram entre si.
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Figura 11. Esquema representando as etapas para a selecdo das linhagens com DENV-4.
Incialmente se infectou um grande nimero de mosquitos de Botucatu que posteriormente a quantificacdo
viral tiveram os ovos separados em trés grupos, disseminados (D), resistentes (R) e barreira intestinal
(MEB). Nasegunda infeccdo os ovos dos mosquitos de diferentes fen6tipos foram eclodidos todos nos
Seus respectivos grupos, sem serem separados por quantidade de sexos diferentes.

3.8 Analises de genotipagem

A anélise de genotipagem com marcadores do tipo SNP foi realizada pela metodologia de
SNP chip desenvolvido por Evans et al. (2015), através da qual é possivel identificar até 50.000
SNPs em Aedes aegypti. Na anélise de SNP chip os gDNAs das amostras, extraidos como descrito
no item 3.5, foram concentrados utilizando as colunas Amicon Ultra 0.5mL -30K. As amostras
eluidas no volume final de 200 ul com 1/10X TE, foram colocas nas colunas e centrifugadas a
14.000 x g por 10 minutos a 4°C. Apds a primeira centrifugacdo foram descartados os tubos
contendo o liquido e as colunas foram colocadas em outros tubos e centrifugadas novamente a
1.000 x g por 2 minutos a 4°C. Ap0s a Ultima centrifugacdo as amostras contendo o DNA foram

quantificadas no equipamento Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific) com o
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reagente High Sensitivity DNA (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente as amostras foram
normalizadas com &gua ultrapura para a obtencédo de 22 ul a 12ng/ul cada uma. As amostras foram
colocadas em placa de 96 pogos, sendo 95 amostras e 1 controle negativo requerido pela
universidade, e enviadas para University of North Carolina juntamente com o SNP chip
Axiom_aegyptil composto por varias sondas de SNPs extraidos do DNA gendmico de mosquitos
da espécie Aedes aegypti de diferentes populagoes.

Apos a realizacdo do experimento os dados foram enviados para o laboratério onde foram
analisados no software Axion Analysis Suite (Affymetrix) os quais passaram pela primeira etapa

de filtragem como controle de qualidade das amostras.

3.9 Estudo da Associacdo Global do Genoma

De acordo com Pearson et al. (2008) o estudo de GWAS pode ser realizada em quatro
passos: 1) um numero elevado de individuos para a coleta de informacédo fenotipica de interesse,
ndmero esse que garanta a consisténcia da informagdo; 2) garantir uma boa qualidade desde a
extracdo de DNA, genotipagem e a verificacdo da qualidade das amostras e dos SNPs genotipados;
3) os testes de associacdo entre os SNPs garantidos pelos testes estatisticos e os individuos com a
caracteristica fenotipica de interesse; 4) e a replicacdo para identificar a associacdo em uma
populacdo independente.

Além dos quatro passos citados acima, a analise do estudo se divide em duas etapas, sendo
a primeira o controle de qualidade das amostras e da genotipagem realizada, e 0 segundo o estudo

de associagdo aliados as analises estatisticas.

3.9.1 Controle de qualidade

O controle de qualidade é realizado anteriormente ao estudo de associa¢ao para que ndo
haja erros de associagdes falso positivas (TURNER et al., 2011). Primeiramente séo feitas algumas
etapas denominadas de filtragens, tanto das amostras quando dos SNPs, a fim de garantir os
resultados do estudo posteriormente.

Dentre os critérios utilizados no controle de qualidade das amostras pode- se verificar a
eficiéncia de genotipagem (call rate), a heterozigosidade média, se ha amostras idénticas que estdo
em duplicidade, a estratificacdo da populacdo e a subestrutura da populacdo. A checagem de

discordancias quanto ao sexo também ¢é realizada para as amostras. Com relagdo aos SNPs, 0
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controle de qualidade leva em consideracéo a eficiéncia de genotipagem, os desvios com relagéo
ao equilibrio de Hardy-Weinberg, frequéncia do menor alelo e SNPs idénticos. A remocao de
amostras e SNPs problematicos também reduz o nimero de testes a serem realizados na analise de
associacgéo, reduzindo os esforgos computacionais (TURNER et al., 2011).

Ainda ndo existem valores padronizados para os parametros a serem utilizados em
mosquitos. Sendo assim, dependendo de cada experimento os limiares sdo flexiveis (FREIMER;

SABATTI, 2005), mas sempre com o objetivo final de reduzir o nimero de falsos positivos.

3.9.1.1 Controle de qualidade das amostras

- Eficiéncia da genotipagem das amostras (Call rate)

Muitos dos problemas das analises feitas com SNPs sdo devidos a falhas nas amostras de
DNA as quais podendo indicar uma baixa qualidade, consequentemente interferindo na
genotipagem. Recomenda-se um limiar para a eficiéncia da genotipagem das amostras entre 98-
99%, sendo que essa sugestdo possa variar de estudo para estudo, dependendo da plataforma de
genotipagem utilizada, a qualidade do DNA, até a variabilidade de erros de genotipagem
cometidos pelos equipamentos e das pessoas que realizaram o processo (TURNER et al, 2011).
Visto que ndo hé padrdes das taxas de eficiéncia, Zeng et al. (2015) geralmente sugere-se uma taxa
de 95 -99% de eficiéncia.

- Consisténcia das amostras e discordancia do sexo

Muitas vezes os erros da genotipagem podem ocorrer devido a manipulacdo das amostras,
podendo ocorrer a duplicidade das amostras ou erros quanto ao sexo. E importante estar atento
quanto a duplicidade das amostras, observando-se as amostras relatadas com os resultados, ou
atraves de analises que comparem os numeros de alelos repetidos em cada locus por individuo
(TURNER et al, 2011). Ja para distinguir os erros das amostras segundo o sexo, observa-se 0s
cromossomos sexuais, comparando-os com os dados do que foi relatado com os resultados
estudados (ZENG et al, 2015).

- Subestruturagéo da populacéo
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Segundo Turner et al. (2011), a estratificacdo da populagdo estudada ocorrerd quando as
amostras compreenderem grupos de individuos que irdo diferir sistematicamente em seus
ancestrais genéticos e os fenotipos a serem estudados. E considerada uma andlise critica a
verificacdo da estratificacdo da populacdo pois essa informagcdo podera ser utilizada
posteriormente para as outras analises de GWAS a serem realizadas.

Anélise de Componente Principal se baseia em analises multivariadas e sdo utilizadas para
identificar as estruturas genéticas em grandes conjuntos de dados. PCA resume a variabilidade
global entre individuos, que inclui tanto a divergéncia entre os grupos (variabilidade genética
estruturada), quanto a variagcdo que ocorre no interior de grupos (variabilidade genética "aleatéria™)
(HOTELLING, 1933).

3.9.1.2 Controle de qualidade dos SNPs

-Eficiéncia da genotipagem dos SNPs (Call rate)

Da mesma forma que na eficiéncia da genotipagem das amostras, a eficiéncia de
genotipagem dos marcadores possui limiares ndo fixos. Turner et al (2011) também recomenda a
remocao de SNPs com eficiéncia menor a 98-99%, mas essa taxa pode variar de acordo com cada

tipo de estudo.

- Frequéncia do Alelo Menor (Minor Allele Frequency — MAF)

Outra filtragem importante € a baseada na frequéncia do menor alelo, pois as analises
estatisticas realizadas no controle de qualidade sdo baixas em relacdo a SNPs raros. Recomenda-
se remover todos os SNPs raros, incluindo os monomorficos (TURNER et al, 2011), pois eles
também podem representar erros de genotipagem podendo causar uma falsa associagao (LAIRD
et al, 2011).

O limiar utilizado para essa frequéncia também varia dependendo do tipo de estudo, porém
0 que se tem visto na literatura € uma variacdo de menor que 1% até 2%. Esse valor tambem pode
variar conforme o tamanho da amostra estudada (ANDERSON et al., 2010; ZENG et al., 2015;
TURNER et al, 2011).

- Equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium - HWE)
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Segundo a teoria do equilibrio de Hardy-Weinberg, teoria essa basica para a genética de
populacdes, é esperado em uma populacdo grande sob acasalamento ao acaso, as frequéncias
alélicas e genotipicas mantenham-se estabilizadas ao longo das geragdes. Pelas suposi¢des do
Equilibrio de Hardy-Weinberg espera-se que as frequéncias genotipicas de uma geragao para outra
seja: p2 + 2pq + g2, sendo p a frequéncia dos alelos dominantes e g dos recessivos (DENG et al.,
2000).

Para os estudos de GWAS, a maioria deles excluem marcadores que ndo se encontram
dentro desse equilibrio, pois eles podem indicar erros tanto de genotipagem quanto de parametros
(ANDERSON et al, 2010). Segundo a literatura, o limiar significativo para que o SNP seja
considerado em equilibrio de Hardy-Weinberg os valores de P variam de 0,001 a 5,7x10~
(WTCCC, 2007).

Com isso, os resultados advindos da analise de genotipagem pré-filtrados pelo software
Axion Analysis Suite (Affymetrix) foram analisados na primeira parte do estudo de associacao,
que é o controle de qualidade tanto das amostras quanto dos SNPs, no software PLINK versdo 1.9
(PURCELL et al, 2007), com o auxilio do software Rstudio versdo 1.0.153 e o pacote ggman. Para
o0 controle de qualidade foram analisados: a) eficiéncia da genotipagem (call rate) de 98% tanto
para as amostras, quanto para os SNPs, b) frequéncia do menor alélico (MAF) <1%, c) equilibrio

de Hardy-Weinberg <0,00001 d) estruturacdo da populacao.

3.9.2 Andlises de Associacao

Ap0ds realizadas todas as etapas de filtragem, para que haja um menor nimero de SNPs que
sejam falsos-positivos, sdo feitas as analises para uma possivel associacdo entre os marcadores e
o fendtipo desejado.

No caso do presente estudo, foram analisados cinco tipos de possiveis associagdes entre 0s
mosquitos da espécie Aedes aegypti da cidade de Botucatu infectados com DENV-2 conforme a
sua infeccdo e resisténcia ao virus. Os fenotipos encontrados e analisados foram: infectado (1) que
sd0 0s mosquitos com virus em qualquer parte dissecada, disseminado (D) que sdo 0s mosquitos
com particulas virais no abdémen e cabeca, midgut escpe barrier (MEB) mosquitos com particulas
virais apenas no abddémen, resistente (R) mosquitos em particulas virais em nenhuma parte

dissecada, disseminado com alta taxa viral (Drign) e disseminado low (Diow).
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Essas duas Ultimas classificagdes foram realizadas dividindo os mosquitos em dois grupos.
Para tal, todos os mosquitos do fenotipo D foram agrupados em quartis segundo os seus valores
de Ct. O quartil contendo os individuos com os menores valores de Ct, tanto no abdémen quanto
na cabeca, foram chamados Dnigh. Os mosquitos dentro do quartil com os maiores valores de Ct
foram nomeados D iow.

O método mais simples de analisar GWAS é a associa¢do com um Unico marcador (SMA;
Single Marker Association), ou seja, testa-se um marcador de cada vez. Essa metodologia utiliza
testes de hipGtese para detectar associacdo entre locos e carater fenotipico em nivel populacional
com significancia estatistica (RESENDE et al., 2012). A analise de marcador Unico auxilia na
determinacdo do nimero e da natureza do gene/QTL que controla a caracteristica de interesse.
Para detectar a associacdo entre marcadores moleculares e caracteristicas de interesse, uma
variedade de analises estatisticas pode ser utilizada, incluindo o teste t, a ANOVA, a regressao,
estimativas de maxima verossimilhanca e log likelihood ratios (RESENDE et al., 2012).

Foi realizado o ajuste do modelo e verificada a existéncia de subestrutura da populacéo
utilizando o modelo de grafico Quantil-Quantil (Q-Q plot) (SETTLES et al., 2009; ZANELLA et
al., 2011). O gréfico ira representar os valores de p esperados contra os valores de p observados
das amostras estudadas. O desvio da linha observada (1) no final do grafico é representacao dos
SNPs associados com fen6tipo a ser testado.

A interpretacdo do resultado do estudo de associacdo entre os SNPs e fenotipo sera
realizada dependendo do valor de p. Weetman et al (2010), o qual observou SNPs em regides de
resisténcia a inseticida em diferentes populactes de Anopheles gambiae, utilizou como limiar
p<0,05, associado a correcdo estatistica de Bonferroni para reduzir o nimero de falsos-positivos.
Essa correcdo estatistica tem como objetivo estabelecer um limiar de selecdo de SNPs e minimizar
os problemas de associacOes falso-positivas resultantes dos testes maltiplos.

Com isso, para as analises de associacdo também foram utilizados os dois softwares PLINK
versdo 1.9 (PURCELL et al, 2007) e o Rstudio versdo 1.0.153 e 0 mesmo pacote do Rstudio. As
andlises realizadas foram: a) associa¢do e Manhattna plot, b) grafico de Quantil-quantil-gplot para
visualizar a estruturacdo da populacdo e possivel associacdo entre as amostras estudadas. Além
dos gréaficos gerados, para o teste de significancia da associacdo entre os SNPs e as caracteristicas
avaliadas foi utilizado o limiar baseado no critério de Bonferroni, também considerado bastante

conservador, que consiste no valor de p desejado dividido pelo nimero de testes.
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Para essas andlises foram utilizados os mosquitos com diferentes fenotipos (Tabela 4).

Tabela 4. Descrigdo dos fenotipos e siglas utilizadas nas analises para o estudo de associacdo.

Fendtipos Descricdo Siglas
Mosquitos com particulas virais encontradas em
Infectado qualquer parte dissecada do mosquito, tanto no |
abdbmen quanto na cabeca
. . Mosquitos com particulas virais encontradas no
Disseminado . D
abdbmen e na cabeca
. . . Mosquitos com maiores taxas de particulas virais
Disseminado com alta taxa viral ~ Dhigh
encontradas na cabeca e abdémen
. . . . Mosquitos com menos taxas de particulas virais
Disseminado com baixa taxa viral ~ Diow
encontradas na cabeca e abdémen
Barreira de Escape do Intestino . , . R
Médio P Mosquitos com particulas virais apenas no abddomen MEB
Resistente Mosquitos sem particulas virais nas partes dissecadas R
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4. Resultados

4.1 Padronizagodes do isolamento viral e quantificacdo de DENV-4

Observou-se melhor eficiéncia do isolamento viral em células C6/36. (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de Ct de trés amostras diferentes para a quantificacdo do RNA
viral de DENV-4 utilizando o kit GoTaq®1-Step RT-qPCR (Promega).

Nome da Amostra Primer Valor do Ct (Média)
Extracdo do sobrenadante C6/36 DENV-4 11.61135292
Sobrenadante C6/36 DENV-4 25.4174614
Sobrenadante Vero DENV-4 29.68519783

Ap6s o teste do kit GoTaq®1-Step RT-gPCR (Promega), prosseguiu-se com a padronizacéo

da quantificacao viral em sobrenadantes de células Vero e C6/36. Esta etapa teve como objetivo

definir a melhor linhagem e tempo para o isolamento viral apds a infeccao das células com DENV -

4.

Primeiramente testamos a linhagem celular Vero, isolando-se o virus nos dias 3, 4, 5, 6, e

7 apo6s a inoculacdo das celulas. A cada dia uma amostra era retirada da garrafa de cultura contendo

as celulas infectadas e armazenada diretamente -80°C. Todas as rea¢des de quantificagdo por PCR

em tempo real foram realizadas com o kit GoTaq®1-Step RT-gPCR (Promega), como padronizado

acima. Como controle positivo foi utilizado uma aliquota do RNA viral extraido do sobrenadante

de C6/36 previamente testado (vide tabela 6).

Tabela 6. Dias ap6s a infeccdo com DENV-4 em células da linhagem
Vero e seus respectivos valores das médias dos Ct.

Nome da Amostra Primer Meédia do Ct
RNA extraido DENV-4 11.61135292
Virus isolado C6/36-2015 DENV-4 25.4174614
Dia3-Vero DENV-4 29.68519783
Dia4-Vero DENV-4 28.0423336
Dia5-Vero DENV-4 24.12806129
Dia6-Vero DENV-4 25.91461563
Dia7-Vero DENV-4 26.12946701
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Figura 12. Gréfico da Tab. 6 representando os dias ap6s infecgdo com DENV-4 e seus respectivos
valores das médias dos Cts. Observa-se que o melhor dia para o isolamento viral € o dia com o menor
valor de Ct, consequentemente 50 dia.

Pelos valores das médias dos Cts obtidos, observou-se que o melhor dia para o isolamento
viral que o 5° dia apos a infeccdo (Tabela 6 e Figura 12).

Posteriormente, os mesmos testes foram realizados com a linhagem celular C6/36. Os dias
analisados apds a infeccdo foram maiores nesse caso. Foram feitas reacdes para a quantificacdo
absoluta do virus desde o 1° até o 8° dia apds infeccdo. Como controle positivo foi utilizado uma
aliquota do RNA viral extraido do sobrenadante de C6/36 previamente testado (vide tabela 5).
Observou-se que o melhor dia para o isolamento viral também é o 5° dia apds infeccéo (Tabela 7
e Figura 13).

Tabela 7. Dias ap6s a infeccdo com DENV-4 em células da
linhagem C6/36 e seus respectivos valores médios de Ct.

Nome da Amostra Primer Média do Ct
Virus isolado C6/36-2015 DENV-4 25.4174614
Dial DENV-4 24.81538773
Dia 2 DENV-4 23.20414352
Dia 3 DENV-4 18.46839142
Dia 4 DENV-4 14.91870594
Dia5 DENV-4 14.00390625
Dia 6 DENV-4 16.17730141
Dia7 DENV-4 15.75614357
Dia 8 DENV-4 17.69515228

34
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Figura 13. Gréfico da Tab. 7 representando os dias ap6s infecgdo com DENV-4 e seus respectivos
valores das médias dos Cts. Observa-se que 0 melhor dia para o isolamento viral é o dia com o menor valor
de Ct, consequentemente 5° dia.

Com isso, adotou-se como padrdo em nosso laboratério o isolamento viral no 5° dia apds a
inoculagdo de DENV-4 em C6/36.

4. 2 Quantificacdo Absoluta de DENV-4

A quantificagdo de DENV-4 nos mosquitos infectados em nosso laboratorio, foi realizada
através da conversdo dos valores de Ct em concentragdo viral (PFU/ml), com o auxilio de uma
curva padréo.

A partir de uma aliquota previamente titulada (5x10% PFU/ml), foram preparadas trés
réplicas de diluicdo seriada (10 até 104), prosseguindo-se com a extracdo do RNA e sintese de
cDNA para cada diluicdo. Finalmente, as amostras foram quantificadas RT-gPCR e os valores de
Ct utilizados para a confeccdo de uma curva padréo de acordo com os respectivos valores de PFU

de cada amostra (Tabela 8 e Figura 14).
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Tabela 8. Associacfes dos numeros correspondentes aos valores de
concentracdo em PFU/mI e valores de Ct,

N° correspondente Concentracao em Valores de Ct
no grafico PFU/mI
1 5.10° 12.55499935
2 5.10° 24.6423022
3 5.10* 29.27295939
4 5.10° 33.56831169
5.102 Indeterminado
Curva Padrao DENV-4 y=6.7671x + 8.092
R* = 0.9282

40

35

30

25

20

Valores de Ct

Figura 14. Gréfico de curva padrdo. O gréfico representa os valores de Ct correspondentes as
concentragdes em PFU/mI das amostras de DENV-4 e mais valores de R? e equagao da curva padrao.

4.3 Competéncia Vetorial ao DENV-4 e Selecdo dos fendtipos Disseminado (D), Resistente (R)
e MEB (Midgut Escape Barrier)

Ao iniciarmos os experimentos para o estudo da competéncia vetorial nos mosquitos Aedes
aegypti da cidade de Botucatu, realizamos a primeira infeccdo com DENV4. Foram realizadas
duas réplicas bioldgicas e em cada réplica foram utilizados 150 mosquitos fémeas, as quais foram
expostas ao sangue infectado. Na primeira réplica (réplica 1) obtivemos 70 mosquitos ingurgitados
e 39 sobreviveram até o 15° dia. J& para a segunda réplica (réplica 2), obtivemos 60 mosquitos
ingurgitados e 30 sobreviveram até o 15° dia. No 15° dia foram feitas as dissecces e
posteriormente extracdes de RNA como descrito no item 3.5 para posterior quantificacdo viral. O

grafico da figura 15 representa prevaléncia de infeccdo nas partes dissecadas (cabeca e abdémen)
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nas duas repeticdes realizadas. A tabela 9 apresenta o numero de individuos em cada réplica e os

diferentes fenotipos obtidos.

Infecgao Botucatu - DENV4

100~
90+
80-
70-
60~
50~
40-
30~
20+
10-

Il DENV4-
Bl DENV4+

Cabega Abdémen Cabega Abdémen

% de infecgdo das partes dissecadas

Réplica 1 Réplica 2

Figura 15. Gréfico com as porcentagens de infeccdo dos mosquitos de Botucatu
infectados com DENV-4. Estéo representadas no gréfico as duas réplicas bioldgicas, e as
duas partes dissecadas, cabega e abddmen dos mosquitos. As barras em azul representam
aporcentagem de mosquitos que ndo se infectaram e as barras em vermelho a porcentagem
dos mosquitos que se infectaram.

Tabela 9. Numero de individuos distribuido em cada réplica bioldgica, para cada fenotipo estudado
(disseminado, resistente e MEB) e suas porcentagens.

Réplica Fendtipo Numero de Individuos Porcentagem

Réplica 1 Disseminado 8 23%
Resistente 23 67%
MEB (Midgut Escape Barrier) 3 8%
Total 34

Réplica 2 Disseminado 5 18%
Resistente 17 62%
MEB (Midgut Escape Barrier) 5 18%
Total 27

Como resultado, observamos que entre 18% a 21% dos mosquitos foram classificados
como disseminados (o qual foi encontrado virus tanto no abdémen quanto na cabeca) e de 62% a
72% foram classificados como resistentes nas duas réplicas bioldgicas realizadas. Apenas 3 e 5
mosquitos foram classificados como MEB em cada repeticéo, respectivamente. As diferencas entre
acarga viral de cabecas e abdomens foram estatisticamente significativas em todas as comparacoes

realizadas (Figura 16).
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Figura 16. Gréficos com valores de Ct para cada parte dissecada tanto da
réplica 1 (R1) e réplica 2 (R2) com resultado da andlise estatistica de Mann-
Whitney. Os quadrados em vermelho representam partes dos mosquitos
dissecados com valores de Ct correspondentes, 0s quais consideramos positivos
para a presenca do RNA viral. J& os pontos em azuis também representam partes
dos mosquitos dissecados com valores de Ct correspondentes, os quais
consideramos negativos para a presenca do RNA viral.

Para a segunda rodada de infeccdo, os ovos de cada mosquito previamente analisado foram
armazenados separadamente. Apos a classificacdo dos fendtipos, todos os ovos referentes a um
mesmo fenotipo (R, D ou MEB) foram agrupados e colocados em recipientes com agua para
eclosdo. Desta forma, trés grupos de mosquitos foram formados com ovos oriundos de cada uma
das réplicas biologica apresentadas na figura 17. Para cada grupo, as infecgcdes e quantificacdes
foram realizadas como descrito no item 3.3.

Nos dois grupos D e R obtivemos mosquitos nas duas réplicas, ja no grupo MEB néo foi
possivel formar uma colbnia de mosquitos adultos na réplica 2, pois as larvas nao se
desenvolveram. Com isso, na figura 16 estdo representadas as taxas de porcentagem de infeccao
dos mosquitos referente a cada fen6tipo.
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Figura 17. Estdo representados os trés gréficos com as taxas de infec¢o da progénie dos mosquitos com os mesmos fen6tipos nas duas
réplicas. No primeiro grafico A séo a progénie dos mosquitos com fendtipo D. No gréfico B séo as taxas de infeccéo da progénie dos mosquitos

R. E no gréafico C sdo as taxas da progénie dos mosquitos com o fenétipo MEB, sendo esse grafico com representacao apenas da réplica 1.

Atraveés destas analises observa-se que na geragdo F1 o nimero de mosquitos resistentes

persiste independentemente do fendtipo do grupo parental (D, R ou MEB). Além disso, 0 numero

total de mosquitos diminuiu para essa primeira gera¢do, quando comparados com o numero de

individuos na primeira infec¢do (Tabela 10).

Tabela 10. Ndmeros de individuos para todos os trés grupos de fenotipos de origem, fendtipos da

progénie e a porcentagem.

Fendtipo de Origem dos

NUmero de

Genitores Réplica Fenotipo da Progénie Individuos Porcentagem
Disseminado Réplical  Disseminado 1 10%
Resistente 7 70%
MEB (Midgut Escape Barrier) 2 20%
Total 10
Réplica2  Disseminado 1 20%
Resistente 3 60%
MEB (Midgut Escape Barrier) 1 20%
Total 5
Resistente Réplical  Disseminado 1 16%
Resistente 3 50%
MEB (Midgut Escape Barrier) 2 33%
Total 6
Réplica2  Disseminado 0 -
Resistente 7 87%
MEB (Midgut Escape Barrier) 1 12%
Total 8
MEB (Midgut Escape Barrier)  Réplical  Disseminado 1 16%
Resistente 5 83%
MEB (Midgut Escape Barrier) 0 -
Total 6
Réplica2 - - -
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Nesta andlise da selecdo dos fenotipos ndo se observou um padrdo de sele¢do acentuado,
havendo predominancia do fendtipo R em todos os grupos. O fendtipo com menor nimero de
mosquitos foi D, com excecdo da réplica 1 dos descendentes do grupo MEB, no qual ndo se
observou mosquitos com o fenotipo MEB (Tabela 10).

4.4 Competéncia Vetorial ao DENV-2 e Selecdo dos fenotipos Disseminado (D), Resistente (R)

Analises similares as anteriores, utilizando-se DENV-2, foram realizadas com a populacédo
Ae. aegypti Botucatu, no laboratério do professor Jeffrey Powell, Yale University, New Haven,
EUA, no dmbito da bolsa de Doutorado Sanduiche/CAPES.

De modo surpreendente, os resultados das infeccGes de Ae. aegypti Botucatu com outro
sorotipo (DENV-2) foram distintos daqueles obtidos com o DENV-4 (Figura 18). Foram
separadas 150 fémeas para cada réplica, sendo que para a réplica 1, 65 mosquitos foram
alimentados, com 61 fémeas sobrevivendo até o 15° dia. Na segunda réplica, 102 fémeas foram
alimentadas e 44 sobreviveram até o 15° dia.

Apos a quantificacdo viral dos mosquitos sobreviventes, calculou-se a porcentagem de
disseminacao e resisténcia desses mosquitos: ao todo e foram detectados 73% e 75% de mosquitos
D, 14% e 18% de mosquitos R, e 11% e menos de 1% de mosquitos MEB nas primeiras e segunda

réplicas, respectivamente (Tabela 11).
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Figura 18. Grafico com as porcentagens de infeccdo dos mosquitos de
Botucatu infectados com DENV-2. Estdo representadas no grafico as duas
réplicas bioldgicas, e as duas partes dissecadas, cabeca e abdémen dos
mosquitos. As barras em azul representam a porcentagem de mosquitos que
ndo se infectaram e as barras em vermelho a porcentagem dos mosquitos que
se infectaram.

Tabela 11. Namero de individuos distribuido em cada réplica bioldgica, para cada feno6tipo estudado

(disseminado, resistente e MEB) e suas porcentagens.

Réplica Fendtipo Numero de Individuos Porcentagem

Réplica 1 Disseminado 45 73%
Resistente 9 14%
MEB (Midgut Escape Barrier) 7 11%
Total 61

Réplica 2 Disseminado 30 75%
Resistente 7 18%
MEB (Midgut Escape Barrier) 1 2,5%
Total 38

Para DENV-2, uma infec¢do controle realizada com mosquitos da linhagem de laboratério

Rockeffeler. O resultado combinado de duas réplicas revela uma ja esperada alta taxa de infeccao,

com apenas um mosquito resistente em cada réplica (Figura 19).
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Figura 19. Gréfico com as porcentagens de infeccdo dos mosquitos da
linhagem Rockeffeler utilizados como controle e infectados com DENV-
2. Estdo representadas no grafico as duas réplicas bioldgicas, e as duas partes
dissecadas, cabeca e abddmen dos mosquitos. As barras em azul representam
a porcentagem de mosquitos que ndo se infectaram e as barras em vermelho
a porcentagem dos mosquitos que se infectaram.

Apos a identificacdo dos fendtipos dos mosquitos infectados, iniciou-se 0 processo para a
selecdo dos grupos R e D de Ae. aegypti Botucatu para DENV-2. Assim como a selegdo para DENV-
4, ovos das fémeas foram agrupados e eclodidos separadamente de acordo com o fendtipo e
infeccdo/disseminagdo viral, como descrito no item 3.7. Neste caso especificamente, a
metodologia de selecdo diferiu ligeiramente daquela utilizada em nosso laboratorio. Desta forma,
as pupas foram separadas em placas de 64 pocos e ap6s a emersdo os adultos foram acondicionados
em gaiolas na proporc¢édo de 1 macho para 5 fémeas, para ambos os fenétipos R e D. Este desenho
experimental visa diminuir a variabilidade genética da progénie para maximizar as chances de
sucesso da selecdo de fendtipos.

No total, 50 mosquitos fémeas de cada fendtipo foram expostas ao sangue contendo
DENV-2. Os procedimentos de quantificacdo para a identificacdo dos fenétipos da progénie foram
0s mesmos utilizados para DENV-4. A partir dos ovos de fémeas D para DENV-2, obteve-se no
15° dia apds alimentacdo apenas 12 mosquitos. As taxas de infec¢do estdo representadas no grafico
da figura 20, no qual 50% dos mosquitos apresentam o mesmo fenétipo dos pais (Figura 20 e
Tabela 12). Ja no grupo R obteve-se no 15° dia 9 mosquitos totais, sendo que destes apenas 30%

apresentaram o mesmo fendtipo dos pais (Figura 21 e Tabela 12).
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Figura 20. Gréfico representando as porcentagens das taxas de infecgdo
das partes dissecadas com DENV-2 da geracdo F1 de mosquitos D.
Observa-se uma taxa de 50% de infec¢do na cabeca e aproximadamente 60%

no abdémen.
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Figura 21. Gréfico representando as porcentagens das taxas de infecgdo
das partes dissecadas com DENV-2 da geracdo F1 de mosquitos R.
Observa-se mais de 50% de infeccéo na cabeca e aproximadamente 70% de
infeccdo no abdémen.

Tabela 12. Nimeros de individuos para todos os dois grupos de fendtipos de origem, fenétipos da

progénie e a porcentagem.

Fenotipo de_ Origem dos Réplica Fendtipo da Progénie Nume,ro de Porcentagem
Genitores Individuos

Disseminado Réplical  Disseminado 6 50%
Resistente 5 41%
MEB (Midgut Escape Barrier) 1 8%
Total 12

Resistente Réplical  Disseminado 5 55%
Resistente 3 33%
MEB (Midgut Escape Barrier) 1 11%
Total 9
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Considerando-se que o numero total de descendentes F1 obtidos no experimento anterior
foi muito baixo, na terceira rodada de infecgéo (para obtencdo de F2 D ou R) todos os individuos
oriundos de F1 D ou F1 R foram colocados, respectivamente, em uma Unica gaiola (1 gaiola para
F2 D e outra para F2 R), sem se seguir a combinacédo anterior macho: fémea (1:5).

Da geragdo F2 D foram obtidos 13 mosquitos, sendo que mais de 70% deles possuiam o
fendtipo parental D (Figura 22). Para a geracao, F2 R, 5 mosquitos foram obtidos, com certa de

80% possuindo o fendtipo parental (Figura 23) (Tabela 13).
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Figura 22. Grafico representando as porcentagens das taxas de
infeccdo com DENV-2 das partes dissecadas na geragdo F2 de
mosquitos D. Observa-se aproximadamente 80% de infeccdo na cabeca e
mais de 80% de infecgdo no abdémen.
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Figura 23. Gréfico representando as porcentagens das taxas de
infeccdo com DENV-2 das partes dissecadas da geracdo F2 de
mosquitos R. Observa-se nenhuma infeccdo na cabeca e
aproximadamente 20% de infecgdo no abdémen.

Tabela 13. Nimeros de individuos para todos os trés grupos de fenotipos de origem, fenotipos da
progénie das duas geracdes F1 e F2, e as porcentagens relativas aos fendtipos.

Fenotipo de Fenétipo da Fendtipo da Progénie Numero de

Origem dos Progénie Individuos Porcentagem

Genitores F1 F2

Disseminado Disseminado Disseminado 10 76%

R1(73%) (50%) Resistente 2 15%

R2(75%) MEB (Midgut Escape Barrier) 1 7%
Total 13

Resistente Resistente Disseminado 0 -

R1(14%) (33%) Resistente 4 80%

R2(18%) MEB (Midgut Escape Barrier) 1 20%
Total 5

4.5 Analises do Estudo de Associacao Global do Genoma (GWAS)

As possiveis associagdo de SNPs em loci gendmicos aos diferentes fendtipos encontrados
para DENV-2 na populacdo Ae. aegypti Botucatu foi investigada através de GWAS. Para as
andlises, os mosquitos infectados (1) foram divido em trés grupos: infec¢do disseminada com baixa

taxa viral (Diow), infeccdo disseminada com maior taxa viral (Dnigh), e MEB. Em todos 0s grupos
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foram utilizados como controle os individuos resistentes ou com menores taxa viral. Com isso

foram realizadas associacOes representadas a seguir na Tabela 14.

Tabela 14. NUumero das associagBes realizadas e os fendtipos dos
mosquitos utilizados como caso e controle nas analises.

Associacao Fenobtipo Caso Fenotipo Controle
1@ I R
28 MEB R
3 Dhigh R
42 Dhnigh + Diow= D MEB
5a Dhigh Diow

Para cada estudo de associacdo feita com os diferentes fenotipos foram utilizadas as
mesmas metodologias de analise com controle de qualidade dos SNPs e amostras, e posteriormente
as analises de associacdo com estruturacdo da populacdo, associacdo dos SNPs estatisticamente
significativos.

O resultado da genotipagem pela metodologia de SNP chip foi 0 mesmo utilizado para
todas as associaces feitas. Do total de 95 mosquitos Aedes aegypti da populagéo de Botucatu que
foram genotipados, 93 individuos passaram pela filtragem do software da Axion Analysis Suite
(Affymetrix). E dos 25 mil possiveis SNPs a serem genotipados, apos a filtragem pelo software
obtivemos 24137 SNPs.

As analises foram conduzidas no programa Plink versao 1.9 e os graficos confeccionados
no programa RStudio com o pacote qgman (TURNER, 2014). Os dados referentes ao controle de
qualidade de cada associacdo investigada, assim como SNPs com provavel significancia
estatistica, sdo apresentados nas tabelas 13-22. A partir da figura 18, sdo apresentados os resultados
referentes as diversas associacfes investigadas: 1) PCAs representando a estruturacdo da
populacdo; 2) SNPs associados aos cromossomos do mosquito (Manhattan plot); e 3) Gréficos de
Quantil-Quantil representando a probabilidade de associacdo SNPs-fenédtipos. E por fim, as tabelas

14, 16, 18, 20 e 22 com as informagdes.

1%) Associacdo entre mosquitos infectados (1) e resistentes (R) para DENV-2.
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No total, 87 mosquitos e 13.137 SNPs foram analisados nessa associagdo apos a filtragem
do controle de qualidade (Tabela 15). Observou-se no resultado da analise de componente
principal que ndo houve uma subestruturacéo entre mosquitos infectados e resistentes (Figura 24).
Ja nos resultados das analises de associacdo entre os SNPs, estdo representados 0os SNPs e seus
respectivos valores de significancia da frequéncia alélica, sendo nomeados aqueles com o0s
menores P-valor (2.024e-04 a 7.247e-05) (Figura 25). Observa-se que nenhum dos SNPs
identificados apresenta significancia acima do limiar da correcdo de Bonferroni (linha vermelha),
a qual elimina potenciais SNPs falsos-positivos. No entanto, nota-se com a andlise de Quantil-
Quantil que alguns pontos se distanciam da linha diagonal para a parte superior do gréafico, a qual
corresponde aos SNPs observados, sugerindo que h& uma possivel associacdo desses variantes

alélicos aos fendtipos investigados (Figura 26).

Tabela 15. Parametros para o controle de qualidade das amostras e dos SNPs.
NUmeros iniciais dos e finais apds o controle de qualidade.

. NuUmero de NUmero de
Controle de Qualidade L
Q SNPs Individuos
Total (Inicio) 24137 93
Eficiéncia da Genotipagem —Amostra (>95%) 24137 6
Eficiéncia de Genotipagem —SNP (>98%) 4091 -
Frequéncia do Menor Alelo (<1%) 6889 -
Equilibrio de Hardy-Weinberg (0,001) 0 -
Total de (ap6s Controle de Qualidade) 13157 87
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Figura 24. Representacdo gréfica da Andlise do Componente
Principal (PCA). Os individuos com fenétipo infectado estdo
representados como circulos em preto e os individuos com fen6tipo R
(controle) como circulos em vermelho.
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E importante ressaltar que os parametros de filtragem e analises estatisticas utilizadas em
nossas analises nunca foram anteriormente testadas para andlises intrapopulacionais. Tais
parametros sdo altamente restritivos e padronizados para analises interpopulacionais, as quais
naturalmente geram um maior nimero de variantes alélicos e, consequentemente, de falsos-
positivos. Desta forma, é possivel que alguns dos SNPs ligeiramente abaixo do limiar de
Bonferroni identificados no qg-plot possam estar de fato associados aos fen6tipos aqui estudados.

Neste sentido, investigamos os loci e respectiva fungdo putativa para os SNPs com P valor
préximo ao limiar da correcdo de Bonferroni (0,0001>p>0,000001) (Tabela 16). O SNP AX-
93217741 esta localizado no cromossomo 2 em uma regido entre os genes AAEL001010 e
AAEL018150. O primeiro codifica a proteina Defective proboscis extension response, que
pertence a superfamilia das imunoglobulinas (NAKAMURA et al, 2002). J& o segundo possui um
ortélogo associado a supressdo tumoral em humanos (PARK et al, 2007). O segundo SNP, AX-
93224565 se encontra em um intron do gene AAELO002879, o qual codifica a proteina
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein r, componente de um complexo de proteinas
relacionadas ao processamento de RNA mensageiro (MAYRAND; PETERSON, 1983).
Finalmente, 0 SNP AX-93226799 localiza-se em um intron do gene AAEL003550, que codifica

uma provavel aquaporina.
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Figura 25. Grafico Manhattan plot, no qual estao representados os resultados das associagBes dos SNPs
devido aos seus valores de P, e suas localizagBes nos cromossomos do mosquito Aedes aegypti. Cada ponto
representa um determinado SNP associado ao fenétipo infectado. Os SNPs anotados s&o os com menor valor de P.
E estA representada a linha vermelha o limiar da corregéo de Bonferroni.
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Figura 26. Representacdo grafica da analise Quantil-Quantil. No grafico a
esquerda, estdo representados pelos pontos em preto todos os SNPs da associacéo dos
fendtipos infectado antes de passarem pelo controle de qualidade. E no gréfico a
direita todos os SNPs ap6s o controle de qualidade.
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Tabela 16. Grupo de genes com o menor P-valor e suas caracteristicas.

Posicéo . ~ .
Marcador  Cromossomo Ge Pvalor  Gene adjacente Funcéo Predita
Genetica
AX-93217741 3002 9436478 7.247e-05 Regido intergenica Sem descrigéo
AX—93224565 3001 255328521 1.911e-04 AAEL002879 Heterogeneous
(Intron) nuclear
256413214 N ina-
AX-93226799 3002 2.024e-04 AAEL003550 Aquapo,rlna gene
(Intron) ortélogo

2%) Associacgdo entre mosquitos infectados com o fendtipo MEB versus R para DENV2

Um estudo de associagdo entre mosquitos com o fenétipo MEB e R também foi realizado.
Apos a filtragem do controle de qualidade, foram analisados 19 individuos e 11512 SNPs (Tabela
17), sem aparente agrupamento quanto aos fenotipos MEB ou R ap6s serem submetidos & PCA
(Figura 27).

Tabela 17. Parametros para o controle de qualidade das amostras e dos SNPs. NUmeros
iniciais dos e finais ap6s o controle de qualidade.

. Numero de Numero de
Controle de Qualidade L
Q SNPs Individuos
Total (Inicio) 24137 23
Eficiéncia da Genotipagem —Amostra (>95%) 24137 4
Eficiéncia de Genotipagem —SNP (>98%) 4577 -
Frequéncia do Menor Alelo (<1%) 8048 -
Equilibrio de Hardy-Weinberg (0,001) 0 -
Total de (ap6s Controle de Qualidade) 11512 19
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Figura 27. Representacdo gréfica da Analise do Componente
Principal (PCA). Os individuos com fenétipo MEB estdo
representados como circulos em preto e os individuos com fenétipo R
(controle) como circulos em vermelho.
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Nossas analises novamente revelam SNPs com significancia estatistica abaixo do limiar de
Bonferroni (Figura 28), e com notavel desvio da linha diagonal para a por¢éo inferior do gréafico,
sugerindo uma ndo associacgao destes SNPs aos fenotipos associados (Figura 29). Chama a atencéo,
contudo, o fato de que dos dois SNPs com valor P mais proximo ao limiar, um deles, AX-
93217741, é o mesmo encontrado na analise anterior (Tabela 18). JA 0 SNP AX-93216745 esta em
um intron do gene AAEL019474 cujos ortdlogos em Anopheles ssp. e em Drosophila

melanogaster tem fungéo predita de “ligagdo a RNA” (RNA binding).
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Figura 28. Gréafico Manhattan plot, no qual estio representados os resultados das associa¢des dos SNPs devido
aos seus valores de P, e suas localizagBes nos cromossomos do mosquito Aedes aegypti. Cada ponto representa
um determinado SNP da associagdo entre os mosquitos com fendtipo MEB. Os SNPs anotados s&o 0s com menor
valor de P. E esta representada a linha vermelha o limiar da correcéo de Bonferroni.
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Figura 29. Representacdo gréfica da andlise Quantil-Quantil. No gréfico a
esquerda, estdo representados pelos pontos em preto todos os SNPs da associacdo dos
fenétipos MEB antes de passarem pelo controle de qualidade. E no gréfico a direita
todos os SNP ap6s o controle de qualidade.

Tabelal8. Grupo de genes com o menor P-valor e suas caracteristicas.

- -~ . Funcéo
Marcador Cromossomo Posicdo Genética P-valor  Gene Adjacente Prec?i ta
AX-93217741 3002 9436478 0.002561  Regifo intergenica
AX-93216745 3002 457082078 0.006706  AAEL019474 RNA
(Intron) binding

3% Associagdo entre mosquitos infectados com fen6tipo Drigh (com maior taxa de infecgéo)
versus R para DENV-2

No total, considerando-se 0s grupos Drigh € R, foram analisados 28 mosquitos e 12394
SNPs apos a filtragem do controle de qualidade (Tabela 19). A PCA revelou uma distribuicdo dos
SNPs sem agrupamentos visiveis (Figura 30), sem nenhum candidato acima do limiar da correcdo
de Bonferroni (Figura 31), o que é corroborado pela analise de qg-plot (Figura 32) e sugere baixa
associacdo entre tais SNPs e os fenotipos estudados.

Seguindo a mesma abordagem utilizada nas analises anteriores, foram investigados o locus e
funcdo predita dos SNPs com valor P mais proximo ao limiar da correcdo de Bonferroni, com
destaque para 0s SNPs AX-93252419, AX-93225534 e AX-93243314 (Tabela 20). AX-93252419
encontra-se localizado no cromossomo 2, em um dos introns do gene AAEL011083, de funcao
ainda desconhecida. AX-93225534, também localizado no cromossomo 2, no gene AAEL 026095,

52



possui um ortélogo cuja funcédo esta relacionada a geracédo e diferenciagdo de neurénios durante o
desenvolvimento em D. melanogaster (ABRAMCZUK et al., 2017). AX-93243314 esta

localizado no cromossomo 3, no gene AAEL008276, também sem funcgéo conhecida.

Tabela 19. Parametros para o controle de qualidade das amostras e dos SNPs. Numeros
iniciais dos e finais apés o controle de qualidade.

Controle de Qualidade Numero de SNPs N“me,ro de
Individuos

Total (Inicio) 24137 33
Eficiéncia da Genotipagem —Amostra (>95%) 24137 5
Eficiéncia de Genotipagem —SNP (>98%) 4380 -
Frequéncia do Menor Alelo (<1%) 7363 -
Equilibrio de Hardy-Weinberg (0,001) 0 -
Total de (ap6s Controle de Qualidade) 12394 28
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Figura 30. Representagdo gréafica da Anélise do Componente
Principal (PCA). Os individuos com fenétipo D (com taxa maior de
infecgéo) estdo representados como circulos em preto e os individuos
com fendtipo R (controle) como circulos em vermelho.
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Figura 31. Gréfico Manhattan plot, no qual estao representados os resultados das associacfes dos SNPs devido aos
seus valores de P, e suas localizagBes nos cromossomos do mosquito Aedes aegypti. Cada ponto representa um
determinado SNIP associado ao fenétipo D (com maior taxa de infecgdo). Os SNPs anotados sao os com menor valor de
P. E esta representada a linha vermelha o limiar da corregéo de Bonferroni.
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Figura 32. Representacdo grafica da analise Quantil-Quantil. No gréafico a
esquerda, estao representados pelos pontos em preto todos os SNPs da associacdo dos
fenétipos D (com maior taxa de infeccdo) e R (controle) antes de passarem pelo
controle de qualidade. E no grafico a direita todos os SNP ap6s o controle de
qualidade.
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Tabela 20. Grupo de genes com o menor P-valor e suas caracteristicas.

Posi¢do . Funcao
Marcador Cromossomo G P-valor Gene Adjacente e

Genética Predita
AX-93252419 3002 235333151  0.0005716 AAEL011083 Sem descrigdo
AX-93225534 3002 192309392  0.0009461 AAEL02695/AEL025258  Sem descricio
AX-93243314 3003 250415322 0.0023760 AAEL008276

42) Associacdo entre mosquitos infectados com fenétipo D versus MEB para DENV2

Para as associagdes entre D e MEB foram utilizados 75 individuos e 13710 SNPs ap6s o
controle de qualidade (Tabela 21), sem aparente agrupamento dos mosquitos de acordo com o
fendtipo estudado ap6s a PCA (Figura 33). Nestas analises, nenhum SNP foi detectado acima do
limiar estipulado pela correcdo de Bonferroni (Figura 34), nem significativamente associado a um
dos fendtipos (Figura 35). Daqueles dispostos proximos ao limiar da correcdo de Bonferroni,
destacam-se trés SNPs: AX-93220265, AX-93231930 e AX-93263886, todos localizados no
cromossomo 1 (Tabela 22).

AX-93220265, localizado no intron do gene AAEL001604 codifica a proteina Guanine
Nucleotide Exchange Factor. AX-93231930, encontrado no intron do gene AAEL019563, é
ortdlogo do gene AALF026958 de Aedes albopictus, que codifica a proteina Segmentation Protein
Cap ’'n’collar, com fungao de “ligagdo a DNA” (DNA binding) em Drosophila melanogaster. AX-
93263886 esta localizado em uma regido intergénica, entre os genes AAEL009759 e
AAEL021138, os quais, respectivamente, codificam as proteinas TP53-inibidor regulado de

apoptose e Sidestep, esta Gltima também membro da superfamilia das imunoglobulinas.

Tabela 21. Parametros para o controle de qualidade das amostras e dos SNPs. Numeros
iniciais dos e finais apés o controle de qualidade.

. NUmero de Numero de
Controle de Qualidade SNPs Individuos
Total (Inicio) 24137 78
Eficiéncia da Genotipagem —Amostra (>95%) 24137 3
Eficiéncia de Genotipagem —SNP (>98%) 3488 -
Frequéncia do Menor Alelo (<1%) 6939 -
Equilibrio de Hardy-Weinberg (0,001) 0 -
Total de (ap6s Controle de Qualidade) 13710 75
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Figura 33. Representacdo grafica da Andlise do Componente
Principal (PCA). Os individuos com fenétipo D estéo representados
como circulos em preto e os individuos com fenétipo MEB (controle)
como circulos em vermelho.
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Figura 34. Gréafico Manhattan plot, no qual estdo representados os resultados das associacdes dos SNPs devido
aos seus valores de P, e suas localizagdes nos cromossomos do mosquito Aedes aegypti. Cada ponto representa um
determinado SNP da associagdo dos mosquitos com fenétipo D. Os SNPs anotados sdo os com menor valor de P. E
esta representada a linha vermelha o limiar da correcdo de Bonferroni.
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Figura 35. Representacdo grafica da analise Quantil-Quantil. No grafico a
esquerda, estdo representados pelas pontos em preto todos os SNPs da associacdo dos
fendtipos D antes de passarem pelo controle de qualidade. E no grafico a direita todos
0s SNP apds o controle de qualidade.

Tabela22. Grupo de genes com o menor P-valor e suas caracteristicas.

Marcador Cromossomo Posicao P valor Gene Adjacente Funcéo Predita
Genética
AX-93220265 3001 138961269 0.002239 AAEL001604 Guanine Nucleotide
(Intron) Exchange Factor
AX-93231930 3001 295277823 0.002296 AAEL019563(Intron) Sem descricdo
AX-93263886 3001 273689462 0.002673 Regido intergenica

5% Associagdo entre mosquitos com fendtipo Drigh versus Diow para DENV2.

Para esse ultimo estudo de associacdo foram utilizados mosquitos dos grupos Dhigh € Diow.
Ao todo 34 individuos e 13618 SNPs foram analisados apés o controle de qualidade (Tabela 23),
ndo apresentando agrupamento notavel pela PCA (Figura 36). Assim como nas analises anteriores,
nenhum SNP foi detectado acima do limiar de significancia estipulado pela corre¢éo de Bonferroni
(Figura 37). Contudo, trés SPNs, AX-93225699, AX-93231292 e AX-93251292 destacaram-se na
andlise de associacao genotipo-fendtipo por qg-plot (Figura 38 e Tabela 24). AX-93225699 esta
localizado no cromossomo 1, no éxon do gene AAEL017213, que codifica a proteina DNA-
directed RNA polymerase subunit beta. AX-93231292, localizado no cromossomo 3, estd em uma
regido intergénica, entre os genes AAEL004999 (sem funcéo definida) e AAEL005003, o qual é
imediatamente flanqueado por AAELO021659. AAEL005003 e AAEL021659 codificam,

respectivamente, as proteinas Serine/Threonine-Protein Kinase e lonotropic Receptor IR93a. AX-
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93251292, também localizado no cromossomo 3, situa-se no gene AAEL019431, o qual codifica

uma proteina ortéloga do Receptor de Ecdisona.

Tabela 23. Pardmetros para o controle de qualidade das amostras
iniciais dos e finais apds o controle de qualidade.

e dos SNPs. NUmeros

Controle de Qualidade NuUmero de SNPs Numero de Individuos
Total (Inicio) 24137 36
Eficiéncia da Genotipagem —Amostra (>95%) 24137 2
Eficiéncia de Genotipagem —SNP (>98%) 3434 -
Frequéncia do Menor Alelo (<1%) 7085 -
Equilibrio de Hardy-Weinberg (0,001) 0 -
Total de (ap6s Controle de Qualidade) 13618 34
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Figura 36. Representacdo grafica da Analise do
Componente Principal (PCA). Os individuos com fenétipo
D (com taxa maior de infeccdo) estdo representados como
circulos em preto e os individuos com fenétipo D (com taxa
menor de infeccdo) (controle) como circulos em vermelho.
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Figura 37. Gréfico Manhattan plot, no qual estdo representados os resultados das associagdes dos SNPs devido aos
seus valores de P, e suas localizagBes nos cromossomos do mosquito Aedes aegypti. Cada ponto representa um
determinado SNP associado com fenétipo D (com maior taxa de infecgdo). Os SNPs anotados sdo os com menor valor de
P. E esta representada a linha vermelha o limiar da correg&o de Bonferroni.
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Figura 38. Representacdo grafica da analise Quantil-Quantil. No grafico a
esquerda, estdo representados pelos pontos em preto todos os SNPs da
associacaodos fen6tipos D (com maior taxa de infecgdo) antes de passarem pelo
controle de qualidade. E no gréfico a direita todos os SNP ap6s o controle de
qualidade.
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Tabela 24. Grupo de genes com o menor P-valor e suas caracteristicas.

Marcador Cromossomo POS',G‘?IO P-valor Gene Adjacente Funcéo
Genética
AX—93225699 3001 194033246 8.507e-05 AAEL017213 DNA-directed RNA
(missense) polymerase subunit
beta
AX-93231764 3003 325133691 8.530e-05 Regido intergenica -
AX-93251292 3003 327903665 8.530e-05 AAEL019431 Ecdysone Receptor
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5. Discussao

Apesar da ampla disponibilidade de protocolos padronizados para a replicagdo viral
(SINGH; PAUL, 1969; KUNO et al., 1985; YAMADA et al., 2002; JARMAN et al., 2011), neste
trabalho foi necessario padronizar a producéo de estoques virais de DENV-4, oriundos de S&o José
do Rio Preto, de acordo com as condi¢Oes experimentais e linhagens celulares em nosso
laboratorio.

Primeiramente os resultados apresentados na tabela 5 e figura 12 determinaram a melhor
linhagem celular para ser utilizada que foi C6/36, como ja relatado em um dos primeiros trabalhos
com isolamento viral por Singh; Paul, 1969, no qual 18 soros infectados com os 4 sorotipos de
DENV foram inoculados em ceélulas Vero e C6/36, e foi observado efeito citopatico em 11
amostras de células Vero e em 15 amostras de C6/36. Além disso, observou-se que a linhagem
Vero possuia efeito citopatico apenas para o sorotipo 2, e a linhagem C6/36 para 0s 4 sorotipos.
Os resultados apresentados na tabela 6 e figura 13 demonstraram que o melhor tempo para o
isolamento viral foi 0 quinto dia ap6s a inoculacdo de C6/36 com DENV-4, como ja descrito por
KUNO et al. (1985).

A competéncia vetorial pode ser definida pela habilidade do mosquito em se infectar com
um determinado patégeno apds a ingestao de sangue infeccioso e em seguida transmiti-lo ap6s um
periodo de incubagdo extrinseco, no qual o patégeno se multiplica dentro do vetor e migra para
suas glandulas salivares (AGARWAL et al., 2017). Devido ao fato do patdgeno se replicar dentro
de um organismo vivo, a competéncia vetorial € determinada por multiplos fatores. Esses fatores
podem ser divididos em trés grupos, a) fatores intrinsecos ao vetor, como as barreiras do intestino
médio (MIB e MEB), barreiras das glandulas salivares, microbiota intestinal e o sistema
imunologico, b) fatores extrinsecos ambientais, como temperatura, humidade, nutri¢cdo e tamanho
do mosquito (LEFEVRE et al., 2013), e ¢) fatores genéticos, tanto do mosquito vetor quanto do
patdgeno (AGAWAL et al., 2017).

Neste trabalho, demos inicio aos estudos de competéncia vetorial de uma populacdo de
Aedes aegypti coletada em Botucatu/SP ao virus dengue sorotipos 2 e 4. Em média, a populacédo
Ae. aegypti Botucatu foi composta por 33% de individuos suscetiveis e 67% de mosquitos
resistentes a DENV-4, o que corrobora dados preliminares conduzidos em nosso laboratorio com
amesma populacdo. Chama a atengéo, neste caso, a quantidade de mosquitos resistentes ao DENV,

tornando-se esta populacédo alvo de estudo em nosso laboratorio.
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Em nosso desenho experimental, cada mosquito foi individualmente estudado e, durante a
disseccdo, dividido em trés partes: cabeca, torax e abdémen. Isso nos possibilitou distinguir se
houve infeccdo pontual e/ou disseminagdo parcial ou total do virus no vetor. Quando particulas
virais foram detectadas apenas no abdémen (que continha os intestinos), o fenétipo foi chamado
MEB (midgut escape barrier). Por outro lado, quando o virus foi encontrando tanto no abdémen
quanto na cabeca este fendtipo foi chamado D (mosquitos com disseminacao viral). E importante
ressaltar a funcionalidade da barreira intestinal de escape nos insetos estudados, com 8% e 18%
de mosquitos MEB nas réplicas 1 e 2, respectivamente, da primeira infeccdo com DENV-4.
Considerando-se a combinagdo de mosquitos R e MEB, nota-se que mais de 70% dos mosquitos
estudados ndo sdo capazes de transmitir o virus, revelando uma baixa competéncia vetorial da
populacdo Ae. aegypti Botucatu para DENV-4. Por outro lado, nossos dados sugerem gue a baixa
competéncia vetorial desta populacdo a DENV é sorotipo especifica. Inversamente aos dados
obtidos com DENV-4, a maioria dos mosquitos apresentou fenétipo D (74% em média) quando
alimentada com sangue contendo DENV-2.

Quando comparamos os resultados da competéncia vetorial dos mosquitos Ae. aegypti
Botucatu infectados com DENV-4 com outros estudos na literatura, observamos variaces das
taxas de infeccdo nas diferentes populacdes estudadas. Knox et al. (2003) compararam a
competéncia vetorial de popula¢fes de mosquitos da Australia infectadas com DENV-2 e DENV-
4, observando uma maior taxa de infeccdo para DENV-2 do que para DENV-4 naquela populacéo,
apesar da grande variacdo (12-84%). J& em outro estudo comparando Ae. aegypti e Ae.
mediovittatus infectados com os quatro sorotipos, observou que Ae. aegypti € mais susceptivel aos
quatro sorotipos sendo a taxa de infecgdo com DENV-4 maior que 62% (POOLE-SMITH, 2015).
Com isso, devido ao fato de diferentes populacfes infectadas com o0 mesmo sorotipo possuirem
diferentes taxas de infeccdo, deve-se atribuir que a competéncia vetorial seja multifatorial
dependente de fatores intrinsecos e extrinsecos, ndo podendo ser analisada apenas pelo tipo de
virus.

Diferencas nas taxas de infeccdo com DENV-2 em mosquitos Aedes aegypti também ja
foram descritas na literatura (KNOX et al., 2003; DIALLO et al., 2008; MOURA et al., 2015). As
diferentes populacGes e cepas virais utilizadas podem ser os principais fatores responsaveis. O
sorotipo DENV-2 apresentou altas taxas de infec¢do quando comparadas com outros trés sorotipos

em uma populagéo da ilha de Santiago na Africa (MOURA et al., 2015), com taxas diferentes
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dependendo da origem do virus, se silvestre ou urbana, ou da linhagem do mosquito (DIALLO et
al., 2008; DICKSON et al., 2014).

Alem das diferencas em competéncia vetorial encontradas, estudos com mosquitos
infectados com DENV-2 destacam QTLs associados ao fenotipo de uma alta infecgdo do intestino
médio e alta disseminacdo viral, chamado de D2S3 (Dengue 2 Susceptible on 3 chromossomes), e
outro responsavel pela barreira de escape do intestino médio (MEB) chamado de D2MEB (Dengue
2 Midgut Escape Barrier) (Bennett et al, 2005). Esses QTLs foram mapeados e confirmados serem
modelos multigénicos localizando-0s nos 3 cromossomos do mosquito (BENNETT et al., 2005).

Posteriormente a primeira infeccdo, que foi utilizada para analisar a competéncia vetorial
da populacdo de Botucatu a DENV-2 e DENV-4, foram realizadas rodadas de infeccéo para a
selecdo de isolinhagens com os diferentes fenotipos: D (mosquitos com disseminacgdo viral), R
(resistentes) e MEB para DENV-4; e D e R apenas para DENV-2. A selecdo dos mosquitos para
DENV-4 ocorreu apenas até a geracdo F1, etapa na qual a maioria da progénie ainda ndo possuia
o mesmo fendtipo de sua respectiva geracdo parental, com predomindncia de mosquitos R em
todos os grupos. Estes dados sugerem que o carater de resisténcia a DENV-4 é predominante na
populagéo Ae. aegypti Botucatu.

Ja a tentativa de selecdo dos diferentes fendtipos dos mosquitos infectados com DENV-2
foi realizada até a geragdo F2. Os dados apresentados nas figuras 20 e 21 e na tabela 11 revelam
uma diminuicdo na porcentagem de individios D de 74% para 50% dos parentais D para F1 D.
Inversamente, é possivel notar uma clara sele¢do do fen6tipo R da geracéo parental R paraa F1 R
(16% para 33%). Na geracao F2 D, o numero de individuos D passa para 76%, semelhante as taxas
encontradas na geragédo parental D, ao passo que a propor¢do de mosquitos R salta para 80% na
geracao F2 R.

Portanto, com os mosquitos infectados com DENV-2 parece haver uma selecdo dos dois
diferentes fenotipos. Porém, vale ressaltar que o niamero de individuos diminuiu drasticamente
durante as geragdes, fazendo com que esses numeros ndo sejam suficientes estatisticamente para
afirmarmos a selecdo desses fenotipos. A diminuicdo do nimero de individuos conforme as
geracOes podem estar relacionadas a expressdo de alelos recessivos deletérios, devido ao fato do
alto grau de parentesco entre esses individuos (BENNETT et al., 2005), sendo que essa diminuicao
se inicia com uma diminuicdo da ovoposicdo nas trés primeiras geracdes consecutivas de

mosquitos expostos ao patogeno (OCAMPO et al., 2013).
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A selecdo de fenotipos relacionados a competéncia vetorial em mosquitos infectados com
flavivirus, com o intuito de encontrar fatores genéticos ou fatores intrinsecos pontuais ndo é
recente. Miller e Mitchell (1991), como um exemplo de sucesso, conseguiram selecionar
mosquitos resistentes da espécie Aedes aegypti formosus, originarios da Africa, infectados com
virus da febre amarela. Ja Ocampo et al. (2012) tentaram selecionar fenétipos susceptiveis, MEB
e MIB (Midgut Infection Barrier) para DENV-2 em Ae. aegypti da cidade de Cali na Colombia.
Para tal, foram necessarias 19 geracdes para que o fenotipo susceptivel passasse de 65,8% para
96,4% de mosquitos, 15 geracOes para conversao de MEB de 25% para 44,1%, e 16 geracOes para
a conversdo de MIB de 20% para 40% naquela populacdo. Estes autores também observaram que
quando os mosquitos eram infectados geracGes consecutivas, as linhagens podiam ser mantidas
por apenas trés geracOes, fazendo-se necessario interromper a selecdo fenotipica em algumas
geracdes a fim de que seu efeito deletério pudesse ser suavizado. Tais observacGes podem ajudar
a explicar os baixos numeros de mosquitos obtidos em nossos experimentos a medida que se
avangou consecutivamente na selecdo dos fendtipos ao longo das geraces, tanto para DENV -2
quanto para DENV-4,

Muitos estudos de analise de associacdo global do genoma (GWAS) séo realizados no
ambito de doencas em humanos, melhoramento animal e vegetal (KIJAS et al., 2016; JOHNSTON
etal., 2014; TWTCCC, 2007), mas em mosquitos vetores ainda ha poucos estudos, principalmente
relatando associa¢cdes com varia¢fes na competéncia vetorial. Como um exemplo, Weetman et al.
(2010) estudou a associacdo de mosquitos de duas populagdes diferentes de Anophles gambiae
resistentes a um tipo de peritroide, no qual foram encontrados trés SNPs no cromossomo 2L.

Devido ao baixo niamero de estudos de GWAS em mosquitos, houve uma dificuldade
notavel em se identificar trabalhos que pudessem ser utilizados como referéncia para nossas
andlises. Neste sentido, foram encontrados alguns desafios em relacdo as andlises, tais quais a
quantidade de mosquitos, parametros e tipos de andlises estatisticas, e correcfes a serem
realizadas. Inicialmente, em uma visdo geral dos resultados obtidos, ndo foram encontradas
associagoes significativas entre o fendtipo infectado, tanto nas infec¢bes disseminadas, quanto nas
infeccBes apenas no intestino médio, utilizando-se a correcéo estatistica de Bonferroni (BLAND;
ALTMAN, 1995). Porém, como dito acima, os parametros utilizados sdo aparentemente mais

adequados para analises interpopulacionais do que intrapopulacionais, como € 0 nosso caso. Neste
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sentido, consideramos para analises futuras os SNPs com valor de significancia estatistica mais
proximos ao limiar estipulado pela correcdo de Bonferroni, em cada associagéo testada.

O estudo de associac¢do dos SNPs com os fenotipos infectado (D+MEB) versus R foi o que
se gerou SNPs com menores valores de P (10-°) observado no grafico Manhattan plot (Figura 25)
e associacdo dos mesmos SNPs no gréfico qg-plot (Figura 26), sendo esses AX-93217741, AX-
93224565 e AX-93226799 (Tabela 14). O SNP AX-93217741 esté localizado na regido intergénica
do cromossomo 2, entre 0 gene AAEL001010 com funcdo descrita de Defective proboscis
extension response que corresponde a uma superfamilia de imunoglobulinas primeiramente
descrita em Drosophila (NAKAMURA et al., 2002) e esta relacionada a resposta avessa ao sal
devido a transmissdo por sinal neuronal. Além disso, foi descrito que a superfamilia de
imunoglobulinas esta relacionada diretamente ao sistema imune inato em Anopheles gambiae
diminuindo a infeccdo por Plasmodium falciparum (GARVER, et al., 2007). A descoberta dessa
familia possui grande importancia na escolha no momento da alimentacao, a qual seréa responsavel
pelo reconhecimento do alimento e deciséo da extensdo da probdcite em Drosophila. O outro gene
AAELO018150 tem funcdo descrita em genes ortélogos de Sodium-coupled monocarboxylate
transporter 1, atuando como supressor tumoral em humanos em casos de cancer de prostata
(UENO et al., 2004; PARK et al., 2007). Posteriormente genes da mesma familia foram descritos
em Drosophila melanogaster e Anopheles gambiae encontrados no intestino e tibulos de Malphigi
desses insetos relacionado a transporte de ions e manutencdo do pH do intestino (HIRATA et al.,
2012). O outro SNP AX-93224565 é localizado na regido de intron do gene AAEL002879 no
cromossomo 1. Esse gene possui como funcédo descrita Heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein
r, esta relacionada ao processamento do pre-mRNA, incluindo transcricdo, splicing, estabilizacéo,
transporte subcelular e degradacdo (DREYFUSS et al., 1993). Em um estudo com infecgdo com
DENYV in vitro, foi demonstrado que uma subunidade dessa familia de proteinas (Heterogeneous
nuclear Ribonucleoprotein k) teve multiplas funcdes alteradas pela proteina do capsideo DENV
(CHANG et al., 2001), podendo assim estar relacionada ao controle da replicacéo viral. Por fim o
SNP AX-93224565 localizado no intron do gene AAEL003550 no cromossomo 2, com funcao de
aquaporina, sendo associado fluxo agua para a célula (DUCHESNE et al., 2003).

Com isso, observa-se que 0os SNPs associados aos loci desses fendtipos estdo localizados
em genes ou préximo a genes com func@es distintas de reguladores da expressdo e manutencdo de

funcdes essenciais da célula. Muitos dos SNPs sdo encontrados em regides de intron dos genes, 0
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que pode caracterizar regides ndo codificadoras de microRNAS, 0s quais sdo importantes na
regulacao génica pds-transcricional. Em Ae. aegypti alguns miRNAs relacionados a via de RNAI
foram descritos como moduladores da infecgéo por DENV-2 (SANCHEZ-VARGAS, et al., 2009),
indutores do fenotipo resistente (YEN et al., 2018).

Para 0s SNPs encontrados em regifes intergénicas, foram investigados 0s genes
flanqueadores dessas regides, haja vista que a expressdo desses genes pode ser eventualmente
afetada por mutagdes em regides regulatorias em cis. Além disso, certas regides intergénicas
podem codificar long intergenic noncoding RNAs (lincRNA), os quais séo importantes reguladores
das mais diversas fungdes bioldgicas, incluindo imunidade (CLARK; MATTICK, 2011). Etebari
et al. (2016) observaram um aumento na abundéncia de lincRNAs em Ae. aegypti infectados com
DENV-2, estando esse fendmeno associado a supressdo da replicacdo viral em células do
mosquito.

Para a segunda associacdo realizada com os fendtipos MEB e R o valor de P para
associacdo representada no Manhattan plot (Figura 28) foi baixo (10-®), e ndo foi observada
associacdo na representacdo grafica da probabilidade da associacao no grafico do qg-plot (Figura
29). Porém os SNPs com menor valor de P foram identificados, sendo eles AX-93217741 e AX-
93216743 (Tabela 16). O primeiro SNP é 0 mesmo estudado da associa¢do com o fendtipo anterior
localizado em uma regido intergenica. Ja 0 SNP AX-93216743 esta localizado em um intron no
gene AAEL019474 do cromossomo 2. Esse gene codifica uma proteina com afinidade por RNA
(RNA biding), que funciona como regulador de transcricdo dependente ou transcricao
independente da expressdo genica, além de estar relacionada a biologia de células do sistema
imune. Suas fungdes moleculares compreendem transcri¢do, processamento de RNA, exportagédo
de mRNA, montagem de ribossomos, iniciacdo da traducdo, elongacdo e silenciamento, e
degradacio de RNA (TURNER; DiAZ-MUNOZ, 2018).

Na terceira associacdo dos SNPs, entre Drigh € R, também foram geradas associa¢fes com
baixos valores de P (107%) representados no Manhattan plot (Figura 31). Essa ndo associacéo
também foi visualizada no qg-plot (Figura 32). Os SNPs identificados com menores valores de P
foram AX-93252419, AX-93225534 e AX-93243314 (Tabela 18). O SNP AX-93252419 esta
localizado no gene AAEL011083 no cromossomo 2, e ainda ndo possui fungéo predita. O segundo
SNP AX-93225534 esta localizado no cromossomo 2 nos genes AAEL026095 sem funcdo predita,
nem nos genes ortdlogos e no gene AAEL025258 com funcdo predita em gene ortlogo como
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Barricade em Drosophila melanogaster. Esse gene esta associado a renovagao de células nervosas,
sendo requerido na geracdo de neurdnios durante o desenvolvimento cerebral, assegurando o
precursor neural correto para a proliferagéo e diferenciacéo celular (ABRAMCZUK et al, 2017).
O terceiro SNP AX-93243314 esta localizado no gene AAEL008276 no cromossomo 3 sem fungéo
predita.

Na quarta associacao dos SNPs, entre os fen6tipos D e MEB também obtivemos SNPs com
baixos valores de P (10-®) associacdo (Figura 34). Os SNPs selecionados com menor valor de P
foram AX-93220265, AX-93231930 e AX-93263886 (Tabela 20). O primeiro SNP, AX-93220265
esta localizado no intron do gene AAEL001604 no cromossomo 1. Esse gene codifica a proteina
Guanine Nucleotide Exchange Factor, a qual tem como funcéo a ativacdo de enzimas GTPases
responsaveis por varios aspectos celulares (SCHMIDT; HALL, 2002). Proteinas da familia de
GTPase Rab5 e Rab18 foram descritas por estarem relacionadas a replica¢do dos virus da familia
Flaviviridae, sendo que Rab18 esta diretamente ligada a replicacdo de DENV (TANG, et al., 2014,
LIN, etal., 2017). O segundo SNP, AX-93231930, esta localizado no intron do gene AAEL019563
do cromossomo 1 que codifica a proteina Segmentation Protein Cap'n'collar, moduladores de
outras familias de proteinas responsaveis pela formacdo do eixo corporal posterior-anterior em
Drosophilla (MCGINNIS et al., 1998). Além disso, a proteina nuclear factor erytrhoide-derived
factor 2 (Nrf2) da familia das proteinas Cap 'n’collar estdo relacionados ao controle da infeccao
de DENV e ZIKV devido a regulacdo do balanco redox no intestino dos mosquitos (BOTTINO-
ROJAS, et al., 2018). Um outro SNP de interesse nessa associagdo € AX-93263886 localizado em
uma regido intergénica do cromossomo 1, entre 0 gene AAEL009759 que codifica uma proteina
TP53-regulated inhibitor of apoptosis. Essas proteinas sdo importantes moduladores das vias de
apoptose, prevenindo a formacgédo de complexos apoptéticos (FOOK-ALVES et al., 2016). Genes
pré-apoptose, caspase 16 e Aedronc foram descritos por Serrato, et al. (2017) sendo encontrados
em mosquitos Aedes aegypti com fendtipo R, ressaltando a importancia dos mecanismos de
apoptose relacionados a competéncia vetorial. O outro gene AAEL021138 que codifica proteinas
side também pertencentes a superfamilia de imunoglobulinas (SINK, et al., 2001).

Finalmente, na Ultima associacao dos SNPs, entre 0s fenotipos Drigh € Diow Valores menores
de P foram encontrados (p<10-°), o que culmina na associacdo mais aparente observada no grafico
de probabilidade qg-plot (Figura 38). Os trés SNPs selecionados com menores valores de P foram
AX-93225699, AX-93231764 e AX-93251292 (Tabela 22). O primeiro SNP esta localizado no
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gene AAEL017213 com funcgdo predita de DNA-directed RNA polymerase subunit beta, é uma
subunidade da enzima que polimeriza RNA de uma sequencia complementar de DNA
(HELMANN; CHAMBERLIN, 1988). O segundo SNP AX-93231764 esta localizado em uma
regido intergénica do cromossomo 3 e possui em sua proximidade os genes AAEL004999 sem
funcéo descrita, e AAEL005003 que codifica uma Serine/Threonine-Protein Kinase, pertencente
a uma familia de proteinas envolvida na regulacao de vastas respostas celulares, como proliferacao
celular, diferenciagdo e sobrevivéncia (SU; KARIN, 1996). O terceiro SNP de interesse nessa
associacdo, AX-93251292 codifica uma proteina do tipo Ecdysone Receptor, responsavel por
modular a arquitetura dos dendritos de sensores neurais em larvas de Drosophila (MCPARLAND
etal., 2015).

Ap0s observar mais detalhadamente os SNPs com maior potencial de associacdo com 0s
loci dos mosquitos com fendtipos infectados e resistentes, independente da maneira de infec¢éo, a
maioria deles sdo encontrados em genes ou regides proximas a genes com fungdes gerais de
manuten¢do e desenvolvimento celular, pois muitos genes ainda ndo foram especificamente
descritos. Contudo, alguns deles localizam-se proximos ou no interior de genes que participam de
importantes processos relacionados & replicacéo viral e/ou ao controle da suscetibilidade de Ae.
aegypti a arbovirus.

Um dos motivos para ndo termos encontrado associa¢fes de alta significancia estatistica
entre os SNPs e os fenotipos estudados pode estar relacionado ao numero de individuos
genotipados. Ainda ndo existe um padrdo ouro para 0 nimero de individuos para essa analise,
porém estudos envolvendo GWAS em outros organismos utilizam mais individuos variando de
150 até 1000 (JOHNSTON et al., 2014; KIJAS et al, 2013; TWTCCC, 2007). Porém, como 0s
estudos de associacdo sdo feitos em sua maioria com populagdes distintas, onde sdo encontradas
maiores diferencas genéticas entre elas, deve-se levar em conta que os parametros utilizados neste
trabalho tenham sido demasiadamente restritivos. Com isso, testes funcionais de validacdo com
metodologias como RNAIi ou CRISPR-Cas serdo importantes para verificar a verdadeira
associacdo desses SNPs com o controle da competéncia vetorial de Ae. aegypti ao virus dengue.

Além disso, é importante considerar que 0s mecanismos que controlam a susceptibilidade
e mosquitos ao virus ndo sao influenciados apenas por fatores genéticos. Fatores ambientais e
externos, particularidades de cada patdgeno, e até mesmo a prépria microbiota intestinal simbionte

do inseto, representam importantes atores neste processo (DENNISSON et al., 2014).
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6. Conclusio

Em nosso estudo podemos concluir que:

- Uma mesma populacdo de mosquito pode apresentar diferengas em competéncia vetorial para
diferentes sorotipos do virus dengue.

- Para a selecao de fenotipos é necessario um maior nimero de individuos iniciais e que o fenétipo
R parece ser mais dominante do que o fenotipo D.

- Os mecanismos que controlam a competéncia vetorial a diferentes virus sdo provavelmente
distintos e multifatoriais

- Para os estudos de GWAS é necessario a utilizagdo parametros diferentes para a analise de
individuos intrapopulacionais.

- Foram encontrados SNPs localizados em genes ou adjacente a genes com importantes funcgoes

relacionadas a replicagdo viral. Tornando-se alvos para posteriores estudos funcionais.
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