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RESUMO

Aedes aegypti € a principal vetora dos virus da febre amarela, chikungunya, dengue e zika em
regides tropicais e subtropicais, constituindo importante problema de saude publica. Essa
espécie tem demonstrado alta capacidade adaptativa diante das mais diversas condigdes, como
o desenvolvimento de resisténcia a piretrdides e outros inseticidas, em resposta a elevada
capacidade adaptativa a esses compostos quimicos. Essa resisténcia € decorrente de mutacdes
em diferentes sitios do gene do canal de sddio, entre elas a do tipo Kdr (Knockdown resistance)
no sitio 1016, onde o resultado ¢ a substituicdo de uma Valina por uma Isoleucina (Val1016lle).
Estima-se um aumento de 1,4 °C a 5,8 °C na temperatura média global e de 855 a 1300 ppm na
concentragdo de CO2 na atmosfera até 2100. Essas condigdes podem ter influéncia sobre a
variabilidade genética do A. aegypti, afetando sua capacidade adaptativa, havendo, também,
uma grande preocupacdo quanto a influéncia que essas condi¢cdes podem exercer sobre essa
mutacdo(Vall016lle). Nesse trabalho foi analisada a variabilidade genética de quatro
populacdes dessa espécie em quatro bairros de Manaus (Novo Aleixo, Morro da Liberdade,
Jorge Teixeirae Lirio do Vale) e de outras duas popula¢des em condi¢des simuladas de aumento
de temperatura e concentragdo de CO> (Sala 03: +2,5 °C; +400 ppm e Sala 04: +4,5 °C; +800
ppm), utilizando cinco marcadores RAPD e a mutagdo Val1016lle do gene Kdr. Os resultados
mostram que das quatro populacdes naturais, para RAPD, a de Jorge Teixeira foi a que
apresentou maior variabilidade genética (P = 82,00; Ho = 0,3245; He = 0,3297) e a de Lirio do
Vale, a menor variabilidade (P = 74,00; Ho = 0,2667; He = 0,2712). Das populacdes do
Microcosmos (ambiente em condicGes controladas), a da Sala 03 mostrou maior variabilidade
(P = 86,00; Ho = 0,3293; He = 0,3336). No entanto, considerando todas as populacdes
analisadas, esta Ultima, mesmo nas condicoes +2,5 °C e +400 ppm de CO., continuou com
maior variabilidade. Este resultado deve-se provavelmente, por essa populacéo ter sido oriunda
da mistura de trés populacGes diferentes, e por ndo ter sua capacidade adaptativa afetada nessas
condicBes de temperatura e pressdo de CO2. Os dados para estrutura genética das populactes
mostraram diferenciacdo genética (Fst = 0,1331 + 0,1072), possivelmente, decorrente do
isolamento das populacGes das salas 03 e 04. A maior similaridade genética observada entre as
populagdes naturais foi entre os bairros Morro da Liberdade e Jorge Teixeira (D = 0,0289) e a
menor entre Morro da Liberdade e Lirio do Vale (D = 0,0831). Para o gene Kdr, a frequéncia
do alelo mutante 10161le foi menor que a do alelo selvagem Val1016 em todas as populagdes
naturais, variando de 0,2069 a 0,4118, sendo completamente ausente nas populacdes do
Microcosmos, mostrando que esse alelo pode estar sendo afetado por selecdo negativa das
condic¢des do Microcosmos. Esses resultados mostram que os niveis de variabilidade genética
dessas populacgdes naturais analisadas foram elevados, estando de acordo com outros trabalhos,
registrados anteriormente, em outras populacfes de Manaus. Os resultados podem estar
relacionados a fatores como, selecdo natural, deriva genética, endogamia e controle quimico.
Nas populagdes do Microcosmos, a menor variabilidade da Sala 04 deve estar relacionada as
condicBes extremas de temperatura e pressdao de CO», que excedem os limites toleraveis a
capacidade adaptativa do A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Variabilidade genética, RAPD, Kdr.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the main vector of dengue, zika, chikungunya and yellow fever viruses in
tropical and subtropical regions and is an important public health problem. This species has
demonstrated high adaptive capacity in the most diverse conditions, such as the development
of resistance to pyrethroids and other insecticides, in response to the high adaptive capacity of
these chemical compounds. This resistance is due to mutations at different sites of the sodium
channel gene, including Kdr (Knockdown resistance) at site 1016, where the substitution of a
Valine by an Isoleucine (Val1016lle) occurs. It is estimated an increase of 1,4 °C a 5,8 °C in
the average global temperature and of 855 to 1300 ppm in the concentration of CO: in the
atmosphere by 2100. These conditions may have influence on the genetic variability of A.
aegypti, affecting its adaptive capacity, Also, a great concern as to the influence that these
conditions can exert on this mutation. In this work, the genetic variability of four populations
of this species in Manaus (Novo Aleixo, Morro da Liberdade, Jorge Teixeira and Lirio do Vale)
and two others in simulated conditions of temperature increase and CO> concentration: Room
03 (+2.5 °C; +400 ppm) and Room 04 (+4.5 °C; +800 ppm) using five RAPD markers and the
Val10161le mutation of the Kdr gene. The results show that of the four natural populations, for
RAPD, that of Jorge Teixeira presented the highest genetic variability (P = 82.00; Ho = 0.3245;
He = 0.3297) and the Lirio do Vale, the lowest variability (P = 74.00; Ho = 0.2667; He =0.2712).
Of the populations of the Microcosmos, that of Room 03 showed greater variability (P = 86.00;
Ho = 0.3293; He = 0.3336). However, considering all the analyzed populations, the latter, even
under the conditions +2.5 °C and +400 ppm of CO>, continued with greater variability. This
result is probably because this population originated from the mixture of three different
populations and because its adaptive capacity was not affected in these conditions of CO>
temperature and pressure. The genetic structure data of the populations showed genetic
differentiation (Fst = 0.1331 + 0.1072), possibly due to the isolation of the populations of rooms
03 and 04. The greatest genetic similarity observed among the natural populations was between
the Morro da Liberdade and Jorge Teixeira (D = 0.0289) and the lowest between Morro da
Liberdade and Lirio do Vale (D = 0.0831). For the Kdr gene, the frequency of the 1016lle
mutant allele was lower than that of the wild-type Val1016 allele in all natural populations,
ranging from 0.2069 to 0.4118, being completely absent in the Microcosm populations. These
results show that the levels of genetic variability of these natural populations analyzed were
high, according to other studies previously recorded in other populations of Manaus. The results
may be related to factors such as natural selection, genetic drift, inbreeding and chemical
control. In the populations of the Microcosmos, the lower variability of Room 04 should be
related to extreme conditions of CO; temperature and pressure, which exceed the limits
tolerable by the adaptive capacity of A. aegypti. In relation to the Kdr gene, the mutant allele
(10161le) presented low frequency in the analyzed natural populations and was absent in the
Microcosmos, showing that this allele may be affected by negative sealing of the conditions in
the Microcosmaos.

Keywords: Aedes aegypti, Variabilidade genética, RAPD, Kdr.
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1 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor de arboviroses como febre chikungunya,
febre amarela, febre zika e dengue em areas tropicais e subtropicais, onde sua presenca e
densidade populacional estdo relacionadas ao modo de vida do ser humano e as condicdes
climéticas, constituindo importante problema de saude publica (SIMOY et al., 2015;
BENELLI, 2015).

A dispersdo deste mosquito esta diretamente ligada a questdes sociais e ambientais,
como por exemplo elevada densidade populacional humana, expansdo urbana, baixo indice
educacional e auséncia de saneamento basico. Além das questdes sociais € ambientais, sabe-se
que as questbes climaticas desempenham um papel chave na ecologia, desenvolvimento,
comportamento e sobrevivéncia dos mosquitos vetores e dos agentes etioldgicos transmitidos
por eles e, consequentemente, também exercem uma grande influéncia no risco de transmissao
de arboviroses (THAI e ANDERS, 2011).

A. aegypti tem demonstrado alta capacidade adaptativa diante das mais diversas
situacOes. Essa capacidade se deve as altas taxas de variabilidade genética encontradas nas
populacdes, uma vez que a sele¢do natural atua entre as variantes que ocorrem dentro dessas

populagdes, em funcéo da adaptacdo ao ambiente (HARTL, 1981).

A variabilidade genética em mosquitos é responsavel por diferencas encontradas em
populacbes de uma mesma espécie, de acordo com a regido onde esta localizada. Tal
variabilidade pode ser atribuida a adaptacao a diversos fatores, tais como: temperatura, umidade
relativa do ar, indice pluviométrico, vegetacdo; ou até mesmo por acbes antropicas como
urbanizacdo, polui¢cdo ambiental, desmatamento e o uso de produtos quimicos. As condicdes
ambientais, tais como, as variagdes climaticas desempenham um importante papel para a
adaptacéo de populagdes de diversos organismos, tornando-os diferentes quando comparamos
diferentes populagdes (HODKINSON, 2005).

As mudancas climéticas tém profunda ligagdo com os aspectos biolégicos e com a
adaptabilidade desta espécie (HOFFMANN e SGRO, 2011), além de ser um dos principais
fatores ambientais capazes de influenciar a epidemiologia das doengas transmitidas por
vetores(TABACHNICK 2010). Dessa maneira, diversos trabalhos descrevem a relagéo entre
variaveis climaticas e a incidéncia de arboviroses (VIANA e IGNOTTI, 2013; BOUZID et al,
2014; CAMPBELL-LENDRUM et al., 2015).



Os estudos demonstram que 0s principais fatores que estdo intimamente associados com
a incidéncia de arboviroses sdo a temperatura, pluviosidade e umidade do ar, pois estes
interferem na reproducdo, desenvolvimento, sobrevivéncia e distribuicdo do vetor da doenca
(CAMARA et al., 2009; GOMESet al., 2012; PAIVAet al., 2015).

Projec¢des estimam um aumento de 1,4 °C a 5,8 °C na temperatura media da superficie
global até o ano de 2100 (em relacdo & média 1961-1990), considerando que 0 uso intensivo de
combustiveis fosseis siga 0 mesmo padrao de anos anteriores (PATZ et al., 2005; IPCC, 2007;
IPCC, 2010). O aumento do CO: atmosférico pode causar um impacto nas comunidades
ecoldgicas e em suas interagdes (planta-animal), provocando uma reducdo na concentracao de
nitrogénio e carbono (SMITH et al., 2013), podendo reduzir o crescimento e a sobrevivéncia
do estagio larval, por reduzir a qualidade e a quantidade de alimento nos criadouros (WALTON
e REISEN, 2013).

O aumento na temperatura previsto para a Amazo6nia podera ser de até 3°C, sendo
esperada uma reducéo de 5% a 20% nos indices de precipitacio em varios locais da regido. E
previsto para o periodo 2020-2029, que 3,1% da floresta tropical seja substituida por formacoes
do tipo savana, e para o final do século (2090-2099), a area a ser substituida aumentara para
18% (NOBRE et al., 2001; FEARNSIDE, 2008).

O A. aegypti tem alta competéncia vetorial e elevado grau de sinantropia, o que facilita
a ocorréncia de epidemias, uma vez que as condi¢des favoraveis a sua proliferacdo sao criadas
pelo préprio homem. As formas de controle deste vetor sofrem diversas limitagcdes e carecem
de maiores informac6es para o fortalecimento de suas a¢fes. Este mosquito tem demonstrado
alta capacidade adaptativa diante das mais diversas situacdes. Um dos exemplos dessa
capacidade é a resisténcia Knockdown resistance (Kdr).

O meio ambiente influencia fortemente o processo adaptativo do A. aegypti, impondo-
Ihe pressdo seletiva. Um dos fatores que poderd afetar sua distribuicdo e, em consequéncia, a

epidemiologia das doencas que ele transmite € a alteracdo do clima em cenarios futuros.

Neste contexto, o presente trabalho apresenta um estudo sobre a variabilidade genética
em seis populacgdes de A. aegypti, onde foram utilizados marcadores moleculares conhecidos
como Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e a mutagdo Knockdown resistance (Kdr),
que leva a substituicdo de uma Valina por uma Isoleucina no gene codificador dos canais de
sodio dependente de voltagem (AaNay). Esses marcadores foram avaliados em populacdes do

ambiente natural e de ambientes que simulam cenérios de aumento de temperatura e



concentracdo de CO>, para a anélise do efeito dessas condi¢des sobre a variabilidade genética

das populagdes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes gerais

O A. aegypti é o principal vetor do dengue (sorotipos D1, D2, D3 e D4),
chikungunya, febre amarela e zika, constituindo importante problema de satde publica. E uma
espécie urbanizada, amplamente distribuida em areas tropicais e subtropicais, cuja presenca e
densidade populacional estdo relacionadas ao modo de vida do ser humano e as condicdes
climaticas (SIMOYet al., 2015).

Este inseto, da ordem Diptera, pertence a familia Culicidae, cujo mosquito é
conhecido como, pernilongo, muri¢oca ou carapana. Os adultos sdo alados, possuem pernas e
antenas longas e em geral praticam a hematofagia. Seu desenvolvimento é holometabolo,
dividido em quatro estagios bem definidos: ovo, larva (subdividido em quatro estadios), pupa
e adulto. Esta incluido também na subfamilia Culicinae, tribo Aedini, género Aedes, subgénero
Stegomyia, espécie Aedes (Stegomyia) aegypti (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

Na forma adulta é facilmente reconhecido por sua coloracdo marron-escura e
escamas prateadas que formam um padrdo semelhante a uma lira em seu dorso, além das
escamas brancas que revestem seus fémures, tibias e articulos tarsais, formando anéis brancos
nas extremidades basais (Figura 1) (SILVA et al., 1997).

Figura 1 — Fémea de A. aegypti em hematofagia. Detalhe: padréo de lira no dorso. Fonte: Fiocruz.



De origem africana, foi descrito pela primeira vez no Egito. Apds ter desenvolvido,
em seu ambiente primario, elevado grau de sinantropia e antropofilia, essa espécie acompanhou

a permanente migracdo do homem pelo mundo, tornando-se cosmopolita (SILVA et al., 1997).

Sua faixa de ocorréncia e distribuicdo esta entre as latitudes 45° Norte e 35° Sul,
correspondente a isoterma de inverno de 10° C, coincidindo com as regides mundiais com risco
de dengue (KRAEMER et al., 2015), embora j& se tenha registrado sua presenca fora dessa
faixa, possivelmente, em razdo de alteraces climaticas (Figura 2). E encontrado em altitudes
normalmente abaixo de 1.000 metros, embora sua presenca ja tenha sido registrada em altitudes
acima de 2.000 metros (SUAREZ e NELSON, 1981).

Relatos recentes de Dengue, locais ou

. . *‘l . importados.

Nivel de pais A
AUSENTE IMPROVAVEL ~ INCERTO  PROVAVEL PRESENTE @& p ® Nivel local

Figura 2— Mapa da dengue em 2016. As regibes com pontos vermelhos indicam &reas de risco para a doenga em
2016, definidas pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC), conforme relatos obtidos por organizagdes
de salde internacionais. Fonte: CDC — Health Map Colaboration — 2016. Disponivel em: http://www.healthmap.

org/Dengue/pt/

Gracas ao intenso comércio mundial, esse vetor foi disseminado pelo mundo, tendo
muito provavelmente, sido introduzido nas Américas a bordo de barcos vindos da Europa, que
cruzavam o Atlantico durante as primeiras exploracGes e colonizacdes européias ao Novo
Mundo (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Os primeiros registros de sua
identificagdo em terras do Brasil foram em 1898, por Lutz, e em 1899, por Ribas (BRAGA e



VALLE, 2007b). O primeiro registro dessa espécie na cidade de Manaus data de 1996
(PINHEIRO e TADEI, 2002).

2.2 Biologia do A. aegypti

O ciclo de vida do A. aegypti, desde o0 ovo até a forma adulta leva entre oito e dez dias
aproximadamente, variando de acordo com a temperatura e a disponibilidade de nutrientes
(Figura 3)(CHRISTOPHERS, 1960).
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Figura 3— Ciclo de vida do A. aegypti, mostrando as formas de cada estadgio de desenvolvimeto. Fonte:
http://www.casadaciencia.com.br/.

Os ovos tém aproximadamente um milimetro de comprimento e sdo depositados em
locais umidos, normalmente acima da linha d’agua ou, raramente, na superficie (MADEIRA et
al., 2002), de preferéncia em recipientes artificiais de fundo ou paredes escuras, onde possa
haver acumulo de &gua. H& indicios da existéncia de atividade olfativa na escolha dos
criadouros, nos quais a agua pode variar de limpa até intensamente poluida, de acordo com o
grau de atividade bacteriana (REITER etal., 1991; CHADEE et al., 1993). Valenga et al. (2013)
relataram criadouros altamente produtivos, tais como pias de cimento, tanques de agua, barris,

pneus e outros.

Apos o desenvolvimento embrionario (30 a 40 horas depois da oviposi¢do), se as
condi¢Bes ndo forem favoraveis e a agua dos criadouros secar, 0s ovos podem entrar em

diapausa, estado caracterizado pela suspensdo temporaria da eclosdo, resistindo a longos



periodos de seca. A resisténcia pode ser muito prolongada, podendo chegar a mais de um ano,
mantendo-se viaveis até que o contato com a &gua faca eclodir. A incidéncia da diapausa tem
sido relacionada a fatores extrinsecos que atuam ainda durante a fase larvaria da fémea, tais
como, fotoperiodicidade, temperatura e nutricdo (CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

A fase larval, que dura em média seis a oito dias, é a fase de crescimento, na qual as
larvas alimentam-se basicamente de microrganismos presentes em seu habitat. Divide-se em
quatro estadios. As mudancas de estadio acontecem com a troca da pele, ou exdvia, a medida
que seu tamanho aumenta. Embora sendo aquaticas, as larvas utilizam o ar atmosférico como
fonte de oxigénio, respirando através de uma estrutura chamada sifdo, o qual esta ligado ao
oitavo segmento abdominal. As larvas de A. aegypti possuem um comportamento de fuga da
luz, denominado fotofobia, que pode ser utilizado como forma de reconhecimento da espécie
(FORATTINI, 1996).

Ap0s o quarto estadio, as larvas transformam-se em pupas. As pupas tém aspecto de
virgula e quando perturbadas, sdo bastantes mdveis, mas em contato com a superficie da dgua
permanecem paradas, a maior parte do tempo. Nesse estagio ndo ha alimentacéo e a respiracao
ocorre por estruturas chamadas trompas. Ao final de aproximadamente 48 a 72 horas emerge a
forma alada, cuja funcdo primordial é a dispersdo e perpetuacdo da espécie pelo acasalamento,
que na fémea acontece geralmente apenas uma vez durante seu curto periodo de vida, que dura
em média 45 dias (CONSOLI E LOURENGO-DE-OLIVEIRA, 1994).

A. aegypti é considerada uma espécie estenogamica, ou seja, € capaz de se acasalar em
pequenos espacos durante o véo ou pousado sobre uma superficie. O acasalamento pode ocorrer
antes ou depois do repasto sanguineo, mas geralmente é anterior a este. Ap6s a copula, as
fémeas saem em busca de sangue para maturacdo de seus ovos. Seu habito hematdgafo se
restringe a horarios diurnos, sendo seus picos de maior atividade, 0 amanhecer e o crepusculo
vespertino. Essa especie € dotada de certo ecletismo em relacdo a fonte sanguinea para
alimentacdo, mas aespécie humana é a preferida. De acordo com McBride et al. (2014) essa
preferéncia estd relacionada a modificacbes adaptativas nos receptores odoriferos, que
ajudaram a diferenciar o ser humano de outros mamiferos, através do reconhecimento de um

componente do suor humano, a sulcatona (CsH140).



2.3 Controle vetorial de A. aegypti

Apesar de vacinas contra febre amarela e dengue ja terem sido desenvolvidas, outras
para as demais doencas ainda se encontram em fase de testes. No Brasil, o Instituto Butantan
em parceria com o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos estdo na terceira fase de
testes clinicos para a producdo de uma vacina tetravalente contra a dengue (PRECIOSO et al.,
2015). Como ainda ndo ha imunizacao contra as demais, 0 combate se baseia essencialmente

no controle do vetor.

As medidas de controle do A. aegypti incluem: a) controle fisico — 0 acesso do A.
aegypti é bloqueado pelo armazenamento adequado ou descarte dos materiais que possam
acumular agua e cobertura dos recipientes de armazenamento de agua; b) controle biol6gico —
espécies de peixes do género Poecilia ou algumas espécies de crustaceos tais como, copépodes
ciclopdides podem ser adicionados a tanques, cisternas e tambores de armazenamento de agua;

c) controle quimico — uso de inseticidas/larvicidas em casos de epidemias (WHO, 2006).

Outras medidas alternativas de controle incluem a introducdo de individuos
geneticamente modificados em populagcbes naturais, visando a reducdo da fertilidade ou da
suscetibilidade aos patégenos, além do uso de outros organismo para controle das larvas de A.
aegypti (DONALISIO e GLASSER, 2002).

O uso do inseticida bacteriano, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e B. sphaericus
teve um aumento em resposta a demanda por compostos seguros e especificos para pragas.
Embora estes compostos sejam considerados bioinseticidas, a OMS os iclui com inseticidas

quimicos como larvicidas para controle de mosquitos (WHO,2006).

Pesquisas em biotecnologia tém proporcionado resultados promissores no combate ao
A. aegypti. Hoffmann et al. (2011) substituiram com sucesso popula¢des de dois bairros de uma
cidade da Austrélia, por outras de mosquitos infectados com a bactéria Wolbachia pipientis,

que inibe a transmissdo do sorotipo DENV-2.

Harris et al. (2012) relataram reducéo de aproximadamente 80% dos casos de dengue
nas ilhas Caimd, ao modificarem geneticamente machos de A. aegypti, para que sua prole
morresse ainda na fase larval. Experiéncia similar em Juazeiro do Norte, na Bahia, registrou

reducdo de 96% do nimero de pessoas infectadas.

DeGennaro et al. (2013) ao modificarem um gene especifico, ligado a percepcéo de
que esses insetos tém pelos odores, diminuiram sua preferéncia pelo sangue humano. Abad-

Franch et al. (2015) utilizaram o préprio mosquito para disseminar Pyriproxyfen (PPF) em



criadouros inacessiveis ao ser humano, e alcangaram uma taxa de mortalidade larval superior a

90% em um bairro da cidade de Manaus.

Os métodos de controle genético ainda ndo puderam ser incorporados de maneira
efetiva a nenhum programa de controle integrado, em grande parte porque dependem de estudos
sobre variabilidade genética, uma vez que sua aplicacdo sofre forte influéncia de fatores como
tamanho e estrutura, bem como, do fluxo génico entre populac¢des naturais (ENDERSBY et al.,
2011).

Apesar dos métodos fisicos simples de evitamento do mosquito e do avanco no
desenvolvimento de medidas alternativas, os inseticidas ou larvicidas quimicos ainda sdo
bastante empregados em programas de controle, devido a sua eficicia e baixo custo,
principalmente, em periodos de epidemias (ROSE, 2001).

O desenvolvimento de inseticidas de atividade prolongada ou efeito residual,
representou um importante avanco no controle de insetos no século XX, sendo o dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), o primeiro deles. Quando aplicado em paredes e tetos de casas, 0 DDT
permanece ativo por varios meses (ROZENDAAL, 1997). H& outros compostos organicos
como organofosforados, carbamatos e piretroides disponiveis no mercado, 0s quais tém sido
usados nos programas de controle de vetores (MELLON e GEORGHIOU, 1985; RATHBURN
JUNIOR, 1985; PALCHICK, 1996).

Para o controle de larvas, o Ministério da Salde recomenda os biolarvicidas,
reguladores de crescimento (inibidores de sintese de quitina e andlogos do horménio juvenil),
espinosinas, organofosforados e piretréides. Para agua potavel recomenda-se o diflubenzuron,
novaluron, BTi, espinosader e o piriproxyfen em substituicdo ao temefds (organofosforado). O
controle de alados é feito por meio da borrifacdo de deltametrina, lambdacioalotrina e
malathion, porém somente durante epidemias ou surtos de dengue. Nas aplicagdes residuais €
usado o bendiocarb (BRASIL, 2014).

O principal problema que surge com o uso indiscriminado dos inseticidas é a
resisténcia das populagdes de mosquitos a esses compostos (POLANCZYK et al., 2003; LUNA
et al., 2004). Existe a necessidade de compreensdo dos mecanismos de adaptacéo e resisténcia
aos inseticidas (BRAGA e VALLE, 2007b).
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2.4 Resisténcia a inseticidas

A resisténcia é definida como a habilidade de um grupo de individuos de uma espécie
tolerar determinada dose de toxico que, em condi¢fes normais, levaria a morte grande parte dos
individuos dessa espécie (POLETTI e OMOTO, 2003). Braga e Valle (2007a) explicaram que
essa resisténcia — dita fisioldgica — ocorre devido a existéncia de individuos com alelos que lhes
conferem resisténcia a determinados produtos quimicos na populacdo. O uso intensivo desses
compostos pode atuar como forte presséo seletiva, tendo como consequéncia a sobrevivéncia

de individuos que possuem esses alelos.

A reducéo da penetracdo de inseticidas pode ocorrer em fungdo de modificacGes na
composic¢do protéica do integumento (APPERSON e GEORGHIOU, 1975). Esse mecanismo
confere baixo nivel de resisténcia, sendo considerado de importancia secundaria. No entanto,
segundo Braga e Vale (2007a), quando associado a outras formas, pode resultar em um

incremento da resisténcia.

Embora ainda ndo esteja totalmente esclarecido o mecanismo pelo qual ocorre, a
alteracdo comportamental pode ser resultado do processo de selecdo natural (PICCOLLI, 2010).
Nesse tipo de mecanismo, 0s insetos tornam-se capazes de reconhecer superficies tratadas com
inseticidas, evitando-as. Pode haver reducdo da invasdo domiciliar, ou ainda, modificagdo do
horario de repasto sanguineo (MATHENGE et al., 2001; PAIVA, 2006).

Enzimas preexistentes em pequenas quantidades em insetos susceptiveis, podem ser
alteradas, tornando-se mais eficazes, ou aumentando em quantidade devido a alteracdo dos
processos de regulacdo que controlam sua producdo. Esses mecanismos sao responsaveis pela
resisténcia metabdlica e aumentam a atividade detoxificante dessas enzimas, capazes de
degradar inseticidas a compostos inertes (MATHENGE et al., 2001; PAIVA, 2006).

As enzimas relacionadas com o processo de resisténcia metabdlica sdo as esterases,
oxidases, transferases e outras. A atuacdo dessas enzimas no aumento da resisténcia é
diretamente proporcional ao nivel de expresséo das mesmas. De acordo com o tipo de inseticida,
um tipo de enzima vai estar relacionada ao processo. Pode-se dividir as enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobidticos em dois grupos: de fase 1 e de fase 2. As de fase 1, como as
monooxigenases e esterases atuam diretamente sobre o substrato exdgeno, inserindo um grupo
polar reativo, preparando-as para as enzimas de fase 2, tais como, as glutationa S-transferases
(POLETTI e OMOTO, 2003).
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As diferentes classes de compostos quimicos inseticidas atuam em diferentes regiGes
do sistema nervoso central dos insetos. Organoclorados (OC) e piretridides (PY) agem no
axonio, enquanto que organofosforados (OP), carbamatos (CA) e spinosinas (SP) agem na

fenda sinaptica (Figura 4).

PY e OC OP,CA e SP

Neurotransmissores

>
o D
S g —
o
L | 1 ] L
Neurénio Fenda Neurdnio
pré-sinaptico sinaptica pos-sinaptico

Figura 4 — Esquema de uma sinapse nervosa, indicando as classes de inseticidas que atuam na transmisséo axdnica
(PY e OC) e sinaptica (OP, CA e SP). A seta dentro dos neurénios indica o sentido da transmissdo do impulso
nervoso. Na, = Canal de s6diovoltagem dependente. Fonte: Aguirre-Obando, (2016) adaptado da Encyclopedia of
Insects (2009).

O metabolismo oxidativo € implicado como principal mecanismo de resisténcia em
varias classes de inseticidas, além de ser 0 mecanismo mais comum. As monooxigenases
dependentes de citocromo P450 estdo associadas ao metabolismo oxidativo. As esterases atuam

especificamente na detoxificacdo de compostos organofosforados (CONYERS et al., 1998).

Todos os inseticidas quimicos atuam sobre o sistema nervoso central (SNC), em
diferentes sitios-alvo. Mudancas nas estruturas destes sitios, provocadas por alteragdes nos
genes que os codificam, diminuem a afinidade por inseticidas, dificultando ou mesmo
impedindo a ligacdo do composto. Tais mudancgas caracterizam outro tipo de resisténcia,
presente na enzima acetilcolinesterase (AChE), nos receptores neuronais do acido y-
aminobutirico (GABA) e nos canais de sodio voltagem dependente (Na,) (HEMINGWAY et
al., 2004).
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A acetilcolina abre os canais de sddio nas células pos-sinapticas, promovendo a
propagacgdo do impulso nervoso. Em condigdes normais, o estimulo cessa com a recaptagdo ou
com a degradacdo enzimatica deste neurotransmissor pela acetilcolinesterase (AChE). A acéo
de carbamatos e organofosforados inibe esta enzima e o impulso ndo cessa, levando o inseto a
morte. A resisténcia nestes casos, decorre da reducdo da afinidade da AChE pelo inseticida,
permitindo o ciclo normal ou quase do estimulo nervoso (FERRARI, 1996; FFRENCH-
CONSTANT et al., 1998; HEMINGWAY e RANSON, 2000).

O acido y-aminobutirico (GABA) aumenta a permeabilidade das membranas aos ions
cloro para dentro da célula nervosa, retornando o sistema nervoso ao estado de repouso, apos
excitacdo. Os ciclodienos e os policloroterpenos (organoclorados) tém como sitios-alvos 0s
receptores do GABA, presentes em junc@es sinapticas neuromusculares e do SNC de insetos.
O inseticida impede a passagem de ions cloro para o meio intracelular, provocando contracao
muscular, paralisia e morte. A resisténcia decorre da insensibilidade dos receptores de GABA
ao inseticida e, se verificou que esta relacionada a mutacdo de um Unico par de bases do
receptor, onde ocorre a substituicdo de alanina por serina (HEMINGWAY e RANSON, 2000).

O uso de inseticidas em larga escala e sem controle rigoroso da aplicacdo favoreceu o
aparecimento de distintos mecanismos de resisténcia (DIAS e MORAES, 2014). Entre os
mecanismos bioldgicos associados a resisténcia aos inseticidas quimicos, dois sdo 0s mais
frequentes: 0 aumento na taxa de metabolismo do inseticida pelo inseto e as alteracBes nos
sitios-alvo de acdo dos compostos quimicos, diminuindo sua afinidade por eles. Esse ultimo é
conferido ao inseto por uma ou varias mutacdes, sendo que uma das mais importantes,
conhecida como Knockdown resistance (Kdr), confere resisténcia aos inseticidas piretréides e
ao DDT. A ligacdo destes inseticidas com os canais Nay prolonga a abertura das portas de
ativacdo e atrasa o fechamento das portas de inativacdo, levando a continua propagacdo do

impulso nervoso e consequente morte do inseto.

O funcionamento normal dos canais Nay é fundamental para a propagacéo de impulsos
nervosos. Esses canais sdo proteinas transmembranares formadas por quatro dominios iguais
entre si, com seis segmentos cada (Figura 5) (LOUGHNEY et al., 1989; MARTINS et al.,
2009). Uma despolarizacéo torna a membrana mais positiva e abre as portas de ativacdo dos
canais para entrada de sodio. Proximo ao grau maximo de despolarizacdo, as portas de

inativacéo se fecham, cessando o estimulo.

Esses canais sdo 0s principais sitios-alvos de piretroides e alguns organoclorados como
0 DDT e o hexaclorociclohexano (BHC). A ligacdo destes inseticidas com os canais Nay
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prolonga a abertura das portas de ativagcdo e atrasa o fechamento das portas de inativacgéo,
levando & continua propagacdo do impulso nervoso e consequente morte do inseto. Uma
reducdo na sensibilidade dos canais Nay a inseticidas causa o fenotipo da resisténcia
(BLOOMQUIST, 1993; HEMINGWAY e RANSON, 2000; WARE e WHITACRE, 2004).

Esse importante mecanismo de resisténcia, conhecido como Knockdown resistance ou
Kdr, ocorre devido a uma reducdo de 10 a 20 vezes na sensibilidade dos canais Nay a piretroides
(DAVIES et al., 2008) e ja foi relatado em varias espécies de insetos (VAIS et al., 2000). O
termo Kdr é empregado quando o inseto perde a coordenacao, ap0s exposicdo ao inseticida, e
recupera-se logo em seguida (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007; GARCIA et al., 2009).

DOMINIO I DOMINIOII DOMINIOIII DOMINIO IV

O
343
Vi ,; v

Figura 5 — Topologia transmembranosa do canal de sodio. A subunidade o, formadora do poro, consiste numa

+++

Y

C

cadeia polipeptidica simples formada por quatro dominios internos homélogos (I-1V), cada um possuindo trés
hélices membranosas (S1 — S6). Os dominios se arranjam para formar um poro central, aquoso, revestidos pelas
hélices S5 e S6 e seus linkers (P-loops). As hélices S1 — S4 sdo responsaveis pela parte sensivel a voltagem do
canal e se arranjam de modo a formar quatro dominios independentes (VSD). (Apenas dois mostrados na figura)
(DAVIES et al., 2007).

O Kdr em A. aegypti ocorre devido a mutagdes nos coédons do gene que codifica 0s
canais de sodio dependente de voltagem (AaNay), impedindo que o inseticida mantenha aberto
esses canais nas membranas das células nervosas do inseto, levando a uma redugdo na
sensibilidade do Nay a inseticidas, causando o fendtipo da resisténcia (DONG et al., 2014;
ISHAK et al., 2015). Saavedra-Rodrigues et al. (2008) demonstraram, em um estudo para
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deteccdo de loci controladores de caracteristicas quantitativas (QTL), que o gene do canal de
sodio em A. aegypti esta localizado no cromossomo |1I.

Os estudos sobre as alteracdes genéticas associadas ao Kdr revelaram diversas
mutacdes associadas a piretroides (mais de 20) em diferentes posi¢cdes do gene e em varias
espécies de insetos como, Musca domestica (WILLIAMSON et al., 1996), Anopheles gambiae
(MARTINEZ-TORRES et al., 1998) e Blattella germanica (TANet al., 2002). A maioria dessas
mutacgdes ocorre no dominio Il dos canais de Nay, (SODERLUND e KNIPPLE, 2003). A mais
comum associada a resisténcia a piretroides € a substituicdo de uma leucina por uma
fenilalanina no segmento 6 (S6) (WILLIAMSON et al., 1996; MARTINEZ-TORRES et al.,
1998).

No entanto, ao analisar genes de populacdes de A. aegypti de varias regides do mundo,
Brengues et al. (2003) verificaram auséncia da substituicdo da leucina por fenilalanina e
detectaram outras mutacbes no S6 do dominio Il em mosquitos resistentes. Tambeém
encontraram lle1011Met associada a Gly923Val em populacdes de Belém/PA e a Leu982Trp
em populagdes do Vietnd, ambas as substituicdes correlacionadas com baixa susceptibilidade a

piretroides.

Saavedra-Rodriguez et al. (2007) e Rajatileka et al. (2008) encontraram, além da
alteracdo Ile1011Met, a alteracdo Ile1011Val em populacGes da América Latina e da Tailandia.
Estas mutacdes, no entanto, quando submetidas a pressdo seletiva com piretréides nédo
mostraram relacdo com resisténcia. Martins et al. (2009) identificaram a mesma alteracao

Ile1011Met em populacdes do Nordeste e Sudeste do Brasil.

Outras alteracdes foram identificadas no sitio 1016, Val1016lle e Val1016Gly em
populacBes da América Latina e da Asia, respectivamente. A frequéncia do alelo 1016lle
elevou-se drasticamente em poucas geracgOes, quando populacdes de A. aegypti de Cuba e
México foram submetidas a pressédo seletiva em laboratério (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et
al., 2007).

Outras mutagdes como Asp1794Tyr em conjunto com Val1016Gly foram identificadas
fora do dominio Il (CHANG et al., 2009). Val1016Gly ja havia sido descrita em populactes de
A. aegypti da Asia (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007).

As mutagbes que conferem resisténcia a inseticidas quimicos fornecem elementos

pontuais para a analise da variabilidade genética, além de servirem de base para tomada de
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decisdes em politicas publicas de controle do A. aegytpi em determinados locais, onde ha
aumento da resisténcia a determinado composto (LINSS et al., 2014).

A razdo pela qual as medidas de controles fisico, biolégico e quimico ndo tém
conseguido reduzir com sucesso a populacdo de A. aegypti, em grande parte se deve a alta
capacidade adaptativa desta espécie as modificacbes ambientais. Essa capacidade é reflexo das
altas taxas de variabilidade genética das populagcdes. Os métodos de controle genético ainda
ndo puderam ser incorporados de maneira efetiva a nenhum programa de controle integrado,
em grande parte porque dependem de estudos sobre variabilidade genética, uma vez que sua
aplicagéo sofre forte influencia de fatores como tamanho e estrutura, bem como do fluxo génico
entre populagdes naturais (ENDERSBY et al., 2011).

2.5 Variabilidade genética em populacdes de A. aegypti

Em geral, os alelos de um gene em uma populagdo ndo estdo em frequéncias iguais e
diferem entre as populac¢des ao longo da distribuicao da espécie. Alguns alelos sdo mais comuns
que outros e suas frequéncias podem ser alteradas pela acdo de forcas externas, tais como,
selecdo por variacdo ambiental, cruzamentos aleatorios em populacfes de tamanho pequeno
(deriva genética) e fluxo génico por migracdo. O conhecimento do padréo de distribuicdo da
diversidade genética das espécies é fundamental para compreensdo de sua biologia e histéria
evolutiva (PATARRO et al., 2013).

A variabilidade genética em mosquitos é responsavel por diferencas encontradas em
populacdes de uma mesma espécie de acordo com a regido onde estd localizada. Tal
variabilidade pode ser atribuida a adaptacdo a diversos fatores, tais como: temperatura, umidade
relativa do ar, indice pluviométrico, vegetacdo; ou até mesmo por acdes antrépicas como
urbanizacéo, polui¢cdo ambiental, desmatamento e o uso de produtos quimicos. As condicdes
ambientais, tais como, as variagdes climaticas desempenham um importante papel para a
adaptacédo de populacdes de diversos organismos, tornando-os diferentes quando comparamos
diferentes populagdes (HODKINSON, 2005).

O A. aegypti tém demonstrado alta capacidade adaptativa diante das mais diversas
situacdes. Essa capacidade deve-se as altas taxas de variabilidade encontradas nas populacdes,
uma vez que a selecdo natural atua entre as variantes que ocorrem dentro dessas populacoes,

em funcdo da adaptacdo ao ambiente (HARTL, 1981). As mudancas climaticas tém profunda
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ligagdo com os aspectos bioldgicos e a evolugdo adaptativa desta espécie (HOFFMANN e
SGRO, 2011).

Nas Ultimas décadas, varios marcadores moleculares vém sendo utilizados pelos
geneticistas no desenvolvimento da genética de populacéo, citogenética e biologia molecular
de vérias espécies de mosquitos transmissores de doencas. Entre elas, A. aegypti tem sido uma
das mais estudadas neste aspecto, por ser facilmente mantida e manipulada em laboratdrio
(RAlet al., 1974).

Fraga et al. (2003) ao avaliar dezoito locos enzimaticos em populacdes de A. aegypti
de quatro bairros (Compensa, Cidade Nova, Centro e Coroado) de Manaus-AM, detectaram
que 45% dos locos analisados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, a maioria deles na
Compensa. Essas populacGes apresentaram diferenciacdo interpopulacional significativa
(4,88%), embora as populacdes tenham apresentado elevada similaridade genética (D = 0,003
a0,016).

Santos et al. (2003) estudando as relacdes genéticas entre populacfes de A. aegypti de
diferentes regides do Estado de Sao Paulo, utilizando este mesmo marcador, baseado em seis
primers, detectaram 58 locos. No entanto, Ayres et al. (2003) analisando a diferenciacéo
genética de populacgdes dessa espécie procedentes de cinco estados brasileiros e uma da Florida,
Estados Unidos detectaram menor nimero de locos (47) variando de 120 a 2200 pb, utilizando
apenas quatro primers. Corroborando com estes dados, Sousa et al. (2001) estudaram a estrutura
genética desta espécie na Argentina, selecionando trés primers que revelaram 17 bandas
variando de 500 a 2000 pb. Entretanto, Paduan et al. (2006), também por meio de RAPD,
estudaram a variabilidade desta espécie com populagdes provenientes de seis estados brasileiros
e uma de Rockefeller, Porto Rico. Os cincos primers selecionados revelaram 21 bandas
variando de 250 a 1500 pb.

Bracco et al. (2007)), em um estudo sobre variabilidade genética de A. aegypti nas
Americas, analisaram 0 parentesco genético e a estrutura filogeografica dessa espécie das
Américas, Africa e Asia e identificaram 14 hapl6tipos exclusivos para as Américas, quatro para
Africa/Asia, um para Américas/Africa e um para Américas/Asia. Foram realizados testes para
inferir os processos historicos e evolutivos e para estimar as relacdes filogenéticas entre estes
haplotipos. Testes com esses haplotipos apontaram 3% de divergéncia, que pode apoiar a
ocorréncia de duas espécies de A. aegypti nas Ameéricas.
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Lima Junior e Scarpassa (2009)), realizando um estudo com o gene mitocondrial ND4,
testaram a variagdo genética de populacdes naturais de A. aegypti da Amazdnia brasileira.
Foram estudadas 10 populacdes deste vetor, das cidades de Manaus e Coari (AM); Santarém e
Belém (PA); Boa Vista e Pacaraima (RR) e Rio Branco (AC). Os resultados genético-
populacionais indicaram dois agrupamentos para estas populacdes, propondo a presenca de
linhagens distintas entre estas localidades. Esses resultados, somados com o0s niveis de
variabilidade genética observada e a comparagdo com haplétipos de outros estudos, sugeriram
que, pelo menos, duas introducbes do A. aegypti ocorreram na Amazonia: uma por Boa Vista,
advinda do México e Venezuela; e outra por Belém, advinda do restante do pais ou pelo Oceano
Atlantico

Brown et al. (2011) analisaram amostras de mosquitos A. aegypti de 24 diferentes
localidades do mundo, utilizando 12 locos microssatélites. Os resultados revelaram dois grupos
genéticos distintos: um incluindo todas as populagdes domésticas do mosquito fora da Africa e
o outro incluindo populacbes nacionais e florestais da Africa. Isto sugere que a associagio
humana com o mosquito na Africa ocorreu independentemente das populaces domésticas de
Aedes em todo o resto do mundo. Além disso, as medidas de diversidade genética indicam que
A. aegypti formosus é a forma ancestral da espécie domiciliada que ocupa os centros urbanos

atualmente.

Endersby et al. (2011) analisando populacdes de A. aegypti a partir de oito marcadores
genéticos, sendo trés microssatélites (Gyp8, AC1 e AG5), duas proteinas ribossomais (Rps20b
e RpL30) e trés locos (BbA10, BbhH08 e BbB07), durante as estacdes seca e Umida, nas cicades
australianas de Chillagoe, Charters Tower e Ingham, verificaram que essas cidades
apresentaram populacdes parcialmente isoladas geneticamente, em ambas as estacOes. Essa
caracteristica populacional torna estes locais ideais para langamentos de estirpes benignas, em
estudos de substituicdo da espécie. Essa forma de controle sofre influéncia do tamanho e

estrutura, bem como, do fluxo génico das populacgdes selvagens de A. aegypti.

Campos et al. (2012) analisaram, a partir de 9 marcadores SNPs, varia¢des sazonais
de populagdes de A. aegypti em Botucatu — SP. Foram analisadas amostras de ovitrampas
oriundas do campo durante os anos de 2005 a 2010. Foi identificado que independentemente,
da grande variacdo na abundancia de mosquitos, o tamanho populacional efetivo manteve-se
estavel ao longo dos anos. Tais resultados sdo importantes para elucidar que estes mosquitos

sdo capazes de manter um numero suficiente de populacdo reprodutora ativa durante as
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variagcOes de temperatura e pluviosidade anuais, 0 que indica que novas perspectivas em

métodos de controle deste vetor, devem ser adquiridas.

Patarro et al. (2013) estimaram a variabilidade genética de cinco populacdes de A.
aegypti, sendo quatro do Brasil e uma dos EUA, e obtiveram 165 locos polimérficos de DNA.
As analises mostraram elevado valor da diversidade genética interpopulacional (Gst = 0,277),
segundo a classificacdo de Wright. Quando comparadas aos pares, essas populacoes
apresentaram valores de Gst que variaram de 0,044 — 0,289. Esse padrdo, além de acompanhar
o distanciamento geografico entre as populacGes, pode estar relacionado com a atividade
comercial intensiva em algumas das cidades daquelas populagdes. Outro fator que pode ter
influenciado no alto valor da diversidade interpopulacional é a resisténcia a inseticidas, pois as

populacdes estudadas foram previamente selecionadas de acordo com esse critério.

Brown et al. (2014) obteveram amostras de A. aegypti de 21 localidades, que
representavam 13 paises em torno do mundo, para investigar a dispersdo global destes
mosquitos. Foram utilizados quatro genes nucleares e 1.504 SNPs para testar a hip6tese de que
essa espéciese originou na Africa, onde uma forma doméstica surgiu e se espalhou por todo o
mundo tropical e subtropical, com o comércio e movimentacdo humana. Os resultados
confirmaram ascendéncia africana das espécies, e indicaram um Unico evento de subespeciacdo
pantropical. Além disso, os dados genéticos apoiaram fortemente a hip6tese de que as rotas
comerciais humanas transportaram A. aegypti domiciliado para fora da Africa em dire¢do ao
Novo Mundo, e posteriormente ocorreu uma nova invasdo destes mosquitos do Novo Mundo

para o Sudeste da Asia e do Pacifico.

Mendonga et al. (2014) analisaram 9 locos microssatélites para examinar o efeito da
sazonalidade sobre a estrutura genética e os padrdes de fluxo génico em A. aegypti de quatro
bairros de Manaus coletados durante as duas principais estagdes, chuvosa e seca. A partir dos
dados obtidos, foi sugerido que essas populacfes de A. aegypti sdo mantidas de forma continua
ao longo do ano, com reducdo sazonal ao invés de extingcdo das populacdes nas diferentes
estacOes. Estes resultados foram extremamente importantes para a concepcdo de novas

estratégias de controle da dengue na cidade de Manaus.

No estudo de variabilidade genética, um método baseado na amplificacdo do
polimorfismo do DNA usando primers (iniciadores) arbitrarios (RAPD), tem sido bastante
utilizado. Essa técnica foi desenvolvida independentemente por dois grupos nos Estados
Unidos, mas Williams et al. (1990) patentearam a tecnologia. E uma variagdo da técnica de

PCR, caracterizada por utilizar apenas um primer, ao invés de um par, sendo este arbitrério,
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que amplifica regiGes desconhecidas da molécula de DNA, utilizadas para a verificacdo de
polimorfismo genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Essa técnica ndo necessita
do conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada, possibilita um maior nimero de
marcadores possiveis de serem mapeados, aumentando a possibilidade de identificar grupos de
ligagdo (linkage) relacionados a caracteres quantitativos (QTL’s) (WILLIAMS et al., 1990).
Além disso, ela permite:

o A andlise da estrutura e diversidade genética em populacGes naturais, em populacdes de
melhoramento e bancos de germoplasma;

o O estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies;

o A construcdo de mapas genéticos (RAFALSKI et al., 1991; CAETANO-ANNOLES et
al., 1991; WILLIAMS et al., 1993).

A estratégia € utilizar um oligonucleotideo de 10-15 bases, como iniciador para
amplificar o DNA genémico, empregando a reacdo em cadeia da polimerase (desnaturacéo,
anelamento e extensdo enzimatica) (KAMBHAMPATI et al., 1992).

Para que haja amplificacdo, é necessario que a sequiéncia nucleotidica reconheca um
sitio de homologia em uma das fitas com a mesma seqiiéncia, porém com orientacdo invertida
na outra fita da molécula de DNA dentro do intervalo limite da PCR — 4 Kilobases (Kb). Os
oligonucleotideos dispostos nas extremidades da sequéncia a ser amplificada fornecem a
extremidade 3’ livre para a atuacdo da DNA Polimerase. A reacdo é aquecida a 90-95°C, para
permitir a desnaturacdo dos oligonucleotideos aos sitios apropriados no DNA molde. Sofre um
resfriamento entre 36-42°C para permitir o anelamento dos oligonucleotideos, que irdo se ligar
nas fitas originais de DNA e também nas sintetizadas nos ciclos anteriores (WILLIAMS et al.,
1990).

Em funcéo da grande quantidade de DNA produzido pela reacéo, os segmentos podem
ser visualizados diretamente na forma de bandas num gel de eletroforese. A eletroforese é
geralmente conduzida em gel de agarose e a visualizagédo é feita com brometo de etideo, em luz
ultravioleta (KAMBHAMPATI et al., 1992).

A natureza molecular do polimorfismo RAPD ndo é inteiramente conhecida.
Entretanto, evidéncias experimentais indicam que diferencas de apenas um par de bases
(mutages de ponto) sdo suficientes para causar a ndo complementaridade do primer com o sitio

de iniciagéo, e assim, impedir a amplificacdo de um segmento (WILLIAMS et al., 1990).
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Outras fontes de polimorfismo podem incluir dele¢des de sitios de iniciacdo ou
insercdes que colocam dois sitios de iniciacdo adjacentes a uma distancia acima daquela que
permite a DNA Polimerase percorrer (< 4000 pares de bases - pb). Assim, o polimorfismo
genético detectado pelos marcadores RAPD tem natureza binaria, isto é, o segmento
amplificado (banda no gel) esté presente ou ausente (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

Uma caracterizagdo fundamental dos marcadores RAPDs é o fato deles se
comportarem como marcadores genéticos dominantes. Dominancia, nesse caso, nao se refere
ao conceito classico da interacdo génica entre os alelos de um mesmo loco, e sim puramente do
ponto de vista da interpretacdo relativa entre o gendtipo e o fenétipo de um individuo. Portanto,
ao se observar uma banda RAPD no gel, ndo é possivel distinguir se aquele segmento se

originou a partir de uma ou de duas copias da seqiiéncia amplificada (PUTERKA et al., 1993).

Ayres et al. (2003), investigando niveis de estrutura genética em populacdes de A.
aegypti de estados brasileiros, inclusive do Amazonas, a partir de marcadores RAPD, revelaram
valores maiores de polimorfismo, com percentagem de locos polimorficos de até 100% e

heterozigosidade média esperada similar, variando de 0,243 a 0,300

Paduan et al. (2006), utilizando marcadores RAPD encontraram elevados niveis de
diferenciacdo genética entre populacGes de A. aegypti de seis estados brasileiros, bem como
dentro de seus municipios. Os autores consideraram que as populacfes brasileiras destes
mosquitos poderiam ser subdivididas em dois grupos principais, um compreendendo as

populacdes do Nordeste e 0 segundo, as populacdes do Norte, Centro-Oeste e Sudeste.

Santos et al. (2011), ao analisar a variabilidade genética de quatro populagdes dessa
espécie, procedentes de Manaus/AM, revelaram 52 bandas (locos), com variacdo entre 300 a
2.072 pb, utilizando também cinco primers. Todavia, Apostol et al. (1996), quando analisaram
populacdes coletadas em 16 bairros de seis cidades, em Porto Rico, utilizando também cinco

primers, revelaram 57 locos RAPD variando de 184 a 1531 pb.

Ashraf et al. (2016) utilizando marcadores RAPD em populacdes de A. aegypti nas
cidades de Faisalabad and Lahore no Paquistdo mostraram que a relacdo genéetica e o valor de
Nm (numero de migrantes) apontam que essas populacdes exibem fluxo génico
intrapopulacional, embora ambas as cidades exibem padrdo distinto na estrutura genética. No

entanto, poucas areas em ambas as cidades mostram semelhanca genética.

Os fatores que alteram o padrdo de variabilidade genética do A. aegypti séo de especial

interesse porque suas caracteristicas biologicas o tornam intimamente relacionado com o0 modo
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de vida humano. Sua distribuicdo e expansdo é altamente influenciada pela atividade humana,
principalmente, pelo transporte de ovos e larvas por meio do transporte de objetos tais como,
pneus e outros recipientes. Além do mais, suas populacfes estdo sujeitas a pequenas variagoes
devido a aplicacdo de programas de controle, principalmente, pelo uso de inseticidas e
eliminacdo de criadouros. Em consequéncia, os fatores que afetam diretamente sua
variabilidade podem ser diretamente influenciada pelo comportamento humano (PATARRO et
al., 2013).

Dos fatores que influenciam a variabilidade genética de populacdes de A. aegypti, 0
clima merece destaque. Estudos tém mostrado que esta espécie sofrera profundas alteracfes em
seus aspectos biologicos, comportamentais e na sua distribuicdo geogréafica, favorecendo
epidemias de doencas em cendrios futuros de mudancas climaticas. As mudancas climaticas
tém profunda ligacdo com os aspectos bioldgicos e a evolucdo adaptativa desta espécie
(HOFFMANN e SGRO, 2011).

2.6 Influéncia das mudancas climaticas sobre a variabilidade genética de A. aegypti

A preocupacdo com as condicdes climaticas e a propagacdo de doencas remonta ao
Século XVI a.C. A partir desse periodo, para os filésofos pré-socraticos, 0 meio ambiente
passou a ser entendido como desempenhando um papel importante na satde e doencas. Um
século depois, a obra Ares, Aguas e Lugares, de Hipdcrates, correlacionou uma série de
sintomas e doencas, como a malaria, por exemplo, com as condi¢cGes geograficas e
meteoroldgicas. Segundo Hipdcrates, essas doencgas ocorriam devido ao efeito das mudancas

sazonais em aguas paradas de locais pantanosos.

Esses conceitos resultaram na crencga de que um estado patolégico da atmosfera esta
associado a doencas infecciosas. Esta linha de pensamento se desenvolveu e resultou na Teoria
Miasmatica do Contagio. O ar tornaria-se contaminado com “miasmas”, vapores tOXicos
produzidos pela putrefagdo da matéria organica e uma pessoa poderia se infectar ao entrar em
contato com esse ar. Essa teoria perdurou até o século XIX, quando o quimico Louis Pasteur
(1822-1895) propos a Teoria dos Germes de Doengas, sustentando que 0s microrganismos séo
a causa de vaérias doencas (KARAMANOU e PANAYIOTAKOPOULOQS, 2012).

Embora hoje se saiba que microrganismos sejam a causa, sabe-se também que as
condigdes climaticas continuam a desempenhar papel relevante na propagacéo de doencas. I1sso

porgue, com frequéncia, esses microrganismos necessitam de outros organismos como vetores.
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Populagdes naturais estdo respondendo as mudangas climaticas, deslocando sua distribuicdo
geogréfica, época de crescimento e reproducdo. Essas mudancgas, por sua vez, alteram a
composicdo das comunidades e a natureza das interagdes entre as espécies (HOFFMANN;
SGRO, 2011).

Os mosquitos sdo organismos pecilotérmicos, sujeitos a varia¢éo climatica, que sofrem
influéncia direta em sua temperatura corporal e sdo altamente adaptaveis as alteragdes extremas
do ambiente (HAWLEY, 1988; JOSH, 1996; JULIANO, 2009; COURET e BENEDICT, 2014;
BREAUX et al., 2014). Entre as caracteristicas que sofrem alteracdo esta a competéncia

vetorial, controlada por fatores genéticos e ambientais (WHO, 2012; LANA et al., 2014).

Desde o final do século XIX, a superficie terrestre aqueceu cerca de 0,6 °C. Com base
na tendéncia de aumento do uso de combustiveis fosseis, conforme em anos anteriores, Patz et
al. (2005) estimaram que temperatura média da superficie global se elevaria entre 1,4 °C a
5,8 °C até 2100. Para a Amaz6nia esse aumento pode atingir até 3 °C, com reducdo do indice
de precipitacdo de 5% a 20% em varias regibes e substituicdo de 3,1% da floresta tropical por
savana até 2029 e de 18% até o final do século (NOBRE e SALAZAR, 2007; FEARNSIDE,
2008).

A temperatura tem efeito direto sobre a biologia do A. aegypti. O periodo de
desenvolvimento do mosquito e o tempo de incubacdo do virus tornam-se mais curtos em
ambientes mais quentes, o que pode levar a um aumento da populagdo e do nimero de ovos
produzidos em curto espaco de tempo (MOHAMMED e CHADEE, 2011; CHAVES et al.,
2014). Como consequéncia da reducdo do ciclo desse vetor, pode ocorrer aumento do namero

de infeccOes e da duragdo das epidemias (SHOPE, 1991).

Um importante fator atmosférico que tem impacto sobre as comunidades ecoldgicas e
nas interacOes planta-animal € o0 CO». Seu aumento reduz a quantidade de carbono e nitrogénio
disponivel (SMITH et al., 2013) e pode levar a uma redugdo do crescimento e da taxa de
sobrevivéncia das larvas de A. aegypti, devido a baixa qualidade e quantidade de alimento nos
criadouros (WALTON e REISEN, 2013).

Outro parametro climatico € a umidade relativa do ar, que esta associado ao indice de
precipitacdo. Essa relacdo interfere na quantidade de criadouros, havendo influéncia no véo, na
busca pelo hospedeiro para o repasto sanguineo (KHORMI et al., 2011) e também sobre o
tamanho corporal do mosquito, ainda durante o estagio de ovo (VARGAS et al., 2010).
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Rowley e Graham (1968) verificaram que, em respostas a essas alteragdes ambientais,
houve reducéo no nimero e na viabilidade dos ovos, nas taxas de eclosdo e no tempo de vida
das fémeas. A interferéncia destes fatores se da tanto para a dindmica populacional do mosquito,
quanto para os patdgenos por ele transmitidos (MOHAMMED e CHADEE, 2011),
principalmente, alterando a distribuicdo dessas populaces e sua relagdo com outros organismos
(HOFFMANN e SGRO, 2011).

Ainda séo poucos o0s estudos sobre aspectos da biologia do A. aegypti, principalmente,
sobre a sua estrutura populacional sob os efeitos das mudancas climéaticas (TSUDA and
TAKAGI, 2001; VARGAS et al., 2010; HUGO et al., 2014).

O Painel Intergovernamental sobre Mudancas do Clima (IPCC) prevé que o
aquecimento global seja continuo e acelerado, resultando em um aumento de 2° a 4°C na
temperatura média global, durante o proximo século (IPCC, 2007; IPCC, 2010). O ano de 2014
foi considerado o mais quente de todos os tempos, atingindo 0,57 °C a mais, sem influéncia do
El Nind, que eleva naturalmente as temperaturas nos tropicos (World Meteorological
Organization, 2015). Alteracdes climaticas resultardo em mudancas significativas nas paisagens
e nos padrdes ecologicos das doencas infecciosas (CIOTA et al., 2014). Loetti et al. (2011)
verificaram que em decorréncia do aumento na temperatura global, havera maior sensibilidade
aos patdgenos transmitidos por vetores. Chaves (2012, 2014) estudando a frequéncia dos casos
de dengue ao longo de trés anos, encontraram relacdo entre as mudancas no clima com a

ocorréncia de surtos e o aumento da populacdo do mosquito.
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3 OBJETIVOS

3.1Geral

Analisar a variabilidade genética do Aedes aegypti em quatro populacdes naturais e
duas submetidas a condicGes experimentais (Microcosmos) de temperatura e concentracao de
CO», com base na frequéncia da mutagdo Val1016lle no gene do canal de sodio e de cinco

marcadores RAPD.

3.2 Especificos

v Estimar a variabilidade genética, utilizando marcadores RAPD e verificar o nivel de

diferenciacdo genética entre as populacgdes.

v Relacionar a presenca/auséncia da mutacdo Val1016lle no gene do canal de sodio nas

amostras estudadas com a ocorréncia ou néo de resisténcia do tipo Kdr;

v Estimar a frequéncia do alelos Val1016 e 1016lle no gene que codifica o canal de sddio

nas populagdes estudadas;

v Analisar a influéncia da temperatura e da concentracdo de COz na variabilidade genética

das populagdes naturais e das popula¢des do Microcosmos.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(Inpa), na cidade de Manaus-AM, e desenvolvido em quatro etapas: (1) Coleta, (2)
Estabelecimento e manutencao das populacdes, (3) Extracdo e analise do material genético e

(4) Analises estatisticas.

De modo geral, as populagdes de A. aegypti analisadas foram agrupadas em duas
classes, uma natural e outra mantida de maneira experimental. As popula¢6es naturais foram
obtidas a partir de coletas de ovos em quatro bairros de Manaus e, as experimentais, de
populagfes mantidas em ambientes experimentais no Centro de Estudos do projeto AdaptacGes
da Biota Aquatica da Amazbdnia (Adapta) no Laboratério de Ecofisiologia e Evolucdo

Molecular (Leem), no Inpa.

4.1 Caracterizacdo da area de estudo

O municipio de Manaus, com area de 11.401,08 km?, esté localizado ao Norte do Brasil
e a Leste do Estado do Amazonas (Latitude: -3.10719 Sul, longitude: -60.0261 Oeste) (Figura
6). Possui 63 bairros, divididos entre seis zonas urbanas: Norte, Sul, Centro-Sul, Leste, Oeste e
Centro-Oeste (MANAUS, 2014). Em 2015, sua populacdo era estimada em 2.057.711 de
habitantes, cerca de 14% maior que em 2010. Sua densidade demogréfica ¢ de 158,06 hab/km?
(IBGE, 2016).

Lo

le

Figura 6— Posicao relativa da area de estudo. Fonte: Raphael Lorenzeto de Abreu (2006).
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De acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger o clima da regido é caracterizado
como tropical de moncao (AM), apresentando chuvas no verao e temperaturas médias elevadas
entre 25,6 °C a 27,6 °C, com precipitacdo anual entre 1.355 a 2.839 mm e umidade relativa do
ar variando de 84% a 90% ao longo do ano; os meses mais chuvosos sdo de dezembro a maio,

e 0s mais secos de agosto a novembro (RADAM, 1978).

4.2 Coleta e obtencéo das amostras

A coleta das populagdes naturais foi realizada nos meses de dezembro de 2015 a maio
de 2016 (periodo de maior indice pluviométrico na regido), levando-se em consideracao a série
de resultados do Levantamento Rapido de indices para A. aegypti (LIRAa) no triénio 2013 —
2015, para escolha dos bairros. O LIRAa fornece os indices de infestacGes larvarios predial
(11P) e de Breteau (IB) e inclui dados referentes aos tipos de recipientes. Esses levantamentos
identificam bairros, onde h& maior concentracdo de focos de reproducdo do mosquito e é usado

para determinacédo do grau de risco para dengue, chikungunya e zika.

De cada zona (Norte, Sul, Leste e Oeste) foi selecionado o bairro que manteve IIP e
IB mais alto durante 2013 — 2015, de modo a permitir uma abrangéncia e um distanciamento
amplo entre os pontos de coleta. Os bairros selecionados para as coletas estdo relacionados na
Tabela 1.

Tabela 1. Bairros selecionados de acordo com o LIRAa (2013-2015)

Zona Bairro Coordenadas geogréficas
Norte Novo Aleixo

Sul Morro da Liberdade

Leste Jorge Teixeira

Oeste Lirio do Vale

Foram distribuidas 10 armadilhas de oviposicdo em cada bairro, no peri e
intradomicilio das residéncias e la permaneceram por cinco dias. Estas armadilhas, conhecidas
como ovitrampas (FAY e PERRY, 1965), sdo compostas por recipientes escuros, contendo
infusdo de capim colonido (Megathyrsus maximus) (REITER et al., 1991) e um material aspero
fixado em seu interior (neste trabalho foram usadas paletas de Eucatex), que permite a aderéncia

dos ovos depositados (Figura 7).
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Apobs cinco dias, as ovitrampas foram recolhidas e levadas ao Insetario da
Coordenagdo de Sociedade, Ambiente e Saude (CSAS/INPA) para triagem das paletas e

verificacdo da presenca/auséncia de ovos, com auxilio de uma lupa.

Figura 7— Ovitrampa com infusdo de capim colonido (M. maximus) e paleta de Eucatex.

4.3 Estabelecimento e manutencéo das populacdes

4.3.1 Populacdes naturais

Trés dias ap6s o recolhimento das ovitrampas, tempo necessario para a formacéo do
embrido, as paletas foram colocadas em recipientes com agua desclorada e nutrientes (racao

para peixes TetraMin®) para induzir a eclosio das larvas.

Apbs a eclosdo, as larvas foram transferidas para outros recipientes protegidos com
tecido de malha fina, também com &gua desclorada e nutrientes para sua alimentagdo. Sempre
que necessario, era realizada a troca da agua e do alimento. Nesses recipientes, ocorreu todo o
desenvolvimento até a fase adulta do mosquito. Os adultos foram identificados por meio da
chave de Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994) e acondicionados em gaiolas, separadas de

acordo com a populagéo (Figura 8).

Nessas gaiolas, foi colocada solucéo de sacarose a 10% para alimentagédo continua de
machos e fémeas. Em condi¢Bes Otimas de temperatura e luminosidade, os cruzamentos

ocorriam naturalmente. O repasto sanguineo era realizado uma vez por semana em um hamster
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(Mesocricetus auratos) anestesiado. 24 horas antes do repasto, a solugcdo de agUcar era retirada

para garantir que as fémeas buscassem o sangue no hamster.

Figura 8— Manutencdo dos mosquitos para obtencdo das amostras: a) recipiente para desenvolvimento de larva a
adulto, b) identificacdo de aldultos, c) diferencas morfoldgicas entre A. aegypti e A.albopictus (Flérida Medical
Entomology Laboratory, 1999), d) gaiolas para criacdo de adultos.

Logo ap6s o repasto sanguineo, as fémeas de cada gaiola foram isoladas
individualmente em copos descartaveis e telados, contendo internamente papel filtro umedecido
para receber as oviposicdes. Apos a confirmacgdo da presenca de ovos, estes foram transferidos

para um novo copo e preenchidos com agua desclorada e nutrientes para eclosao das larvas.

De cada desova, dez individuos (larva de 4°estadio, pupa ou adulto) foram
selecionados e depositados em microtubos de 1,5 ml com a identificacdo da populacéo e da
desova a qual eles pertenciam e armazenados a -70 °C, para posterior extracdo de DNA. De

cada populacéo, foram selecionadas 50 desovas para compor a amostragem.

4.3.2 Populagdes experimentais (Microcosmoss)

O Microcosmos é composto por quatro salas, nas quais sdo simulados diferentes
cenarios de mudancas climaticas. Na sala 01 sdo simuladas as condigdes meteorologicas atuais
de Manaus-AM, obtidas a cada intervalo de dois minutos, e nas demais previstas até 2100 pelo
IPCC. A sala 3 representa 0 cenrio intermediario, com um aumento de aproximadamente
2,5 °C e de +400ppm de CO: e a sala 4 representa as condi¢des extremas, com +4,5 °C e +850
ppm de CO2. A umidade relativa do ar é a Unica variavel ambiental ndo simulada pelo

Microcosmos, sendo a mesma em todos 0s cenarios.

No presente trabalho, foram estudadas as populagdes estabelecidas nas salas 03 e 04

(Figura 9). Essas populagdes vinham sendo mantidas nesses ambientes ha muitas geragoes e
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neste trabalho foram coletados, de forma aleatéria, 50 individuos adultos de cada uma das
populacdes. Os individuos da Sala 03 estavam na 512 geracdo, enquanto os da Sala 04 na 412,

As populagdes, mantidas no Microcosmos desde 2013, sdo resultantes da mistura de
trés populacGes da cidade de Manaus: Coroado, Sdo José e Zumbi. Inicialmente, essas trés
populacBes foram mantidas juntas em insetario fora do Microcosmos, para que 0s cruzamentos
ocorressem. Uma parte dos ovos resultantes desses cruzamentos (F1) foi utilizada para dar
inicio as populacdes das salas e o restante foi armazenado em condi¢des adequadas para novo

estabelecimento, caso a populacao inicial viesse a se extinguir.

Figura 9 — Centro de Estudos do projeto Adaptacdes da Biota Aquética da Amazdnia (Adapta) no Laboratério de

Ecofisiologia e Evolugdo Molecular (Leem), no Inpa. Salas 03 e 04 do Microcosmos, utilizadas no experimento.

4.4 Anélise do material genético

De cada uma das 50 desovas de cada uma das seis populacfes de A. aegypti foram
extraidas duas amostras de DNA, uma para a analise da variabilidade genética a partir dos
marcadores moleculares RAPD e a outra para estudo da mutacéo Val1016l1le no gene do canal
de sadio.
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4.4.1 Extragédo do DNA genomico

Etapa 1: Para obtencdo do DNA utilizou-se os procedimentos descritos por Williams
etal. (1990) e Wilkerson et al. (1995). Cada amostra (larva, pupa ou adulto) foi homogeneizada
em 50 pL de tampdo de lise — TL (SDS 1%, Tris - HCL 50mM, pH 8.0, EDTA 25mM, pH 8,0
e NaCl 25mM) com um bastdo de acrilico, em microtubos de 1,5 ml. Em seguida adicionou-se
100 uL de TL para remover os residuos das paredes do tubo e do bastdo. Os tubos foram
incubados a 65°C por 60 minutos (apds os primeiros 30 minutos foram adicionados 10 pL de
RNAse) e centrifugados a 14000 rpm por 30 segundos. Adicionou-se 100 pL de acetato de
potéssio, misturou-se em vortex e foi deixado em gelo por 1 hora. Foi novamente centrifugado
a 14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. Foram

adicionados 500 pL de etanol absoluto e deixado a -20° C em over nigth.

Etapa 2: O material foi centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos e descartado o
sobrenatante. Foram adicionados 500 pL de etanol a 70% e centrifugado novamente a 14000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi secado. Apos isso, 0

precipitado foi resuspendido em 15 uL de agua deionizada (dgua Milli-Q) autoclavada.

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdmetro especifico para DNA, marca

Thermo Scientific, modelo NanoDrop 2000c, com absorbancia entre 260 e 280 nm.

Para as reagdes de amplificacdo com os marcadores RAPD, o DNA foi diluido para 10
ng/uL em agua Milli-Q autoclavada e armazenado a -20 °C. Para a amplificagdo do gene Kdr o

DNA foi utilizado nas concentracdes normais, encontradas na quantificacéo.

4.4.2 Amplificago com primers (iniciadores) RAPD

Os primers com dez bases foram fornecidos em kits pela Operon Technologies, Inc,
USA, na forma de pellets liofilizados. Foram feitos testes com 20 primers, sendo selecionados
cinco (Tabela 1) que apresentaram melhor perfil de bandas. Cada primer foi ressuspendido
numa concentracdo de 10 ng/uL em agua Milli-Q autoclavada e armazenado a —20 °C até sua
utilizacdo. A molaridade de cada primer foi fornecida pelo fabricante.

Tabela 2 —Primers selecionados para o estudo populacional de A. aegypti por meio de RAPD-PCR.

Primers Sequéncia
OPH-02 5’TCGGACGTGA3’
OPH-04 5’GGAAGTCGCC3’
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OPH-06 5’ACGCATCGCAY’
OPH-12 5’ACGCGCATGT3’
OPH-19 5’CTGACCAGCC3’

Os primers que ndo produziram bandas polimorficas claramente amplificadas foram

eliminados para reduzir a ambiguidade.

Cada reagdo de amplificagdo foi realizada no volume total de 25 uL, contendo 1 uL
DNA gendmico (10 ng/uL), 5 pL de tampao 1X [50 mM Tris-HCI (pH 9.0); 50 mM NacCl; 5
mM MgClz], 2,5 uL. de dNTPs (2,5 mM), 2,5 uL de primer (10 ng/uL) e 0,3 ulL de Tag DNA
polimerase(5u/uL) (Promega).

As amplificacdes seguiram os procedimentos de Williams et al. (1990) e Wilkerson et
al. (1995) e foram efetuadas em termociclador marca Eppendorf, modelo Mastercycler Gradient
programado para 45 ciclos. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturagéo de 1 minuto
a 94 °C, anelamento dos primers de 1 minutos a 36 °C e extensdo de 2 minutos a 72 °C. Ap06s
os ciclos, foi realizada uma etapa de extensdo final de 7 minutos a 72 °C. Os produtos das

amplificacdes foram armazenados a -20 °C até que fosse realizada a eletroforese.

4.4.3 Amplificacdo génica alelo especifica do codon 1016

Para analisar a presenca da mutacao, foram utilizados trés iniciadores, um especifico
para o alelo selvagem Val (5°-GCG GGC ACA AAT TGT TTC CCA CCC GCA CTG A-3?),
um especifico para o alelo mutante lle (5’-GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCA
CAA ATT GTT TCC CAC CCG CAC CGG-3’) e um terceiro reverse (5’-GGA TGA ACC
GAA ATT GGA CAA AAG C-3’) (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Martins et al., 2009).

Cada reacdo de amplificagdo foi realizada no volume total de 12,5 uL, contendo 0,5
uL DNA genémico, 2,5 puL de tampao 1X [50 mM Tris-HCI (pH 9.0); 50 mM NaCl; 5 mM
MgCly/], 1 uL de ANTPs (2,5 mM), 0,3 uL do primer Val (5 mM), 0,3 uL do primer lle (5 mM),
0,6 uL do primer reverse (5 mM) e 0,2 uL de Taq DNA polimerase(5u/uL) (Promega).

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador da marca Kiratec, modelo SC300,
sob as seguintes condi¢des: 3 minutos a 95 °C, seguidos por 30 ciclos. Cada ciclo foi constituido
de uma etapa de desnaturacao de 30 segundos a 95 °C, anelamento dos primers de 40 segundos

a 61 °C e extensdo de 45 segundos a 72 °C. Apos os ciclos, foi realizada uma etapa de extensdo
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final de 5 minutos a 72 °C. Os produtos das amplificacfes foram armazenados a -20 °C até que
fosse realizada a eletroforese.

4.4.4 Perfil eletroforético dos produtos de RAPD-PCR

Cada amostra foi resuspendida com corante GelRed (diluido 500 vezes em tampéo de
carregamento Blue Juice 5X) na proporcdo de 12:4 ul, respectivamente, ¢ fracionada em gel
de agarose 1,5%, em tampéo TEB 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM) durante 4h a 170 V.
Em seguida, o perfis foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta no comprimento de
onda de 300 nm. A documentacdo fotogréfica foi feita utilizando-se o sistema AlphaView for
FluorChem™ (ProteinSimple). Em todos os géis, marcadores de massa molecular (100 bp
Ladder — INVITROGEN) foram usados para determinacdo do peso molecular dos fragmentos

amplificados.

4.4.5 Perfil eletroforético dos produtos de PCR para o gene Kdr

Cada amostra foi resuspendia com corante GelRed (diluido 500 vezes em tampéo de
carregamento Blue Juice 5X) na propor¢do de 4:2 pL, respectivamente, e fracionada em gel de
acrilamida 10%, em tampéo TEB 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM) durante 90 min. a 70
V.0Os gendtipos das populaces foram comparados aos genotipos controle selvagem (Val/Val,
com 98 pb), heterozigoto (Val/lle)e mutante (lle/lle, com 78 pb),cedidos pela FIOCRUZ-RJ,e
confirmados a partir de comparacio com um marcador de  massa
molecularLadder(O’GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder — Thermo Scientific),corado
com gel red, misturado ao tampé&o de carregamento (4 uL), inserido no gel juntamente com a

PCR, na proporgéo 1:1.

4.5 Analises estatisticas

Os dados das analises moleculares dos marcadores RAPD e do gene Kdr, tanto das
populacbes naturais quanto das populacdes do Microcosmos foram analisados através dos
programas estatisticos Tools for Population Genetics Analyses — TFPGA (MILLER, 1997) e
POPGENE versdo 1.3 (YEHet al., 1999), de acordo com o carater de cada marcador. Ambos
0s programas realizaram tambeém o teste do qui-quadrado para verificar se as frequéncias

genotipicas estavam de acordo com o modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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4.5.1 Determinacéo das frequéncias genotipicas e alélicas para marcadores RAPD

Os fragmentos amplificados dos marcadores RAPD foram contados, utilizando-se
critério de natureza binéaria (presenca de banda = 1 ou auséncia = 0), e suas massas moleculares
determinadas por comparacdo com um marcador de massa molecular (100 bp Ladder —
INVITROGEN). Com os dados da genotipagem de cada marcador foram construidas matrizes

para a formacéo do banco de dados dos programas utilizados.

Para a analise da variabilidade genética das populacdes de A. aegypti em ambos 0s
programas, TFPGA e POPGENE, foi marcada a opc¢do “marcadores dominantes para
organismos diploides”. Nesse caso, cada banda é assumida como sendo um loco. A presenca
de banda indica o genétipo dominante, podendo ser homozigoto ou heterozigoto, enquanto a

auséncia de banda indica o geno6tipo homozigoto recessivo.

4.5.2 Determinacédo das frequéncias genotipicas e alélicas para o gene Kdr (Knockdown

resistance)

Os padrdes de alelos, obtidos a partir da analise molecular para o gene Kdr nas
populacbes, foram analisados quanto a presenca ou ndo da mutacdo no sitio 1016, em
comparacao aos gendtipos controles. A analise da variabilidade foi realizada marcando-se em
ambos os programas, TFPGA e POPGENE, a op¢do “marcadores co-dominantes para
organismos diploides”. Nessa situagdo, 0 padrdo de bandas produzido é explicado por
mecanismo simples de heranca mendeliana e as frequéncias alélicas foram estimadas

diretamente a partir dos dados da frequéncia absoluta dos diferentes gen6tipos.

4.5.3 Parametros genéticos

4.5.3.1 Estimativa do numero de locos polimorficos

A variabilidade em populagdes naturais pode ser expressa numericamente pela
proporcao de locos polimorficos, ou seja, pelo polimorfismo da populagdo (AYALA e KIGER,

1984). Via de regra, a defini¢do de loco polimorfico é baseada na frequéncia dos alelos. Em
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nossas analises, adotamos o critério baseado em Ayala (1982) segundo o qual um loco €

polimérfico quando o alelo mais comum tem frequéncia igual ou menor que 0,95.

O célculo da porcentagem de locos polimdrficos (P) de cada populacdo foi obtido a

partir da média aritmética entre o nimero de locos polimorficos pelo total de locos amostrados:

n° de locos polimorficos

P =
n° total de locos amostrados na populacao

4.5.3.2 Estimativa de heterozigosidade média

A heterozigosidade média intrapopulacional esperada foi calculada a partir das
frequéncias alélicas em todos os locos gerados pelos marcadores RAPD e no loco Unico do gene
Kdr, supondo o equilibrio de Hardy-Weinberg, por estimativa ndo enviesada (NEI, 1978), de

acordo com a seguinte formula:

k
Hezl-zxf
i=1

Onde x; = frequéncia do alelo i e k = niumero de alelos.

A heterozigosidade média interpopulacional esperada foi obtida a partir das
frenquéncias p? e g>dos gendtipos observados:

He = 2pq

Onde: p e g séo as frequéncias alélicas para todos os locos.

No caso dos marcadores RAPD, como a deteccdo dos fragmentos ndo tem
sensibilidade quantitativa suficiente para discriminar inviduos homozigotos dominantes ou
heterozigotos, uma estimativa potencial da freqiiéncia do alelo recessivo foi obtida a partir da

raiz quadrada das freqiiéncias das bandas ausentes observadas. As heterozigosidades media
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intra (H,,) e interpopulacional (H,,) observadas foram obtidas diretamente a partir dos

genotipos encontrados:

n° de heterozigotos
H, =

n° de individuos na populacao

T H,,

" 1n° total de individuos

02

4.5.3.3 Andlise da estrutura genética das populacbes

As estatisticas F de Wright baseiam-se em um modelo de estrutura populacional, onde
a populacdo total esté subdividida em subpopulac@es, que podem encontrar-se isoladas ou n&o.
Para Wright (1940; 1943; 1951), as populacGes de organismos diploides podem ser definidas
em termos de heterozigosidades observada e esperada, e suas estruturas genéticas descritas a
partir dos valores do F estatistico (Fis, Fit € Fst), de acordo com as seguintes fomulas:

H.-H H-H H,-H
1:is: ;_I . Fit: H . Fst: H :
€ t t

Onde He e Ho séo as heterozigosidades esperada e observada, respectivamente, nas
subpopulacdes e H: é a heterozigosidade total. Os valores do F estatistico estdo, ainda,
teoricamente relacionados de acordo com a equagéo: (1 — Fit) = (1 — Fst) - (1 — Fis).

Fis e Fit medem os desvios das freqiiéncias genotipicas do equilibrio de Hardy-
Weinberg nas subpopulacdes e na populacao total, respectivamente. O Fis €, ainda, o coeficiente
de inbreeding entre individuos dentro da subpopulagdo. O valor de Fst mede o grau de
diferenciacéo genética entre as subpopulagdes (Nei, 1978). Segundo Kimura e Ohta (1971) este

valor é o efeito da diferenciacdo das freqiiéncias génicas entre as subpopulagdes.

4.5.3.4 Andlise de similaridade e distancia genética

A similaridade genética (I) entre as populacdes foi obtida calculando-se a
probabilidade de se retirar alelos idénticos entre duas populagdes dividida pela de se retirar em

cada uma delas, de acordo com a seguinte formula:
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X'y

V(xy)

1=

Onde x é a frequéncia do alelo A na populagdo X e y a frequéncia do mesmo alelo na
populacéo Y. Se duas populacdes X e Y sdo monomorficas para 0 mesmo alelo, dizemos que a
identidade é igual a 1. Porém, quando as populacdes X e Y sdo monomorficas para alelos

diferentes, a identidade é igual a 0.

J& a distancia genética foi obtida a partir do valor negativo do logaritmo natural da

similaridade genética:

D=-log I

A similaridade genética segue uma escala com valores que vdo de 0 a 1 e a distancia

genética com valores de 0 a oo (infinito).

4.5.4 Andlise de dendrograma

Com base na matriz de distancia e similaridade genética entre as populacdes foi
construido um dendrograma, mostrando o agrupamento das mesmas a partir de suas frequéncias
alélicas. Na construcdo do dendrograma foi utilizado o método Unweighted Pairing Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA).

Neste método, o critério utilizado para formacéo dos grupos é a média das distancias
entre todos os pares de itens que formam cada grupo, como a propria denominacéo informa. A
distancia inter-cluster é definida como sendo a média entre todas as distancias pareadas dos
membros dos dois grupos (ALFENAS et al., 1998).

Algebricamente, a distancia entre os itens i ¢ j, para i # j, ¢ dada por:

dgj) = min (di))
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A distancia do item k em relag@o ao primeiro grupo formado porie j, com k #1, j, fica

definido por:

~ (digtdi)
dipe=—5—

E a distancia entre dois grupos (ij) e (kl), com i, j #k, 1, é dada por:

_ (dy tdy +Hdy +dy)
dapwn= 4

Através deste método, as populacbes com menores distancias foram sucessivamente
agrupadas até construir um diagrama hierarquico que representou a proximidade das diferentes

populagdes a diferentes niveis de distancia genética. (MILLER, 1997).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise descritiva dos locos RAPD

Os dados obtidos a partir dos marcadores RAPD, com base em cinco primers,
revelaram 50 locos, dos quais, 98% foram polimorficos, gerando em média 10 locos (bandas)
por primer. O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados variou de 400 pb a 2.070 pb em
OPH-02, 450 pb a 1.800 pb em OPH-04, 350 pb a 2.072 pb em OPH-06, 200 pb a 1.600 pb em
OPH-12 e 310 a 2.500 pb em OPH-19, mostrando uma grande amplitude de variagéo, que foi
de 200 pb a 2.500 pb. O maior nimero de locos (13) foi detectado no primer OPH-19 e 0 menor
(08) foi no OPH-02 (Tabela 2). Verifica-se nessa tabela que quanto maior foi a amplitude de
variacdo do numero de pares de base, maior foi 0 niUmero de locos revelados. No entanto, ndo

foi detectado nenhum loco exclusivo por nenhum dos primers.

Tabela 3 — NUmero de locos (bandas) por primer obtidos em populagdes de A. aegypti na cidade de Manaus,

Amazonas.
Primer NUmero de locos (bandas) Variacdo de pares de bases (pb)
OPH 02 8 400 a 2.070
OPH 04 9 450 a 1.800
OPH 06 11 350a2.072
OPH 12 9 200 a 1.600
OPH 19 13 310a2.500
Total: 05 50 Variacgdo total = 200 a 2.500

A Figura 10 mostra o perfil eletroforético das populaces de A. aegypti usando o
primer OPHO2. Para esse primer foram selecionados oito bandas (locos), que variaram de 400
a 2.070 pb. Observou-se que todas as populacbes apresentaram um padrdo de bandas
semelhante, na regido de 1.000 a 1.400 pb. Dos oito locos revelados, apenas o de 550 pb nao
foi detectado em todas as populagdes, estando presente nas populagdes do Lirio do Vale e das
salas 03 e 04.
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Figura 10 — Perfil da variabilidade genética em populacGes de A. aegypti na cidade de Manaus, baseado em analise de RAPD, usando
primer OPH-02. De 1 a 5 (Novo Aleixo), de 6 a 10 (Morro da Liberdade), de 11 a 14 (Jorge Teixeira), de 15 a 18 (Lirio do Vale), de
19 a 22 (Sala 03); de 23 a 26 (Sala 04); M = marcador molecular (Ladder100 pb).

A Figura 11 mostra o perfil eletroforético das populaces de A. aegypti usando o
primer OPH-04, revelando padr6es de bandas diferenciais. Para esse primer foram selecionados
nove bandas (locos), que variaram de 450 a 1.800 pb. Observou-se que pelo menos uma banda
na regido de 500 pb foi revelada em todas as populacdes. A populacdo do Novo Aleixo nao
apresentou a maioria das bandas observadas nas demais populagdes, além de um fragmento

especifico na regido de 2072 pb.

M 1 2 3 45 6 7

122 23 24 25 26 M

Figura 11— Perfil da variabilidade genética em populagdes de A. aegypti na cidade de Manaus, baseado em anélise de RAPD, usando
primer OPH-04. De 1 a 5 (Novo Aleixo), de 6 a 10 (Morro da Liberdade), de 11 a 14 (Jorge Teixeira), de 15 a 18 (Lirio do Vale), de
19 a 22 (Sala 03); de 23 a 26 (Sala 04); M = marcador molecular (Ladder100 pb)
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A Figura 12 mostra o perfil eletroforético das populaces de A. aegypti usando o
primer OPH-06, revelando amplo nimero de fragmentos amplificados e padrbes de bandas
semelhantes. Para esse primer foram selecionados 11 locos, que variaram de 350 a 2.072 pb.
Desses, um de cerca de 550 pb foi detectado em todas as populagdes. A populacéo do Lirio do

Vale ndo amplificou nenhuma banda quando a concentragédo de DNA foi de 10 ng/ul.

M1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 131415 16 17 1819 20 21 22 23 24 2526 M

~

2072pb
1500pb

600pb
400pb

Figura 12 — Perfil da variabilidade genética em populacgdes de A. aegypti na cidade de Manaus, baseado em andlise de RAPD, usando
primer OPH-06. De 1 a 5 (Novo Aleixo), de 6 a 10 (Morro da Liberdade), de 11 a 14 (Jorge Teixeira), de 15 a 18 (Lirio do Vale), de
19 a 22 (Sala 03); de 23 a 26 (Sala 04); M = marcador molecular (Ladder100 pb)

5.2 Analise da variabilidade genética dos marcadores RAPD

Com base nos dados apresentados na tabela 3, verificou-se o nivel de variabilidade
genética elevado, obtido a partir dos valores de locos polimoérficos (P) e de heterozigosidade
média observada (Ho). Das quatro populac@es naturais analisadas, a do Jorge Teixeira foi a que
apresentou a maior variabilidade genética (P = 82; Ho= 0,3245), enquanto que a do Lirio do
Vale apresentou menor variabilidade (P = 74; Ho = 0,2667). No entanto, a maior variabilidade
genética nas populacfes do Microcosmos foi detectada na populacdo da Sala 03 (P = 86; Ho =
0,3293).

Considerando as populagdes como um todo (naturais e experimentais), a da Sala 03
apresentou a variabilidade genética um pouco mais elevada (P = 86; Ho = 0,3293) e a menor

continuou sendo a do Lirio do Vale (P = 74; Ho = 0,2667). Mesmo assim, o nivel de
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variabilidade genética nas popula¢des do Novo Aleixo (P = 86; Ho = 0,2989) e do Morro da
Liberdade (P = 70; Ho = 0,2903), assim como entre a populagdo do Jorge Teixeira (P =82; Ho =
0,3245) e da Sala 03 (P = 86; Ho = 0,3293) foram similares.

Tabela 4 — Estimativa da variabilidade genética em populacdes de A. aegypti na cidade de Manaus, Amazonas.

Percentagem de igosi Adi
NGmero Médio de g Heterozigosidade Média

Populacao Locos
Amostras por Loco . Observada  Esperada **
Polimorficos *

Novo Aleixo 44,64 86 0,2989 0,3056
Morro da Liberdade 33 70 0,2903 0,2961
Jorge Teixeira 37,98 82 0,3245 0,3297
Lirio do Vale 28,92 74 0,2667 0,2712
Sala 3 37,60 86 0,3293 0,3336
Sala 4 42 80 0,3086 0,3121

* Frequiéncia do alelo mais comum menor ou igual a 0,95 (Ayala, 1982).

** Heterozigosidade esperada de Hardy-Weinberg, estimativa ndo enviesada (Nei, 1978).

5.3 Estrutura e diferenciacdo genética das populacdes

O teste para determinar se existe diferenca nas frequéncias alélicas entre as populacGes
naturais, a partir do ExactTest (RAYMOND e ROUSSET, 1995) ndo foi significativo
(x> = 682,4241; GL= 100; P = 0,000), indicando que o fluxo génico entre as populacdes pode
ndo estar sofrendo reducdo. A estrutura genética foi testada com base no método (0) para
verificar o coeficiente de endocruzamento, sendo que o indice de fixacao (Fst=0,1331+£0,1072)
revelou baixa diferenciacdo genética entre as populacdes. O indice de consisténcia do

bootstrapping para 10.000 replicacdes foi de 95%.

A similaridade genética entre as populagGes naturais foi elevada, sendo que das
populagdes naturais, as que apresentaram maior valor foram a do Morro da Liberdade e a do
Jorge Teixeira (I = 0,9715), enquanto que, a do Morro da Liberdade e a do Lirio do Vale

apresentaram menor valor (I = 0,9203) (Tabela 4).



39

Tabela 5 — Matriz de distancia e similaridade genética entre populacdes de A. aegypti da Cidade de Manaus (AM)
para RAPD. Valores acima da diagonal correspondem a similaridade genética ndo enviesada e abaixo da diagonal

correspondem a distancia genética ndo enviesada (Nei,1978).

Populacao 1 2 3 4 5 6
1- Novo Aleixo *HRAXxX 09392 09519 0,9655 < 0,8920  0,9570
2- Morro da Liberdade 0,0627 folalalalel 0,9715 0,9203 09079 0,9314
3- Jorge Teixeira 0,0493  0,0289  ***** 009486  0,9203 0,9424
4- Lirio do Vale 0,0351  0,0831  0,0628  ***** (8701  0,9547
5- Sala 3 0,1143  0,0966  0,0830  0,1392  ***** (8877
6- Sala 4 0,0439 0,0711  0,0593 0,0464  0,1191 = **x**

Com base nos resultados obtidos, foi possivel construir um dendrograma de
similaridade e distancia genética (Figura 14), o qual separou as populaces em dois grandes
clusters (I e Il). O cluster lesta subdividido em trés outros clusters: 1 — Morro da Liberdade e
Jorge Teixeira; 2— Novo Aleixo e Lirio do Vale e 3 — Sala 04, o qual se coneta ao cluster 2. E
por ultimo, o cluster 1l formado apenas pela populacdo da Sala 03, que ficou separado das
demais populac¢des. Analisando esses clusters, observa-se que a dispersao passiva de mosquitos
talvez esteja influenciando diretamente no fluxo génico entre essas populagdes de A. aegypti.

Morro da Liberdade e Jorge Teixeira estdo suficientemente distantes entre si e suas
populacdes estdo agrupadas dentro do mesmo cluster. Os bairros do Novo Aleixo e do Lirio do
Vale também estdo distantes entre si, em zonas diferentes, e mesmo assim suas populagdes
foram agrupadas dentro do mesmo cluster. Embora as populagdes da Sala 03 e da Sala 04
tenham a mesma origem, essa Ultima sofreu maior impacto das condicGes de temperatura e
pressdo de CO2 em sua variabilidade, aumentando a distancia genética entre elas (D= 0,119).
Isso provavelmente possa explicar o agrupamento dessas duas populacdes em diferentes

clusters.
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Figura 13 — Dendrograma agrupando as populacfes de A. aeygpti na cidade de Manaus, com base na distancia
genética, obtida por analise dos marcadores de RAPD. Método ndo ponderado de agrupamento de pares de

popula¢des com média aritimética— UPGMA (NEI, 1978).

5.4 Analise da Variabilidade do gene Kdr (Knockdow Resistance)

Todas as populacdes analisadas, tanto as naturais quanto as do Microcosmos,
apresentaram individuos com genétipo homozigoto selvagem (Val/Val) no total de 144, sendo
39 da Sala 04, 35 da Sala 03, 27 do Novo Aleixo, 17 do Lirio do Vale, 16 do Jorge Teixeira e
10 do Morro da Liberdade. Somente as populacGes naturais tiveram individuos com genotipo
heterozigoto (Val/lle) e homozigoto mutante (lle/lle). O nimero de individuos heterozigotos
foi de 65 ao todo, sendo 20 do Morro da Liberdade, 17 do Novo Aleixo, 16 do Jorge Teixeira
e 12 do Lirio do Vale. O nimero de individuos mutantes foi 9 ao todo, sendo que na populagédo
do Novo Aleixo foi detectado apenas 1, enquanto na do Morro da Liberdade e na do Jorge
Teixeira, foram revelados 4 em cada uma. A populacdo do Lirio do Vale ndo apresentou

nenhum individuo mutante.

Em todas as populagdes, a frequéncia do alelo selvagem Val1016 foi maior que a do
mutante 1016lle, variando de 0,5882 na populacdo do Morro da Liberdade a 1,0000 nas
populacdes das Salas 03 e 04; enquanto a heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,0000
nas populagdes das Salas 03 e 04 a 0,5882 na populacdo do Morro da Liberdade (Tabela 5).
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Tabela 6 — Estimativa da variabilidade genética e teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, com base no gene Kdr

(Knockdown resistance).

Alelo Gendtipo Populagéo

Novo Morroda Jorge Liriodo

Aleixo Liberdade Teixeira Vale Sala03  Sala04
(N) (45) (34) (36) (29) (35) (39)
Val 0,7889  0,5882  0,6667 0,7931 1,0000  1,0000
lle 0,2111 04118 0,3333 0,2069 0,0000  0,0000
Val/Val 27 10 16 17 35 39
Observados Val/lle 17 20 16 12 0 0
le/lle 1 4 4 0 0 0
Val/Val 28,0056 11,7647 16,0000 18,2414 35,0000 39,0000
Esperados Val/lle 14,9889 16,4706 16,0000 9,5172 0,0000  0,0000
lle/lle 14,9889 16,4706  4,0000 9,5172 0,0000  0,0000
a 0,8101 15612  0,0000 95172  -------- —ememeees
P 0,3681  0,2115 1,0000 95172  —---eeem -
Ho 0,3778  0,5882  0,4444 0,2069 0,0000 0,0000
He 0,3368  0,4917  0,4507 0,7931 1,0000  1,0000

indices de fixago: Fis = -0,1271; Fit = 0,0619; Fs = 0,0619.

Na mesma tabela, verifica-se que os valores de 2 para as populagdes naturais estio de

acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg e que as probabilidades (P) para cada uma delas

indica que sdo populacdes panmiticas, onde nesse momento, essas populacdes de A. aegypti

estdo geneticamente estaveis. As populacdes do Microcosmos apresentaram apenas o alelo

selvagem (Val), ou seja, elas foram totalmente monomarficas para este loco, ndo apresentando

variabilidade. Por essa razo néo foi possivel o célculo dos valores de y? ou de probabilidades

(P) para essas populagdes.

O indice de fixagéo (Fst) foi de 0,0619, indicando baixa diferenciagéo genética entre

as populacoes, apesar desse valor de Fstser maior que o Fis = -0,1271, revelando diferenciagéo

genética interpopulacional maior que intrapopulacional, devido ao excesso de heterozigotos

nessas populaces.
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Quanto a similaridade genética, as populagcdes naturais apresentaram ampla variacao
(D = 0,0000 a 0,0532), sendo as populagdes do Novo Aleixo e Lirio do Vale (D = 0,0000),
Morro da Liberdade e Jorge Teixeira (D = 0,0000) as que mostraram maior similaridade
genética, enquanto as populagdes do Morro da Liberdade e Lirio do Vale (D = 0,0532), menor
similaridade (Tabela 6).

Tabela 7 — Matriz de distancia e similaridade genética entre populacdes de A. aegypti da Cidade de Manaus (AM)
para o gene Kdr. Valores acima da diagonal correspondem a similaridade genética ndo enviesada e abaixo da

diagonal, correspondem a distancia genética ndo enviesada (Nei, 1978)

Populacéo 1 2 3 4 5 6
1- Novo Aleixo flalakaie 0,9490 0,9880 1,0000 0,9687 0,9687
2- Morro da Liberdade 0,0524 folalakaie 1,0000 0,9482 0,8250 0,8250
3- Jorge Teixeira 0,0121  0,0000  ***** (009882 0,8995 0,8995
4- Lirio do Vale 0,0000 0,0532 0,0119  ***** (09718 0,9718
5- Sala 3 0,0318 0,1923 0,1059 0,0286 folalakaie 1,0000
6- Sala 4 0,0318 0,1923 0,1059 0,0286 0,0000 falaiakalel

Como dito anteriormente, a diferenca na intensidade do fluxo de veiculos pode estar
se sobrepondo a distancia geogréfica, influenciando o fluxo génico entre essas populacdes de
Manaus. As populacdes do Microcosmos revelaram 100% de similaridade genética para o alelo
selvagem do gene Kdr (D = 0,0000). As condi¢des de temperatura e concentragéo de COo,
embora diferentes entre as duas salas, pode estar afetanto igualmente esse gene, apesar da
origem comum das populacdes das salas 03 e 04, oriundas dos bairros Coroado, So José e

Zumbi. Isso explicaria o fato de elas apresentarem valor de similaridade genética elevado.

Considerando todas as populacdes, a do Morro da Liberdade e a da Sala 03, e do Morro
da Liberdade e da Sala 04, foram as que apresentaram maior distancia (D = 0,1923), uma vez

que o alelo mutante (1016lle) foi ausente nas duas popula¢des do Microcosmos.

Nenhuma das populag¢fes analisadas foram submetidas & bioensaios com piretroides.
Isso pode explicar a maior frequéncia do alelo selvagem Val1016. Desse modo, como as
populacbes do Microcosmos nao estdo submetidas a nenhuma pressao de selagé@o por parte de
inseticidas, a frequéncia tende a diminuir até chegar a zero. Por outro lado, 0 aumento da

temperatura e da pressdo de CO», a partir dos valores encontrados na Sala 03 (+2,5 °C; +400ppm
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de COz), por exemplo, parece ser uma condic¢do desfavoravel a manutencdo do alelo mutante
1016lle, podendo estar atuando como fator de selecéo negativa para este, o que explicaria a

total auséncia desse alelo nas popula¢es do Microcosmos.

A Figura 15 mostra o dendrograma das seis populac@es analisadas, construido a partir
dos valores de distancia genética (NEI, 1978), o qual separou essas popula¢des em dois grandes
clusters (I e 11). O cluster | estd divido em dois grupos: 1 — formado pelas popula¢des do
Microcosmos e 2— formado pelas populacdes do Novo Aleixo e Lirio do Vale. No cluster 11

ficaram as populacGes do Morro da Liberdade e Jorge Teixeira.

| |
0,200 0,150 0,100 0,005 0,000

SALA 03

SALA 04

NOVO ALEIXO

— LIRIO DO VALE

MORRO DA LIBERDADE

l JORGE TEIXEIRA

Figura 14— Dendrograma agrupando as populacGes de A. aeygpti na cidade de Manaus, com base na distancia
genética, obtida por analise da mutacdo Val1016lle no gene Kdr. Método ndo ponderado de agrupamento de pares

de populagbes com média aritimética — UPGMA (NEI, 1978).

Aqui se observa que o grupo formado pelas popula¢Ges do Microcosmos; assim
como, os formados por Novo Aleixo e Lirio do Vale; Morro da Liberdade e Jorge Teixeira sao
geneticamente proximos. Mesmo assim, houve uma distancia genética elevada que separou o
grupo do Microcosmos do grupo formado pelas populagdes do Novo Aleixo e Lirio do Vale e
outra distancia genética ainda maior que separou o cluster formado pelas popula¢es do Morro

da Liberdade e Jorge Teixeira, das demais populagdes.
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6 DISCUSSAO

6.1 Analise descritiva dos locos RAPD

As taxas de mutacdo apresentam variacdo entre as diferentes regides do genoma. Isso
tem sido demonstrado por estudos de variabilidade genética em nivel molecular (CALVO et
al., 2004). Em geral, genes que apresentam coOpia Unica tém taxas relativamente baixas de
substituicdo. Provavelmente, porque mudancas nas regides codificadoras de proteinas podem
produzir um defeito sério no produto final, do mesmo modo que mudancas na regido regulatoria
podem ter efeito deletério. O DNA repetitivo, ao contrario dessas regifes, nao esta
aparentemente, sujeito a restri¢ces funcionais e a variabilidade nessa regido do genoma é maior
gue a encontrada nos genes de copia unica, o que o0 torna um dos principais alvos de estudos
moleculares (LI e GRAUR, 1991).

Os perfis eletroforéticos de DNA amplificados por RAPD-PCR revelaram um grande
namero de fragmentos polimorficos. A natureza molecular do polimorfismo dos marcadores
RAPD ndo é inteiramente conhecida. Evidéncias experimentais indicam que diferencas em
apenas um par de bases (mutacbes de ponto) sdo suficientes para provocar a nhdo
complementaridade do primer com os sitios de iniciagdo e assim impedir a amplificacdo de um
segmento (WILLIAMS et al., 1990). Essas diferencas podem ser detectadas por essa técnica e,
por isso, grande nimero de polimorfismo pode ser revelado em individuos estreitamente
relacionados. Outras fontes de polimorfismo podem incluir delecdes de sitios de iniciacdo ou
insercOes que colocam dois sitios de iniciacdo adjacentes a uma distancia acima daquela que a
DNA polimerase ¢é capaz de percorrer (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995).

Apostol et al. (1993), estimando o nimero de familias formadas por irméos de A.
aegypti encontraram diferengas quanto ao padrdo de bandas geradas entre progénies e até
mesmo entre individuos irmdos. Os resultados da analise de RAPD-PCR, a partir de cinco
primers (iniciadores) revelaram 50 bandas (locos) nas seis populacdes de A. aegypti (quatro
naturais e duas experimentais), com variacédo entre 200 a 2.500 pb. Esses autores analisaram o
perfil eletroforético da amplificagdo do DNA gendmico de individuos dessa espécie, obtidos
nos mesmos locais de oviposicao distribuidos em Porto Rico. Os resultados revelaram que as
amostras apresentaram alguns fragmentos detectados em todas as progénies. Por outro lado,

outros se mostraram exclusivos a determinado individuo ou progénie.
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Resultados similares foram encontrados por Santos et al. (2011), ao analisar a
variabilidade genética de quatro populacdes dessa espécie, procedentes de Manaus/AM,
revelando 52 bandas (locos), com variacdo entre 300 a 2.072 pb, utilizando também cinco
primers. Todavia, Apostol et al. (1996), quando analisaram populacdes coletadas em 16 bairros
de seis cidades, em Porto Rico, utilizando também cinco primers, revelaram 57 locos RAPD
variando de 184 a 1531 pb. Nesse trabalho, os autores, avaliaram a utilidade desses marcadores
na definicdo da estrutura reprodutiva dessa espécie. No entanto, Hiragi et al. (2009) revelaram
um nimero bem maior de locos (127) quando analisaram populacGes de A. aegypti resistentes
a inseticidas, em trés condi¢fes ambientais, utilizando 10 primers, mas com menor variacdo
(200 a 2.000 pb). Ashraf et al. (2016), analisando a variabilidade genética de 18 populacdes das
cidades de Faisalabad e Lahore, no Paquistdo, utilizaram quatro primers de RAPD e revelaram
40 locos, variando de 200 a 2.000 pb. Os resultados destes autores assemelham-se em parte aos
observados no presente trabalho, possivelmente, porque eles utilizaram nimero semelhante de
primers, demonstrando que o numero de locos esta relacionado ao nimero de primers. O

mesmo ndo foi observado com a variagao.

Em relacdo as populacdes naturais, pode-se atribuir a maior variabilidade da populacéo
do Jorge Teixeira a baixa infraestrutura e existéncia de muitos estabelecimentos de conserto de
veiculos e armazenamento de pecas, tais como deposito de sucatas, pneus, etc, favorecendo a
manutencdo de certa densidade populacional de A. aegypti, mesmo em periodos de baixa

pluviosidade.

Apesar da populacdo da Sala 03 estar sob condi¢des elevadas de temperatura e pressao
de CO2 em relagdo a natureza (+2,5 °C; +400ppm de CO>), sua maior variabilidade genética
em relacdo as demais populacdes pode estar relacionada ao baixo efeito dessas condi¢des sobre
a densidade populacional, possibilitando a manutencdo da heterozigosidade média, ja que esta
populacédo é oriunda da mistura de trés populagdes: Coroado, Sdo José e Zumbi. Além do mais,
populacbes naturais estdo sujeitas as campanhas de controle de A. aegypti, com 0 uso de
inseticidas, como é o caso do Lirio do Vale, que possivelmente, seja uma populacdo jovem
resultante de um efeito fundador, por ser um dos locais dessas a¢des de controle, que apresentou

elevados indices de infestacdo pelo Aedes aegypti nos ultimos LIRAas até 2015.

No entanto, na Sala 04, a baixa variabilidade pode estar relacionada com a reducédo do
tamanho efetivo da populacédo, provocada pelas condi¢bes extremas (+4,5 °C; +850ppm de

COy) e essas condigOes talvez possam fazer com que essa populacdo seja recomposta por
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poucos individuos (Efeito do Fundador), e quanto maior a taxa de extincéo e recolonizacao da

populacdo, menor a variancia nas frequéncias alélicas.

Considerando-se os padrbes eletroforéticos obtidos neste estudo, verifica-se que as
populacdes de A. aegyptide Manaus analisadas, mostraram o nimero de bandas (locos) e a
variacdo do peso molecular destes fragmentos semelhantes aos de populacGes de A. aegyptido

Brasil, e de outros paises.

6.2 Analise da variabilidade genética dos marcadores RAPD

A variabilidade genética é considerada um fenémeno biolégico de grande importancia,
sendo um pré-requisito para que haja evolucdo adaptativa de uma espécie, uma vez que a
selecdo natural atua entre as variantes que ocorrem dentro das populacGes, em funcdo da
adaptacdo ao ambiente (HARTL, 1981).

Conforme assinala Nevo (1978), a variabilidade genética interespecifica,
intrapopulacional e interpopulacional sdo condigdes fundamentais para a evolucéo, levando a
selecdo de genotipos, mediante pressdes ambientais, como por exemplo, mudancas climaticas
e 0 uso de inseticidas, que podem causar consideravel efeito sobre a estrutura genética
populacional de A. aegypti (HUBER et al., 2002; PAUPY et al., 2005; SCARPASSA et al.,
2008). Sendo assim, a variabilidade genética pode ser medida por trés parametros: o nimero de
locos polimorficos, heterozigosidade média (esperada/observada) e tamanho amostral. Segundo
Nei (1972), ela também pode ser medida pela distancia genética. Estudos de A. aegypti, sem
levar em conta o tipo de marcador (RAPD, mtDNA, microssatélites, isoenzimas,) tém detectado
niveis elevados de variabilidade genética (AYRES et al., 2003; BRACCO et al., 2007;
ENDERSBY et al., 2011; Santos et al., 2011; FRAGA et al., 2013), apresentando na maioria,

valores maiores do que esses dados obtidos nas seis populac6es desse mosquito aqui analisadas.

Nas populagdes naturais de A. aegypti analisadas em Manaus, no presente trabalho, a
percentagem de locos polimdrficos (P) teve variagdo de 70% a 86% e a heterozigosidade média
observada (Ho) de 0,2667 a 0,3245, onde os maiores valores de variabilidade genética
estimados foram encontrados no bairro de Jorge Teixeira (P = 82%; Ho = 0,3245) e 0os menores
no de Lirio do Vale (P = 74%; Ho = 0,2667).

Ayres et al. (2003), investigando niveis de estrutura genética em populacGes de A.
aegypti de estados brasileiros, inclusive do Amazonas, a partir de marcadores RAPD, revelaram

valores maiores de polimorfismo, com percentagem de locos polimérficos de até 100% e
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heterozigosidade média esperada similar, variando de 0,243 a 0,300. Ainda de acordo com estes
autores, os niveis de polimorfismo mais baixos encontrados em algumas populagdes, podem
estar relacionados ao uso frequente de inseticidas em areas de campanha de controle,

propiciando o estabelecimento de ciclos de extingéo e recolonizacéo.

Fraga et al. (2003), ao realizarem estudo sobre a variabilidade genética de A. aegypti,
por meio marcadores isoenziméaticos em populacdes de quatro bairros (Compensa, Cidade
Nova, Coroado e Centro) da cidade de Manaus, encontraram menor variabilidade genética,
cujos valores de locos polimorficos, variaram de 44,4% a 55,6% e heterozigosidade observada
de 0,109 a 0,152. Para estes autores, os valores de variabilidade genética obtidos com
isoenzimas sdo geralmente mais baixos do que os obtidos diretamente do DNA, pois neste
revela-se maior nimero de locos. Mesmo assim, tais valores obtidos com marcadores
isoenzimaticos indicam a ndo ocorréncia de efeito fundador recente. De acordo com Nei et al.
(1975), uma populacéo iniciada por dois a dez individuos necessitaria de até 105 geracOes para

que sua heterozigosidade voltasse a niveis iniciais.

Santos et al. (2011), ao estudarem a diversidade genética de populacdes de A. aegypti,
realizaram analise comparativa com marcadores RAPD e isoenzimas, em quatro bairros
(Coroado, Compensa, Cidade Nova e Praca 14) de Manaus. Para RAPD, foram obtidos valores
ligeiramente mais elevados com percentagem de locos polimérficos variando de 82,69% a
94,23% e heterozigosidade média observada de 0,338 a 0,387. A diversidade genética com 0s
marcadores RAPD foi significativamente maior do que a diversidade calculada com base nos
marcadores de isoenzimas (P = 44,40 — 55,60; Ho = 0,109 — 0,152). E importante salientar que
os valores de polimorfismos e heterozigosidades obtidos diretamente do DNA, como é o caso
do RAPD, correspondem aproximadamente a duas vezes, ou mais, o nivel encontrado em
aloenzimas (APOSTOL et al., 1996).

Estudos realizados em populacGes de outra espécie do género Aedes, mostraram niveis
de variabilidade genética menores aos encontrados no presente estudo. Essas populacées de A.
albifasciatus, procedentes da Argentina Central, foram analisadas por Sousa et al., (1999),
usando marcadores RAPD e foram encontrados valores de porcentagem de locos polimérficos
variando de 60,7% a 89,3% e heterozigosidade média esperada de 0,19 a 0,31. J4 em populacdes
de A. aegypti da Argentina, os valores de polimorfismo a partir de marcadores RAPD foram
maiores, com locos polimorficos chegando até 100% e heterozigosidade média esperada de
0,279 a 0,411.
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Apesar das populacdes naturais estarem localizadas relativamente proximas, dentro do
perimetro urbano da cidade de Manaus, a variabilidade genética apresentada por elas foi
diferente. No Jorge Teixeira, os maiores valores obtidos de variabilidade genética (P = 82,00%;
Ho = 0,3245) podem estar relacionados, principalmente, com os efeitos da Selecdo Natural, que
favorece populagdes altamente variaveis. A populacdo do Lirio do Vale apresentou menor
variabilidade genética (P = 74%; He = 0,2667), e isso pode estar relacionada com a agéo
antropica. Na cidade sdo realizadas intensas atividades de combate a0 mosquito, e essas
medidas podem estar contribuindo para a reducdo no tamanho efetivo dessa populacdo, que
para se reestabelecer, deve ser recomposta por poucos individuos (Efeito do Fundador). Quanto
maior a taxa de extin¢do e recolonizacao da populacdo, menor serd a variancia nas frequéncias
alélicas (FUTUYMA, 1992). Outro fator que pode contribuir para a reducdo da variabilidade

genética na populacéo € a deriva genética e endogamia.

Considerando-se os dados de locos polimoérficos e heterozigosidade média obtidos
neste estudo, verifica-se que as populacfes de A. aegypti de Manaus, demonstram niveis de
variabilidade genética similares aos de outras populacdes deste mosquito e, inclusive, as
populacdes de A. aegypti, analisadas com varios marcadores moleculares no Brasil, e em
diferentes partes do mundo (FRAGA et al., 2003; AYRES et al., 2003; SOUSA et al., 2001).
Nesse contexto, supde-se que essas populacdes estejam sofrendo efeitos de selecdo natural e
pressbes antropicas em niveis diferentes, o que pode estar provocando a perda de alelos que

favorecem os heterozigotos em algumas delas, resultante do Efeito Fundador (bottleneck).

Em relacdo as populacGes do Microcosmos, a que apresentou maior estimativa de
variabilidade foi a Sala 03 (P = 86; Ho = 0,3293), enquanto que, a Sala 04 apresentou 0S
menores valores (P = 80; Ho = 0,3086). A variabilidade genética esta diretamente relacionada
a parametros biologicos, uma vez que fatores genéticos sdo responsaveis pela maioria das
caracteristicas que contribuem para o sucesso dos insetos vetores (AYRES et al., 2003). Os
dados do Microcosmos estdo de acordo com as analises de Jia et al. (2017), que avaliaram 0
comportamento de parametros biolégicos da populacdo de A. albopictus de Guangzhou, na
China, sob alteragdes térmicas ao longo das quatro estagdes anuais. Segundo estes autores, 0
aumento da temperatura em até 2 °C ndo interferiu no desenvolvimento dos mosquitos em
nenhuma das fases do seu ciclo de vida. Ao contrério, variacdes térmicas dentro desse intervalo,
podem ser favoraveis a expansdo dessa espécie para areas até entdo ndo colonizadas. No
entanto, o aumento da temperatura acima desse valor pode aumentar a taxa de mortalidade.

Azevedo (2015), estudando os parametros biologicos das mesmas populagfes de A. aegypti
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analisadas no presente trabalho, observou que a populacgdo da Sala 04 teve fecundidade, nimero
de ovos, ecloséo e longevidade inferiores aos da Sala 03.

Mweya et al. (2016) analisando o efeito de mudancas climaticas na distribuicdo de A.
aegypti na Tanzania, observou que até o ano 2050 ocorrera um aumento na emergéncia de areas
com risco de transmissdo de dengue, em consequéncia da grande influéncia que cenarios futuros
de mudancas climéticas tém sobre essa espécie. Em Manaus ndo foram realizados estudos
anteriores para prever o papel das condi¢6es climaticas na variabilidade genética de populacdes

desse mosquito e transmissao de doencas.

6.3 Estrutura e diferenciacéo genética das populactes

A estrutura genética das populacdes é uma consequéncia dos padrdes de cruzamento e
da magnitude do fluxo génico entre as subpopulagdes. A tendéncia para o cruzamento aleatério
e taxas elevadas de fluxo génico entre as subpopulaces podem levar a uma diminuicdo da
estrutura genética. Por outro lado, 0 aumento da estruturagdo genética é ocasionado por taxas

elevadas de endocruzamento e reducdo do fluxo génico.(EANES e KOEHN, 1978).

Os dados de estrutura genética, a partir do indice de fixacdo (Fst) — coeficiente de
ancestria (0) — indicaram baixa diferenciacdo genética (Fst = 0,1331 + 0,1072) e elevado nivel
de fluxo génico entre as populac6es naturais, cujo indice de consisténcia do bootstrapping para
10.000 replicagOes foi de 95%. Os valores obtidos neste trabalho sdo baixos quando
comparados com os de Sousa et al. (2001), que estudaram o relacionamento genético entre
populacdes de A. aegypti da Argentina por meio de RAPD. Estes autores encontraram valores
de Fs, bem mais elevados utilizando métodos estatisticos diferentes (Fst de Wright = 0,250;
método 6 = 0,249; e Fst de Lynch e Milligan = 0,300). Estes valores encontrados foram
atribuidos a distancia geografica entre as populagdes argentinas, o que teria possibilitado a
reducdo no fluxo génico e, consequentemente, maior estruturagdo genética entre as populacoes,

de forma que, as mesmas durante o processo evolutivo tornaram-se cada vez mais diferenciadas.

Valores maiores (Fst = 0,303) foram obtidos por Ayres et al. (2003), em populac6es
desse mosquito em varios estados do Brasil, e por Ashraf et al. (2016) (Fst = 0,341), estudando
variagOes genéticas em populagdes de A. aegypti no Paquistdo com esse mesmo marcador. De
acordo com estes autores, os valores encontrados sdo condizentes com os encontrados em

algumas populacdes da Argentina e do Brasil. Esses resultados indicam elevado nivel de
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estruturacdo genética das populacbes, podendo estar relacionados as distancias geogréaficas

entre as populacdes analisadas (=1.000 km de distancia).

Estudando a variabilidade genética em populacGes de A. aegypti de Manaus, usando
andlise isoenzimatica, Fraga et al. (2003) encontraram valores de Fst menores (0,048) do que 0s
obtidos nesse trabalho. Segundo esses autores, a variabilidade das frequéncias alélicas
detectadas foi maior dentro do que entre as populacbes, o que indicou um desequilibrio
resultante do excesso de homozigotos nas populagdes. Santos et al. (2011), em outro estudo
realizado com popula¢des da mesma espécie na cidade de Manaus, encontraram valores de Fs
(0,032) ndo significativos. Para estes autores esses resultados sdo, em grande parte, devido as
analises terem sido realizadas com marcadores dominantes (RAPD), que consideram as
frequéncias dos alelos das populacbes em equilibrio de Hardy-Weinberg. O baixo valor de Fs
foi principalmente, resultante da baixa proporc¢do de variancia interpopulacional em relagdo a
intrapopulacional, indicando uma alta taxa de migracdo e que as popula¢bes possuem uma

estrutura de metapopulacao, ou seja, ha fluxo génico entre elas.

Comparando-se os dados obtidos nesse trabalho com os encontrados para outras
espécies do género Aedes, usando esse mesmo marcador, verifica-se que ha diferenga quanto
aos valores de Fst. Menor valor (Fst = 0,098) foi obtido em estudos realizados com popula¢des
de A. albifasciatus da Argentina (SOUSA et al., 1999). O mesmo foi observado por Ayres et
al. (2002), quando descreveram que os niveis de Gs das populacdes de A. albopictus dos estados
de Minas Gerais e Rio de Janeiro sdo baixos (0,077). Valores menores de Fs (0,072) também
foram descritos por Manni et al. (2015) analisando populac6es de A. albopictus da Argentina,

com uso de marcadores microssatélites.

Os dados de distancia e similaridade genética analisados nesse estudo indicaram que
o fluxo génico entre as populacGes podem estar ocorrendo em niveis elevados. A maior
distancia genética entre as populag¢6es natuarais foi observada no Morro da Liberdade e no Lirio
do Vale (D =0, 0827) e a menor entre as populac¢des do Jorge Teixeira e do Morro da Liberdade
(D =0,0290).

Utilizando isoenzimas, Fraga et al. (2003) observaram similaridade genética elevada
em outras populacdes de A. aegypti de Manaus, onde a maior distancia genética foi entre as
populagdes do Centro e Compensa (D = 0,016) e a menor entre as populagdes do Centro com

as do Coroado e Cidade Nova (D = 0,003). Esses valores mostraram um baixo nivel de
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diferenciacdo genética entre as populagfes analisadas, possivelmente, devido a elevada
capacidade adaptativa aos mais variados habitats e resisténcia a inseticidas.

Utilizando marcadores RAPD em populagdes de A. aegypti de cinco estados brasileiros
(Amazonas, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Sao Paulo), Ayres et al. (2003) detectaram baixos
valores de similaridade entre as popula¢fes com distancia genética variando entre 0,047 e
0,381. Tais valores mostram que o alto nivel de diferenciacdo genética entre estas populactes
pode estar relacionado a distancia geografica ou ao uso continuo de inseticidas, que levaa ciclos

de extincao e recolonizacéo, tendo como consequéncia a deriva genética.

Santos et al. (2011), utilizando marcadores RAPD, em outras populagdes de Manaus,
obtiveram similaridade genética elevada, onde a maior distancia genética foi entre as
populacdes da Cidade Nova com as da Compensa e Praca 14 (0,0166) e a menor distancia foi
entre as populacbes do Coroado e Cidade Nova (0,0122). Esses valores indicam que 0s niveis

de fluxo génico entre as populacGes podem ser elevados.

A elevada variabilidade genética e os baixos valores do indice de fixacdo (Fs) e da
distancia genética indicam niveis elevados de fluxo génico entre as populacdes estudadas. 1sso
pode estar relacionado as altas taxas de dispersdo passiva do A. aegypti, aumento da densidade
populacional humana, baixo indice educacional e auséncia de saneamento basico, apesar das

aplicacdes sistematicas de inseticidas, que reduzem o tamanho das populagdes dessa espécie.

Considerando a relacdo direta entre distancias genéticas e tempo de evolucdo de Aedes
aegypti, pode-se inferir que a divergéncia entre as populacdes analisadas é bastante recente,
sendo possivelmente, o resultado de uma Unica introdu¢do em Manaus, em novembro de 1996,
e por sua alta capacidade de dispersao e de adaptacdo, a espécie se propagou em outros distritos
da cidade (PINHEIRO e TADEI, 2002; FIGUEIREDO et al., 2004).

Em populagdes naturais, espera-se que quanto mais proximas geograficamente elas
estejam, mais semelhantes elas sejam, em termos de base genética, provocadas, principalmente,
pelo fluxo génico (IBD). No entanto, nem sempre isso ocorre. Entre Morro da Liberdade e Lirio
do Vale a distancia genética foi maior do que entre Morro da Liberdade e Jorge Teixeira,
embora as duas primeiras populagdes estejam mais proximas geograficamente (Figura 13). Em
termos geogréficos, as populacfes analisadas sdo relativamente distantes, sendo Jorge Teixeira
e Lirio do Vale as mais distantes e Jorge Teixeira e Novo Aleixo as menos distantes em linha

reta. No entanto, diferencas na intensidade do trafego de veiculos entre os bairros de Manaus
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podem favorecer o fluxo génico entre determinadas populacgdes de A. aegypti, tornando-as mais

proximas geneticamente.

No Microcosmos, as condi¢des extremas a que esta submetida a populagédo da Sala 04
pode ter ocasionado uma alta taxa de mortalidade, com reducdo drastica no nimero de
individuos, favorecendo a endogamia. Esses e outros efeitos, tais como baixos indices de
acasalamento, inseminagdo e postura, podem ser 0s responsaveis pela diferenciacdo genética
entre essa populacédo e a da Sala 03 (D = 0,1191), embora ambas tenham sido fundadas com
individuos das mesmas populacdes naturais. Possivelmente, essa diferenca esta relacionada a
sobreposicao dos efeitos das condicbes da Sala 04 (+4,5 °C; +800 ppm de CO3) sobre o fitness
da populacdo. Esses parametros climaticos podem estar provocando sucessivos eventos de
Efeito Fundador (bottleneck) naquela populacdo. Ja na Sala 03, a capacidade adaptativa do A.
aegypti, aparentemente, esta superando as condi¢bes (+2,5 °C; +400 ppm de CO.), embora

estejam acima das encontradas no ambiente natural.

As relacBes genéticas entre as populacgdes indicaram que as do Morro da Liberdade e
Jorge Teixeira, sdao geneticamente préximas, pois estdo agrupadas em um mesmo cluster,
embora as distancias entres essas populacdes excedam a capacidade de dispersédo ativa do A.
aegypti (3 km) (REITER et al., 1995). Provavelmente, o fluxo génico entre essas populagdes
esteja sendo favorecido por dispersdo passiva, por via terrestre (rodoviaria), através de ovos
depositados em pneus usados, caixas de papeldo, ou através de adultos que se abrigam dentro
de veiculos (6nibus, caminhdes, etc.), que ao sairem de uma regido, levam as formas aladas

para outras areas da cidade.

As populagdes do Microcosmos apresentaram menor similaridade do que as naturais
(dos bairros), com maior distancia genética (D = 0,1181), embora a populacdo da Sala 03
estivesse na 512 geracdo e a da Sala 04 (41%), ambas foram oriundas das mesmas populagdes
(Coroado, S&o Jose e Zumbi). Essas duas populagdes do Microcosmos foram separadas em um
cluster cada uma. Sabe-se que por estarem fisicamente separadas entre si e das demais, ndo ha
fluxo génico entre elas e nem com as populagdes naturais. Embora a barreira fisica por si s6
imponha condicdes para o isolamento reprodutivo, as condic¢des climaticas diferentes podem
também contribuir para essa divergéncia em poucas geracdes (JIA et al., 2017). Alfenas (1998),
relata que a reducao no tamanho de uma populacao tém efeito sobre as geracdes subsequentes,
pois esta serd iniciada por poucos individuos, e sua variabilidade genética dependera da amostra
de alelos trazida por estes. Um efeito fundador pode estar causando a reducgéo da variabilidade
genética e diferencas significantes na populacdo da Sala 04, separando-a em outro cluster.
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Os mosquitos sdo organismos pecilotérmicos, sujeitos a variacdo externa do clima,
influenciando diretamente sua temperatura corporal, capazes de se adaptar as alteracdes
extremas do ambiente (BREAUX et al., 2014). Apesar de parametros climaticos exercerem
influéncia, geralmente positiva, sobre a adaptabilidade do A. aegypti, favorecendo sua disperséo
e estabelecimento, o aumento acima de 2,5 °C na temperatura e acima de 400 ppm na
concentracdo de CO. parecem ser desfavoraveis a manutencdo da densidade populacional, e
consequentemente, na variabilidade genética. No entanto, para Beebe et al. (2009), a
distribuicdo potencial de A. aegypti no futuro estard mais relacionada ao ambiente favoravel
criado pelo homem, o que ird se sobrepor a pressdo de selecdo imposta pelas condicGes
climéticas extremas, e em particular pelo aumento de temperatura. Para Hoffmann e Sgro
(2011) as populacdes terdo dificuldades em se adaptar, devido a baixa hereditariedade de

algumas caracteristicas, efeitos ambientais primordiais sobre fendtipos e fortes pressoes.

6.4 Analise da variabilidade do gene Kdr (Knockdownresistance)

Para o controle do A. aegypti ainda sdo empregados inseticidas quimicos. Essa
utilizacdo pode selecionar linhagens resistentes, ocasionando falhas no controle. Diversos
trabalhos cientificos relacionam mutacGes no gene codificante do canal de sédio e a resisténcia
a inseticidas piretréides e DDT (BRENGUES et al., 2003; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,
2007; MARTINS et al., 2009). Introduzido no inicio dos anos 2000, devido ao aparecimento
de populacdes resistentes aos organofosforados, utilizados no controle vetorial, o piretréide
deltametrina é o inseticida utilizado atualmente em todo pais, por se tratar de um produto mais
eficiente, menos nocivo, com baixa toxicidade aos mamiferos e limitada persisténcia no solo
(SODERLUND, 2008). Porém, em menos de dez anos de uso foram detectadas populactes
resistentes a este inseticida (PEREIRA-DA-CUNHA et al., 2005; MONTELLA, 2007).

A resisténcia a piretroides relacionada ao desenvolvimento de mutagdes tipo Kdr, tem
sido reportada hd muito tempo, em diversas espécies de insetos como em moscas doméstica
(WILLIAMSON et al., 1993), em insetos pragas ou vetores, como a mosca do chifre
Haematobia irritans (MCDONALD e SCHMIDT, 1987), a praga do tabaco Heliothis virescens
(TAYLOR et al., 1993), a barata Blatella germanica (DONG e SCOTT, 1994) além dos
mosquitos A. aegypti (SEVERSON et al., 1997), Anopheles gambie e Anopheles
arabiensis(DABIRE et al., 2014).
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Neste trabalho foi possivel detectar a alta frequéncia com que o alelo mutante 1016lle
aparece nas popula¢des naturais, variando de 0,2069 em Lirio do Vale a 0,4118 no Morro da
Liberdade. A elevada frequéncia desse alelo (1016lle) encontrada nessas populacdes de
Manaus, num tempo relativamente curto, quando se trata de evolucao, indica que essa mutacéo
esta sendo favorecida nas condigdes atuais, mesmo quando o uso do inseticida ndo é tdo intenso,
como na populacdo do Lirio do Vale. No entanto, Martins et al. (2012) reportaram um fitness
negativo dessa mutacdo Kdr em populacbes de A. aegypti do estado do Rio de Janeiro, na

auséncia de pressao de selecéo por inseticida.

Sendo assim, a alta frequéncia do alelo mutante (1016lle) na populacdo do Morro da
Liberdade, duas vezes maior que a do Lirio do Vale, pode possivelmente, estar associada a
proximidade dessa populacdo com a da Praca 14 de Janeiro, onde foi o primeiro bairro a ser
registrada a presenca do A. aegypti em Manaus, no ano de 1996 (PINHEIRO e TADEI, 2002),
além do uso intensivo de inseticidas no controle deste mosquito, desde esta época, havendo
tempo suficiente para o desenvolvimento da resisténcia aos inseticidas, bem como o fitness
dessa espécie. No entanto, considerando que as populag6es analisadas ndo foram submetidas a
testes de resisténcia, as frequéncias encontradas para todas as popula¢des indicam que 0 uso
continuado de inseticidas esta expondo as populacdes de Aedes aegypti a intensa pressdo de
selecdo, indicando a necessidade de acompanhamento da frequéncia de mutagdes no gene do
canal de sodio paralelamente, a realizacdo de bioensaios para detec¢do de suscetibilidade aos

piretroides. InformacGes que podem auxiliar na eficiéncia dos programas de controle do vetor.

Saavedra-Rodriguez et al. (2007) verificaram em ensaios de pressdo de sele¢cdo com
piretroides, que populacdes de Cuba e México mostraram aumento dréstico da frequéncia do
alelo 1016lle em poucas geracGes. Martins et al. (2009) sugeriram a ocorréncia de uma
dispersdo do alelo 1016lle por todo o Brasil, proveniente de municipios localizados na regido

Centro-Oeste, na fronteira com outros paises.

Os resultados encontrados mostram que para o gene Kdr, essas populacdes estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg, ocorrendo fluxo génico entre elas e baixa diferenciacdo genética
revelada, como mostra o indice de fixacdo (Fst = 0,0619), apesar do controle massivo com
deltametrina em todos os bairros, devido a deteccdo de altos niveis de infestacdo obtidas nos
LIRAa, realizados periodicamente pelos agentes de controle da Fundagdo de Vigilancia em
Saude.

De acordo com o LIRAa de 2015, nos Bairros Morro da Liberdade e Jorge Teixeira,

os recipientes predominantes foram depdsitos ao nivel do solo, como barris, tambores, tanques;
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lixo, como recipientes plésticos, garrafas, latas, sucatas em patios, ferros velhos, recicladoras e
entulhos. J& no bairro Novo Aleixo foi predominante apenas os depdsitos ao nivel do solo. No
Lirio do Vale, alem de todos os recipientes acima citados, foram encontrados também em caixas

d’agua ligadas a rede de abastecimento, depdsitos elevados e também em pneus descartados.

Toda esta disponibilidade de criadouros, aliada aos altos indices pluviométricos
observados na regido, influenciam diretamente 0 aumento da densidade de A. aegypti, e
consequentemente, dos casos de dengue e outras arboviroses, como por exemplo, zika e

chikungunya.

A frequéncia do alelo 1016lle (mutante) nas popula¢Ges do Microcosmos foi zero.
Tanto na Sala 03 quanto na Sala 04, predominou o alelo Val1016 (selvagem). Para Hoffmann
e Sgro (2011), os organismos terdo dificuldades em se adaptar a cenarios futuros, devido a baixa
hereditariedade de alguns tracos sob efeitos ambientais primordiais e pressdes de selecdo forte.
Os dados encontrados indicam que aumentos de temperatura e concentracdo de CO-, a partir de
+2,5 °C e +400 ppm, respectivamente, criam condi¢des desfavoraveis a manutencédo do alelo
mutante nas populacgdes. Esse alelo mostrou ser um traco que apresenta baixa hereditariedade
sob condicBes elevadas de temperatura e concentracdo de CO,. As condi¢des climaticas
extremas, encontradas nas Salas do Microcosmos, possivelmente estdo atuando como um fator
de selecdo negativa para o alelo mutante. Esse alelo pode ter baixa expressdo génica com
aumentos de temperatura e concentragdo de CO, a partir de +2,5 °C e +400 ppm,

respectivamente.

Do mesmo modo que o uso continuado de piretrdides seleciona individuos resistentes,
provocando o aumento da frequéncia do alelo 1016lle nas populagbes (Lima et al., 2003), a
auséncia desses compostos no ambiente pode estar provocando a diminuicdo da frequéncia
desse alelo no Microcosmos. As populagdes das salas 03 e 04 estdo ha muitas geracOes isoladas
do ambiente natural (512 e 412 respectivamente), ndo estando sujeitas ao contato com
compostos piretroides. Nessas circunstancias, o alelo 1016lle pode estar sofrendo uma reducao

dréstica.

Mais estudos considerando os cendrios futuros de mudancas climaticas sdo necessarios
para o entendimento da composicao genética de populacdes de A. aegypti. Para Williams et al.
(2014), esses trabalhos devem se concentrar em modelagens de riscos de transmissédo de
doencas, fazendo uso de abordagens mais mecanicistas que levem em conta mudancas previstas
nas caracteristicas bioldgicas do mosquito, tais como tamanho corporal, taxa de incubacdo do
virus, etc., associados a aspectos da estrutura genética das populaces.
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7 CONCLUSAO
7.1 Marcadores RAPD

A anélise dos dados das populacbes naturais de A. aegypti, com base no estudo de
RAPD, possibilitou propor que as seis populacfes estudadas apresentaram variabilidade
genética elevada. Embora essas populacGes sejam da mesma cidade (Manaus), nao
apresentaram variabilidade genética similar. No ambiente Microcosmos, a populagdo da Sala

03 foi a que mostrou maior variabilidade genética.

As populagdes foram agrupadas em quatro clusters: um constituido por Morro da
liberdade e Jorge Teixeira; outro por Novo Aleixo e Lirio do Vale e os dois ultimos pelas salas
04 e 03, respectivamente. As populagdes do Microcosmos ficaram isoladas das demais e em
um cluster cada uma, provavelmente, devido a seu isolamento da natureza a varias geracoes e

as condicdes mais severas de temperatura e CO..

N&o houve uma correlacédo clara entre distancia genética e distancia geogréfica entre as
populacdes analisadas. E possivel que o fluxo génico seja favorecido em pequena escala pelo
transporte terrestre, que serve como meio de dispersdo das populacdes desse mosquito. Ou
ainda é possivel que a distancia genética esteja relacionada com a recente colonizacdo desta

espécie na cidade de Manaus, a partir de 1996.

5.2 Gene Kdr (Knockdow resistance)

As andlises genéticas revelaram a presenca do alelo mutante 1016lle somente nas
populagdes naturais analisadas, estando ausente nas do Microcosmos. Em homozigose

recessiva, esse alelo confere resisténcia a piretroides em A. aegypti.

A maior frequéncia do alelo mutante foi observada na popula¢cdo do Morro da
liberdade.

Por outro lado, a propria auséncia de pressdo de selecdo por inseticidas piretréides,
devido ao isolamento das populagdes do Microcosmos do ambiente natural, pode estar levando

a uma diminuicdo na frequéncia do alelo 1016lle.

Os valores de ¥ ndo foram significativos para as quatro populacdes naturais, indicando

gue as mesmas encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg, com excesso de heterozigotos
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e diferenciacdo genética interpopulacional moderada, sendo as popula¢des Morro da Liberdade
e Lirio do Vale as mais distantes geneticamente. Estes resultados podem ser explicados, em
decorréncia do tempo de infestacéo, pressao de selecdo no controle da dengue e elevado fitness

desse mosquito.

Assim, diante dos resultados obtidos, faz-se necessario o monitoramento do uso
desses inseticidas nas acfes de controle, empregando rodizios com diferentes classes de

inseticidas.
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