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RESUMO

Viroses como dengue, febre amarela, chickungunya e zika, séo transmitidas pelo
mosquito Aedes aegypti, que possui como principais caracteristicas, a adaptacéo de
vivéncia no ambiente urbano e a capacidade de resisténcia aos mecanismos de
controle. Sob esses pressupostos, 0 presente estudo analisou a variabilidade
génetica do Aedes aegypti em quatro municipios brasileiros do estado de Mato
Grosso: Cuiaba, Varzea grande, Chapada dos Guimardes e Santo Antbnio de
Leverger. Para este, as coletas foram realizadas por meio de armadilhas do tipo

‘ovitrampas “, com um total de 12 pontos amostrais (trés por municipio), em
dezembro/2015 (enchente), fevereiro/2016 (cheia), junho/2016 (estiagem) e
novembro/2016 (enchente), totalizando 48 amostragens com 1.121 ovos. Estes
eclodiram e formaram adultos de Aedes aegypti, os quais foram identificados e
fixados. Para a extracdo do DNA utilizou-se cerca de 400 individuos, na qual 120
amostras apresentaram bandas florescentes no eletroferese, e dentre elas 40 foram
purificados e sequenciados com as bandas positivas para separacdo dos fragmentos
de DNA entre suas centenas de pares de bases. Utilizou-se ainda, programas de
bioinformaticas como Genious e Mega, por meio dos quais foi possivel a
identificacdo significativa de variabilidade genética nos locais de amostragens. A
utilizacdo de diferentes metodos de controle utilizados nos dias atuais nao tem
gerado resultados satisfatorios, uma vez que as adaptacbes desta espécie aos
habitats sdo acompanhadas por alteracdes genotipicas e fenotipicas, gerando maior

resisténcia.

Palavras-chaves: Controle, Resisténcia, Arboviroses, antropizacdo, vetores
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ABSTRACT

Viruses such as dengue fever, yellow fever, chickungunya and zika are transmitted
by the mosquito Aedes aegypti, which has as main characteristics, the adaptation of
living in the urban environment and the capacity of resistance to the control
mechanisms. Under these assumptions, the present study analyzed the genetic
variability of Aedes aegypti in four Brazilian cities from the state of Mato Grosso:
Cuiaba, Varzea grande, Chapada dos Guimardes and Santo Antbnio de Leverger.
For this, the samples were collected using "ovitrampas" traps, with a total of 12
sampling points (three per city), in December / 2015 (flood), February / 2016 (flood),
June / 2016) and November / 2016 (flood), totaling 48 samplings with 1,121 eggs.
They hatched and formed adults of Aedes aegypti, which were identified and fixed.
About 400 individuals were used in the extraction of DNA, in which 120 samples
showed fluorescent bands in the electrophoresis, and 40 of them were purified and
sequenced with the positive bands to separate the DNA fragments from their
hundreds of base pairs. Bioinformatic programs such as Genious and Mega were
also used, through which it was possible to identify the genetic variability at the
sampling sites. However, the use of different control methods used today has not
generated satisfactory results, since the adaptations of this species to the habitats
are accompanied by genotypic and phenotypic alterations, generating greater

resistance.

Key-words: Control, Resistance, Arboviroses, anthropization, vectors
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1. INTRODUCAO

O Aedes aegypti foi primeiramente descrito no Egito por Linnaeus, em 1762,
(CHRISTOPHERS,1960). Admite-se que a introducéo dessa espécie no Brasil tenha
ocorrido no periodo colonial, entre os séculos XVI e XIX, durante o comércio de
escravos (CONSOLI, 1994). Com a destruicdo dos habitat naturais, devido as
pressdes antrdpicas, uma parte da populacao silvestre sofreu um processo seletivo
que favoreceu a disseminacdo e sobrevivéncia da espécie em ambientes
urbanizados (CHRISTOPHERS,1960; CROVELLO, 1972). A espécie encontra junto
aos domicilios humanos as condi¢Bes necessarias para o seu desenvolvimento, que
ocorre em aguas acumuladas em recipientes, que na maioria, sdo usados pelo
homem (COSTA, 2001).

Na segunda metade do século XX, a partir de 1986, a dengue adquiriu
importancia epidemioldgica, quando irrompeu a epidemia no Estado do Rio de
Janeiro e a circulacdo do sorotipo 1, que logo alcancou a Regido Nordeste
(SCHATZMAYR, 2000). E no Brasil, a dengue apresenta um padrdao sazonal, com
maior incidéncia de casos nos primeiros cinco meses do ano, periodo mais quente e
umido, tipico dos climas tropicais (COSTA et al,2016).

A dengue tem se destacado entre as enfermidades reemergentes e é
considerada a mais importante das doencas virais transmitidas por artropodes de
acordo com a organizacdo mundial da saude (2005). E uma doenca disseminada em
lugares urbanos, principalmente quando a migracdo da sociedade ndo possui
planejamento, assim, facilitando a propagacédo do principal vetor e a consequente
contaminacéao pelo virus (HOMBACH, 2007).

A partir de 1996, o Ministério da Saude colocou em pratica o Plano de
Erradicacdo do Ae. Aegypti (PEAa), que preconizava a atuacdo multissetorial e
previa um modelo descentralizado, com a participacdo das trés esferas de governo,
cujo principal objetivo se concentrava na reducdo dos casos de dengue
hemorragica. Mesmo com esforcos para a estruturacdo do combate ao vetor nos 4
municipios, o PEAa ndo conseguiu a necessaria atuacdo multissetorial, o que pode
ser apontado como um dos fatores responsaveis pelo insucesso na contencdo do
aumento do numero de casos de dengue e pelo avango da infestacdo do Ae. Aegypti
(BRAGA,2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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No ano de 2003, foram notificados cerca de 483 mil casos de dengue nas
Américas, dos quais, aproximadamente, dez mil eram de dengue hemorragica. Mais
de 250 mil casos foram provenientes do continente Sul americano, onde, apesar de
a Regido Andina notificar um namero em torno de 50 mil casos, nela se concentram
80% dos casos de dengue hemorragica (OPS, 2004).

Deste modo, visando o atual cenario do Brasil, com surtos e epidemias de
viroses transmitidas pelo Ae. aegypti , este estudo visando analisar a variabilidade
genética do mosquito transmissor da dengue apresenta alta relevancia, pois
possibilitara sugerir criagdes de novas estratégias no controle do Ae. aegypti , com
foco em tecnologias futuras e eficientes no controle desse vetor, no territrio

nacional.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O mosquito Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762), é originario do Velho Mundo,
provavelmente da regido etiépica, tendo sido originalmente descrito no Egito, tem
acompanhado o homem em sua migracdo pelo mundo e permaneceu onde as
alteracdes antropicas propiciaram sua proliferacdo. E considerado uma espécie
presente em diversas regides do mundo, principalmente de ocorréncia nas regides
tropicais e sub-tropicais (CONSOLI et al, 1994).

No Brasil, ha referéncias de epidemias de dengue desde 1916, em Sdo Paulo,
e em 1923, em Niteréi, no Rio de Janeiro, sem comprovacdo laboratorial. No
comeco do século XX, o Rio de Janeiro vivia uma crise de febre amarela, doencga
também transmitida pelo Ae. Aegypti (OPS,2004). O combate ao Ae. aegypti foi
institucionalizado no Brasil, de forma sistematizada, pois havia diversas epidemias
de febre amarela urbana no Pais, levando a morte milhares de pessoas (FRANCO,
1976).

Nesse sentido, afirma-se que a transmisséo da dengue na primeira metade do
século XX, foi consquéncia do combate a febre amarela, visto que a dengue nao
existia no Brasil como problema relevante de Saude Publica, como acontecia no
Caribe, América Central e do Norte. (DONALISIO e GLASSER, 2002).

Assim sendo, Vasconcelos (2015) afirma que a febre amarela foi uma das
doencas trazidas com a escraviddo e com ela, veio o Ae. aegypti , principal
transmissor do virus da febre amarela. A espécie € também responsavel pela
transmissao do virus Zika, que € um flavivirus (familia Flaviviridae), originalmente
isolado de uma fémea de macaco “Rhesus febril” na Floresta Zika (mal de simioto),
localizada proximo de Entebbe na Uganda, em 20 de abril de 1947( DICK, 1952;
KARABATSOS,1985).

O virus Zika é relacionado ao virus da febre amarela e dengue, também
transmitidos por Ae. aegypti que causam febre hemorragica, podendo ser registrado
ainda, casos de doenca febril, acompanhada por discreta ocorréncia de outros
sintomas gerais, tais como cefaleia, exantema, mal estar, edema e dores articulares,
por vezes intensas. Entretanto, apesar da aparente benignidade da doencga, mais
recentemente na Polinésia Francesa e no Brasil, foram registrados quadros mais
severos, que caracterizavam-se entre outros, pelo comprometimento do sistema

nervoso central (sindrome de Guillain-Barré, mielite transversa e meningite),
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associados ao Zika, o que mostra qudo pouco conhecida ainda é essa doenca.
(ZANLUCA,2015).

Atualmente, a dengue tem tido énfase entre enfermidades reemergentes, e a
doenca é vista de forma viral transmitida por artropodes, estando também, entre
mais corriqueiras arboviroses (BRAGA, 2007). A sua ampla importancia, tem ganho
visibilidade pois vem sendo responsavel por problemas sérios na saude publica do
mundo, porque afeta 0 homem. E uma doenca que se alastra principalmente nos
paises tropicais, pois o clima destes colabora na proliferacdo do principal vetor, o
Ae. aegypti (TEIXEIRA,2005).

Parte destas doencas transmitidas pelo Ae. aegyptiiem afetado
principalmente todos aqueles que vivem em situagdo econOmica baixa, e habitam
em bairros periféricos (GOLDING et al., 2015), nos quais 0s recursos investidos em
saneamento basico é deficiente, o que contribui com o aumento de criadouros do
transmissor da dengue (TAUIL, 2001). Cerca de 80% da populacdo global reside em
areas com um grande numero de risco de doencas transmissiveis por vetores, e
mais da metade da populacdo mundial se encontra em areas nas quais estao
suscetiveis ao menos a duas das doencas que apresentam uma ameaca a saude
(GOLDING et al, 2015).

A proliferacdo desta espécie se da em locais proximos as habitacOes
humanas, onde existem alteracdes antropicas no meio ambiente que facilitam seu
desenvolvimento em diversos recipientes tais como pneus, garrafas, latas, caixas
d’agua e cisternas mal vedadas, vasos de plantas e outros (MARCONDES, 2001). O
inseto adulto sobrevive no ambiente geralmente de 30 a 35 dias e é classificado
como o principal vetor da Dengue (FUNASA, 2001).

O tempo de crescimento larval de Ae. aegyptie as sucessivas ecdises
(mudas) dependem diretamente das condi¢cdes ambientais como, alimento, auséncia
de predadores, temperaturas elevadas e precipitacdes pluviométricas. A temperatura
baixa atrasa o crescimento das larvas. O dessecamento dos criadouros desfavorece
0 suprimento alimentar ocasionando a mortalidade das larvas (MARCONDES, 2001).

De mesmo modo, segundo a Funasa (2001), quando na fase de pupa do Ae.
aegypti , ndo ha nutricdo, um vez que ocorre a metamorfose do estagio larval para o
estagio adulto, e quando as pupas se encontram inativas e flutuando sobre a
superficie da agua, a transformacdo para o estagio de inseto adulto & facilitado.

Seguinte a fase pupal, o inseto adulto ao pousar durante muitas horas sobre as
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paredes de um recipiente tem favorecido o endurecimento de suas asas e do
exoesqueleto, tornando os machos aptos para a cépula. Entretanto, para que haja a
postura dos ovos as femeas necessitam porém, de sangue para a maturacdo dos
ovos. Fenbmeno cuja denominacdo € repasto sanguineo, mais ocorrente nos
periodos matutinos e noturnos, e em locais onde ha agua limpa. H& casos ainda, em
qgue pode ocorrer a infecdo dos ovariolos, ou seja, uma transmissado transovariana,
por meio das quais as fémes ja nascem infectadas.

A estratégia mais antiga para o controle de popula¢cdes de insetos, e ainda a
mais utilizada, é baseada no uso de inseticidas, substancias de origem natural ou
sintética utilizadas para eliminar insetos em diferentes fases do seu ciclo de vida.
Inseticidas, pesticidas ou praguicidas sdo quaisquer agentes quimicos ou bioldgicos
utilizados para impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga (RITTER, 1997). O
uso de enxofre, composto inorganico para o combate a insetos, data de
aproximadamente um milénio a.C. Posteriormente, outros compostos quimicos como
0 arsénio, arsenato, o acido borico, antiménio, béario, chumbo, cadmio, mercurio e
talio também foram utilizados (CASIDA E QUISTAD, 1998). Esses inseticidas agem
causando perturbacdes digestivas e/ou acdo toxica sobre diversos 0rgaos,
principalmente sobre o sistema nervoso dos insetos. Estes compostos também séo
toxicos para maioria dos animais, inclusive o homem. Posteriormente, foi observado
gue compostos de origem botanica, como o sulfato de nicotina, alcaléides da
sabadilha, rotenona e piretrina, eram capazes de repelir ou matar insetos (CASIDA e
QUISTAD, 1998), tornando muito comum o uso destas substancias, principalmente
nos paises tropicais (LAGUNES e RODRIGUES, 1989).

A vantagem do uso de compostos extraidos de plantas como inseticidas &
gue estes apresentam complexidade estrutural, poténcia e seletividade no controle.
Por outro lado, o uso destes compostos é limitado em funcdo de sua disponibilidade
e seu alto custo de obtencéo (CASIDA e QUISTAD, 1998).

A Organizacdo Mundial da Saude define a resisténcia do inseto como a
capacidade que o mesmo possui a uma determinada quantidade da dose de
inseticida, que normalmente levaria a morte, pois, fisiologicamente a resisténcia é
uma caracteristica genética que o vetor possui (BRAGA, 2007). A capacidade de
resisténcia é evidente a quase todos os inseticidas usados para o controle, e para
gue se alcance resultados coerentes sao necessarios estudos dos mecanismos

envolvidos tais como: genéticos, fisioldgicos e bioquimicos (FLORES et al. 2013). Os
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inseticidas podem contribuir para acelerar o processo de selegcdo de uma
determinada populagédo. Mesmo com a intensa pressao, o vetor possui alelos que
corresponde & resisténcia, assim resultando em uma forte capacidade de
sobrevivéncia aos inseticidas letais (BRAGA, 2007).

A habilidade de adaptacdo de um organismo depende da sua variabilidade
genética. A informacdo da variagdo genética dentro e entre as populacbes é
importante para compreender a historia evolutiva de populacdes de mosquitos e da
epidemiologia da doenca (YAN et al., 1998).

Nos ultimos 60 anos, com descobertas de novos inseticidas, e sendo usados
de forma intensiva, vetores de diversas espécies adquiriram resisténcia, de acordo
com a sua populacdo e localizagdo geografica (VARGAS et al.,, 2006).Como
consequéncia da grande pressdo de selecédo, o primeiro caso de populacdes de
mosquitos resistentes a inseticidas quimicos no pais foi registrado em 1995 em
amostras do mosquito procedentes de Goias (MACORIS et al., 1995). Desde entéo,
estudos posteriores conduzidos pelo Ministério da Saude (1999, 2000 e 2002)
confirmaram que as populacdes de Ae. aegypti , em praticamente todo o territorio
brasileiro, apresentavam resisténcia ao temephos (BRAGA et al., 2004; BRASIL,
2005; 2009;).

Além disso, estudos realizados pelo Grupo Técnico Assessor para O
Programa de Monitoramento da Resisténcia de Ae. aegyptiaos Inseticidas
(MoReNAa) demonstraram que populacdes brasileiras de Ae. aegyptiencontravam-
se resistentes a todas as classes de inseticidas quimicos testadas. Desta maneira,
alguns critérios foram estabelecidos visando o manejo da resisténcia na populagéo
de Ae. aegypti , como a substituicdo do larvicida quimico pelo biolarvicida Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti); e o0 monitoramento de resisténcia através de
bioensaios e testes bioquimicos de uma forma sistematica (BRASIL, 2009).

Apesar desses critérios definidos pelo MoReNAa terem sidos postos em
pratica, estes ndo foram empregados a tempo para resultar na reversdo da
resisténcia nas populacdes de Ae. aegypti(BRASIL, 2005). Diante desta situacao,
fica evidente a necessidade de uma avaliacao do status de susceptibilidade do vetor
no momento pré-aplicacdo do inseticida, visto que, naturalmente, alelos de
resisténcia podem ocorrer em baixa frequéncia nas popula¢des-alvo. A maioria dos
casos em que o desenvolvimento da resisténcia ocorre em campo, esta atribuida a

poucos genes de maior efeito. Inicialmente, esses genes sao encontrados em baixas
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frequéncias nas popula¢des-alvo e, com a continua pressao de exposicéo, estes sao
selecionados e aumentam progressivamente suas frequéncias podendo chegar até a
fixacdo do alelo de resisténcia na populacdo (OVERGAARD, 2006).

A insensilidade do Ae. aegypti, € conferida por uma mutagcdo pontual na
regido estrutural de seu gene, a qual altera 0 aminoacido alanina por uma serina, na
posicao 296 da proteina. Esta é uma mutacdo comum e estavel, que persiste em
frequéncia elevada em individuos resistentes de varias populacgbes de insetos,
mesmo apds a interrupcdo do uso dos ciclodienos (ASIH et al., 2012;
FFRENCHCONSTANT et al., 2000). Moléculas do canal de sédio dependentes de
voltagem (Nav), alvo de inseticidas organoclorados e piretréides, funcionam
regulando a entrada de ions de sodio na membrana de células do sistema nervoso.
Sob essa atica, varias mutacdes pontuais no gene de copia unica do canal Nav ja
foram identificadas em diversas espécies de mosquitos resistentes, dentre eles
Anopheles gambiae, An. arabiensis, Culex pipiens, Cx. quinquefasciatus, Aedes
albopictus e Ae. aegypti(BAHNCK & FONSECA, 2006; BRENGUES et al., 2003;
CHANG et al., 2009). As mutacdes mais frequentes estdo situadas no gene que
codifica o sexto segmento (S6) do dominio Il da proteina e envolve uma série de
mutacdes de sentido-trocado (LOURENCO 2007; MARTINEZ et al., 1999). Essas
mutacdes levam a uma resisténcia conhecida como knockdown (kdr) e super
knockdown (super-kdr) (WILLIAMSON et al., 1993).

Nesse sentido, para o controle do Ae. aegypti na capital do Mato Grosso,
utilza-se diretrizes recomendadas pelo PNCD, com especial atencéo aos SPs, como
cemitérios, lojas de pneus, ferros-velhos, sucata ou locais com circulacdo intensa de
pessoas, como escolas, estacao de 6nibus e aeroportos (CARVALHO et al ,2015). A
cidade de Cuiaba, devido sua localizagao geografica (150 35’56”Latitude Sul e 560
06'01” Longitude Oeste, altitude 177m) e condigdes climaticas, com estagdes bem
definidas, e ainda com a alta densidade populacional humana e suas
consequéncias, aliada as elevadas temperaturas e precipitacdes, tem registrado e
facilitado a introducédo e dispersédo dos vetores da dengue e a ocorréncia da doenca
desde o0 ano de 1991, com a circulacdo do sorotipo 1. A introd¢ao do sorotipo 2 teve
registros a partir do ano de m 1995, havendo notficacdo de 11.628 casos e a
ocorréncia de 3 casos de dengue hemorragica.

No periodo de 1995 a 2000, segundo dados do Instituto Brasileiro de

Geogafia e Estisticas (IBGE), houve uma média de 5.000 casos notificados por ano
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(IBGE, 2003). Do ano 2001 a 2006, segundo o SES/MT( 2005), foram notificados
4.531; 14.988; 13.709; 4.2544; 10.906; 16123 casos respectivamente, com a
circulacdo dos trés sorotipos 1, 2 e 3, sendo registrados 148, 2380, 3313, 112, 131,
698 casos de dengue no municipio de Cuiaba, respectivamente notificados no
periodo (MIYAZAKI et al,2009).

Desse modo, o estudo da estrutura genética da populacdo é essencial para o
entendimento da dindmica das populacfes do Ae. aegypti, para a andlise de fatores
responsaveis pela resisténcia e adaptacdo ecoldgica (HIRAGI, 2009); e, esta sendo

realizado pela primeira vez no estado de Mato Grosso.
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3. METODOLOGIA

3.1. Area de estudo

As coletas foram realizadas em 04 municipios: Cuiaba (CB), Varzea Grande
(VG), Santo Ant6nio do Leverger (SA) e Chapada dos Guimarades (CP), no periodo
de nov.2015 a dez. 2016, com uma coleta de trés pontos por municipio, repetidas a
cada trimestre, em cada municipio (Figura 1).

Figura 1:Mapa dos quatro municipios e locais de coletas.
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3.2. Procedimento Experimental

Os materiais de coleta utilizados foram armadilhas tipo ovitrampa, de acordo

com (FAY,1966), para coletar ovos de Aedes Aegypti ; com um recipiente de plastico
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de cor preta com 9x12 cm, de 580 ml, palheta de Eucatex com 13,5x2, 5 cm,
acrescida de 270ml de solucdo de agua e 30ml de infusdo de feno e para cada
palheta identificacdo por cddigo registrado em um formulario. Os ovos foram
colocados para eclodir e apés se tornarem adultos identificados e fixados em &lcool
100%.

A extracdo de DNA foi realizada com kits especificos para insetos, seguindo o
protocolo do fabricante, e também com solucéo salina, de acordo com Aljanabi &
Martinez (1997), conforme segue:

a) Inicialmente o material biolégico € transferido para um microtubo
individual 1,5ml, completamente seco, retirando todo o alcool, posteriormente com
uma tesoura esterilizada cortar/macerar o material em pedacos, 0 maximo possivel;

b) Adicionar 440 yu; de tampéao salino (NaCl (5M, 8 mL; Tris — HCI (1M)
pH 8, 1 mL; EDTA (0,5M) pH 8, 400 pl; SDS 10%, 20 mL; H20 mili-Q Autoclavada,
70,6 mL para 100mL de solucéo) e 16 y; de proteinase K (10ng/ul) e misturar no
vortex;

C) Incubar as amostras no banho-maria a 55 — 65 °C de 1 a 2 horas, para
completa digestdo. Durante a digestdo é aconselhavel homogeneizar cada 15
minutos, no vortex, para garantir-se a acao enzimatica em todo material;

d) Adicionar 300y, de NaCl 6M, apos a total digestdo da amostra, misturar
bem no vortex e centrifugar em seguida por 5 minutos a 12.000 rpm em micro
centrifuga,

e) Apés a centrifugacdo coletar cerca de 550 y; do sobrenadante e
transferir para um novo micro tubo 1,5 mi;

f) adicionar igual volume de isopropanol ou alcool PA (gelado) e mover
levemente os tubos para precipitacdo do DNA (geralmente forma uma nuvem);

0) Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm e descartar o sobrenadante por
inversao total dos tubos, mantendo o pellet do tubo cénico;

h) Adicionar cerca de 500y; de etanol 70% para lavar o pellet e repetir a
centrifugacao;

) Descartar o sobrenadante por inversdo do tubo e levar a amostra para
secar em estufa entre 37°C a 40°C por aproximadamente 1 a 2 horas (0 micro tubo
deve estar deitado e aberto sob um papel toalha), ou deixar os tubos abertos coberto
com um papel toalha em cima de uma bancada de um dia para o outro;

)] Apbs a secagem, o pellet deve ser ressuspendido/hidratado com 30 g
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de TE ou com &gua mili-Q autoclavada;

K) Adicionar de 3 y;de Rnase (20 mg/mL) deixando por 10 minutos o
material sobre a bancada em temperatura ambiente. Em seguida, correr um gel de
eletroforese a 1% de agarose, submerso em tampé&o TBE, para ver a integridade do
DNA. ApGs armazenar as amostras em freezer -20°C para a amplificacédo via PCR.

A amplificacdo do DNA via PCR (Saavedra Rodriguez et al, 2007), foi
realizada utilizando um par de primers mitocondriais. Foi utilizado o iniciador, primer,
Citocromo Oxidase | (COl), especifico para insetos, de acordo com PADUAN et al
(2008).

Para o teste de eficiéncia da amplificacdo, os produtos da PCR foram
visualizados em gel de agarose a 1% e as bandas comparadas aos marcadores de
peso molecular (ladder) jA conhecidos. Também se fez a quantificacdo do DNA
amplificado via nanoespectrofotdmetro da marca Denovix (LabGen-UFMT).

Para a purificacdo das amostras amplificadas foi utilizado 0,13 da enzima
ExoSap-IT® USB (Affymetrix) em 1,87 pl de agua mili-Q e aquecidas a 37°C por 60
minutos. A enzima foi inativada a 80°.C por 15 minutos.

Apos a purificacdo, as amostras que mantiveram padrdes adequados de DNA
no gel de eletroforese, foram enviadas para sequenciamento na empresa ACTGene
(https://ludwigbiotec.com.br). As sequéncias lidas dos genes amplificados
analisadas em programas de bioinformatica, o software BioEdit v.7.0.9.(
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEd).

Foi utilizados os programas Geneious e Mega para desenvolver o0s
dendogramas e saber qual a distancia genética das especies.

(https://www.megasoftware.net/) (https://www.geneious.com/) .

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A habilidade de adaptacdo de um organismo depende da sua variabilidade
genétia. Por conseguinte, a informacdo da variagcdo génica entre as populacdes
tornam-se estritamente fundamental para compreensdo da histéria evolutiva das
amostras de mosquitos e da epidemiologia da doenca (YAN et al, 1998). O estudo
da estrutura genética das populacdes do Aedes aegypti € essencial, tanto para o
entendimento da dindmica das populagbes quanto para a analise de fatores

responsaveis pela resisténcia e adaptacéo ecologica.


https://ludwigbiotec.com.br/
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEd
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEd
https://www.megasoftware.net/
https://www.geneious.com/
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De acordo com a analise feita do gene mitocondrial COI, de 120 individuos,

observou-se que, apés as amplificacbes, somente 40 amostras apresentaram

bandas positivas (fluorescentes) no gel de agarose. Estas, foram submetidas a

purificacdo enzimatica e, ap0s purificacdo, restou apenas cerca de 50%. As

sequencias lidas e que puderam ser consideradas, finalmente, foram somente

guatro de cada local.

Conforme os dendogramas (figuras 2, 3, 4, 5 e 6), observou-se que ha uma

variagdo nos pares de bases que formam a sequencia amplificada do gene

mitocondrial COlI, alterando significativamente a estrutura genética dos individuos,

formando dois grupos geneticamente distintos dentro de um mesmo municipio, o

gue confere uma variagao intrapopulacional.

Estudos baseados em genética populacional do Ae.
aegypti tem fornecido informacdes sobre estrutura
populacional e dispersdo em niveis micro e macro
geograficos — mostrando que a dimensdo ambiental,
fatores sociais e intervencdes humanas, afetam a
estrutura populacional deste vetor (SCARPASSA et al.,
2008).

Neste contexto pode se afirmar que a causa da divisbes dos grupos estejam

ligados as intervencdes humanas, fazendo com que haja o cruzamento e surgimento

de uma nova estrutura genética do individuo, com isto o grau de variacdo aumenta

entre eles.

Figura 2: Dendograma das sequéncias do gene COl, dos individuos de Cuiaba-MT
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 3: Dendograma das sequéncias do gene COI, dos individuos de Chapada dos
Guimardes-MT.
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Figura 4: Dendograma das sequéncias do gene COl, dos individuos de Santo Antdnio do
Leverger
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Figura 5: Dendograma das sequéncias do gene COl, dos individuos de Varzea Grande
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A deteccao da variabilidade genetica dentro das populacdes, mediante a
gradientes geograficos e/ou temporais podem fornecer dados que estimem se a

populacdo esta em equilibrio, extingdo ou expansdo. Diante disso, as diferencas
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genéticas entre a populacdo do mosquito vetor, podem auxiliar na compreenséo de
sua historia evolutiva e na epidemiologia das doencas.(YAN et al,1998).

No municipio de Cuiabd, os resultados das analises do gene mtDNA COI de
A. aegypti, evidenciaram individuos em um unico grupo (Figura 2), distintos dos
demais (incorporados em um segundo grupo), no qual encontram-se com alta
divergencia na sequéncia génica. Constatou-se que hd 100% de confiabilidade nos
testes, onde o primeiro grupo demonstrou alta semelhanca entre os individuos e o
segundo grupo diferenciou-se largamente do primeiro.

No municipio de Chapada dos Guimardes (Figura 3), os resultados também
mostram que houve uma separagao de dois grupos de A. aegypti, no qual aponta
similaridade de 78% com o mesmo grau de parentesco, e se diferenciam em 97% do
segundo grupo. Neste sentido, observa-se que um unico individuo aparece, se
destacando do primeiro grupo, porém geneticamente mais proximo, se comparado
ao segundo grupo.

Os individuos de A. aegypti, do municipio de Santo Anténio do Leverger
também se dividiram em dois grupos amostrais (Figura 4), sendo um deles com
100% de confiabilidade na similaridade genética, para o gene amplificado. As
amostras desse municipio tiveram baixa eficiéncia nas amplificacfes. Isto talvez se
deva a variacdo ainda maior na regido de anelamento do primer, quando comparado
aos demais locais.

J4 no municipio de Véarzea Grande (Figura 5) foi possivel visualizar pela
variabilidade genética nos A. aegypti, quatro subgrupos de individuos, indicando

uma maior variacao intrapopulacional.

Embora a maioria dos acasalamentos possam ocorrer
dentro de uma populacao local, em varias especies ha
pelo menos algum cruzamento entre individuos nascidos
de populacgdes distintas (TEMPLETON, 2011).

Apés os testes desenvolvidos com as populacbes de mosquitos, o par de
primer sugerido pela literatura (SEIXA GONCALO et al., 2003) ndo mostrou-se muito
eficaz. Destarte, identificou-se pouca aderéncia, baixos indices de amplificacdes e
baixa qualidade depois da purificagdo para sequenciamento. Isto pode acontecer,

devido a variagdo génica local, visto que outros dois pares de primers, ND4 e ND5,
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foram utilizados concomitantemente (nas mesmas amostras de DNA) e

apresentaram alta afinidade, com padroes de amplificacdo e sequéncias de boa
gualidade em 90% das amostras.

Figura 6:Quadro da distancia genética das populacdes.

V.G C.B S.A C.P
VG| - 0,0032) 00023 0,0018
C.B | 00133 - 0,0035] 0,0024
S.A | 00104 00144 - 0,0021
C.P | 0,0085) 0,0096| 00086 -

Fonte: Proprio autor.

De acordo com o quadro acima, € notorio que a maior distancia genetica se
encontra entre os municipios de Santo Antonio do Leverger e Cuiaba em um grau de
14,4%; E o menor grau de distancia genética esta entre os municipios de Varzea
Grande e Chapada dos Guimardes com 1,8%. Na figura abaixo € possivel visualizar

o dendograma geral e o grau de distancia de todos os individuos analisados na
pequisa:
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Figura 7: Dendograma geral das sequéncias do gene COI, dos quatro municipios: Cuiaba,

Chapada dos
Guimarées,
Santo Antonio
Leverger,

Varzea Grande.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, existem varios estudos voltados para a epidemiologia causada
pelo mosquito Aedes aegypti (L.), que por sua vez é considerado a fonte de
transmissao de diversas doencas como a dengue, chikugunha, zika e febre amarela,
existente em regides tropicais e subtropicais. Para que haja sucesso no seu controle
biolégico, é de fundamental importancia entender toda sua estrutura genética e 0s
mecanismos que resultaram na diversidade das populagdes.

A principal dificuldade encontrada no desenvolvimento dos testes referentes a
essa pesquisa, foi a escassez de materiais bibliograficos, uma vez que o trabalho é
pioneiro nesses municipios, especificamente voltado para o estudo da variabilidade
genética do vetor, visto que ha uma grande necessidade em compreender sua fase
evolutiva e assim desenvolver métodos que sejam mais eficazes. O fato de existir
uma resisténcia a variaveis e métodos de controle existente, ndo significa que essa
persisténcia seja causada apenas pelo uso intensivo dos inseticidas, as influéncias
antropicas, como os meios de locomocéao utilizado para passeios e o0 mal cuidado
com a limpeza nas residéncias, também influenciam substancialmente.

De acordo com as analises, € possivel verificar que o municipio de Varzea
Grande tem o maior variabilidade génetica, isso tanto comparado aos demais
municipios quanto averiguado na propria cidade. Isso pode ser resultado de
problemas relacionados aos meios de transporte utilizado pelo homem (aviéo, carro,
Onibus). Dentre os quatros municipios analisados, Santo Anténio do Leverger
apresentou menor aderéncia do primer nas amostras de DNA, com baixos indices
de amplificacoes.

Os principais motivos de existir variabilidade genética do Aedes aegypti sao

0s mecanismos de mudanca no DNA e/ou apartir de tal, pequenas mudancas a
niveis de comportamentos, 0 que poderia provocar isolamentos entre sub grupos
dentro de uma mesma populacéo.
Apesar do nimero baixo de amostras analisadas para o primer COl em individuos
de Aedes aegypti, 0 numero amostral geral (1.416 ovos e 1278 individuos) foi
significativo, e as amostras para extragdo de DNA e amplificacdo aleatérias,
evidenciando assim, representatividade das popula¢des dos quatro municipios.

Assim sendo, € relevante afirmar que o estudo podera servir de base para

possiveis posteriores aprofundamentos do tema, auxiliando na busca pela
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sensibilizacdo dos proximos pesquisadores, para que se aprofundem em qualquer
uma das problematicas levantadas nesse estudo,dando um suporte no controle de
doencas transmitidas por vetores antrdpicos, minimizando impactos que vem
causando na saude publica, e como consequencia a preservacado ambiental pelo uso
minimo de inseticidas e pesticidas, o que contribuira significativamente com a saude
do solo, da agua e do ar, uma vez que muitos dos inseticidas hoje utilizados tem um
grande potencial de dispersdo. Entretanto, as analises moleculares com suas
especificidades e confiabilidade ,possibilitam ganho de tempo e otimizacdo de

recursos.
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