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RESUMO

Dentre as doengas transmitidas pelos insetos a maléria é a causa de 1,5 a 2,7 milhdes
de mortes por ano correspondendo a 4% da mortalidade mundial, sendo considerada uma
das principais parasitoses do mundo. Esta parasitose é causada por protozodrios do
género Plasmodium, que podem ser transmitidos aos hospedeiros vertebrados através da
picada de mosquitos do género Amnopheles infectados. A distribuicdo geogréfica dos
anofelinos é ampla podendo ser encontrados em ambientes diversos, desde desertos as
florestas tropicais. No Brasil, o principal vetor de maldaria é o Anopheles darlingi. Estratégias
efetivas para controle deste vetor poderiam ser melhor elaboradas com o conhecimento da
estrutura genética e do fluxo de genes entre as populagdes, permitindo um discernimento
dentro da diversidade genética do vetor e de sua competéncia em transmitir o parasita. O
uso de marcadores moleculares tem obtido importantes resultados no estudo dessas
populacdes, demonstrando eficiéncia na discriminagdo e caracterizacdo genética dos
mosquitos. O presente estudo teve como objetivo utilizar técnicas de andlise genomica
para estudar a diversidade genética e caracterizar diferentes populacdes de An. darlingi
coletados em quatro localidades de Porto Velho. Mosquitos coletados dentro e fora das
casas em Portuchuelo, uma vila préxima a Porto Velho, foram analisados pela técnica de
RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA Polimerase Chain Reaction). Também
foram coletados mosquitos de 4 localidades diferentes, Portuchuelo e mais 3 lugares
proximos a Porto Velho, em periodos diferentes do ano (abril e outubro). Estes mosquitos
foram analisados através do seqiienciamento de parte do gene ND4 (NADH
dehydrogenase subunit 4). Os resultados da anélise do RAPD-PCR mostraram isolamento
parcial por distancia de duas localidades diferentes de Portuchuelo. As diferengas
observadas dos mosquitos coletados dentro e fora das casas ndo foram significantes. O
sequenciamento do gene ND4 mostrou que ndo ha uma clara correlagdo entre distancia
genética e geografica, no entanto ha diferencas em relacdo a sazonalidade, que é

importante para epidemiologia e deve ser ressaltado.

Palavras-chave: Anopheles darlingi, malaria, RAPD-PCR, mtDNA
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ABSTRACT

Among the diseases transmitted by the insects malaria is the cause of 1,5 to 2,7
million of deaths per year corresponding to 4% of world mortality. This parasitic disease is
caused by protozoa of the gender Plasmodium, that can be transmitted to the vertebrate
hosts through the bite of mosquitoes of the gender Anopheles. The geographical
distribution of the anophelines is spread worldwide and can be found in several niches,
from deserts to rain forests. In Brazil, the main malaria vector is the Anopheles darlingi.
Effective strategies for vector control could be better elaborated with the knowledge about
genetic structure and gene flow among populations, allowing a discernment of the vector
genetic diversity and of it competence in transmitting the parasite. The use of molecular
markers has shown important results in the study of those populations, which
demonstrates the efficiency in the discrimination and genetic characterization of these
mosquitoes. The present study had as objective the use of genomic analysis techniques in
the intention to study the genetic diversity and to characterize different populations of An.
darlingi collected at four places of Porto Velho. Mosquitoes collected inside and outside
houses from Potruchuelo, a riverine village near Porto Velho, were analyzed by RAPD-
PCR (Random Amplified Polymorphic DNA Polimerase Chain Reaction). We also
collected mosquitoes at 4 different sites, Portuchuelo and 3 places near Porto Velho, at
different times (april and october). These mosquitoes were analized by partial ND4
(NADH dehydrogenase subunit 4) sequencing. Results from RAP-PCR analysis showed
partial isolation by distance at 2 different sites at Portuchuelo. The differences observed
from mosquitoes collected inside and outside the houses are not significant. ND4
sequencing showed that there is no clear correlation among genetic and geographical
distance, however there are differences in relation to seasonality, what is important for the

epidemiology and should be underlined.

Key-words: Anopheles darlingi, malaria, RAPD-PCR, mtDNA

14



INTRODUCAO

Cerca de 70% das espécies de animais vivas conhecidas na biosfera sdo insetos, que
assumem importancia ecolégica no processo de polinizagao, ja que dois tercos das plantas
que dao flores dependem deles (Barnes, 1984). Muitos insetos e outros artrépodes
possuem importancia médica e veterindria por causarem condigdes patoldégicas ou
transmitirem organismos patogénicos ao homem ou animais (Harwood & James, 1979).
Alguns grupos de insetos, denominados hematofagos, sdo adaptados para se alimentarem
de sangue. O principal problema advindo destes insetos é a sua capacidade de transmitir
para o homem e outros vertebrados varios patégenos, dentre eles, vermes, protozoarios e

virus.

A maioria dos mosquitos é hematéfaga, entretanto, somente as fémeas se
alimentam de sangue e este é metabolizado provendo substratos para a sintese de
proteinas destinada a formacdo de ovos. Parte do sangue ingerido pelas fémeas pode ser
também utilizada como fonte de energia. Machos e fémeas, porém, se alimentam de néctar
de flores, sucos de frutas e outras fontes alimentares ricas em carboidratos encontradas na

natureza (O’Meara, 1987; James, 1994).

Dentre as doengas transmitidas por insetos inclui-se a malaria que causa de 1,5 a 2,7
milhdes de mortes por ano correspondendo a 4% da mortalidade mundial, sendo
considerada uma das principais parasitoses do mundo (Guerrante & Blackwood, 1999).
Aproximadamente um milhdo de mortes é representado por criangas abaixo de cinco anos
de idade. Atualmente, a maldria no mundo existe em uma centena de paises (Figura 1) e
territorios sendo que, em 92 deles, a transmissdo inclui a forma maligna representada pelo

Plasmodium falciparum (Forattini, 2002). Existem pelo menos trés tipos de maléria no Brasil,
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causados pelos diferentes tipos de plasmoédios: a febre terca (Plasmodium vivax), a febre
quarta (Plasmodium malariae) e a febre terca maligna (Plasmodium falciparum). Popularmente
também é conhecida como febre intermitente, febre palustre, maleita, paludismo ou
impaludismo, perniciosa, sezao, sezonismo, acréscimo, batedeira, tremedeira e carneirada

(Rey, 2001).

A Africa detém mais de 90% da incidéncia total e a maior parte dos 6bitos. Além da

Africa, o Brasil e a India sdo paises onde ha alta incidéncia de malaria (WHO, 1997).

Nas Américas, a zona malarigena se divide em trés regides: uma ao norte do
Planalto Mexicano, tendo como principais vetores os mosquitos Anopheles quadrimaculatus
e Anopheles pseudopunctipennis; outra abrangendo toda a América Central e Antilhas até a
costa norte da Colombia e Venezuela, tendo como principal vetor Anopheles albimanus e
por ultimo grande parte do Continente Sul-Americano, tendo como principal transmissor

o Anopheles darlingi (Rey, 2001).

Na Africa, a transmissdo da malaria ocorre principalmente pelo Anopheles gambiae, e
também pode ser transmitida pelo Anopheles funestus sendo ambos eficientes vetores
determinando assim a existéncia de extensas zonas hiperendémicas. Existem varios paises
onde quase toda a populacdo contrai maldria, embora a doenga se manifeste

principalmente nos grupos etarios mais jovens (Rey, 2001).

As éreas altamente endémicas para maléaria na India incluem a regido nordeste,
florestas tribais, regides montanhosas de varios estados incluindo Maharashtra e distritos
nao tribais. Aproximadamente um quarto dos casos relatados é do estado de Orissa, e 80%
tem origem de 20% da populacdo. Durante o periodo de 1995 a 1996 surtos e casos de

morte por malaria foram relatados de partes tribais do estado de Maharashtra.
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Figura 1. Mapa ilustrando as areas de risco para maldria.
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Por volta de 47% dos casos sdao causados pelo Plasmodium falciparum e aproximadamente
1000 mortes sdo relatadas anualmente. Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina e
vetores de maldria resistentes a inseticidas sdo predominantes em algumas &areas. Os
principais vetores sdo: An. dirus, An. minimus, An. phihppinensis, An. culicifacies, An.

stephensi, e An. annularis (http:/ /rbm.who.int/wmr2005/ profiles/india.pdf).

Esta parasitose é causada por protozoarios do género Plasmodium, que podem ser
transmitidos aos hospedeiros vertebrados através da picada de mosquitos do género
Anopheles infectados. Existem quatro tipos de plasmoédio que podem causar maldria no ser
humano: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale

sendo as duas primeiras as principais causadoras da doenga no Brasil.

2

Nas Américas a malaria é causada predominantemente por infeccdes com
Plasmodium vivax, atingindo igualmente adultos e criancas. As formas graves e
complicadas, causadas por infeccdes com Plasmodium falciparum sdo em geral pouco
frequientes. Na Nigéria, 96% dos casos sao devido a Plasmodium falciparum e o restante, a
Plasmodium malariae. Casos semelhantes ocorrem no resto do continente africano, embora

infecgdes por Plasmodium vivax também sejam observadas na Africa Oriental (Rey 2001).

Das 500 espécies de anofelinos conhecidas, 70 sdo vetores de plasmoédios e destes,
cerca de 20 sdo importantes transmissores da malédria ao homem (Service, 1996). Existem
algumas condi¢des muito importantes para que uma espécie de anofelino seja considerada
um importante vetor de maldria humana como: o grau de antropofilia, ou seja, a
proporcao de mosquitos que se alimentem preferencialmente de sangue humano; seu ciclo
de vida deve ser compativel com o desenvolvimento do parasita em relacdo a

sobrevivéncia e longevidade dos mosquitos; a freqiiéncia de fémeas que se alimentam, o
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que pode permitir o contato com varios vertebrados ao longo de sua vida e o grau de
domesticidade da espécie, também chamado de endofilia, que é o habito de penetrar em
habitacdes humanas. A capacidade vetorial de um mosquito esta ligada a fatores
ecolégicos e comportamentais e a competéncia, a compatibilidade fisiolégica vetor-

parasito (Dye, 1986).

A distribuicao geogréfica dos anofelinos é ampla (Figura 2) podendo ser
encontrados em ambientes diversos, desde desertos as florestas tropicais (Consoli &
Lourengo-de-Oliveira, 1994). A expansdo da malaria pode ser favorecida devido ao
aumento populacional que vem ocorrendo nas regides endémicas, ao continuo
desmatamento e outras atividades exploratérias na regido aumentando com isso a

incidéncia de infecgdes parasitarias (Walsh et al., 1993; Taipe-Lagos da Costa, 1994).

No Brasil, além do Amnopheles darlingi, outras espécies estdo relacionadas como
transmissoras secundarias de plasmoddios causadores da malaria humana, entre elas,

Anopheles aquasalis e Anopheles albitarsis (Forattini, 2002).

Anopheles aquasalis é o principal vetor de malaria na regiao costeira do Brasil, devido
a sua adaptacdo a ambientes de dguas salobras e o fato de suas larvas suportarem alto teor
de salinidade. Sua distribuicao incluia a costa Atlantica, desde Peruibe (Estado de Sao
Paulo) até a Costa Rica. Embora sejam mais abundantes durante a estacdo chuvosa, estes
anofelinos costumam estar presentes em grande quantidade o ano todo dentro e fora das
habitacdes. Na regido nordeste do Brasil sdo muito endofilicos, mas em outras regides da
costa brasileira predominam no exterior das casas, onde sdo mais zoofilicos, ou seja, picam

mais frequentemente os animais (bovinos e eqiiinos) que o homem. Um fator interessante
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é que esta espécie tem um raio de voo de 8 km considerado muito grande em relacao ao de

outros mosquitos estudados (Rey, 2001).

Anopheles albitarsis é encontrado principalmente onde hd grandes cole¢des de
agua/criadouros permanentes, como na regido amazonica, sendo mais abundante durante
a estacio chuvosa. E considerado exofilico e de hébito alimentar preferencialmente
zoofilico, podendo eventualmente picar o homem (Rey, 2001; Klein et al., 1991). Devido a
estes fatores, esta espécie é considerada um vetor secundario de malaria no Brasil, uma
vez que o numero de Plasmodium vivax na forma de esporozoitos presente nas glandulas
salivares destes é similar ao nimero encontrado em An. darlingi, alimentados sob as
mesmas condi¢des (Klein et al., 1991b). Isso indica que este mosquito pode ser um
transmissor de malédria quando se alimenta em humanos acometidos pela doenca. O raio

de voo desta espécie é de 3 km.

Anopheles darlingi é o principal vetor de maléria no Brasil. Além de seu papel na
transmissao de Plasmodium falciparum, este mosquito também ¢é vetor de outras espécies de
Plasmodium (Klein et al., 1991a). Sua distribuicao geografica e densidade estao intimamente
relacionadas com a maldria e estes mosquitos sao frequentemente encontrados infectados
com o parasita causador da doenca, ndo raras vezes por mais de uma espécie de
Plasmodium. (Tadei et al., 1998). Sua distribuicdo é extensa, sendo encontrado desde as
regides orientais do México até o norte da Argentina. No Brasil, antes das campanhas de
erradicacdo, s6 estavam livres de sua presenca quatro estados: Rio Grande do Norte,
Paraiba, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Atualmente, este mosquito encontra-se em

grande ntimero principalmente na regido Amazonica.
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Fonte: WHO 2005

Figura 2. Distribuicao mundial dos principais anofelinos vetores de malaria.
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Os criadouros deste anofelino sdo caracteristicamente representados por colecdes de
aguas limpidas, com certa profundidade, sombreadas, dotadas de vegetacdo flutuante ou
emergente e pobres em sais e matéria organica (Rey, 2001; Forattini, 2002). Os mosquitos
sdo capturados em maior abundéancia no interior das casas do que fora delas, mas
recentemente, An. darlingi tem sido mais encontrado em alto ntimero no peridomicilio.
Além de sua grande endofilia, é notavelmente antropofilico, picando humanos de
preferéncia a outros animais, pois na medida em que o ambiente natural se transforma em
antrépico, ou desmatado, a populacao local de An. darlingi tendera a coabitar com o
homem, invadindo-lhe os domicilios traduzindo a capacidade de adaptagdo do mosquito
ali presente e potencializando seu papel de vetor (Rozendaal, 1990). Esta espécie é muito
suscetivel a infeccdo pelos plasmoédios, tendo sido observadas, em condi¢des naturais,
taxas de parasitismo superiores a 20% no intestino (indice de oocistos), e superiores a 5%
nas glandulas salivares (indice de esporozoitos). O raio de voo é menor em relagdo aos

outros mosquitos estudados, cerca de 1,5 km (Rey, 2001).

Atualmente, dezenas de complexos de espécies cripticas de Amnopheles sdo
conhecidas e acumulam evidéncias que sugerem que os principais vetores de maldria
parecem ser membros de tais complexos (Collins & Paskewitz 1996). Complexos de
espécies cripticas sdo grupos de espécies intimamente relacionadas que apresentam
caracteristicas morfolégicas idénticas ou semelhantes, dificultando e em alguns casos
impossibilitando sua correta identificacdo. Esses complexos sdo conhecidos em uma ampla
variedade de insetos e outros artropodos e é comum entre os insetos mais estudados e os
de importancia médica. Por exemplo, muitos anofelinos vetores de maléria pertencem a

complexos de espécies cripticas. Esses complexos incluem espécies vetoras e ndo vetoras e
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duas ou mais espécies deste complexo sdo frequentemente encontradas vivendo em

simpatria (Collins & Paskewitz 1996).

Existem ainda muitas davidas quanto a espécie Anopheles darlingi pertencer a um
complexo de espécies cripticas, no entanto, vérios estudos sugerem a existéncia de tal
complexo baseando-se na ampla distribuicdo geografica desta espécie e também em
estudos que mostram diferencas morfolégicas sutis, nas diferencas nos padrdes de
isoenzimas na analise de DNA mitocondrial (mtDNA) e no bandeamento de cromossomos
politénicos, além de diferencas na bionomia entre as varias populacdes encontradas no
Brasil, Suriname, Guiana Francesa, Colombia e Venezuela (Kreutzer et al., 1972;
Charlwood & Hayes 1978; Rosa-Freitas et al., 1992; Freitas-Sibajev et al., 1995; Charlwood,
1996). Contudo, alguns estudos mostram que estes resultados poderiam indicar apenas

variagOes intraespecificas (Rosa-Freitas et al., 1992), e que An. darlingi é uma espécie

monotipica (Rosa-Freitas et al., 1998; Manguin et al., 1999).

A controvérsia dos dados indica que investigacdes mais detalhadas devem ser
realizadas com o intuito de esclarecer se esta espécie pertence ou ndo a um complexo de
espécies cripticas. A correta identificacdo de membros destes complexos pode ser
dificultada por variagdes intraespecificas, devido a polimorfismos ou estrutura da
populagao, ou ainda devido a existéncia de espécies ndo conhecidas (Walton et al., 1999).
Um outro fator que pode dificultar a diferenciacdo das espécies é a introgressao genética.
White (1971) demonstrou através de hibridizacdo cromossomica que hibridos
interespecificos de campo tém sido coletados com freqiiéncias como 0,1% a 0,2% entre An.
arabiensis e An. gambiae s.s., membros do complexo An. gambiae. Este fator tem sido bem

estudado ultimamente em An. gambiae (Donnelly et al., 2004; Zhong et al., 2006). Um outro
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fato que tem sido utilizado para explicar um caso de introgressao genética entre espécies é
o de que An.gambiae s.s. e An. arabiensis compartilham seqtiéncias de mtDNA (Besansky et

al., 1997).

Dentre os diferentes métodos amplamente utilizados na identificacdo de espécies
cripticas podemos citar cinco: andlise de morfologia externa, cruzamentos, analise de

cromossomos politénicos, tipagem de isoenzimas e métodos baseados em DNA.

Um dos métodos mais faceis e mais utilizados na identificacdo das espécies é a
analise da morfologia externa de anofelinos no intuito de identificar caracteres espécie-
especificos. No entanto, existem algumas desvantagens como o estadio de
desenvolvimento e estado de conservagao dos espécimes. Os cruzamentos também sao
métodos determinantes na identificagdo dos mosquitos vetores da maldria onde a
incompatibilidade de acasalamento é analisada. Apesar deste método ser de grande
utilidade, é muito trabalhoso e demanda muito tempo para que seja utilizado na rotina de
identificacdo de espécies. Além disso, nem todos os anofelinos estdo adaptados a
colonizagdo em laboratério, como por exemplo, o Anopheles darlingi (Luiz Herman,
comunicagao pessoal). Frizzi (1947; 1953) foi o primeiro a aplicar a técnica de analise de
cromossomos politénicos para identificar espécies cripticas de anofelinos. Apesar desta
técnica ser amplamente utilizada ela apresenta algumas desvantagens, como: diferencas
nos resultados, de acordo com o estadio de desenvolvimento, dificuldade de preservagao
dos espécimens, os padrdes de bandas das espécies de anofelinos de dificil interpretacdo e
também o tamanho amostral exigindo grandes amostras. A técnica bioquimica comumente
utilizada é a tipagem de isoenzimas (Foley & Bryan, 1993) apresentando a vantagem de

poder ser utilizada em todos os estadios de desenvolvimento e em ambos os sexos (Hill &

25



Cramptom, 1994). No entanto, esta técnica também apresenta algumas desvantagens,
como: longo tempo de desenvolvimento da técnica, dificuldade de preservagdo dos
espécimes, levando em consideracdo a conservacdo das propriedades das enzimas e o

namero de espécimes que deve ser analisado.

Devido a ineficacia das técnicas na correta identificacdo das espécies mostradas
anteriormente, surgiu a necessidade de se pesquisar métodos alternativos. Estudos
baseados no DNA frequentemente oferecem vantagens sobre outros métodos,
possibilitando a identificagdo em todos os estadios de desenvolvimento do inseto e de
ambos os sexos, uma vez que o DNA permanece constante, independente do estadio de
desenvolvimento. Dentre as vantagens apresentadas por este método esta a estabilidade
da molécula, permitindo vérios métodos de preservacdo dos mosquitos como: em
isopropanol, silica, frescos ou congelados. Além disso, métodos baseados em DNA

geralmente apresentam resultados mais confidveis e reprodutiveis.

Os espécimes de An. darlingi coletados no Brasil e outros paises da América do Sul
apresentam heterogeneidade, tanto genética através de andlise por RFLP de mtDNA,
indicando isolamento por distancia e andlise de seqtiéncias da regido ITS2 dos clusters de
regides ribossomais mostrando de 4 a 5% de divergéncia quando diferentes populagdes
foram comparadas (Conn et al., 1999). Quanto ao hdbito, An. darlingi tem apresentado
diferencas no hordrio para a hematofagia (revisado em Rosa-Freitas et al., 1992; Luiz
Herman, comunicagdo pessoal). Voorham (2002) mostrou que populagdes de mosquitos
coletadas no Amap4a apresentaram diferencas quanto ao horério para a hematofagia. Além
disso, relatos obtidos em Rondoénia, indicam essa plasticidade no hébito hematofagico e

periodo em populagdes muito préximas. Esta heterogeneidade é de grande importancia
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epidemiolégica, visto que a diferenca existente pode refletir diferentes capacidades
vetoriais nas populagdes de An. darlingi.

Um dos primeiros ensaios de variagdo genética envolvendo o uso de um marcador
molecular mostrou que cerca de 30% dos locos de cinco populagdes de Drosophila
pseudoobscuras eram polimoérficos (Lewontin & Hubby, 1966). Os autores utilizaram a
técnica de eletroforese de isoenzimas, demonstrada primeiramente por Harris (1966) e

Hubby & Lewontin (1966), iniciando a era dos marcadores moleculares.

Os estudos populacionais realizados até o momento conseguem mostrar diferencas,
mas os marcadores utilizados nao sao sensiveis o bastante para a discriminagdo de sub-
populagdes. Marrelli et al. (2005) num estudo utilizando DNA ribossémico para
diferenciar 16 espécies de anofelinos demonstraram claramente a separacdo destas
espécies em dois subgéneros, no entanto, o indice de variabilidade intraespecifico para

algumas espécies foi insuficiente para uma identificacdo molecular confidvel.

Uma das ferramentas que esta sendo pesquisada para suprir esta dificuldade em
estudos populacionais é o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) podendo ser
aplicada sem nenhuma informacdo molecular do genoma da espécie analisada. De acordo
com esta técnica, regides aleatérias do genoma sdo amplificadas com a utilizacdo de
oligonucleotideos de 10 a 12 pares de base escolhidos arbitrariamente para serem usados
em PCR, resultando na amplificacdo de varios fragmentos do DNA de tamanhos variados
que podem ser fracionados e analisados ap6s eletroforese em gel de agarose. O padrao
eletroforético destes produtos amplificados é entdo utilizado como carater diferencial das
populacdes e sub-populacdes. Através desta técnica, pequenos primers anelam a

temperaturas baixas em regides arbitrarias do genoma durante a RAPD-PCR. A presenca
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de um produto significa que este individuo é homozigoto dominante ou heterozigoto para
esta seqliéncia, enquanto que a auséncia significa homozigose recessiva. Esta técnica tem
sido empregada em estudos populacionais com anofelinos (Richard et al., 1995) e com o
mosquito transmissor da dengue, Aedes aegypti (Williams et al., 1990; Paduan et al., 2006).

Estudos com seqtiéncias de DNA podem ser feitos para andlise de espécies dentro
de um complexo. As seqiiéncias utilizadas nesses estudos geralmente sao repetitivas, pois
além de evoluirem mais rapido (Hill & Crampton, 1994), sio mais facilmente identificadas
numa pequena quantidade de DNA.

Além desta ferramenta descrita acima, o seqiienciamento de genes para a busca de
diferentes alelos pode ser utilizado na caracterizacdo populacional de mosquitos. A
heterogeneidade encontrada em An. daringi pode ser explicada, em parte, através da
estrutura da populacao e padrdes de fluxo génico (Conn et al., 1999).

A importancia dos estudos realizados com genes do mtDNA vem aumentando de
forma crescente, devido as suas propriedades exclusivas. O genoma mitocondrial na
grande maioria dos casos é constituido por uma molécula circular, pequena, com contetido
genético conservado (apenas 37 genes) e estrutura génica simples (heranca materna;
auséncia de recombinacao; regides intergénicas pequenas ou ausentes; auséncia de intros,
de DNA repetitivo, de pseudogenes, de elementos transponiveis) (Moritiz et al., 1987).
Essa molécula apresenta uma alta taxa de evolugdo por mutacdo (Brown, 1985), cerca de 5
a 10 vezes mais rapida do que a taxa de mutacdo de um gene nuclear de cépia tnica
(Moritz et al., 1987; Harrison, 1989).

Os erros de replicacdo e as altas concentragdes de compostos de oxigénio, capazes

de danificar o DNA, aliados a um sistema de reparo pouco eficiente quando comparado
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com a maquinaria nuclear, parecem ser os responsaveis pelo acimulo de mutagdes no
DNAmt (Wilson et al., 1985). Estas e outras caracteristicas como a alta taxa de evolugao, o
fato de que o baixo nimero de cadeias polipeptidicas codificadas pelo genoma, nenhuma
delas envolvida com sua replicacdo e transcricdo (Moritz et al., 1987), fazem com que o
mtDNA seja amplamente utilizado em estudos de carater evolutivo e filogenético
(Harrison, 1989).

O genoma mitocondrial nos animais possui geralmente 16 kb. Poucas inser¢des sao
encontradas entre os genes do genoma mitocondrial animal, no entanto, quando presentes,
constituem regides intergénicas nao codificadoras (Brown, 1985).

A taxa de evolucdo do genoma do mtDNA em insetos é diferente do genoma
nuclear (revisado de Simon et al., 1994). Essa diferenca combinada com a heranga materna
do mtDNA e niveis extremamente baixos de recombinacdo, tem sido utilizada em analises
de populacoes e de espécies em muitos organismos incluindo mosquitos anofelinos
neotropicais (Conn et al., 1998) e africanos (Besansky et al., 1997).

O mtDNA pode ser extraido de forma relativamente facil. Sendo assim, os genes do
mtDNA possuem algumas caracteristicas que o tornam marcadores moleculares
importantes para estudos evoluciondrios, filogenéticos e de genética de populacdes,
subespécies e espécies (Harrison, 1989; Simon et al., 1994). E importante considerar que o
fato do mtDNA apresentar heranca materna e ndo sofrer recombinacdo génica permite
utilizé-lo para a realizacao de analises filogenéticas de linhagens maternas (Avise, 1994).

Outra vantagem deste marcador é que devido ao mtDNA ser de heranca materna,
estudar a diferenciacdo dessa molécula equivale a estudar a populacdo de fémeas,

juntamente com o fato do mtDNA ser haploide, faz com que o tamanho efetivo da
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populacdo estudada seja quatro vezes menor do que quando se utiliza um marcador
nuclear dipléide (Haavie et al., 2000).

Nos estudos sobre genomas mitocondriais, os genes codificadores de proteinas sdao
analisados quanto ao tamanho e sequiéncia de nucleotideos, seqiiéncia de aminoacidos
(inferida a partir de um cédigo genético mitocondrial apropriado para o grupo) e uso de
coddons (de iniciagdo, de terminagado e os codificadores para aminoacidos). As mudangas
evolucionarias do mtDNA ocorrem principalmente através da substituicdo de
nucleotideos, embora delecbes e insercbes sejam conhecidas por ocorrer mais
freqiientemente em regides nao-codificantes (Brown & Simpson, 1981).

Podem ser utilizados padrdes de variagio na freqiiéncia de determinados
haplétipos mitocondriais para se estimar a estrutura genética em populacdes de mosquitos
(Walton et al., 2000). O seqiienciamento de haplotipos polimorficos desse tipo de DNA em
Aedes aegypti mostrou-se uma ferramenta eficaz para a andlise da variabilidade genética
intra e interpopulacionais (Birungi & Munstermann, 2002; Paduan & Ribolla, 2006).

Padrdes de variacdo na freqiiéncia de haplétipos podem ser utilizados para estimar
taxas de fluxo génico entre populacdes. Por esta razdo, o mtDNA tem sido amplamente
utilizado em estudos sobre fluxo génico e relacdes filogenéticas intra e interespecificas das
quatro espécies do complexo An. quadrimaculatus (Mitchell et al., 1992), entre populacoes
de An. aquasalis, An. rangeli, An. trinkae e An. nuneztovari (Conn et al., 1993; Conn et al.,
1998), e variagdes intra e interespecificas de An. gambiae e An. arabiensis, vetores de malaria
africanos (Besansky et al., 1994; Caccone et al., 1996).

O mtDNA é herdado maternalmente e varia rapidamente entre as geracdes, esta

presente num alto ntimero de copias e é altamente conservado entre os filos. Estas e outras
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caracteristicas o tornam um bom marcador molecular para ser utilizados em estudos
populacionais. Com a técnica de sequenciamento, a partir dos dados das seqiiéncias de
mtDNA podemos obter taxas de relacionamento filogenético entre as populagdes
(Yamauchi, 2004).

Dentre os genes mais utilizados, podemos citar os genes mitocondriais ND4
(subunidade 4 da NADH desidrogenase) e COI (subunidade I da citocromo c oxidase)
(Conn et al., 1999; Beebe et al., 2000; Sallum et al., 2002).

O gene mitocondrial COI est4 envolvido no transporte de elétrons e na translocagao
de prétons através da membrana (Saraste, 1990). Este gene é um marcador mitocondrial
frequientemente utilizado em estudos evolutivos por ser a maior e a mais conservada das
trés subunidades codificantes (Clary & Wolstenholme, 1985; Beard et al.,, 1993). Sua
seqiiéncia protéica contém dominios funcionais altamente conservados e regides varidveis
(Saraste, 1990). Anadlises genéticas do mosquito Aedes aegypti tém sido conduzidas em
particular com os locos ND4 (NADH desidrogenase subunidade 4) e ND5 (NADH
desidrogenase subunidade 5), mostrando ser altamente polimérficos (Gorrochotegui-
Escalante et al., 2000; 2002; Paduan & Ribolla, 2006).

Gorrochotegui-Escalante et al. (2000) determinaram taxas de fluxo génico entre 10
populacdes de Aedes aegypti de sete localidades ao longo da costa nordeste do México
através do uso de marcadores RAPD e da analise de um fragmento do gene mitocondrial
ND4. Sete haplétipos foram detectados e as anélises filogenéticas indicaram a presenca de
dois clados independentes bem suportados. Os marcadores RAPD indicaram que as
populagdes estavam isoladas por distdncia, mas este isolamento por distancia ndo foi

detectado pelos genes do mtDNA .
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Dada a importincia da utilizacgdo de marcadores moleculares no estudo
populacional de insetos, este trabalho emprega técnicas moleculares na caracterizagao
populacional de Anopheles darlingi coletados em quatro localidades de uma regido
endémica na regido amazonica do Brasil com o intuito de investigar a dinamica

populacional destes mosquitos e auxiliar estudos epidemiolégicos.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

» Utilizar as técnicas moleculares RAPD-PCR e sequenciamento de genes
mitocondriais para avaliar a estrutura populacional de Anopheles darlingi em Porto

Velho.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Comparar mosquitos coletados no intra-domicilio e no peri-domicilio.
* Comparar mosquitos coletados em diferentes horarios.

* Avaliar as modificacdes sazonais nas populacdes de Anopheles darlingi.

34



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos mosquitos

Durante o desenvolvimento do projeto foram utilizados mosquitos provenientes de
quatro coletas, sendo que uma delas foi realizada no ano de 2001. Esta coleta foi realizada
na localidade de Portuchuelo em Porto Velho-RO durante um periodo de 12 horas (das
18:00 as 06:00) e os mosquitos foram separados de acordo com a hora em que foram
coletados (cada amostra equivalia a mosquitos coletados em 1 hora, sendo P1: 18 - 19h, P2:
19 - 20h,..., P12: 5 - 6h). Foram 4 os diferentes pontos de coleta, de duas regides distintas
da localidade (denominadas setor A e setor B) que estdao isoladas uma da outra por um
afluente do rio Madeira. Nestas duas localidades, foram coletados mosquitos dentro das
casas (intradomiciliar) e fora delas (peridomiciliar). Os mosquitos fémeas identificados
como Anopheles darlingi foram armazenados a -20°C até o momento do uso.

As outras trés coletas foram realizadas em periodo crepuscular (das 18:00 as 22:00) em
abril de 2004, abril e outubro de 2005 e os mosquitos foram separados de acordo com o
local em que foram coletados. Os mosquitos fémeas foram coletados nas seguintes
localidades de Porto Velho - RO: Portuchuelo (S 08° 37" 45,6 W 63° 49" 29,2”), Bate-
Estaca (S 08° 48" 16,3” W 63° 56’ 26,4”"), Santo Antonio (S 08° 48" 34,3” W 63° 56" 34,3") e
Vila Candelaria (S 08° 47" 17,8” W 63° 55" 00,5”) foram identificados como An. darlingi
através da andlise em chave de identificacdo para espécies do subgénero Nyssorhynchus
das Américas (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994) e imediatamente imersos em
isopropanol para preservacdo e posterior extragdo do DNA. A coleta foi realizada em
colaboragdo com pesquisadores do IPEPATRO (Instituto de Pesquisas em Patologias

Tropicais de Rondonia) e CEPEM (Centro de Pesquisas em Medicina Tropical).
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Os quatro pontos de coleta mencionados anteriormente estdo relativamente isolados
um do outro sendo que Portuchuelo e Santo Antonio sdo os locais mais distantes do centro
de Porto Velho cerca de 30 Km e Bate-Estaca e Vila Candeléria sdo as localidades que estao

mais proximas uma da outra (Figura 3).

[ J
Portuchuelo
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0
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Sto. Antonio

Figura 3. Mapa mostrando as localidades onde mosquitos foram coletados. Mapa
fisico de parte do estado de Rondodnia onde estdo destacadas as localidades onde

foram realizadas as coletas. Os setores A e B da localidade de Portuchuelo ndo sao

visiveis neste mapa.
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3.2 Extracao do DNA

Os mosquitos tiveram seu DNA extraido por trés métodos: 1) o método de Bender et
al., (1983), com modificagdes; 2) o de Extracio de DNA de tecido animal (Protocolo
GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA isolation Kit), Amersham Biosciences segundo
recomendacdes do fabricante com algumas modificagdes; 3) e 0 método utilizando a resina
Chelex®Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad Laboratories).

Para o protocolo de Bender et al. (1983), utilizou-se como tampao de extracao Tris-HCl
1mM pH 9.2 adicionado de NaCl 1mM, sacarose 2mM, EDTA 0,5mM e SDS (s6dio dodecil
sulfato) 0,5% m/v. Seguindo o procedimento de extragdo, cada mosquito foi lavado com
éter e depois de seco, colocado em um microtubo de 1,5 ml. A seguir cada um deles foi
homogeneizado com 200ul do tampao de extracao adicionado de 2% v/v de DEPC (dietil
pirocarbonato) e incubado a 65°C por 30 minutos. Ap6s essa incubagao foram adicionados
25ul de acetato de potassio 8M e a segunda incubacdo em gelo por 30 minutos foi
realizada, com posterior centrifugacdo a 12000g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
entdo separado em um novo microtubo e o DNA precipitado por adigao de 400ul de etanol
absoluto gelado. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por cinco minutos,
e depois de uma nova centrifugacao a 12000g a 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado adicionado de 400ul de etanol 70% gelado. Apods a terceira
centrifugacdo a 7500g a 4°C por 5 minutos o sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com etanol absoluto gelado. Cada amostra foi seca a temperatura ambiente e o
DNA foi ressuspenso em TE (Tris-HCl 10mM pH 7.4, EDTA 1mM) estéril. O produto de

cada extracao foi estocado a -20°C até o momento do uso.
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No método de Extragdo de DNA de tecido animal (Protocolo GenomicPrep™ Cells and
Tissue DNA isolation Kit) os mosquitos foram colocados individualmente em tubos de
1,5ml contendo solucdo de lise previamente colocada em gelo até que a solucdo tenha
ficado turva. Em seguida os mosquitos foram homogeneizados com um pistilo e colocados
novamente no gelo até o proximo passo. Para garantir a lise do tecido os tubos foram
incubados a 65°C por 30 min. Em seguida foi feito o tratamento com 3 ul de Proteinas K
(20mg/ml) ao lisado e os tubos foram entdo incubados a 55°C por 16 horas. Depois deste
tratamento com Proteinase K, foi realizado o tratamento com RNase A ao lisado,
invertendo os tubos 25 vezes e incubando-os a 37°C por 30 min. Antes da precipitacao, os
tubos foram esfriados a temperatura ambiente. A precipitacdo foi feita adicionando-se
200ul de solugao de precipitacdo de proteinas ao lisado tratado com RNase A, em seguida
homogeneizados em vortex em alta velocidade por 20s para homogeneizar a solucdo de
precipitacdo ao lisado celular. Depois disso foi feita uma centrifugagao a 13000-16000g por
3 min até o precipitado de proteinas formar um pellet compacto. O sobrenadante contendo
o DNA foi colocado cuidadosamente em um novo tubo contendo 600ul de isopropanol
100% e o tubo contendo o pellet foi descartado. Novamente os tubos foram centrifugados a
13000-16000g por 1 min até o DNA ser visivel como um pequeno pellet branco. O
sobrenadante foi descartado e os tubos invertidos em papel absorvente. Para a lavagem do
DNA foram adicionados 600ul de etanol 70% e em seguida centrifugados a 13000-16000g
por 1 min. O etanol foi descartado cuidadosamente sem deslocar o pellet de DNA e os
tubos invertidos em papel absorvente e secos em speed-vac por 10-15 min. A hidratagao
foi feita com a adigdo de 50ul de solugao de hidratacdo de DNA ao pellet de DNA e em

seguida os tubos foram aquecidos a 65°C por 1h e finalmente estocados a -20°C.
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O ultimo método utilizado foi a extracdo de DNA com a utilizacdo da enzima Chelex®
Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad Laboratories). Os mosquitos foram colocados
individualmente em tubos de 1,5 ml contendo 300ul de Chelex® a 5% (diluida com agua
ultra pura) e em seguida homogeneizados com pistilo e posteriormente em vortex por 15
min. Depois de homogeneizados os tubos foram centrifugados a 13.000g por 20 segundos
colocados por 30 min em banho seco a 80°C. Apds centrifugacdo por 20 min, o
sobrenadante foi retirado, colocado em novo tubo e armazenado a -20°C até o uso. Neste
método ndo foi possivel fazer quantificacdo do DNA, pois por este método ele fica muito

diluido e ndo visivel em gel de agarose.

3.3 Quantificagao

A quantificacdo foi realizada por eletroforese do DNA extraido em gel de agarose
usando uma mini cuba horizontal Hoeker HE 33 Amersham Pharmacia Biotech segundo
Sambrook et al., (1989). Para cada amostra a ser quantificada foram adicionados 8ul do
DNA genodmico do mosquito a 2l de tampao de amostra (4g de sacarose; 0,01g de azul de
bromofenol e 10ml de TE para um volume final de 10ml). As amostras foram aplicadas em
gel de agarose 1% (GIBCO BRL®) e submetidas a eletroforese a 100V por 1h. A seguir, os
géis foram corados com solugao de TAE 1x (Tris-HCl 4mM pH 8.0 contendo, 4cido acético
2mM e EDTA 5mM), contendo brometo de etidio a 0,5ug/ml. As bandas foram
visualizadas em um transluminador UV e fotografadas com uma camera digital Nikon
Coolpix 750 (Figura 4).

As solugdes de trabalho foram preparadas com concentracdes de 10ng/ul do DNA

gendmico em TE estéril, sendo estocadas a -20°C até o momento do uso.
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3.4. Reacoes de RAPD
Inicialmente, as reacdes de RAPD foram realizadas com o Kit Ready-To Go™

RAPD Analysis Beads (Amersham Pharmacia Biotech), utilizando 25pmol dos
oligonucleotideos da Operon Technologies A02 e B13, descritos por Black (1992) e 7,5 pmol
dos oligonucleotideos K09, K11, W10, W14, (Tabela 1) previamente selecionados
juntamente com 70 a 220 ng/ul de DNA genomico de cada mosquito. Para estas reacoes
foi utilizado o termociclador TGradient (Whatman Biometra®) nas seguintes condicdes: 4
min para desnaturagdo a 94°C seguido de 45 ciclos de 1min a 94°C, 1min a 36°C, 2min e a
72°C; e uma extensao final de 5min a 72°C.

Os fragmentos de RAPD foram analisados como presenca (1) ou auséncia (0) de
bandas homologas, e uma matriz bindria foi construida. Os marcadores RAPD foram
analisados como marcadores genéticos de acordo com as seguintes premissas: 1) os
marcadores RAPD segregam num modelo Mendeliano; 2) a freqtiéncia genotipica do
RAPD esta em equilibrio de Hard-Weinberg (Gorrochotegui-Escalante et al., 2000).

Os programas RAPDDIST e RAPDPLOT (Black, 1996) foram utilizados para
computar as distancias par a par entre amostras e popula¢des. Os dados foram analisados
utilizando todas as medidas de distancia genética disponiveis no RAPDDIST com o
método de fator de correcdo para amostras pequenas de acordo com Lynch and Milligan
(1994). Os valores de Fst foram compilados na matriz de distancia. A similaridade genética
foi calculada pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic

averages) com valores de bootstrap baseados em 1000 réplicas (Felsenstein, 1985).
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Tabela 1. Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nos experimentos de RAPD.

Seqiiéncia dos

Oligonucleotideos Oligonucleotideos
(5" -3)

A02 TGCCGAGCT G
B3 TTCCCCCGCT
B6 TGCTCTGCCC
B7 GGTGACGCAG

B10 CTGCTGGGAC

B13 TTCCCCCGCT

B18 CCACAGCAGT

K09 CCCTACCGAC

K11 AATGCCCCAG

P14 CCAGCCGAAC

P15 GGAAGCCAAC

W10 TCGCATCCCT

W14 CTGCTGAGCA




Outra andlise foi realizada utilizando-se o mesmo kit e as mesmas condi¢des do
termociclador, no entanto, o DNA dos mosquitos coletados dentro e fora das casas em
ambos os setores (A e B) foi juntado em pools Peri A (PA), Intra A (IA), Peri B (PB) e Intra B
(IB) utilizando-se os oligonucleotideos K09, K11, W10, W14, A02 E B13, previamente

selecionados apresentados na tabela 1.

3.4.1. Eletroforese em gel de agarose

Utilizando um método padrao (Sambrook et al. 1989), os produtos amplificados pela
reacao de RAPD foram analisados por eletroforese em gel de agarose, usando uma mini
cuba horizontal Hoeker HE 33 (Amersham Pharmacia Biotech) com 30ml de gel de agarose
1%, a 60V por 1h em TAE 1X (Tris-HCl 0,4M, pH 8,0, contendo acido acético 0,20M e de
EDTA 0,5M) e também uma cuba horizontal Hoeker HE 99X (Amersham Pharmacia
Biotech), com 150 ml de gel de agarose 1,5%, a 90V por 2h em tampao TAE 1X, utilizando
12ul do produto amplificado de cada amostra e 2ul de tampado de amostra (4g de sacarose;
0,01g de azul de bromofenol e 10ml de TE para um volume final de 10ml). Foram
utilizados 5ul do DNA Ladder de 123pb (Invitrogen-Life Technologies) como padrdo para a
comparagdo do peso molecular dos fragmentos amplificados. Os géis foram corados em
solucdo de TAE 1X contendo 0,5ug/ml brometo de etidio por 30 min e visualizados em
um transluminador UV. Os produtos foram fotografados com uma cdmera digital Nikon

coolpix 750.
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3.5. PCR dos genes mitocondriais

A reacdo de amplificacdo foi montada a partir do DNA extraido de cada mosquito,
segundo protocolo de Gorrochotegui-Escalante (2000), com modificacdes. As reagdes de
amplificagdo foram montadas com volume final de 25ul utilizando-se 1ul de DNA da
amostra, Tris-HCl 10mM pH 8.0, KCl 50 mM, MgCl> 1,5mM, dNTPs 100uM (PCR
nucleotide mix Invitrogen Life Technologies), 20uM dos oligonucleotideos especificos de
regides do gene COI / ND4 denominadas, COIF (5-GGATTATTAGGATITATTGT-3) e
COIR (5-GCAAATAATGAAATTGTTCT-3), ND4F (5-TGATTGCCTAAGGCTCATGT-
3") e ND4R (5-TTCGGCTTCCTAGTCGTTCAT-3") (Invitrogen Life Technologies) e 1,0U
de Taq DNA polimerase (Biotools DNA polimerase). As reacdes de amplificagdo foram
realizadas em termociclador Whatman Biometra® (T Gradient) com os ciclos de
temperatura programados para: 3 ciclos de 94°C por 2 min, 37°C por 2 min, 72°C por 1
min, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C por 30 seg, 72°C por 1 min, com um
ciclo de extensao final de 72°C por 5 min. Apdés a amplificagdo os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose segundo Sambrook et al., (1989) como
descrito anteriormente. A visualizacdo das bandas foi feita em transluminador de luz UV e

as mesmas foram fotografadas com camera digital Nikon Coolpix 750.

3.5.1. Purificag¢ao dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose segundo
Sambrook et al., (1989) como descrito anteriormente. O volume do produto amplificado
pela reagao de PCR (+/-40ul) foi adicionado a 2ul de tampao de amostra e aplicado em gel

de agarose 1% (GIBCO BRL®) em solugdo de TAE 1x contendo brometo de etidio a
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0,5ug/ml. Apés a corrida a 100V por 1h as bandas foram visualizadas em um
transluminador UV, cortadas com auxilio de espétula, transferidas para tubos de 1,5ml e
pesadas. As bandas especificas geradas pela reacdo de PCR foram purificadas com o Kit
Concert™ Gel Extraction Systems (GIBCO BRL®). A seguir, foram adicionados 30ul do
Tampao de Solubilizacao (L1) para cada 10mg de gel. Prosseguiu-se com incubagao a 50°C
por 15 min e homogeneizacdo por 3 min em vortex. Apos este periodo, as solugdes foram
transferidas para colunas fixadas em tubos de 2ml e estes centrifugados a 12.000g por
1min. Apés a centrifugacdo o volume contido no tubo foi descartado e a coluna transferida
para um novo tubo. Seguindo o protocolo, uma nova lavagem foi feita com 500ul do
Tampao de Solubilizacdo (L1), incubando a T.A. por 1Imin. A seguir, o material foi
centrifugado a 12.000g por 1min e a solucdo descartada novamente. A coluna foi
transferida para um novo tubo e foram adicionados 700ul do Tampao de Lavagem (L2),
incubando-se por 5 min. Apos este periodo, foi feita uma nova centrifugacao a 12.000g por
Imin. O tubo contendo a solucgao foi descartado e a coluna transferida para um novo tubo.
Para a eluigao foram adicionados 50ul de Tampao TE (aquecido a 65°C) a coluna, do DNA.
Cada coluna foi incubada por 1 min a T.A. e submetida a uma tltima centrifugacdo de

12.000g por 2 min. O DNA eluido foi armazenado a -20°C até o momento da utilizacao.

3.5.2. Reacdo de seqiienciamento

As seqtiéncias de DNA foram determinadas em seqtienciador automatico ABI 377
(Applied Biosystems) utilizando-se 4pul de Save Money 2,5x (400mM Tris-HCl pH9,0,
10mM MgClz), 4ul BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v 3.1

(Applied Biosystems, Foster City, CA), 3,2 pmol dos oligonucleotideos CO1 e CO1 e ND4
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forward e ND4 reverse, e 1ul do DNA gendmico. As reacdes de seqlienciamento foram
realizadas em termociclador Whatman Biometra® (T Gradient) com os ciclos de
temperatura programados para: 3 ciclos de 2 min a 94°C, 2 min a 37°C, 1 min a 72°C
seguidos de 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 50°C, 1 min a 72°C e uma extensdo final de 5 min
a 72°C., como recomendado pelo fabricante. Apés a amplificacio as amostras foram
mantidas a 4°C até a precipitacdo. Para cada amostra foram utilizadas 2 reagdes, sendo
uma para o primer foward e outra para o reverse.

A cada reacdo de seqiienciamento foram adicionados 80ul de isopropanol 65%,
incubando-se a temperatura ambiente (T.A.) por 20 min no escuro. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 30 min na velocidade de 2000g a T.A.. O isopropanol foi
removido invertendo-se os tubos e, a seguir, adiciononou-se 200ul de etanol 60% e
centrifugou-se a velocidade maxima por 5 min a 2000g a T.A.. Todo o etanol foi removido
com o auxilio de uma micropipeta, para que nenhum residuo resultasse em manchas
fluorescentes. As amostras foram secas a T.A. e o DNA foi eluido em 2ul de tampao de
amostra contendo Formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) + Loading Buffer (25mM
EDTA pH 8,0 contendo 50mg/ml Blue Dextran) (5:1). Antes da aplicagdo em seqiienciador
automatico ABI PRISM © 377 (Applied Biosystems, USA) as amostras foram aquecidas a

95°C por 5 min e rapidamente transferidas para o gelo.

3.5.3. Seqiiénciamento

Apo6s a amplificacdo dos fragmentos pela técnica de PCR, foi realizado o

seqlienciamento em seqiienciador automatico ABI 377 (Applied Biosystems).

46



3.5.4. Andlises filogenéticas

As seqiiéncias do gene ND4 foram obtidas a partir dos produtos de PCR e
analisadas utilizando-se 0 software MERGER
(http:/ /bioweb.pasteur.fr/seqanal/alignment/intro-uk.html) para a constru¢do das
seqliéncias consenso em cada amostra de DNA utilizado. Estas seqtiéncias foram
alinhadas utilizando-se o programa Clustal W (Thompson et al., 1994) e as seqiiéncias mal
alinhadas foram ajustadas manualmente. Analises filogenéticas e moleculares foram
conduzidas utilizando-se o programa MEGA “Molecular Evolutionary Genetics” v 2.1
(Kumar et al., 2001). Métodos de distancia (Neighbor Joining - NJ) e parcimoénia foram
utilizados na construcao das arvores filogenéticas (Saitou e Nei, 1987). Para a analise
filogenética de NJ foi utilizada a distdncia gamma (Kimura 2 - parametros) com o
parametro gamma (a=1). Na andlise de parcimonia foi realizada uma busca heuristica para
encontrar todas as drvores mais parcimoniosas. O teste de bootstrap com 1000 réplicas foi
aplicado para estimar o indice de consisténcia da arvore de NJ (Felsenstein, 1985). As
seqiiéncias de nucleotideos e as frequiéncias de cada haplétipo, foram também estimadas
utilizando-se o programa DnaSP versdao 3.5 (Rozas e Rozas, 1999). Foram estimados os
sitios sindbnimos e ndo sindnimos, o nimero de sitios polimorficos, o nimero médio de

diferencas nucleotidicas (x) e a diversidade de haplétipos (Hd).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise de RAPD

Os mosquitos utilizados no estudo da técnica de RAPD foram coletados no ano de
2001 na populagdo ribeirinha de Potuchuelo (Figura 3). A coleta consistiu de captura com
isca humana em duas localidades da comunidade de Portuchuelo (Setor A e Setor B)
durante a noite inteira (das 18:00 as 06:00) com capturadores posicionados dentro e fora
das casas. Os mosquitos coletados foram classificados segundo Consoli & Lourengo-de-
Oliveira (1994) e os mosquitos identificados como Anopheles darlingi utilizados neste
estudo. A quantidade de Anopheles darlingi coletados nas duas localidades esta mostrada
na tabela 2 e a quantidade de mosquitos coletados no peri e intra domicilio estdo
mostrados na tabela 3.

A qualidade do DNA para ser utilizado no método de RAPD é de extrema
importancia uma vez que a amplificacdo ndo é especifica a um locus génico. Por esse
motivo, testamos alguns métodos diferentes visando a melhor adequacao ao RAPD. O
primeiro método testado foi o método de extracdo segundo Bender et al. (1983) com
algumas modificagdes, no entanto, os resultados ndo foram satisfatérios, pois a
quantidade e qualidade de DNA extraido ndo foi suficiente para andlises posteriores
(Figura 4A). Em seguida, foi utilizado o kit de extracdo de DNA de tecido animal
(Protocolo GenomicPrepTM Cells and Tissue DNA isolation Kit), Amersham Biosciences
para cada individuo de acordo com as instrugdes do fabricante. Ao contréario do primeiro,
este método mostrou resultado muito satisfatério quanto a qualidade e quantidade de
DNA (Figura 4B).

DNA de mosquitos coletados no setor A e no setor B de Portuchuelo foram
submetidos a reagdo de RAPD como descrito em Material e Métodos. Apds a reacdo os
produtos foram analisados em gel de agarose e foi possivel observar a ocorréncia de
produtos polimérficos entre 250 a 1500pb. Para a obtencdo de um numero maior de
produtos polimérficos, 13 oligonucleotideos foram testados em reagdes de RAPD com
amostras de Anopheles darlingi coletadas nos setores A e B. Os resultados (Figuras 5 e 6)

mostram que dentre os 13 oligonucleotideos testados, 4 deles (K09, K11, W10 e W14)
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apresentaram produtos polimorficos consistentes e foram utilizados nas andlises
posteriores, junto com os oligonucleotideos A02 e B13 descritos anteriormente por Black et

al. (1992).

Apenas um dos géis contendo os resultados das reacdes de RAPD feitas com o Kit
Ready -To- Go™ RAPD Analysis Beads (Amersham Pharmacia Biotech) esta apresentado
na Figura 7 revelando a presenca de produtos bem definidos. O namero desses produtos

polimorficos gerados por cada oligonucleotideo esta representado na Tabela 4.

A diversidade génica de cada populagao foi analisada pela comparacao do padrao
de bandas produzido pelos seis oligonucleotideos citados em 35 individuos. Produtos de
PCR de mesmo tamanho referentes ao mesmo oligonucleotideo sdo considerados
pertencentes ao mesmo locus génico. Auséncia de produto é considerada como caractere
recessivo. A presenca de produto é considerado heterozigoto ou homozigoto dominante.
A tabela 5 mostra os indices de heterogeneidade das populagdes divididas

geograficamente (setor A e B) e divididas por local de captura (peri e intradomicilio).

A distancia génica entre as populacdes foi calculada comparando-se o perfil do
RAPD produzido pelos individuos. Através desta comparagao foi possivel a obtengao de
uma matriz de similaridade e os dados desta matriz foram utilizados para a construgao de

uma arvore de similaridade das populacdes (Figura 8).

As populagdes estudadas de Portuchuelo (setor A e B) foram sub-divididas em
mosquitos coletados dentro das casas (Intra) e fora delas (Peri). A analise da diversidade
génica estd mostrada na tabela 5. Podemos observar uma diversidade semelhante entre as
sub-populagdes, mas é possivel detectar uma certa diferenga entre os mosquitos coletados

no setor A (H=0,3995) com os mosquitos coletados no setor B (H=0,4274).

A distancia genética foi calculada segundo Nei (distancia genética corrigida, Nei,
1987) tomando-se como pares as populagdes do setor A e setor B (0,0641). A distancia entre

os pares de sub-populacdes esta mostrada na tabela 6.

Com base nos dados de distancia genética entre as sub-populagdes (Tabela 6) foi
possivel construir uma arvore fenética (figura 9). A andlise da arvore resultante mostra
que as sub-populacdes estdo agrupadas segundo seu local de captura (setor A e B) e ndo

quanto ao hébito (intra ou peri domiciliar).
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A medida que uma populagio se isola geneticamente, sua taxa de heterozigosidade
decai. Com isso a comparacdo das taxas de heterozigosidade entre as sub-populagdes e a
taxa total é uma forma de medir a diferenciacdo da sub-populagao (Wright, 1978). Este
valor é expresso numericamente com valores de 0 a 1, sendo que valores entre 0 e 0,05
indicam pequena diferenciacdo, entre 0,05 e 0,15 diferenciacdo moderada e maiores de 0,15
indicam alta diferenciacdo. A tabela 7 mostra os valores obtidos nas sub-populagdes de

Anopheles darlingi em Portuchuelo.
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Tabela 2. Quantidade de mosquitos coletados em cada uma das coletas.

Localidade 17 coleta 22 coleta 3? coleta
(abril 2004) (abril 2005) (outubro 2005)
Portuchuelo 26 30 26
Candelaria 10 31 32
Bate-Estaca 26 31 32
Santo Antdnio 7 34 30
Total 69 126 120

Os Mosquitos foram coletados no periodo crepuscular, das 18 as 22 horas em
cada uma das localidades citadas na tabela. O método de coleta utilizado foi o de
isca humana e ap6s a coleta os mosquitos foram colocados em isopropanol para

preservacdao do DNA.



Tabela 3. Quantidade de mosquitos coletados em Portuchuelo nos setores A e B

intra e peri domiciliares.

Ambiente Setor A Setor B Total
Peri 23 54 77
Intra 21 49 70
Total 44 103 147

Na localidade de Portuchuelo, os mosquitos foram coletados dentro e fora das
casas em ambos os setores A e B, como mostrado acima, apresentando uma maior

densidade de mosquitos no peridomicilio em ambos os setores.
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Figura 4. Gel de agarose para visualizacdo do DNA extraido.

A. Método de Bender et al., 1983. As duas primeiras amostras sio DNA de Aedes aegypti,
extraido por esse método, utilizado aqui como controle e as seguintes canaletas sao
DNA de Anopheles darlingi, mostrando a baixa eficiéncia do método para este
mosquito.

B. Método de extracdo com DNA isolation kit. A primeira amostra é DNA de Aedes aegypti

usado como controle e as seguintes canaletas, DNA de Anopheles darlingi mostrando a

eficacia deste método.
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123pb BO6 B06 B18 B18 W03 W03 W10 W10 W11 W11 X17 X17 123pb

Figura 5. Gel de agarose com os produtos das reagdes de RAPD-PCR utilizando diversos
oligonucleotideos, B06, B18, W03, W10, W11 e X17. As colunas 1 e 14 correspondem ao
marcador de peso molecular DNA ladder 123 pb e as demais colunas correspondem aos
produtos gerados com cada oligonucleotideo escrito em cima a partir do DNA de

mosquitos do setor A e B respectivamente escolhidos aleatoriamente.
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123pb B07 BO7 K11 K11 K12 K12 K09 K09 W06 W06 W12 W12 W14 W14
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Figura 6. Gel de agarose com os produtos das reacdes de RAPD-PCR utilizando diversos
oligonucleotideos, B07, K11, K12, K09, W06, W12 e W14. As colunas 1 e 14 correspondem ao
marcador de peso molecular DNA ladder 123 pb e as demais colunas correspondem aos
produtos gerados com cada oligonucleotideo escrito em cima a partir do DNA de mosquitos

do setor A e B respectivamente escolhidos aleatoriamente.
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123pb P1A P1B P2A P2B P3A P3B P4A P4B P7A P5B P11A P6B I2A P8B
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Figura 7. Amplificagdes da RAPD-PCR para as espécies de Anopheles darlingi
coletadas nos setores A e B do povoado de Portuchuelo (RO). Coluna 1
corresponde ao peso molecular DNA Ladder de 123pb (Invitrogen-Life
Technologies) e colunas 2 a 15 com amostras de DNA de mosquitos do setor A e

B alternadas, amplificadas com o oligonucleotideo A02.
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados e namero de produtos polimérficos gerados nas

reagoes de RAPD-PCR.

N° de Produtos

Oligonucleotideos P
Polimérficos

A02 6
B13
K09
K11

W10
W14

g g = e

DNA provindo de Anopheles darlingi foi submetido a analise de RAPD com os primers

descritos acima, apresentando os produtos polimérficos correspondentes para cada

primer.
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Tabela 5. Diversidade genética das populagdes dos setores A e B.

HETEROZIGOSIDADE HETEROZIGOSIDADE
MEDIA (Nei, 1972) CORRIGIDA (Nei, 1978)
SETOR A - PERI 0,3193 0,3506
SETOR A - INTRA 0,3935 0,4242
SETOR B - PERI 0,3830 0,4178
SETOR B - INTRA 0,3646 0,4167
TOTAL 0,4085 0,4178

A diversidade genética das populagdes foi calculada a partir dos dados obtidos da
analise de RAPD sendo a heterozigozidade corrigida de Nei usada para pequeno

numero de amostras.
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Figura 8. Arvore fenética dos individuos dos setores A e B construida a partir da matriz de

similaridade gerada pelos oligonucleotideos utilizados. P= peri, I= intra, A= setor A, B=

setor B e os nameros correspondem aos periodos em que os mosquitos foram coletados,

ex: 1= das 18 as 19hs,..., 12= das 5 as 6hs.
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Tabela 6. Distancia genética entre as sub-populacdes.

PERI A INTRA A PERI B INTRA B
PERIA | = -—-
INTRA A 00312 | = -
PERI B 0,0838 00409 | = -
INTRA B 0,0990 0,0601 00211 | = -

A distancia genética entre as populagdes foi calculada baseada no Fst das

populacdes par a par.
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Figura 9. Arvore fenética das sub-populacdes de Anopheles darlingi coletadas em
Portuchuelo. Com os dados obtidos da matriz de similaridade genética (Tabela 6) uma
arvore fenética foi construida pelo método de UPMGA. Os ntimeros acima da &rvore
indicam os indices de similaridade. Os ntmeros na arvore indicam o indice de

representatividade de cada né em porcentagem ap6s 1000 repeticoes.
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Tabela 7. Valores obtidos da diferenciacao das sub-populagdes de Anopheles

darlingi em Portuchuelo.

Fst

SETOR A - PERI 0,21
SETOR A - INTRA 0,04
SETOR B - PERI 0,06
SETOR B - INTRA 0,11

Calculo de diferenciacao genética das sub-populagdes em comparagdo com o total

de mosquitos analisados.



4.2 Sequenciamento dos genes mitocondriais

O resultado das coletas realizadas nas quatro localidades de Porto Velho - RO
(Candelaria, Bate-Estaca, Santo Antonio e Portuchuelo) em abril de 2004, abril e outubro
de 2005 esta mostrado na tabela 2.

Para a extragdo de DNA dos mosquitos utilizados para a amplificagdio do gene
ND4 foi utilizado o método de extracdo de DNA com a utilizagdo do composto Chelex®
Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad Laboratories), por ser um método mais barato,
rapido e de resultados satisfatérios quanto a qualidade e quantidade de DNA. A extragao
de DNA realizada com o composto Chelex® ndo permite visualizacdo em gel de agarose,
uma vez que o volume final do extraido é de 200 - 250ul.

Uma primeira andlise do sequenciamento dos genes mitocondriais realizada com os
mosquitos coletados em abril de 2004 mostrou que o gene COI de 12 individuos resultou
em 9 haplétipos que diferiram por 4 mutagdes ndo sindbnimas e 9 mutagdes sindnimas,
representados por 5 transversdes e 8 transicdes. O gene ND4 de 14 individuos foi
sequienciado resultando em 10 haplétipos que diferiram por 1 mutagdo ndo sindnima e 9
mutacdes sindnimas, representadas por 2 transversdes e 8 transigdes. A relacdo entre os
haplétipos de COI e ND4 estd mostrada nas figuras 10 e 11. A andlise das seqiiéncias
também foi realizada pelo método de distancia por Neighbor-Joining resultando em duas
arvores mostradas nas figuras 12 e 13. Estes dados de sequenciamento de DNA mostram
que tanto o gene COI como o gene ND4 sdo polimérficos mesmo quando mosquitos
coletados na mesma regido sdao comparados. Este fato demonstra a potencialidade destes
marcadores no estudo populacional de mosquitos como Anopheles darlingi no Brasil.
Ambas as seqiiéncias dos genes ND4 e COI mostraram 2 grupos distintos com diferentes
individuos. No entanto, ndo hd nenhuma correlacdo clara entre distancia geogréfica e
genética até o momento.

Devido ao alto grau de polimorfismo encontrado no seqiienciamento do gene ND4
e a maior reprodutibilidade nas reacdes de PCR, apenas o gene ND4 dos mosquitos
coletados durante as duas dltimas coletas (abril e outubro de 2005) foram seqiienciados e

analisados.
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O fragmento do gene ND4 de 116 individuos coletados em abril de 2005 foi
seqiienciado e a andlise dos resultados revelou a existéncia de 14 diferentes haplétipos. Do
numero total de sitios polimoérficos 5 foram singletons (ex, apresentam uma tnica
substituicdo num dnico individuo) e 14 sitios foram parcimoniosamente informativos. As
populagdes analisadas apresentaram um ntimero médio de diferencas nucleotidicas (x =
2,812), com indice de diversidade nucleotidica 1 = 0,01134 e diversidade haplotipica Hd=
0,731.

Analises filogenéticas realizadas através da topologia das arvores ndo mostraram
uma clara existéncia de linhagens mitocondriais entre os 14 haplétipos encontrados nas
populacdes brasileiras de An. darlingi. Apesar disso é possivel observar haplétipos mais
frequientes.

A seqiiéncia do haplétipo mais abundante foi utilizada na constru¢do de uma
arvore filogenética com outras seqiiéncias de anofelinos. Como pode ser observado na
Figura 14, a arvore mostra um ramo com as 3 espécies pertencentes ao Complexo
Albitarsis (Anopheles albitarsis, Anopheles deaneorum e Anopheles marajoara) com alta
consisténcia (100%). Além disto, as espécies pertencentes ao Subgénero Nyssorhynchus
também estdo agrupadas (Complexo Albitarsis, Anopheles darlingi e Anopheles argyritarsis).
Anopheles quadrimaculatus e Anopheles gambige pertencem ao Subgénero Anopheles e a
espécie Haematobia irritans foi utilizada como grupo externo.

Portuchuelo é a localidade com menor numero de diferencas nucleotidicas,
enquanto que Candeléria apresenta o maior ntimero, diferente do que foi encontrado na
segunda coleta como pode ser observado nas tabelas 8 e 9.

Como pode ser observado, a localidade com maior influéncia humana, Candeléria,
apresenta maior diversidade. Este dado pode estar refletindo as modificacdes causadas
pelo homem no meio ambiente. Além disto, ndo podemos descartar a introducdo de novas
linhagens de An. darlingi através do trafego de embarcacdes. Com relacdo a diversidade
genética das populagdes brasileiras podemos dizer que esta se apresenta mais diversa do
que populacdes africanas de anofelinos, as quais apresentam indices de diversidade de

nucleotideos (1) entre 0,0023 a 0,0051 (Merida et al., 1999).
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No entanto, a anélise das 4 populacdes de An. darlingi ndo mostrou correlacdo clara
entre distdncia genética e distdncia geogréfica, assim como relatado para Anopheles
nuneztovari em andlise de mtDNA (Conn et al., 1998).

A andlise dos individuos separadamente (Figura 15) mostra nao haver nenhuma
correlacdo entre a localidade das coletas e o haplétipo do gene NDA4.

O fragmento do gene ND4 de 102 individuos coletados em outubro de 2005 foi
seqiienciado e a andlise dos resultados revelou a existéncia de 16 diferentes haplétipos. Do
numero total de sitios polimoérficos 9 foram singletons (ex, apresentam uma tnica
substituicdo num tnico individuo) e 10 sitios foram parcimoniosamente informativos. As
populagdes analisadas apresentaram um ntimero médio de diferencas nucleotidicas (x =
3,065), com indice de diversidade nucleotidica 1 = 0,01236 e diversidade haplotipica Hd=
0,781.

Ao contrdrio das andlises da primeira coleta, Bate-Estaca foi a localidade que
apresentou a maior diversidade de nucleotideos (Tabela 9) e Candelaria a que apresentou
a menor na coleta de outubro. Assim como Candelaria, Bate-Estaca é uma localidade que
sofre muita influéncia humana como pode ser observado na foto aérea da regido periférica
de Porto Velho (Figura 16) a regido de Bate-Estaca apresenta maior nimero de locais de
alagamento o que poderia representar um maior namero de sitios de criagdo, o que
aumentaria a diversidade da populagao local de mosquitos. Por outro lado, Santo Antonio
e Portuchuelo apresentam regides de pouca densidade humana.

O dado a respeito da diversidade genética das diferentes populagdes pode ter
implicagdes na transmissdo da malaria em Porto Velho. Uma vez que as populacdes
urbanas se apresentaram mais diversificadas, isto pode apresentar também uma maior
diversificacdo de plasmoédios carregados por estes mosquitos, o que sugere maior
facilidade de aparecimento de resisténcia a drogas ou de variantes mais virulentas. De
qualquer modo, este resultado demonstra a influéncia da atividade humana na estrutura
populacional de Anopheles darlingi, influéncia esta que pode potencializar o papel do
mosquito como vetor.

Quando comparamos os mosquitos coletados nos dois periodos de 2005 (Figura 17)
observamos a ocorréncia de haplétipos mais freqlientes em ambas as coletas. Do total de

20 haploétipos (tabela 10), 10 sdo comuns a ambas as capturas. Apesar disso, em maio sdo
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observados 3 haplétipos tnicos e em outubro outros 7 haplétipos sao exclusivos. Todos os
haplétipos tnicos apresentam freqiiéncia muita baixa, sendo a maioria observada em um
unico individuo. A andlise de diferenciacdo por Fst de todos os pares de populagdo sé6
mostrou significincia entre as populagdes de Portuchuelo (Fst=0,08 + 0,02). Todos os
outros pares apresentaram valores de Fst < 0,05. Com relacdo a estruturacdo genética, os
testes de AMOVA ndo mostraram estruturacdo entre as populacdes ou entre as coletas
(abril e outubro), sendo que a maior parte da diferenciacdo genética dos individuos

(99,86%) é explicada quando comparamos mosquitos par a par.
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Figura 10. Diagrama de haplétipos das seqiiéncias do gene COI de Anopheles darlingi. O
tamanho das esferas representa o ntimero de individuos e os ntimeros entre as esferas

representam os sitios polimorficos.
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Figura 11. Diagrama de haplotipos das seqtiéncias do gene ND4 de Anopheles darlingi. O
tamanho das esferas representa o ntimero de individuos e os ntimeros entre as esferas

representam os sitios polimorficos.
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Figura 12. Arvore filogenética obtida a partir dos dados de seqiiéncia do gene COI de

Anopheles darlingi.

70



EP18ND4

s7 | VCO3ND4
‘ VCOBND4
SA04ND4
' SAO7ND4
BT17NDA4
VCO5ND4
VCO4ND4
BT16ND4
10 BT19NDA4
o> | EP17ND4
| | SAO5ND4
5 | | EP19ND4
' BT18ND4
e E—

0.002

Figura 13. Arvore filogenética obtida a partir dos dados de seqiiéncia do gene ND4 de
Anopheles darlingi
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Figura 14. Arvore de Neighbor-Joining baseada na analise da distancia genética das

espécies. Os ntimeros nos ramos sao os valores de bootstrap (apenas valores acima de 50

sdo mostrados).
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Tabela 8. Diversidade genética das populagdes de Anopheles darlingi.

N° de N° de Diversidade Diversidade
Pooulacs seqiiéncias haplétipos de de
opaagoes (h) haplétipos nucleotideos
(Hd) ()
Portuchuelo 32 09 0,6774 0,0097
Candelaria 30 11 0,7701 0,0137
Bate-Estaca 29 07 0,7069 0,0107
Santo 25 08 0,7833 0,0110
Antonio

Os dados de diversidade genética das populacdes de An. daringi desta tabela
correspondem a coleta realizada no primeiro semestre.



Tabela 9. Diversidade genética das populacdes de Anopheles darlingi.

N° de N° de Diversidade Diversidade
Pooulacs seqiiéncias haplétipos de de
opaagoes (h) haplétipos nucleotideos
(Hd) (m)
Portuchuelo 23 06 0,7865 0,0131
Candelaria 25 07 0,7100 0,0111
Batestaca 25 09 0,8300 0,0132
Santo 29 11 0,8054 0,0119
Antonio

Os dados de diversidade genética das populacdes de An. daringi desta tabela
correspondem a coleta realizada no segundo semestre.



Figura 15. Arvore mostrando a relagdo entre os haplétipos encontrados em Anopheles
darlingi.

A seqiiéncia dos haploétipos foi utilizada para a construgdo de uma arvore através do
método de Neighbor-Joining utilizando o algorismo Kimura-2-parametros. Os
haplétipos em preto representam haplétipos encontrados nos dois periodos, haplétipos
em azul sao exclusivos de abril e haplétipos em vermelho exclusivos de outubro.
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Figura 16. Foto aérea da regido periférica de Porto Velho. A foto mostra a regido sul da
cidade de Porto Velho (A) onde foram realizadas parte das coletas. A figura B mostra um

detalhe da regiao de Bate-Estaca destacando-se as regides de alagamento (B1 a B9).
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Figura 17. Frequiéncia dos diferentes haplétipos encontrados em ambas as capturas de

Anopheles darlingi.

Os mosquitos capturados tiveram seu DNA extraido e parte do gene ND4 seqtienciado

como descrito em Materiais e Métodos.
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11111111122222
345677813455678901122
9957929712101519210125 N

Hap 1 ACTAAGTATAGTTCATATGTTA(25)
Hap 2 .T...A.G..... T.C...... (99)
Hap 3 ........ ... C.(01)
Hap 4 ..... ACG..... T.C...... (20)
Hap 5 ..... A....... T...CA...(25)
Hap 6 ..... A....... T.C...... (08)
Hap 7 ..... A....... T.C..AC.. (03)
Hap 8 .T..TA.G..... T.C.vvn.. (03)
Hap 9 C....A.G..... T...CA...(07)
Hap 10 .T7C..A.G..... T.C.vvn.. (01)
Hap 11 ..... A.G..... T.C..... G(13)
Hap 12 ..... A...GA..T.C...... (01)
Hap 13 .T...A..... GCT..G..... (02)
Hap 14 ..... A....... T....A...(01)
Hap 15 .T...A....... T.Cooo.. (01)
Hap 16 ..... A.G..... T...CA...(01)
Hap 17 .T...A.G..... T.C....C.(03)
Hap 18 ........ Coteeee i (01)
Hap 19 ...G.A....... T...CA...(01)
Hap 20 .............. (C (02)

Tabela 10. Hapl6tipos encontrados em ambas as coletas de Anopheles darlingi na regido
de Porto Velho.

Os diferentes haplétipos foram numerados de 1 a 20 (os haplotipos sao 1 a 20, 1 a 22 sdo
os sitios polimérficos) e as diferencas entre as seqtiéncias estdo assinaladas. Os nameros
acima da seqiiéncia indicam a posicao do sitio dentro do produto de PCR seqtienciado.
N representa o numero de individuos em cada haplétipo.
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5. DISCUSSAO

Anopheles darlingi é o vetor mais eficiente de malaria no Novo Mundo (Deane, 1988).
E um importante vetor de malédria devido a ampla extensdo geogréfica que ocupa,
também a sua associagdo com humanos e sua alta taxa de infeccdo com parasitas da

maléria (Tadei et al., 1998).

O objetivo do nosso trabalho foi testar as técnicas moleculares RAPD e
seqlienciamento de genes mitocondriais, para o estudo populacional de An. darlingi,
comparar as populacdes de An. darlingi coletadas quanto a distribuicdo na regido
amazonica e analisar a diferenciacdo e variabilidade de An. darlingi através do estudo da

estrutura de sub-populagdes em individuos simpatricos.

A coleta e identificacdo dos mosquitos coletados em Portuchuelo mostrou uma
predominancia (95%) de Anopheles darlingi. Outras espécies coletadas foram An. oswaldoi e
An. nuneztovari. Esta caracteristica é tipica de regides com agrupamentos de populacao
humana (GIL , comunicacdo pessoal) e difere das densidades observadas em locais
selvagens onde An. darlingi é menos denso. A distribuicdo temporal dos mosquitos
coletados mostra a ocorréncia de An. darlingi durante toda a noite, predominando a
ocorréncia do mosquito no peridomicilio, mas com alguns pontos onde hd maior
ocorréncia no intradomicilio. Pesquisadores do CEPEM (comunicacdo pessoal)
encontraram trés picos de atividade para An. darlingi , as 18:00h, as 24:00h e as 6:00h.
Nossos dados ndo mostram claramente estes picos, mas sim uma distribui¢do continua
durante a noite. Estudos realizados no estado do Amapa (Voorham, 2002) demonstraram
um aumento significativo na densidade de An. darlingi no final da estacdo chuvosa e
também um pico de atividade noturna pronunciado, enquanto que em estudos feitos em
Rondoénia (Klein & Lima, 1990), ocasionalmente esta espécie tem mostrado atividade
crepuscular muito baixa em contraste com varias localidades do Para, onde esta espécie
apresentou atividade hematofagica crepuscular pronunciada (Tadei et al., 1983; Tadei et
al., 1998). Estudo semelhante na regido amazonica boliviana mostrou um pico de
atividade entre 19:00 e 21:00 horas, sendo que neste periodo 48% do total de mosquitos

foram coletados (Harris et al., 2006). Esta plasticidade na atividade hematofégica pode
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resultar num aumento da potencialidade do vetor e as estratégias de controle devem ser
adaptadas para atender as diferencas no contato com humanos. O conhecimento da
plasticidade da atividade hematofdgica do vetor também é essencial para estudos

entomolégicos.

A atividade hematofdgica estd intimamente relacionada com as condicdes de
umidade e temperatura do ambiente. Segundo Galvao et al., 1937, mesmo quando do uso
de iscas animais no ambiente peridomiciliar, o mosquito é encontrado dentro das
habitagdes. Os mosquitos adultos sao capturados em maior abundancia no interior das
casas do que fora delas, mas ultimamente o An. darlingi tem sido encontrado mais no

peridomicilio como mostram nossos resultados e assim como demonstrado por Gil et al.,

2006 (trabalho submetido).

Dos 13 oligonucleotideos testados para RAPD (figuras 5 e 6) os K09, K11, W10 e
W14 foram os Unicos que apresentaram produtos polimoérficos entre individuos dos
setores A e B. Dentre estes, o oligonucleotideo W14 é o que apresenta mais produtos
polimérficos (7). Com a utilizacdo destes 4 oligonucleotideos em conjunto com os
oligonucleotideos A02 e B13 descritos por Black (1992), foi possivel a obtencdo de 24
produtos polimérficos que foram utilizados neste trabalho (tabela 4). Como produtos
polimoérficos tomamos as bandas facilmente visualizadas apés a coloragdo com brometo de
etidio nas quais o alelo de menor freqiiéncia estd presente em pelo menos 5% dos
individuos.

A diversidade dos individuos do peridomicilio setor A ¢é igual a 0,32 e no
peridomicilio setor B é igual a 0,35, no intradomicilio setor A é igual a 0,34 e no
intradomicilio setor B é igual a 0,36. Nenhum produto polimérfico foi 100% discriminante
entre individuos dos setores A e B nem entre individuos coletados no peri e
intradomicilio.

O indice de diferenciagdo entre essas populagdes esta em torno de 0,05 indicando
que esses mosquitos coletados em locais diferentes apresentam moderada diferenciagao
genética, segundo Wright (1978) indicando, portanto a existéncia de isolamento parcial.
Este fato pode indicar a existéncia de apenas 1 populacdo com hébitos diferentes. Apesar

disso, quando analisamos os resultados de RAPD observamos um certo agrupamento
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entre mosquitos coletados no peridomicilio em detrimento aos mosquitos coletados no
intradomicilio. A diferenciagdo entre os mosquitos coletados no setor A e no setor B de
Portuchuelo pode ser explicada pelo isolamento geografico parcial. O mesmo nivel de
diferenciacdo foi encontrado quando as populagdes de Plasmodium falciparum foram
analisadas por genotipagem de microssatélites (Alves, 2002). Apesar das metodologias
serem diferentes, o fato destes dois valores estarem préximos pode demonstrar
interdependéncia entre as populacdes de mosquitos e parasitas, como sugerido por Boéte
& Paul (2006). A dispersdo dos parasitas da malaria estd intimamente relacionada com o
transito humano e de mosquitos desde que os moradores de Portuchuelo, na sua maioria,
nao apresentem deslocamentos significativos, cabe aos mosquitos dispersarem o parasita.
Por outro lado, a diferenciagdo entre os mosquitos coletados dentro e fora das casas pode
indicar modifica¢des na estrutura populacional desta espécie em decorréncia da ocupagao
humana. O uso de inseticidas, a constru¢do de moradias com aumento populacional, o
aparecimento de criadouros artificiais permanentes podem ser agdes que alterem a
estrutura populacional de Anopheles darlingi. Apesar disto, estas diferencas podem ser
muito sutis dependendo do estigio de isolamento reprodutivo. Diferencas
comportamentais foram descritas para Anopheles darlingi em detrimento da ocupagdo de
regides ribeirinhas de Porto Velho (Gil et al., 2006). Por outro lado, Wondji e colaboradores
(2005) ao avaliar a estrutura populacional de Anopheles arabiensis em uma regido dos
Camardes durante a implementacao do uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas,
nao observou diferencas significativas e a pequena diminuicdo no tamanho estimado da
populacdo que ocorreu logo apds a implementacao dos mosquiteiros logo retornou aos
valores anteriores. Outro estudo conduzido na regido amazonica do Peru mostrou que o
deflorestamento aumenta mais de 200 vezes a incidéncia de picadas de Anopheles darlingi
no homem (Vittor et al., 2005). Apesar de ndo encontrarmos diferencas significativas entre
os mosquitos coletados dentro e fora das casas, podemos observar uma mudanca no
habito de Anopheles darlingi de entrar menos nas casas, fato que pode estar ligado com o
uso de inseticidas no interior das mesmas.

A maioria dos anofelinos pode ser agrupada em complexos de espécies cripticas
(Collins & Paskewitz, 1996; Rosa-Freitas et al., 1998) e entre eles podem ser encontrados

tanto vetores como nao vetores de malaria (White, 1982). Com o intuito de se esclarecer o
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problema da identificacdo de espécies cripticas, varios métodos tem sido empregados
como bandeamento de cromossomos politénicos (Mahon et al., 1976; Colluzzi et al., 1979) e
outros métodos, mas devido as limitacdes dessas técnicas, métodos baseados em DNA tém
sido desenvolvidos nos altimos anos, assim como apresentado na introdugao.

Devido a esses fatores, foi utilizado nesse estudo a técnica de sequenciamento de
DNA mitocondrial (mtDNA) com o intuito de se estudar diferentes populagdes de An.
darlingi coletadas em diferentes localidades de Porto Velho, citadas em Material e
Métodos.

Vérios estudos com anofelinos vem sendo realizados com a técnica de
sequenciamento de mtDNA. Padrdes de variacdo na freqiiéncia de haplétipos de mtDNA
podem ser utilizados para estimar taxas de fluxo génico entre populacdes. Por esta razao,
mtDNA tem sido usado em estudos de fluxo génico e relacionamentos filogenéticos inter e
intraespecificos em quatro espécies do complexo Anopheles quadrimaculatus, entre
populacdes de An. aquasalis, An. rangeli, An. trinkae e An. nuneztovari (Conn et al., 1993;
1998) e também com o vetor africano de maldria An. gambiae (Besansky et al., 1994;
Caccone et al., 1996). Merida et al., 1999, demonstraram através do estudo da distribuicao
de haplétipos de mtDNA de Anopheles albimanus coletados em alguns paises da América
Central e Sul isolamento por distancia. A presenca de barreiras para o fluxo génico entre
populacdes de An. albimanus da costa Atlantica e Pacifica foi relatada através do estudo de
uma regido da NADH desidrogenase subunidade 5.

Estudos realizados através da andlise do mtDNA em An. darlingi coletados na
América do Sul mostraram uma estrutura populacional considerével e isolamento por
distancia (Conn et al., 1999) resultados similares foram encontrados em vetores
neotropicais (Fairley et al., 2002).

Os resultados aqui apresentados mostraram alto polimorfismo na regido do gene
ND4 sequenciada. Dos 218 mosquitos analisados obtivemos 20 diferentes haplétipos com
um indice de diversidade de 0,756, equivalente ao encontrado em outros estudos com
anofelinos neotropicias (Conn et al., 1999). As populac¢des analisadas parecem estar em
panmixia, ou seja, ndo foi encontrada nenhuma estruturagdo populacional significativa e o
fluxo geénico entre elas é alto. Uma explicacdo para este fato é de que os pontos de coleta

estdo localizados muito préximos e esta metodologia ndo é suficientemente discriminante
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para avaliar as diferengas entre estas populagdes. Sazonalmente também ndo encontramos
diferencas significativas, com excecdo das populacdes de Portuchuelo que se
diferenciaram significativamente. Apesar disto, a metade dos haplétipos encontrados sdo
exclusivos de uma das coletas, mostrando que as populagdes apresentam modificacdes
durante o ano. Este fato tem um importante significado epidemiolégico, uma vez que
novas cepas do mosquito podem representar vetores mais eficientes ou mesmo, podem
albergar diferentes cepas de plasmoddios.

Os dados aqui apresentados demonstram a importancia do estudo molecular para a
caracterizacdo populacional de Anopheles darlingi. Estes estudos poderdo servir de apoio
para os métodos tradicionais de controle visando a adequagdo das metodologias
atualmente utilizadas. Também fica claro a necessidade de ferramentas moleculares
discriminatérias para a resolugdo de questdes locais de distribuicdo dos vetores,

ferramentas estas que devem ser multi-locus devido a alta complexidade do sistema.
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6. CONCLUSOES

Analises por RAPD mostraram diferenciagdo entre os mosquitos coletados no setor
A e B da localidade de Portuchuelo - RO e também uma possivel diferenciacao
entre os mosquitos coletados dentro e fora das casas indicando a existéncia de

mosquitos Anopheles darlingi com habitos diferentes em Portuchuelo.

As analises do sequenciamento de genes mitocondriais dos mosquitos coletados em
dois periodos diferentes do ano mostraram que existem pequenas diferencas com
relacdo a sazonalidade dos mosquitos. As populagdes analisadas ndo apresentaram

estruturacdo, evidenciando o alto fluxo génico entre elas.
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