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RESUMO

O Aedes albopictubi detectado pela primeira vez no Brasil em 198@Rr0 de Janeiro
e, atualmente pode ser encontrado em grande parteerdtério brasileiro. Este
mosquito € capaz de transmitir em condicdes labwas pelo menos 22 arboviroses,
dentre elas dengue e febre amarela. Apesar dergqatancia, sdo poucos os estudos
no Brasil que revelam a estrutura genética dester.v® objetivo deste estudo foi
caracterizar a estrutura genética de populacoesamatdeAe. albopictusoletadas na
Regido Metropolitana do Recife, no Rio de Janeiktireas Gerais e avaliar o seu papel
como possivel vetor na transmissao do Dengue.&Pandlise de variabilidade genética
foram utilizados dois genes do DNA mitocondriakocromo ¢ oxidase Il (COIl) e
nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenabersdade 4 (ND4). Nesta andlise
utilizando a técnica de SSCP foi identificado unaltale oito haplétipos para o gene
COIll em 252 amostras analisadas e onze haplotigies @ gene ND4 em um total de
273 amostras. Os resultados sobre a analise dangirimolecular (AMOVA) para
ambos 0s genes sugeriram que essas populacdessebtdiorte influéncia da deriva
genética, pois foi identificada uma alta diferep@@ genética entre essas populagdes.
Os resultados mostraram que as populacdes provesie€lo municipio de Moreno
foram as mais polimorficas para os dois genes, ideigtificamos nestas populagfes a
maioria dos haploétipos encontrados. O municipiddesno é circundado por uma area
de mata onde podem existir populacdeside albopictuscom uma alta variabilidade
genética que podem atuar como uma fonte para ealoareas anteriormente tratadas.
As populacdes do Rio de Janeiro e Minas Geraisnfazansideradas idénticas, pois
apresentaram os mesmos haplétipos para o gene AlBdalise do DNA mitocondrial
associado a técnica de SSCP, constitui uma fertanefitiente na caracterizacdo da
estrutura genética de populacdes naturais. Estean@r também podera ser util na
epidemiologia molecular para tracar rotas de desfmerdesta espécie e monitorar o
impacto das interven¢des dos programas de cordeolema maneira rapida e precisa.
Com a finalidade de investigar o envolvimento desiéecideo na transmissao do virus
dengue foram coletados espécimes Ak albopictusem areas randémicas e em
residéncias onde foram relatados casos com susgfeeilengue. Estas amostras foram
testadas por RT-PCR e isolamento viral em cultdeasélulas C6/36. Dos 2pbolsde
Ae. aegypte Ae. albopictugestados para a deteccao do virus Dengue na t@miRa -
PCR, 10poolsforam positivos. Destes, @olsforam deAe. aegypte apenas urpool

de Ae. albopictugproveniente do municipio de Moreno contendo 2 fénuedetadas na
fase adulta. Este foi o primeiro achado no Braaiidentificacdo do virus Dengue em
amostras dée. albopictuscoletados em campo na forma adulta. No entaetthuma
amostra foi positiva para o isolamento em cultugacélulas C6/36. Os dados sobre
vigilancia entomoldgica sugerem que ocorre a cagih do DENV-1 nas populacdes
do Ae. albopictugjue pode ter ou ndo implicacdo no processo dentiagdo. Mesmo
assim, a presenca daée. albopictusndo deve ser mais negligenciada dentro do
Programa Nacional de Controle da Dengue. A crescerdicelerada expansao deste
mosquito em territdrio brasileiro, associada a cuapeténcia vetorial jA comprovada,
pode torna-lo uma ameaca aos programas de corpaddendo vir a desempenhar um
papel importante, ainda que secundario, na trasémido virus Dengue no pais.

Palavras chavéiedes albopictydDNA mitocondrial, vigilancia entomoldgica.
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ABSTRACT

TheAedes albopictus/as detected for the first time in Brazil in 1986Rio de Janeiro
and, nowadays can be found in most of the natideaitory. This mosquito is a
competent vector, under experimental conditionsatdeast 22 arboviruses including
Dengue and yellow fever viruses. Despite its imgoaee, very few studies revealed the
genetic structure of this vector in Brazil. Theesdtjve of this study was to characterize
the genetic structure of natural populations Aé. albopictuscollected in the
Metropolitan Region of Recife, Rio de janeiro anthd Gerais, and evaluate its role as
a possible vector in Dengue virus transmission.thergenetic diversity analysis, two
genes from the mitochondrial DNA were analyzed gistingle Strand Conformation
Polymorphism (SSCP): cytochrome ¢ oxidase Il (CQ@ihd NADH dehydrogenase
subunit 4 (ND4). Eight haplotypes were identifiemt COIl gene in a total of 252
samples analyzed, and for the ND4 gene eleven typgl® were identified in a total of
273 samples. The results of the analysis of modéecuhriance (AMOVA), for both
genes, suggested that these populations are umrdeg snfluence of the genetic drift
effect due to its high genetic differentiation amgdhe populations within the groups.
Our findings indicated that the populations frore thunicipality of Moreno were the
most polymorphic for both genes, where the majoofyhaplotypes were found.
Moreno municipality is surrounded by a forest andeere may exist populations with
high genetic diversity which could play a role asoarce to colonize treated areas. The
populations from Rio de Janeiro and Minas Geraisevo®nsidered identical, sharing
the same haplotypes for ND4 gene. The mitochon@dA analysis associated to the
SSCP technique constitutes an efficient tool ingaeetic structure characterization of
natural populations. This marker can also be usafatolecular epidemiology to trace
dispersal roots of this species and monitoring thgaict of the interventions of control
programs in a quick and precise way. To investigia¢erole of this species in Dengue
virus transmission, samples &é. albopictusvere collected randomly and in residences
where Dengue cases were reported. These samplestested by RT-PCR technique
and were inoculated onto C6/36 cells. In entomalaigsurveillance from a total of 217
pools ofAe. aegyptandAe. albopictugested by RT-PCR, we found 10 positive pools
for Dengue virus. Out of these, nine pools w&ee aegyptand only one pool wa&e.
albopictusfrom Moreno, containing two adult females. Thisthe first report of the
detection of Dengue virus in field-caughe. albopictusnaturally infected in Brazil.
However, no sample was positive for the isolationculture of cells C6/36. Our
findings in entomological surveillance suggest tRHEENV-1 is circulating inAe.
albopictuspopulation, but the implication of this result ire@ue virus transmission is
still unclear. Our data also indicate that vectavgoam control could be directed not
only to Aedes aegyptbut also toAedes albopictupopulations, especially in areas
where this species is abundant. EstablishmentswA®. albopictugpopulations in the
Americas, especially in dengue-sensitive areas, silé in progress, modifying
population genetic composition and, consequentBngde transmission pattern in
endemic areas. The potential vector of this speewasch continues to spread to new
areas, is still in a formative stage. The preseofc¢his species in the urban areas
represents a risk for the interaction of this masowith the urban human population.

Key words:Aedes albopictysnitochondrial DNA, entomological surveillance
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Epidemiologia Molecular ddedes albopictus Guedes, D. R. D.

l. INTRODUGCAO

O Aedes albopictufSKUSE, 1894), conhecido como “tigre asiatico”, & u
mosquito oriundo das florestas tropicais do suddaté\sia (SMITH, 1956). Durante
décadas, este mosquito se dispersou rapidameatieagmente, pode ser encontrado na
Africa, Asia, Europa e Américas (Norte e Sul) (GRAT2004). Nas Américas, este
culicideo foi detectado pela primeira vez em Houslicexas em 1985. Em 1989, ja se
encontrava em 18 estados dos Estados Unidos daidan(&Al, 1991). No Brasil, o
Aedes albopictudoi observado pela primeira vez no estado do Reo Jdneiro
(FORATTINI, 1986). No mesmo ano, a espécie ja ei@etrada em Minas Gerais e
em S&o Paulo e, no ano seguinte, no Espirito SAndisseminacdo dée. albopictus
nas Américas pode ter ocorrido, principalmente jdeao transporte de pneus usados
com o Japao que proporcionou uma mecanismo idedisgersdo das formas imaturas
deste culicideo (REITER; SPRENGER, 1987).

Desde a sua introducéo no Brasil, observa-se uesaz@nte e acelerada expanséo
do Ae. albopictusonde apenas sete estados brasileiros ainda ladaraen infestacao
por essa especie: Amapa, Acre, Roraima, Tocar@ieara, Piaui e Sergipe (SANTOS,
2003). Na Regidao Metropolitana do Recife (RMR), mmeiro registro doAedes
albopictus ocorreu em é&reas remanescentes de Mata Atlantiwaano de 1999
(ALBUQUERQUE et al,, 2000). Em 2002, a presenca desta espécie fectdda em
nove bairros da Regido Metropolitana do Recife:sDondos, Dois Unidos, Cordeiro,
Varzea, llha do Leite, Afogados, Torre, Ibura e inibleira sendo que em Dois Irmaos e
Dois Unidos a prevaléncia ddéedes albopictussuperou a doAedes aegypti
(ANASTACIO, 2002).

A introducdo e permanéncia de. albopictusno Brasil podem trazer sérios
problemas a saude publica por varios motivos. Rrareste mosquito é considerado o
principal vetor do dengue em epidemias no Japamnksia, Seychelles, Tailandia,
Malésia (HAWLEY, 1988) e, mais recentemente, nodilgZFFLERet al, 2005). Em
experimentos laboratoriais,A®. albopictusnostrou-se capaz de transmitir pelo menos
22 tipos de arboviroses, entre elas, dengue e fetmarela (GRATZ, 2004). Esta
espécie também foi encontrada infectada naturabmeon o virus da febre do Nilo
Ocidental, podendo estar relacionada com a epidegisodesta doenca nos Estados
Unidos (HOLICKet al., 2002).
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Apesar deste culicideo ndo estar relacionado aunealepidemia no Brasil, larvas
de Ae. albopictusnaturalmente infectadas com o virus dengue foracorgradas na
cidade de Campos Altos (MG) (SERUF@t al, 1993) Estudos anteriores
demonstraram em laboratério, que uma linhagem d=gtécie proveniente do sudeste
do Brasil (Cidade de Cariacica, ES) foi capaz desmitir todos 0s quatro sorotipos
virais do Dengue e uma cepa do virus da febre dmasitvestre (MILLER;
BALLINGER, 1988). Um estudo sobre suscetibilidaml@al em amostras déedes
albopictusdo Rio de Janeiro mostrou que esta espécie apoesama alta taxa de
infecc@o pelo sorotipo 2 do virus Dengue quandopesada a uma colbnia dedes
aegyptiusada como controle (LOURENCO DE OLIVEIRAAI, 2003).

Um segundo fator relevante é que devido a sua awgdancia ecologica, este
culicideo se adapta facilmente aos ambientes rurbgano e peri-urbano, podendo
servir de elo entre os ciclos silvestre e urbanofedme amarela. O terceiro fator
importante é a sua capacidade de transmitir o wiencalmente, através de ovos
infectados, possibilitando estabelecer novos fad®sdengue com a importacdo de
materiais que contenham ovos infectados. Em 1998yus Dengue foi isolado em
machos deAe. albopictusprovenientes do Meéxico, sugerindo uma transmissao
transovariana entre a espécie (IBANEZ-BERNg@tLal, 1997). Posteriormente, Castro
et al (2004) demonstraram que a alta taxa de infecemgorotipo 2 do virus Dengue
e a transmissao para a progénie em uma linhagesitelmaa doAe. albopictuseforca a
hipotese que esta espécie pode ter um papel fumdaime manutencdo do virus

dengue na natureza, podendo ser uma ameaca aosnpasgle controle deste pais.

Por essas razdes, o conhecimento mais aprofundaddiadogia do vetor
(estruturacéo genética e dinamica populacionaljr@woitoramento dos sorotipos virais
circulantes na espécie sao fatores cruciais paeatabelecimento de estratégias de
controle mais eficientes. Apesar de sua importaegi@emiolégica, sdo poucos 0s
estudos no Brasil que revelem o padréo de dispelssie® vetor e sua implicagdo na

transmissao do Dengue.

Sendo assim, a presente proposta visa analisafeesidiade genética e estrutura
populacional doAedes albopictugm trés populacbes naturais do Brasil através da
andlise do DNA mitocondrial e monitorar os soragigrculantes nas populacdes do
vetor na Regido Metropolitana do Recife (RMR) atsada RT-PCR e do isolamento

viral em cultura de células C6/36.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. OAedes albopictus (SKUSE, 1894).

O Aedes albopictug um diptero da familia Culicidae, pertencentaildamilia
Culicinae que na sua forma adulta apresenta téreegrecido, freqlientemente
ornamentado com manchas, faixas ou desenhos deasctaras, geralmente branco-
prateadas (Figura 1). De habito diurnoAe. albopictusé muito eclético quanto ao
hospedeiro, sendo o homem e as aves 0s mais ftequdtode ser encontrado no
interior do domicilio, porém é mais comum no pemdlio.

Fonte: www1. odn.ne.jp/.../ images/t-Aedes_albamdit

Figura 1. Fémea doAedes albopictusdurante ¢
repasto sangtineo.

Assim como oAedes aegyptio Ae. albopictuspode ser encontrado tanto em
criadouros naturais (internédios de bambu, bureacosrvores, casca de frutas) quanto
em criadouros artificiais (Figura 2). Os criadousstficiais, por sua vez, podem ser
tanto aqueles abandonados pelo homem a céu alemboqos de uso domeéstico para
armazenamento de agua. Como exemplos de criadanifasais podemos citar: pneus,
latas, caixas d’agua, piscinas. Nesses criadow®siémeas depositam seus ovos,
isoladamente, em um substrato Umido, préximo a aguaem local inundavel
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).
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Figura 2: Criadouros naturais e artificiais dedes albopictus.

Em paises de climas temperados, os ovosedalbopictugpodem sobreviver por
varios meses durante o inverno. Esta capacidadestea um fenbmeno denominado
diapausa que é caracterizado pela suspenséo dimfamgesenvolvimento desses ovos.
Nos culicideos, este fendbmeno ocorre quando a ldevgrimeiro estadio ja esta
formada sendo presente nas populacfes de clim&tadmpe ausente nas populacdes de
clima tropical. Os ovos com desenvolvimento congplguando colocados em contato
com a agua, desencadeiam o processo de eclosdandss dando inicio ao ciclo de
desenvolvimento (HAWLEet al, 1989).

O ciclo de desenvolvimento dee. albopictuscompreende quatro estagios: ovo,
larva (4 estadios: L1, L2, L3 e L4), pupa e insatolto (Figura 3). O crescimento e o
desenvolvimento das larvas variam com a temperataraégua, disponibilidade de
alimento e densidade populacional no criadouroe Estlo geralmente se desenvolve
em um curto espaco de tempo, podendo variar efitee 15 dias, contribuindo para o
aumento da densidade populacional desta espécie.
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Larva

10 — 15 dias

Pupa

Inseto adulto

Figura 3. llustracao do ciclo evolutivo ddedes albopictus

2.2. Importancia Médica

Segundo Mitchell (1995), uma espécie s6 poder&aesiderada vetor de uma
determinada arbovirose se: 1) ocorrer o isolamédpteirus em estudo em espécimes
coletados diretamente da natureza; 2) for dematstjae 0 mosquito se infectou apés
uma alimentacéo artificial utilizando o sangue dehospedeiro na fase de viremia ou
uma suspenséo de virus; 3) for demonstrado queus pode ser transmitido para um
hospedeiro através de uma picada ou se for endontieus nas glandulas salivares do

mosquito e 4) ocorrerem evidéncias em campo coafido uma associacao entre a
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espécie de mosquito estudada e a populacdo dénegits na qual a infeccdo viral

esteja ocorrendo.

Apesar doAe. albopictumnéo ser considerado um vetor de arboviroses nadlBras
estudos demonstraram que em condicfes laborates&@isespécie € capaz de transmitir
22 tipos de arboviroses. Dentre as mais importagE® a dengue (incluindo os quatro
sorotipos), febre amarela, Chikungunya e Ross Ri@&IBLER et al, 2001), e mais
recentemente, o virus da Febre do Nilo Ocidentaglyal foi isolado em espécimes de

Ae. albopictusoletados em campo na Pensilvania (HOLK2KL, 2002).

2.3. Variabilidade genética em culicideos vetores

A caracterizacdo das variacoes genéticas no mgkdcular pode ser feita atraves
de marcadores moleculares. Marcador molecular @ @ogualquer fenotipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de uma sequéndiNde correspondente a uma
regido codificante ou ndo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA998). Um marcador para
ser considerado bom e informativo deve ser: 1)avalj 2) abundante; 3) de
comportamento previsivel quanto a taxa de mutggadrdo de heranca e localizacao
cromossOmica e 4) facil de analisar. Os marcadogs empregados sao: Isoenzimas,
Polimorfismo de DNA Amplificado Randomicamente (R2AP Polimorfismo de
Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP), Miatélies, SSCP (Polimorfismo
de Conformacao de Fita Simples) e Sequenciameni2Ndfo mitocondrial (DNAmt) e
de genes de RNA ribossomal (RNAr). Alguns dessercadares serdo descritos a

sequir.

O estudo da variabilidade genética em populacoegaisa deAedes albopictus
através de marcadores moleculares tem sido utlizadin o objetivo de entender a
dindmica populacional desta espécie recém intrdduzUrbanelliet al (2000)
analisaram através da técnica de aloenzimas duatrgenética de 18 populacdes de
Ae. albopictugprovenientes da Italia em comparacdo com duas poipes dos Estados
Unidos, 4 populacdes do Japao e 4 populacbes aeméeih. Dos 1&8ci estudados
entre as populacdes da lItalia, 15 apresentaramm@dismo, sugerindo a presenca de
deriva genética local. A colonizacdo desta esp#ikalia pode ter ocorrido de maneira
semelhante & que ocorreu nos Estados Unidos, cqiase repetidas introducdes. Um

dos fatores que reforcam esta hipotese é a sidaldei genética existente entre as



Epidemiologia Molecular ddedes albopictus Guedes, D. R. D.

populacdes da Italia e dos Estados Unidos, em agwoa do intenso transporte de
pneus entre os dois paises.

Ayreset al (2002) utilizaram a técnica de RAPD em populagiis®se. albopictus
provenientes de trés estados do Brasil (Rio deirdaridinas Gerais e Pernambuco)
para estimar os niveis de variabilidade genétitax® génico entre essas populacdes.
Os autores concluiram que as populacdes do Riartrd e Minas Gerais eram mais
similares geneticamente quando comparadas as jgopslde Pernambuco. Concluiram
também que a variabilidade genética observada opslagdes brasileiras locais era
resultante de um balanco entre a deriva genétioan dluxo génico restrito nessas

populacdes.

Em 2003, Lourenco de Oliveirat al analisaram a diversidade genética entre
populacdes dée. albopictusprovenientes do Brasil, dos Estados Unidos e itias |
Caiman, usando como marcador molecular as isoenzi®s autores concluiram que
tanto as populacbes do Brasil quanto a dos Estddlmslos eram altamente
diversificadas. Esta diversidade foi mais signtfiGentre as amostras coletadas dentro

de uma mesma cidade, resultante de um fluxo géestoto.

2.4. SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism(Polimorfismo de

Conformacéao de Fita Simples)

A técnica de SSCP detecta mutacdes pontuais nauielde DNA. Esta técnica €
baseada no principio de que a mobilidade de umaifitples da molécula de DNA no
gel durante a eletroforese depende tanto do seantamquanto da conformacao que
assume. O numero de conformacdes € formado quamdeam segundo pareamento
entre as bases da fita simples. As mutacbes peniya afetam as interacdes
intramolécula devem, no entanto, mudar a conformag@ molécula alterando a
mobilidade durante a eletroforese (HI86al, 1994) (Figura 4). Em um estudo de
sensibilidade da técnica, Hayashi (1991) concluwie g SSCP pode detectar 99% das
mutacdes pontuais nas moléculas de DNA com tameauti@ndo entre 100 e 300 pares
de bases (pb). Nas moléculas de DNA que possuetaraanho que varia de 350 a 450

pb, 0 SSCP conseguiu detectar até 89% das mutpgdesis.
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Figura 4: llustracdo do pncipio da técnic
de SSCP (Single Strand Conformat
Polymorphism)

A técnica de SSCP é bastante usada como um marcadtcular na
identificacdo de espécies cripticas, na difere@cacde espécies que séo
morfologicamente semelhantes, além de permitir anéise rapida e de baixo custo.
No trabalho de Koekemoet al (1999), a técnica de SSCP foi usada para distidgu
membros do grupcAnopheles funestusApesar das espécies deste grupo serem
morfologicamente semelhantes, elas exibem difeeengento a sua capacidade de
transmitir doencas ao homem. Os resultados masirgue cada espécie do grupo
exibiu padrées de bandas diferentes no gel, denamast que a técnica € bastante
eficaz na identificacdo destas espécies criptieakon et al (2001) demonstraram a
eficacia da técnica na construgcdo de mapas deadbigdp mosquitcAedes aegypti
através da identificacdo de polimorfismos de sitiico (SNP-Single Nucleotide

Polymorphism) com marcadores de DNA complemenfaNg).
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Em estudos sobre variabilidade genética atravémdiise do DNA mitocondrial,
0 SSCP é usado na identificacdo dos diferenteséfifagd encontrados para,
posteriormente, serem sequenciados e estas seagi@nalisadas segundo os indices de
genética de populacbes, como fluxo génico, distdngenética e diversidade
nucleotidica. Hodgkinsoet al (2002) analisaram o polimorfismo do gene da oo
B do DNA mitocondrial dd_.utzomyia longipalpistravés do SSCP e concluiram que a
técnica aumentou a eficiéncia na deteccao da viedlede do gene com a identificacéo
dos diferentes haplotipos possibilitando, desteméruma analise de um maior nimero

de amostras em menos tempo.

2.5. DNA Mitocondrial

O DNA mitocondrial (DNAmt) foi descoberto em 1960desde entdo, tem sido
usado como uma ferramenta importante na andligenigica de populacdes de insetos.
A organizacao desta molécula é relativamente senpkndo constituida por uma dupla
fita circular contendo 37 genes, dos quais 2 ocahii RNAs ribossémicos, 22
codificam RNAs transportadores e 13 codificam prae. Além destes genes, todo
DNA mitocondrial possui uma regidao nao-codificarjee é responsavel pelo controle
da replicacao e transcricdo do genoma da mitoc@nésta regido, denominada Regiao
Controle ou D-Loop é extremamente rica em adeniniména, sendo também
conhecida como regido rica em A+T (HOY, 2003) (Fagbl).
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at

Figura 5: Organizacdo do DNA mitocondrial com seus g¢
codificantes e a regido control€dgntrol). IrRNA, subunidad
ribosomal grande; srRNA, subunidade ribosomal peausD1,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND% ND6, subunidades da NAD
desidrogenas&;yt b citocromo b COI, COll e COIll, subunidade
da citocromo c oxidas&TP6e ATP8 subunidades ATPase.

O genoma mitocondrial € herdado maternalmente mdfoerglo, portanto
recombinacdo. A heranca materna do DNA mitocongieisibilita que esta molécula
seja usada como um importante marcador molecutaraobjetivo de tracar a historia
evolutiva de uma determinada espécie e determinfdogenia entre as populacdes
existentes, independente de terem sofrido efeites adaptacdo e/ou selecao
(TABACHNICK; BLACK IV, 1996). Outra caracteristicdamportante do DNA
mitocondrial, além da simples organizacdo da sui@cula e da heranca maternal é a
sua alta taxa de evolucdo. O DNA mitocondrial evbluvezes mais rapido que o DNA
nuclear, pois ndo existem mecanismos de repara nedecula, facilitando o acimulo
de mutacdes. Por essa razdo, as variacOes intcdesgse sdo facilmente detectadas
(RAI, 1991).

Apesar desta alta taxa de evolugdo, os individpossantam normalmente um
tipo de molécula de DNAmMt em todas as células desms tecidos. Embora exista uma
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homogeneidade qualitativa das moléculas de DNAmuemmesmo individuo, existe
uma diferenca entre a taxa de acumulo de mutagiiesas diferentes genes ou regides
desta molécula. Os genes codificadores das sulnlesdda NADH desidrogenase,
citocromo c oxidase e RNAt sdo 0s genes que acumuiwis rapidamente as
substituicdes de bases. Porém, os genes codifesgara as unidades ribossémicas e
para o citocromo b estdo entre 0os genes mais c@usey do genoma mitocondrial. As
regides A+T ou D-loop sdo as mais variaveis, podeacumular mutacdes do tipo
substituicbes de bases ou insercao/delecdo. Ag;desee/ou delecbes podem levar a
uma alteragdo no tamanho da molécula (ARIAS; INFENMALACHIAS, 2001).

Neste trabalho, destacaremos dois genes do genameondrial: Citocromo C
oxidase subunidade Il (COIl) e Nicotinamida adendiaucleotideo desidrogenase
subunidade 4 (ND4). Het al (1995) analisaram a diversidade genética do G«
em amostras deCulex quinquefasciatu®e Aedes aegypticoletadas em Taiwan,
encontrando uma homologia de 88% entre as seq8émetdeotidicas estudadas e uma
homologia de 95% quando analisados o0s aminoacidosespondentes destas
sequéncias. Jinfu e Chaohui (2002) também anatisanzariabilidade genética do COIl
nas espéciednopheles sinensi€ulex quinquefasciatusAedes albopictu€Entre essas
espécies foi detectada uma homologia de 82% ermstreeqiéncias nucleotidicas,
enguanto que os aminodacidos correspondentes afaesarum grau de similaridade de
85%. Cooket al (2005) utilizaram o gene da COIl e da COIl panacarizarAedes
furcifer Edwards eAedes tayloriEdwards, duas espécies de mosquitos responsaveis
pela transmissdo de arboviroses no Senegal. Ascd@s detectadas entre as seqiéncias
serviram como base para desenvolver um sistemadedéficacdo destas duas espécies

atraves da técnica de RFLP usando enzima de Ba&stric

Em relacdo ao gene mitocondrial ND4, Gorrochotegtiscalanteet al. (2002)
compararam populagbes dee. aegyptide vérias regides do México estudando o
polimorfismo deste gene para estabelecer a esrd@ireproducdo desta espécie. Os
autores detectaram que o padrdo de estruturactoadpecie varia por regido. Bosio
al. (2005) caracterizaram a estrutura genética dellpofes deAedes aegyptna
Tailandia utilizando a técnica de SSCP do gene NDgl.autores concluiram que a
estruturacdo desta espécie ndo varia por regida@oawario do que aconteceu no
México. Este resultado pode ter ocorrido por tederés: o transporte destes mosquitos

através das atividades humanas pode ter aumentaduilaridade genética entre as
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populacdes geograficamente distantes. Um outre €ate poderia ter influenciado no
padrdo genético dessas populacBes seria o efeitaledaa genética, processo
estocastico que alterou a variabilidade dessaslagi®s independente das distancias
geogréaficas. E um terceiro fator, seriam os efettos esforcos no controle destes
mosquitos levando essas populagdes locais a sofierefeito de “gargalo de garrafa”
afetando profundamente a variabilidade genética.

2.6. Vigilancia Epidemiologica

A dengue é uma das mais importantes arbovirosessmitidas por insetos
vetores na atualidade. Estima-se que 50 milhégesi®oas sdo infectadas por ano com,
aproximadamente, 500.000 casos de dengue hemarrégidirmados e pelo menos
12.000 mortes em decorréncia desta doenca. O aordantlensidade populacional e
consequentemente a falta de infra-estrutura queofeéiece condi¢cfes satisfatorias de
habitacdo e de saneamento para toda a populagécjppimente nos paises em
desenvolvimento, contribui substancialmente pasairmento do nimero de criadouros
de culicideos do géneredes Outros fatores que contribuem para a expansé&esles
mosquitos sédo a falta de um programa de controleettges efetivo e o aumento do
transporte aéreo, permitindo a disperséo de ovestados (GUBLER, 1998).

A vigilancia epidemioldgica envolve uma sequénaaagdes que dependem da
situacdo epidemiologica do municipio. Nos munigpiom transmissdo endémica de
dengue, o objetivo da vigilancia epidemioldgicaotécer as informacdes necessarias
sobre a situacdo epidemiolégica do municipio patariomper a transmisséo viral,
através da diminuicdo da infestacdo e/ou eliminalghde. aegyptou Ae. albopictus
visando impedir o aparecimento da dengue hemogagicue nessa area a populacao
esta sensibilizada por um ou mais sorotipos desviEsta vigilancia deve ser realizada
de forma continua, principalmente nos periodogéapidémicos, onde também existe a
circulacdo do virus Dengue (FOUQUE; GARINCI; GABORI 2004). O
monitoramento e identificacdo dos diferentes sposticirculantes, tanto em amostras
de soro de pacientes com suspeita clinica da dpbegacomo em mosquitos coletados
em campo ou através de armadilhas de oviposicaostiteem uma ferramenta
importante na vigilancia epidemioldgica do dendtssas acées podem ser relevantes
para determinar a magnitude e severidade das ejsigEIXEIRA et al, 2005).

Neste trabalho, empregamos duas técnicas paracdetdos sorotipos circulantes em

12
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amostras déedesspp: o isolamento de virus em culturas de células €6/a técnica
de PCR por transcriptase reversa(RT-PCR).

Existem quatro métodos utilizados na rotina dears@nto viral do Dengue, sdo
eles: inoculacao intracerebral em camundongos,ulaggo em cultura de células de
mamiferos, inoculacdo do virus em mosquitos e euiagdo de amostras em cultura de
células de mosquitos. Em relacéo a cultura deagilé mosquitos sao trés as linhagens
utilizadas para esta pratica: clone C6/8édes albopictys TRA 284 {Toxorhynchites
amboinensise AP 61 Aedes pseudoscutellariPentre estas linhagens citadas, o clone
de células C6/36 déedes albopictu® a mais usada. A utilizacdo dessas células
proporciona um meétodo rapido, sensivel e de bairgbocpara o isolamento do virus
Dengue. Os antigenos do virus presentes nas aulieraélulas infectadas podem ser
detectados através da imunofluorescéncia indifeigua 6). Esta técnica € menos
sensivel que a inoculacdo intratoracica do virusmessquitos adultos, mas devido a
capacidade de processar um grande numero de asnastraesmo tempo, ela tornou-se
a técnica padréo para isolamento viral (DE PAULANSECA, 2004).

Fonte:www.cdc.gov/NCIDOD/dvbid/dengue/slideset/spaisetl/vi/sl
idel4.htm.

Figura 6: Isolamento do virus Dengue em cult
de clulas C6/36 (pontos brilhantes) através
reacdo de imunofluorescéncia indireta.

13



Epidemiologia Molecular ddedes albopictus Guedes, D. R. D.

A RT-PCR tem sido usada no diagnostico de divetsagcas e, nos Ultimos anos,
revolucionou o diagnéstico laboratorial de doengafecciosas demonstrando ser
bastante atil no diagndstico da dengue (DE PAULANSECA, 2004). Lanciottet al
(1992) desenvolveram uma técnica de RT-PCR pomersconsenso desenhados para
anelar em qualquer um dos 4 sorotipos originanddragmento de 511 pares de base.
Primeiro, uma copia do cDNA de uma porcdo do geneinah € produzida através de
uma reacdao utilizando uma enzima transcriptasesaV&igura 7) e, posteriormente, é
realizada uma PCR padrao usamuioers especificos para cada sorotipo do Dengue.
Com este método, o virus dengue pode ser deteldgdma fase aguda da doenca e, as
vezes, durante a fase de convalescenca (DE PAUDNSIECA, 2004). Os produtos

sao entdo visualizados em gel de agarose 2.0%r&-8ju

» Obtencdio do DNA complementar (¢cDNA) e amplificagio de um
produto de S11pb em um PCR padrio

Dengue RIA 5" IR
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55C:1
72'C/2"

Produuto de
511pb

5" . e— - -
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Figura 7: Esquema ilustrando a primeira reacdo daFHR do virus Dengue resultar
em um fragmento de 511 pb do cDNA, comum aos 4ipoovirais.
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Fonte: Fotografia gentiimente cedida pela Dra. Marnério (LAVITE,
CPgAM/FIOCRUZ).

Figura 8: Gel de agarose 2.0% mostrando os produtc
segunda reacdo da APIGR para cada sorotipo vir
DENV-1 amplifica um fragmento de 482 pb; o DERY-
119 pb; DENV-3, 290 pb e o DENV-4, 392 pb.

Diversos trabalhos foram descritos usando a vigiéamirolégica em mosquitos
com o objetivo de elaborar um modelo de prevengdoepidemias de dengue. Chetw
al. (1998) utilizaram a técnica de RT-PCR para moaites sorotipos circulantes em
mosquitos do génerAedescoletados em areas infectadas pelo Dengue embiraga
Apesar de dAe. aegyptser considerado o principal vetor responsavel fpatesmissao
do dengue, ée. albopictugambém se mostrava presente na area urbana depgiag
poderia desempenhar um papel importante, ainda sgeendario. Os resultados
mostraram que Ae. aegyptiteve um papel importante no comec¢o da epidemia,
enquanto que ée. albopictusilesempenhou um papel fundamental na manutencédo do
virus circulante apos o inicio da epidemia, favenelo um aumento do numero de
casos. Na China, ondeA®. albopictus o principal vetor da Dengue, Zuo e Shu (2004)
realizaram um estudo de isolamento, identificacdanédlise filogenética de uma
linhagem do virus Dengue coletada na Provincia deh®u. Apesar de ndo haver
nenhuma epidemia de dengue relatada nesta provimciarus dengue sorotipo 2
proveniente da cidade de Mawei foi isolado atraga@scultura de células C6/36 e
confirmado por ensaio de imunofluorescéncia indieeitravés da RT-PCR.
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Em territério brasileiro, os dados mostram quister trés sorotipos do virus
Dengue circulando: DENV-1, DENV-2 e DENV-3, com @spibilidade da introducéo
do sorotipo 4, em razdo do intenso transporte ag&m@aritimo entre o Brasil e outros
paises do continente americano, bem como paisestr®s continentes afetados pelo
DENV-4 (TEIXEIRA et al, 2005). A co-circulacdo de mais de um sorotipo e
aumento da densidade populacional dos vetores ne&peis pela transmissao da
doenca séo fatores que podem favorecer o risccageuma epidemia com um aumento

no numero de casos de dengue hemorragica.
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. JUSTIFICATIVA

Dentre as doencas transmitidas pAk albopictuscomprovadas em condigoes
laboratoriais, a dengue € a que desempenha um g@pehior importancia no ambito
da saude publica. Cerca de dois bilhGes de pespoas em areas onde é possivel a
sua transmissdo. Como ndo existem vacinas nermgata especifico, a prevencao e o
controle dessa epidemia dependem do controle dor wetsponsavel pela sua
transmissao.

Embora cAe. albopictussteja sujeito as pressdes de controle em aressaidas
peloAe. aegyptindo é espécie-alvo do controle da dengue. Amlesaéo estar claro o
efeito que a presenca de. albopictugpossa ter na transmissdo do virus dengue nas
Ameéricas, a sua convivéncia comAe. aegyptirequer atencdo, pois esta convivéncia
pode aumentar o risco de uma epidemia urbana eéo @a aumento da densidade
vetorial. Além disso, a presencae. albopictusem areas silvestres no Brasil favorece
0 contato entre vetor e outros virus autoctoneguass podem evoluir dentro de novos
vetores e aumentar a sua patogenicidade e trarisitidssle.

Desta forma, o conhecimento aprofundado sobre atesicdo genética e
dindmica populacional desta espécie é crucial, wveaaque populacdes geneticamente
diferentes podem apresentar diferencas quanto eagpaeidade e competéncia vetorial.
Além disso, 0 monitoramento dos sorotipos circamuma populacéo vetora, durante
0s periodos epidémicos e inter-epidémicos, podstitoin uma alternativa eficaz para

prevenir as epidemias.
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IV. PERGUNTA CONDUTORA:

Qual o grau de diversidade genética entre as pgesanaturais déedes
albopictusdos estados de Pernambuco, Rio de Janeiro e MipeagsCe a taxa de
infeccdo pelo virus dengue em populacdes natueadsedes albopictusas populacdes
da Regido Metropolitana do Recife (RMR)?

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral:

* Conhecer a diversidade genética e estrutura pdpoicem populacdes
naturais deAe. albopictuse avaliar o seu possivel papel como vetor da

Dengue.

5.2. Objetivos Especificos:

* Avaliar o grau de variabilidade genética nas papida naturais dée.
albopictus utilizando marcadores genéticos de heranca negtern

» Caracterizar a estrutura genética das populacdas.dsdbopictus

» Descrever a diversidade genética em genes mitoeisdoAe. albopictus

* Identificar e isolar sorotipos virais do Dengueaculantes nas populagbes
naturais deste mosquito na RMR (caso ocorra artngs8o por este vetor);

» Estimar a taxa de infeccdo pelo virus Dengue emsaa® deAedesspp

coletadas na RMR.

18



Epidemiologia Molecular ddedes albopictus Guedes, D. R. D.

VI. MATERIAIS E METODOS
6.1. Variabilidade genética do DNAmt
6.1.1. Amostragem

As amostras ddée. albopictusoram coletadas em 10 localidades do estado de
Pernambuco (PE), 2 localidades do Rio de Janeidd €R. localidade de Minas Gerais
(MG). As amostras provenientes do estado de PEnfafatidas através de armadilhas
de oviposicao (ovitrampas) adaptadas do modelagleePerry (1965). Os ovos, larvas
e pupas foram mantidos no insetario do LaboratddoEntomologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM) sob condicOed@édmperatura, 26°C + 1°C;
umidade relativa do ar de 60 a 80% e fotoperiod@2lh C/E) até a fase adulta do
inseto. Estes, por sua vez, foram sacrificados @&maca fria (-70°C) e, posteriormente,
mantidos em microtubos separados por localidad@igem em freezer a -20°C até sua
utilizacdo. As amostras provenientes dos estadofRdle MG foram gentilmente
cedidas pelo biologista Marcelo Carvalho de Rezeodlenciado pela FUNASA ao
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD)rokguéncia das amostras esta

mostrada na tabela 1.

6.1.2. Extracado de DNA

Os DNAs gendmicos foram extraidos de acordo comotogolo descrito por
Ayreset al. (2002). A extracao foi realizada de acordo coratapas descritas a sequir.

Insetos individuais foram macerados em f0@e tampéao de lise (NaCl 0,4 M,
Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTA 2 mM, pH 8,0), 7.0 de proteinase K (10 mg/ml) e
72 ul de SDS 10%. O macerado foi, entdo, incubado @ 6&?ernight”. Apds a adicao
de 420ul de NaCl 5M a suspenséo, a mistura foi homogedaipar 1 min, seguida de
centrifugacdo a 14.000 rpm por 20 min. O DNA faegpitado do sobrenadante pela
adicdo de igual volume de isopropanol, incubad®04CG por 1 hora e centrifugado a
14.000 rpm por 20 min. O pellet foi, finalmenteyddo com etanol 70%, seco e
ressuspendido em 3Q0 de TE (TRIS-EDTA, 10:1 mM). ApGs a extracdo, asoatras
de DNA foram armazenadas a °€até sua utilizacdo nas reacdes de PCR. A qualidad
e quantidade do DNA foram avaliadas por eletroforesn gel de agarose 0,8%
utilizando-se marcador de peso molecal&tind Il por comparagéo da intensidade das

bandas.
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Tabela 1: Localizag&o dos sitios de coleta das amostragdes albopictus

N° de amostras
Estado Localidade/Municipio processadas para analise

de variabilidade genética

Minas Gerais Passos 20
Campo Grande/ Recife 20

Casa Forte/ Recife 50

Dois Irmé&os/ Recife 50

Engenho do Meio/ Recife 50
Morro da Conceicgéo/ Recife 50

Pernambuco Parnamirim/Recife 18
Sucupira/ Jaboatéo 21

Bonanca / Moreno 53

Cohab/ Moreno 40

Nossa Senhora de Fatima/Moreno 56

Rio de Janeiro Manguinhos 19
Jacarepagua 14

Total 461

6.1.3. PCR do gene citocromo c oxidase Il (COIl)

As reac0Oes de PCR foram realizadas seguindo oqoiotde Hoet al (1995). Em
um volume final de 25 pl, foi usada a seguinte un&st0.2 mM de cada ANTP, 15 uM
de cadaprimer (Forward: 5-AGATTATTATCTTTTATAAGA-3’, Reverse: %
TTGCTTTCAGTCATCTAATG-3'), 1U de Tag DNA Polimeragénvitrogen), 2.5 ul
de Tampé&o (Tris-HCI 200 mM pH 8.4 e KCI 200 mM), ®1g2 mM, Albumina Sérica
Bovina (BSA) 0.1% e 3 ng do DNA molde. A misturai famplificada em um
termociclador (BIOMETRA-Thermo Trio Block) prograd@mpara 1 ciclo a 94°C por 5
min; 5 ciclos a 94°C por 1 min, 47°C por 45 s, 7R8C 30 s; 30 ciclos a 94°C por 1
min, 47°C por 1 min, 72°C por 1 min e um ciclo fiaa72°C por 10 min. Os produtos

amplificados foram analisados por eletroforese ehulg agarose 0,8% em tampao Tris-
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Borato-EDTA (TBE) (Tris 0,089 M; acido bérico 0,(0& e EDTA 0,002 M, pH 8,3),
corado com brometo de etideo e fotografado em ansituminador de ultravioleta.

6.1.4. PCR do gene nicotinamida adenina dinucleo&#d desidrogenase subunidade
4 (ND4)

As reacOes de PCR foram realizadas seguindo oqomiotale Gorrochotegui-
Escalanteet al (2000). Em um volume final de 25 ul, foi usadseguinte mistura: 0.25
mM de cada dNTP, 0.3 uM de cadaprimer (Forward: 5'-
GTDYATTTATGATTRCCTAA-3, Reverse: 5-CTTCGDCTTCCWARNCGTTC-
3’), 1.5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 2ibde Tampéao (Tris-HCI 200 mM
pH 8.4 e KCI 200 mM), MgGI2 mM, BSA 0.1% e 5 ng do DNA molde. A mistura foi
amplificada em um termociclador (BIOMETRA-ThermaodlBlock) programado para
1 ciclo a 95°C por 5 min; 10 ciclos a 92°C por h,di8°C por 1 min; 72°C por 2 min;
32 ciclos a 92°C por 1 min, 50°C por 35 s, 72°C2orin e um ciclo final a 72°C por
10 min. Os produtos amplificados foram analisadwsetetroforese em gel de agarose
0,8% em tampéo TBE (Tris 0,089 M; acido bérico 8@ e EDTA 0,002 M, pH 8,3),

corado com brometo de etideo e fotografado em ansituminador de ultravioleta.

6.1.5. Reacao de digestdo (RFLP ou Polimorfismo deamanho dos Fragmentos de
Restricéo)

Os produtos de PCR do gene COIl foram submetidasna digestdo com
enzimas de restricdo. Esta digestdo teve a firddidde diminuir o tamanho do
fragmento de PCR, aumentando assim, a sensibilidadécnica de SSCP na deteccao
do maior nimero de mutacdes possiveis. Estas endoram selecionadas através da
construcdo do mapa de restricdo da sequéncia usarMap Draw, ferramenta do
programa DNA star versdo Windows 3.85 (1989-19HSj)as reacdes foram realizadas
em um volume final de 20l, usando a seguinte mistura: 4j0do tampao proprio para
a enzima de restricao estudada, 2U da en#im&l (Invitrogen) para cada 20 ng de
DNA e 8pl do produto de PCR. A digestdo foi mantida a 396€4 horas.
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6.1.6. SSCP (Polimorfismo de Conformacao de Fitar8ples)

O protocolo da técnica de SSCP seguiu o protoceltlidset al. (1994) com

modificacdes no que diz respeito a coloracdo catapr

Na reacdo de COIl, para cada|@@a reacao de digestdo foram retiradog1€
transferidos para um microtubo de 5d@ontendo Sul de tampéo de amostra (NaOH
10 mM, formamida 95%, azul de bromofenol 0,05%lenxi cianol 0,05%). Na reacao
de ND4, para cada 28 do produto de PCR foram retiradosl3la reacédo e transferido
para um microtubo de 50 contendo 10ul do tamp&o de amostra (NaOH 10mM,
formamida 95%, azul de bromofenol 0,05% e xileramol 0,05%).

Estas misturas foram aquecidas a 95°C por 6 mimaies desnaturacao da dupla
fita e, entdo, colocadas diretamente no gelo. Rosteente, todo o volume foi aplicado
no gel de poliacrilamida 8% com 5 mm de espesdAiraletroforese foi realizada a

temperatura ambiente por 5 h a 200 V e 25 mA.

6.1.7. Reagdo de sequenciamento

Com o objetivo de confirmar a identidade dos fragioe amplificados, os
produtos de PCR identificados para cada um dosedifes haplotipos dos genes COIll e
ND4 foram sequenciados. Antes de serem sequencisskiss produtos foram
purificados com okit de purificacdoGFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
(Amersham Pharmacia Biotech). A purificacao teve@mbjetivo retirar excessos de
primer, dNTP e enzimas, com a finalidade de ndo prejudicquenciamento.

As amostras para sequenciamento foram prepar&dasoddo com o protocolo
do kit de sequenciamento Big Dye Terminator Ready Reafipplied Biosystems). A
mistura foi amplificada em um termociclador GenepARCR System 9700 (Applied
Biosystems) programado para 1 ciclo a 96°C porrg, 8% ciclos a 96°C por 45 s, 50°C
por 30 s e a 60°C por 120 s. O sequenciamento efaizado no sequenciador

automatico ABI 3100 da Applied Biosystems.

6.1.8. Analise estatistica

O alinhamento das sequéncias dos diferentes hamdofpara cada gene foi
realizado no programa MEGA verséo 3.0 (KUMAR; TAMARNEI, 2004). Com este
programa, também foram calculadas as matrizes s&ndia entre os diferentes

haplétipos dos dois genes e construidos seus tagsedendrogramas. Também no
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MEGA foram montados dendrogramas pelo método daanaédmética ndo ponderada
(UPGMA) para a visualizacdo do agrupamento das lpgpes de acordo com o
polimorfismo de cada gene mitocondrial. A estimatida frequéncia de sitios
polimdrficos (S), a diversidade nucleotidicg é a diversidade de haplétipdy foram
analisadas de acordo com Nei e Tajima (1981) atilip o programa DnaSP 4.10
(ROZAS et al, 2003). A partir das frequéncias dos haplotipos aada populacéo
estudada, foi calculado pelo método da estatifti¢dVEIR; COCKERHAM, 1984)
através do programa Arlequin versdo 2.000 (SCHNRDEOESSLI; EXCOFFIER,
2000) o grau de diferenciacdo genética entre aslpgfes tanto para o gene COIl
quanto para o gene ND4. Com este mesmo prograntaifaia analise de variancia
molecular (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992 qual determina
se a variacao ocorrida entre as populacbes essigadiz ser explicada por variagoes
ocorridas dentro das populagbes, entre populacieserttes dentro de um mesmo

grupo ou entre 0s grupos.

6.2. Isolamento e identificagdo do virus Dengue emosquitos do génerdedes
6.2.1. Amostragem

Neste trabalho, foram realizadas duas metodolqgies a coleta dos mosquitos.
No municipio de Moreno, as coletas foram realizadasmaneira aleatdria, sem
nenhuma relagcdo com possiveis casos de dengudig@deits no municipio. Os adultos
foram capturados em locais de repouso no peridbmicEstes adultos foram
sacrificados em freezer a — 70°C, separados palidade e por sexo e mantidos a —
70°C até a sua utilizacéo.

Em Recife, a metodologia adotada foi a coletacdireada, ou seja, 0s espécimes
foram coletados exclusivamente no intradomiciliereornos das residéncias onde
haviam sido relatados casos suspeitos de Denguiinecados ou ndo. Este trabalho foi
realizado em colaboracdo com o Laboratério de W@l e Terapia Experimental
(LAVITE) do CPgAM, o qual forneceu os enderecos gasientes. Os mosquitos
adultos encontrados nos ambientes intra e peridlanes foram capturados com a
utilizacdo do aspirador costal modelo CDC (The Meldi CDC backpack aspirator,
Modelo 1412) para posterior detec¢cdo dos possiseistipos virais circulantes.
Também foram instaladas armadilhas de oviposicdoresa@éncia do paciente e
retiradas apos um periodo de 7 ou 8 dias apostalagdo. Os ovos, larvas e pupas

foram mantidos no insetario do Laboratério de Emtoigia do CPgAM até a fase
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adulta do inseto. Os insetos adultos, coletadosampo, foram sacrificados em freezer
a -70°C e, posteriormente, mantidos em microtubparados por localidade e sexo a -
70°C ateé sua utilizacdo. Os adultos provenientedos, larvas e pupas das armadilhas
de oviposicao foram sacrificados em freezer a -7/°@osteriormente, separados em
microtubos apenas por localidade. A partir depsedsforam preparados indculos que
foram utilizados para isolamento do virus denguecahura de células C6/36 e para

deteccao de virus pela técnica de RT-PCR.

6.2.2. Consideracdes éticas

Todos o0s pacientes que receberam a equipe de cdmpDepartamento de
Entomologia do CPgAM nas suas residéncias, receberassinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido para coleta desqoitos intradomiciliar e
peridomiciliar, do projetoVacina de Dengue baseada em epitopos, tetravalente
direcionada ao compartimento MMC{ANEXO 1|). Este projeto foi aprovado pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP n°g)904

6.2.3. Isolamento viral em cultura de células C6/36

Para se fazer o isolamento do virus, foram macsramsetos individuais opools
de mosquitos (variando de 2 a 40 insetos) em meibolkitz (Gibco) manutencéo,
contendo 2% de soro fetal bovino e antibidticosoficentracéo final dos antibioticos
usados foi de 2,5 mg/ml de fungizon, 100.000 U/ml pknicilina e 0,05 g/ml de
estreptomicina em pd (HULIlet al., 1984). O macerado foi removido com uma
micropipeta de 1 ml para um microtubo de 1,5 ml @&tmo por mais 1 hora em
geladeira, sendo entdo estocado a —70°C paraiposteculacdo em cultura de células
C6/36 deAedes albopictudGARASHI, 1978).

A cultura C6/36 foi examinada diariamente durartalihs apos a inoculacdo. Apos
essa etapa foram realizadas laminas tanto doslasbcam efeito citopatico tipico do
virus dengue, como daqueles que ndo apresentar@mefesto. As laminas foram
preparadas pelo método indireto de suspensdo $lcemée, usando-se anticorpos
monoclonais para DENV- 1, 2, 3 e 4 e um policlgraala o grupo Flavivirus, segundo a
técnica de Henchat al (1982). Em seguida foram analisadas sob micrasocde
imunofluorescéncia. Os anticorpos monoclonais foreamecidos pelo Instituto
Evandro Chagas, Fundacéo Nacional de Saude (Bdhih -
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6.2.4. Extracao de RNA

Os RNAs foram extraidos utilizando o método daagéo pela silica de acordo com
o protocolo descrito por Booet al (1990). A extracao foi realizada de acordo com as
etapas descritas a seguir.

Em um microtubo de 1,5 ml foi colocada a seguintgtura: 860ul de tampéao de
lise (L6) (24 g de Isotiocianato de Guanidina, 20de Tris-HCI| 0.1 M pH 6.4, 4.4 ml
de EDTA 0.2 M pH 8.0 e 52(l de Triton X-100), 4Qul de silica e 10Qul da amostra
(inéculo preparado a partir dgmols de mosquitos). A mistura foi homogeneizada
rapidamente e, em seguida, colocada em repousol@ominutos a temperatura
ambiente. Durante o repouso, esta mistura foi hemeigada a cada 2 ou 3 minutos.
Apés o repouso, a mistura foi centrifugada por 16mns centrifuga refrigerada e o
sobrenadante foi descartado, por inversao do trhajma solugdo de NaOH 10N.

A etapa seguinte consistiu na lavagempeétet de silica: duas vezes com 1 ml de
tampéao de lavagem (L2) (48 g de Isotiocianato dan@lina e 40 ml de Tris-HCI 0.1 M
pH 6.4), duas vezes com 1 ml de etanol 70% e umaw® 1 ml de acetona PA. Apos
cada lavagem com o tampao L2, etanol e acetonajsturen foi homogeneizada
rapidamente, centrifugada por 10 s e o sobrenadmseartado na solugcdo de NaOH
10N. Apés as etapas de lavagenpetletfoi seco a 56°C (termobloco), com as tampas
abertas, por 10 min. Foi preparada uma misture&dge 6e agua (Milli-Q estéril) e {ul
de RNAsin (estoque contendo 1)/ (Invitrogen) para cada amostra e adicionada em
cada microtubo de 1.5 ml. A mistura foi homogergdza incubada novamente a 56°C,
com as tampas fechadas, por 10 min. ApGs a incabactnistura foi homogeneizada
rapidamente e centrifugada em uma centrifuga ssadp por 2 min a 14000 rpm. O
sobrenadante foi retirado e transferido, usanddegas com barreira, para um novo
microtubo de 1.5 ml devidamente registrado.

Os RNAs extraidos, antes de serem utilizados n®®R; foram tratados com a
enzima DNAse |, Recombinant (Invitrogen). Esta ataponsiste em evitar a
contaminagdo das amostras com o DNA do mosquitoirendo, assim, os falsos

positivos do diagnostico.
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6.2.5. RT-PCR (PCR por Transcriptase Reversa)

O mesmo material usado para o isolamento de vinusudtura de células C6/36 foi
usado também na técnica de RT-PCR, seguindo ocofotde Lanciottiet al (1992).
Esta reacado foi realizada em dois ciclos distinEbs. um primeiro ciclo da PCR foi
usado um par dprimersconsenso (Tabela 2) para o grupo Flavivirus qudifioa um
fragmento de 511 pb. As reacOes de PCR foram agld&zem um volume final de 50
ul, usando a seguinte misturapbde tampéo contendo Tris-HCI 200 mM pH 8.4 e KCI
200 mM, MgC} 1.5 mM, 0.20 mM de cada dNTP, 50 mM de DTT, 25 l@sadle cada
primer (Dcon 1 e Dcon 2), 1U de RNAsin (Invitrogen), LiGde Tag DNA Polimerase
(Invitrogen), 1.0 U de RT-AMV (Invitrogen) e Al do RNA extraido. A mistura foi
amplificada em um termociclador (BIOMETRA-ThermaodlBlock) programado para
1 ciclo a 42°C por 1 h; 30 ciclos a 94°C por 35%C por 1 min, 72°C por 2 min e um
ciclo final a 72°C por 10 min.

Posteriormente, foi realizado um segundo ciclo poimersespecificos para cada
sorotipo viral (TS1, TS2, TS3 e TS4) que amplificegmentos de 489 pb, 119 pb, 290
pb e 392 pb para os sorotipos DENV-1, DENV-2, DEBI¥-DENV-4, respectivamente
(Tabela 2). As reacdes de PCR foram realizadasnewolume final de 5Qul, usando a
seguinte mistura: pl de tampao contendo Tris-HCI 200 mM pH 8.4 e KG0 2nM,
MgCl, 1.5 mM, 0.20 mM de cada dNTP, 25 pmolespdaer Dcon 1, 12.5 pmoles de
cadaprimer especifico (TS1, TS2, TS3 e TS4), 1.0 U de Taq DvAmerase, pl do
produto do primeiro ciclo (diluido dez vezes). Astora foi amplificada em um
termociclador (BIOMETRA-Thermo Trio Block) prograd@mpara 18 ciclos a 94°C por
35 s, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min e um ciclalfia 72°C por 10 min. Os produtos
da RT-PCR foram analisados por eletroforese endgelgarose 2,0% em tampao TBE
(Tris 0,089 M; acido bérico 0,0089 M e EDTA 0,002pH 8,3) e corado com brometo
de etideo. Apoés a eletroforese de 40 min a 120s\Wéis foram fotografados em um

transiluminador de ultravioleta.
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Tabela z Primers usados na técnica de RT-PCR parantidicacdo dos diferent
sorotipos do virus Dengue e suas respectivas seigéén

Primers Sequéncia5'- 3’
Dcon 1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG
Dcon 2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA

Para estimar a prevaléncia de infeccdo de mosqddogénercAedesspp. nas
amostras coletadas no periodo de Mar¢o/2004 ard&2@$6 foi usado o softwafrool
Screen(KATHOLI et al, 1995). Para comparar as taxas de infec¢do \@imlespécies
Ae. aegyptie Ae. albopictusfoi usado o calculo de taxa de infecgdo minimaRMI
Minimum Infection Rate). Este indice é calculadwidindo-se o numero deools
infectados por espécie pelo nimero total de mosgjuigstados para cada espécie,
multiplicado por 1.000 (CHOWt al, 1998).
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VIl. RESULTADOS
7.1. Polimorfismo do gene COIl

Em todos os individuos analisados observou-se agmento de 700 pb, sem
variacdo no tamanho do amplicon. A figura 9 modfados 440 produtos de PCR

amplificados para o gene da COIl.

1234 56 7381011121314 15M

564 pb

----—--ﬂ_ﬂ---‘_-_- <+—

Figura 9: Visualizacdo em gel de agarose 0.8%
produtos de PCR do gene citocromo c oxidase llo®b¢
a 15 espécimes deAedes albopictugrovenientes d
bairro de Engenho do Meio-Recife/PE;-Marcador d¢
peso moleculat Hind IIl.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade da¢éaé SSCP, todos os produtos
de PCR da COIl foram digeridos com a enzima dei¢éstHinf I. A figura 10 mostra
18 dos 447 produtos de PCR digeridos, que reswdtautrés fragmentos menores
possibilitando assim uma maior detec¢do de mutagéesequéncias analisadas. Nao
houve variacdo detectavel pela digestdo com a eridin I.
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Figura 10: Gel de agarose 0.8% mostrando os produtc

digestao dos fragmentos de PCR do gene citocrooxadase ||

pela enzima de restricadinf I. Pocosl a 8. espécimes ¢

Aedes albopictugprovenientes do bairro de JacarepaBua-
pocos9 a 18 espécimes dédedes albopictuprovenientes d

bairro de Bonanca-Morendfl-Marcador de peso molecular
Hind 111.

Todos os produtos da digestdo foram utilizadosoni¢a de SSCP. No entanto,
apenas 252 amostras apresentaram boa visualizaelgdogborac&o por prata e, por essa
razdo, foram selecionadas para identificacdo desedites haplotipos. No total foram
identificados oito haplétipos diferentes (Figurg.1@ haplétipo 1 foi 0 mais comum
entre as populacdes analisadas, estando preserntalamas populacbes com excecao
das provenientes de Engenho do Meio (PE) e Palgkds O hapldétipo 3 foi o segundo
mais comum, sendo encontrado nas populacbes dccipionde Moreno, Sucupira e
Campo Grande (PE). O haplétipo 6, mais frequenteopallacdo de Passos também foi
encontrado nas populacbes de Campo Grande, CasaeFbiossa Senhora de Fatima
(PE). Os hapldtipos 2 e 8 foram encontrados exdonsente nas populacdes de
Bonanca e Engenho do Meio (PE), respectivamenteh&psdtipos 5 e 7 foram
considerados raros, exclusivos da populacdo deaN®sshora de Fatima (PE). Das
populacdes analisadas, sete delas mostraram-semditas, ou seja, apenas um

haplétipo foi identificado nessas populagcdes. Aytagiio de Nossa Senhora de Fatima
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foi a mais polimdrfica. Nela identificamos 6 dokaplotipos encontrados nesta analise.
A distribuicdo dos diferentes haplotipos de COltarirados em cada populagédo esta

mostrada na tabela 3.

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H8

Figura 11: Zimograna ilustrando os diferentes padrées (hapl6tipoSSIEP (H1
H2, H3, H4, H5, H6, H7 e H8) do gene mitocondritdaromo c oxidase Il.
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Tabela & Numero de individuos observados para cada hapldti gene COII nas populacé
deAedes albopictus

Haplotipos
Populagéo H1 H2  H3 H4 H5 H6 H7 H8
Passos - - - - - 12 - -
Campo Grande 13 - 02 - - 01 - -
Casa Forte 17 - - - - 02 - -
Dois Irm&os 18 - - - - - - -
Engenho do Meio - - - - - - - 18
Morro da Conceigéo 22 - - - - - - -
Parnamirim 16 - - - - - - -
Sucupira 18 - 01 - - - - -
Bonanca 06 05 09 01 - - - -
Cohab 06 - 03 - - - - -
Nossa Senhora de Fatima 19 - 32 01 01 01 01
Manguinhos 14 - - - - - - -
Jacarepagua 13 - - - - - - -
Total 162 05 47 02 01 16 01 18

As frequéncias dos diferentes haplétipos identificanas populages estudadas
estdo mostradas na tabela 4. Na tabela 5 estdostlispos diferentes haplotipos
encontrados nas diferentes populacdes, 0 numergitaes polimorficos entre os
diferentes haplétipos encontrados em cada populé8fioa média do numero de
nucleotideos diferenteg)(e a diversidade nucleotidica)(O SNP ou polimorfismo de
sitio unico do gene COII mostrou, atraves do céldal diversidade nucleotidica, que as
populacdes dée. albopictusanalisadas no presente trabalho apresentaramtam al
nivel de polimorfismo, com uma média de 46 SNP1880 pb (t= 0,04679). Também

foi observado que as substituicdes do tipo traséeeforam mais frequentes do que as
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substituicdes do tipo transi¢céo, na proporcao de3dl:A frequéncia de C+G encontrada
foi baixa, em torno de 19,5%.

Com base no calculo de distancia genética par aeptne os haplétipos, foi
montada uma matriz de distancia e construido urdrdgrama que mostra as relacées
entre os haplétipos encontrados no gene COIl (Ridi). A maioria dos haplotipos
encontrados apresentou uma distancia genética atores que variaram entre 0,003 a
0,011. No entanto, os hapldtipos H7 e H8 apresamtaum elevado indice de
diferenciagcdo comparando com os demais haplotgaog, valores que variavam entre
0,079 a 0,178 (Tabela 6).

Tabela 4 Frequéncias dos diferentes haplétipos do gend €@dontrados entre
sequéncias analisadas nas populacodsdes albopictus

Haplotipo Numero de seqliéncias Frequéncia
H1 162 0,643
H2 5 0,020
H3 47 0,186
H4 2 0,008
H5 1 0,004
H6 16 0,063
H7 1 0,004
H8 18 0,071
Total 252 1
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Tabela &: indices de polimorfismos do gene COIl em poputsaiieAedes albopictus

Populacdes K Haplotipo N° de sitios k T
polimorficos
S)
Passos H6 - -

Campo Grande 3 H1; H3; H6 9 6,000 0,01310
Casa Forte 2 H1; H6 8 8,000 0,01739
Dois Irmé&os 1 H1 - - -
Engenho do 1 H8 - - -

Meio
Morro da 1 H1 - - -
Conceicao
Parnamirim H1 - - -
Sucupira 2 H1; H3 11 11,000 0,01719
Bonanca 4 H1; H2; H3; 16 8,833 0,02083
H4
Cohab 2 H1; H3 11 11,000 0,01719
Nossa Senhora 5 H1; H3; H4; 34 11,333 0,03139
de Fatima H5; H6; H7
Manguinhos 1 H1 - - -
Jacarepagua 1 H1 - - -
H1; H2; H3;
Total 8 H4; H5; H6; 65 16,893 0,04679
H7; H8

K: Numero de haplétipos por populacgkomédia no numero de diferentes nucleotic
e 1t diversidade nucleotidica.
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Figura 12: Dendrograma calculado a partir do método da madienética né:
ponderda (UPGMA) mostrando as relacdes filogenéticaseeardroito haplétipc
do gene mitocondrial citocromo c oxidase Il. Os rtos apresentados nos rar
foram obtidos a partir de um bootstrap de 1.000cabes usando o modelo
distancia genética de Kimura 2-parametros (1980).

Tabela € Distancia genética baseada no modelo de Kimyrar@metros (1980) ent
os diferentes haplétipos do gene COllAdzles albopictus

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8
H1 -
H2 0.006 .
H3 0.006 0.011 -
H4 0.006 0.011 0.011 -
H5 0.003 0.008 0.008 0.008 -
H6 0.006 0.011 0.011 0.011 0.008 -
H7 0.079 0.085 0.085 0.085 0.082 0.085 -
H8 0.095 0.101 0.101 0.101 0.095 0.101 0.178
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Na tabela 7 foram dispostos os valores de difeagAoi genética entre as
populacdes, resultantes da andlise da estatistiesdada na frequéncia dos haplotipos
em cada populacao. A partir desses resultadosif@itiido um dendrograma calculado

pelo método da média aritmética ndo ponderada 1@E&igul3).
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Tabela 7. Matriz de diferenciacado genética entre populac@eSedes albopictysaseada no polimorfismo do gene COIl calculadartir p
método da estatistica F.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1.Passos
2.Campo Grande
3.Casa Forte
4.Dois Irmaos
5.Eng. do Meio
6.M. da Conceicao
7.Parnamirim
8.Sucupira
9.Bonanca
10.Cohab

11.N. S. de Fétima
12.Manguinhos

13.Jacarepagua

0.79469 -

0.86521 0.00001 -

1.0000 0.10048 0.05147 -

1.0000 0.83832 0.89800 1.0000 -

1.0000 0.12134 0.06690 0.0000 0.000 -

1.0000 0.08889 0.04270 0.0000 1.0000 000.0 -

0.93538 0.00664 0.00202 0.00001 0.94594 9100@.00001 -

0.58001 0.25195 0.38186 0.48183 0.62615 *®510@6620 0.41300 -

0.78248 0.00001 0.17827 0.37931 0.82692 0.420@5570 0.20990 0.07807 -

0.60061 0.27791 0.39957 0.46809 0R6630.48367 0.45967 0.41071 0.03771 0.08094 -

1.0000 0.07615 0.03283 0.0000 1.00000000. 0.0000 0.00001 0.44929 0.32979 0.45068 -
1.0000 0.06920 0.02733 0.0000 1.0000000 0.0000 0.00001 0.44027 0.31579 0.44591 0.0060
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Manguinhos
Jacarepagua
Parnamirim
MorrodaConceicao

Doislrmaos
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Figura 13: Dendrograma calculado pelo método da média atitendac
ponderada (UPGMA) a partir das diferenciacbes dmagtentre a
populacdes deAedes albopictys baseadas no poiorfismo do gen
mitocondrial COII.

A analise de variancia molecular (AMOVA) entre applacdes foi realizada de
quatro maneiras diferentes. Na primeira analise, fod seguida nenhuma hierarquia
entre as populacdes, sendo analisadas todas akgigsicomo um grande grupo. Os
resultados mostraram que a maior fonte de variagdwontrada (~75,78%) foi
decorrente das variagcfes detectadas entre as popsidsta andlise produziu um valor
de Fst de 0,75782 (p < ¥ Na segunda anélise, as populacdes foram didcida 2
grupos, regiao nordeste e regido sudeste. Ogadsslmostraram que, neste caso, a
maior fonte de variagdo encontrada (~73,47%) ouoerdre as populacdes dentro de
cada grupo. Na terceira andlise, quando as pomsgapiam separadas por estados, a
maior variacdo encontrada (~70,01%) ocorreu emstqgopulacdes dentro do grupo. Na
quarta analise, quando separadas por cidades,ca foate de variacdo observada (~

76,10%) também ocorreu entre as populacdes deatwondnesmo grupo.
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7.2. Polimorfismo do gene ND4
Em todos os individuos analisados observou-se agmfento de 385 pb, sem
variacdo no tamanho do amplicon. A figura 14 istd dos 414 produtos de PCR

amplificados para o gene ND4.

1 2 3 4 5 6 7 81011 N

564 pb
385 pb

= T —n—

Figura 14: Gel de agarose 0.8 % mostrando 0s proc
de PCR do gene mitocondrial ND4. Pocghsa 11
espécimes dé\edes albopictugprovenientes de Passos-
MG; M-Marcador de peso moleculaHind Il

Apés a amplificacdo do gene ND4, todos os prodd®$CR foram utilizados
para o SSCP. Dentre todas as amostras testadasfoPal® selecionadas para
identificacdo dos diferentes haplétipos. No totalam identificados onze haplotipos
diferentes (Figura 15). O haplétipo 2 foi o0 maisncmon entre as populacdes analisadas,
estando presente nas 3 localidades do municipMateno e em Dois Irmaos, Morro
da Conceicdo e Sucupira (PE). O segundo haplotgie frequente foi o haplétipo 11,
presente nas populacdes do Rio de Janeiro, MinassGeCasa Forte (PE). O haplotipo
8 foi identificado nas populacdes de Engenho dooMeMorro da Conceicéo (PE). O
haplotipo 6 foi identificado nas populacdes de Doisios e Cohab (PE). Os haplétipos
3 e 5 foram identificados nas populacdes de Cohalmssa Senhora de Fatima do
municipio de Moreno (PE). O haplotipo 10 foi dedelct nas populacdes de Dois Irmaos
e Parnamirim (PE). Os haplétipos 1, 4, 7 e 9 focamsiderados raros e exclusivos das
populacdes de Campo Grande, Nossa Senhora de F&toizalrmaos e Engenho do
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Meio, respectivamente (PE). Para este gene, oitpulpgdes mostraram-se
monomorficas, sendo identificado apenas um hagld@ip cada populacdo. No entanto,
nesta analise foram identificadas 2 populacéesndoficas, Cohab e Nossa Senhora de
Fatima (PE), que pertencem ao mesmo municipio. #tribuicdo dos diferentes

haplotipos de ND4 encontrados nas populacfes esttiada na Tabela 8.

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H8 H9 H10 H11

Figura 15: Zimograma ilustrando os diferentes padrbées (hgyolsf de SSCP (H.
H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10 e H11) do gemécondrial ND4.
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Tabela & Numero de individuos observados para cada hppldo gene ND4 nas diferen
populacdes déedes albopictus

Haplotipos
Populacdo HI H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11

Passos - - - - - - - - - - 20
Campo Grande 19 - - - - - - - - - -
Casa Forte - - - - - - - - - - 15
Dois Irméos - 11 - - - 01 09 - - 10 -
Engenho do Meio - - - - - - - 08 01 - -
Morro da Conceigao - 12 - - - - - 14 - - -
Parnamirim - - - - - - - - - 15 -
Sucupira - 19 - - - - - - - - -
Bonanca - 13 - - - - - - - - -
Cohab - 09 04 - 10 13 - - - - -
Nossa Senhora de - 24 14 04 01 - - - - - -
Fatima

Manguinhos - - - - - - - - - - 14
Jacarepagua - - - - - - - - - - 13
Total 19 83 18 04 11 14 09 22 01 25 62

As frequéncias dos diferentes haplétipos identificanas populacdes estudadas
estdo mostradas na tabela 9. Na tabela 10 estéseapndos os diferentes haploétipos
encontrados nas popula¢des analisadas, 0 numersitide polimorficos entre os
diferentes haplétipos encontrados em cada populé8fioa média do numero de
nucleotideos diferentek)(e a diversidade nucleotidicar)( O SNP do gene ND4
também mostrou um alto nivel de heterogeneidade, wna média de 108 SNPs por

1000 pb {t= 0,10831). Também foi observado que as subdi#giclo tipo transverséo
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foram maiores do que as substituicGes do tipo itaos na proporgcéo de 1: 1,4. O
calculo da composicdo nucleotidica também mostroa baixa freqiiéncia de C+G,

sendo esta frequéncia de 31,1%.

Tabela ¢ Frequéncias dos diferentes haplétipos do gene MBebontrados entre
sequéncias analisadas nas populacédsedes albopictus

Haplotipo Numero de seqliéncias Freqluéncia
H1 19 0,070
H2 88 0,322
H3 18 0,066
H4 04 0,015
HS 11 0,040
H6 14 0,051
H7 09 0,033
H8 22 0,080
H9 1 0,004

H10 25 0,092
H11 62 0,227
Total 273 1
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Tabela 1C indices de polimorfismos do gene ND4 em populagizAedes albopictu

Populagtes K Haplotipo N° de sitios k ]
polimorficos
Passos 1 H11 - - -
Campo Grande 1 H1 - - -
Casa Forte 1 H11 - - -
Dois Irmé&os 4 H2; H6; H7; H10 17 8,500 0,02568
Engenho do 2 H8; H9 12 12,000 0,04096
Meio
Morro da 2 H2; H8 14 14,000 0,03714
Conceicao
Parnamirim 1 H10 - - -
Sucupira 1 H2 - - -
Bonanca 1 H2 - - -
Cohab 4 H2; H3; H5; H6 171 87,000 0,25740
Nossa Senhora 4 H2; H3, H4; H5
de Fatima 169 85,333 0,24879
Manguinhos 1 H11 - - -
Jacarepagua 1 H11 - - -
H1; H2; H3; H4; H5;
Total 11 H6; H7; H8; H9; 139 27,727 0,10831
H10; H11

K: Numero de haplétipos por populac&omeédia no nimero de diferentes nucleotideos

e 1t diversidade nucleotidica.
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Com base no célculo de distancia genética par aepte os haplétipos, foi
montado um dendrograma calculado a partir do méwalomédia aritmética ndo
ponderada (UPGMA) que mostra as relacdes entrejpi®tipos encontrados do gene
ND4 (Figura 16). A maioria dos haplétipos encontsa@presentou uma diversidade
genética com valores variando entre 0,008 a 0,048.entanto, o haplétipo H5
apresentou um elevado indice de diferenciacdo iganédbmparando com os demais

haplétipos, com valores que variavam entre 0,79831 (Tabela 11).

r HAND4

9
- H11ND4

13
- H2ND4

15
— H8ND4

33 - H7ND4

— HIND4

38
3f L H3ND4

66

HEND4

H10ND4

—

HOND4

H5ND4

0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Figura 16: Dendrograma calculado a partir do método da madimétice
ndo ponderada (UPGMA) mostrando as relacdes filetiEas entre os on.
haplétipos dogene mitocondrial NADH desidrogenase subunidad©g
nameros apresentados nos ramos foram obtidos ia ggamtim bootstrap ¢
1.000 replicacbes usando o modelo de distanciatigande Kimura 2-

parametros (1980).
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Tabela 11 Distancia genética baseada no modelo de Kimupar@metros (1980) entre
diferentes haplétipos do gene NBédes albopictus.

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8 H9 H10 H11

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11

0,020
0,012
0,012
0,829
0,028
0,020
0,020
0,044
0,036
0,020

0,016
0,008
0,805
0,024
0,016
0,016
0,036
0,024
0,008

0,008
0,814
0,024
0,016
0,016
0,040
0,032
0,016

0,804
0,016
0,008
0,008
0,032
0,024
0,008

0,829
0,815
0,817
0,815
0,831
0,793

0,024
0,024
0,048
0,040
0,024

0,016
0,040
0,032
0,016

0,032 -
0,024440,0 -
0,008 280,00,016 -

Na tabela 12 estdo dispostos os valores de difieg® genética entre as

populacdes analisadas, resultantes da analisdatéstsa F baseada na frequéncia dos

haplétipos em cada populacdo. A partir desses taggd foi construido um

dendrograma calculado pelo método da média aritmméfio ponderada (Figura 17).
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Tabela 1z Matriz de diferenciacdo genética entre populagiefedes albopictyshaseada no polimorfismo do gene ND4 calculada ar mhr
método da estatistica F.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1.Passos -
2.Campo Grande 1.0000 -
3.Casa Forte 0.0000 1.0000 -
4.Dois Irmaos 0.5963 0.5910 0.5678 -
5. Eng. do Meio 0.9315 0.9291 0.9171 0.4599 -
6. M. da Conceicao  0.7155 0.7106 0.6890 0.2646 0024 -
7.Parnamirim 1.0000 1.0000 1.0000 0.3921 0.9171 89w6 -
8.Sucupira 1.0000 1.0000 1.0000 0.3911 0.9291 0.478.0000 -
9.Bonancga 1.0000 1.0000 1.0000 0.3526 0.9095 8.433.0000 0.0000 -
10.Cohab 0.5655 0.5605 0.5390 0.1962 0.4367 0.2883%6390 0.4326 0.3974 -
11. N. S. de Fadtima  0.6335 0.6294 0.6117 0.1959 2285 0.2530 0.6117 0.2536  0.2248  0.1919 -
12.Manguinhos 0.0000 1.0000 0.0000 0.5615 0.91346830 1.0000 1.0000 1.0000 0.5331 0.6070 -
13.Jacarepagua 0.0000 1.0000 0.0000 0.5549 0.909%768 1.0000 1.0000 1.0000 0.5270 0.6020 0.0000 -
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Figura 17: Dendrograma calculado pelo método da média ditendnéc
ponderada (UPGMA) a partir das diferenciacbes gesst entre &
populacdes deAedes albopictys baseadas no polimorfismo do g
mitocondrial ND4.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) entre applacdes foi realizada de
quatro maneiras diferentes. Na primeira analise, fod seguida nenhuma hierarquia
entre as populacdes, sendo analisadas todas asgigsicomo um grande grupo. Os
resultados mostraram que a maior fonte de varisg@mntrada (~ 67,14%) foi
decorrente das variacdes detectadas entre as poesla Esta analise produziu um
valor de Fst de 0,67142 (p <30 Na segunda andlise, as populacées foram didida
em 2 grupos, regido nordeste e regido sudesteresbados mostraram que a maior
fonte de variagcdo encontrada (~ 63,82%) ocorrete eag populacbes dentro de cada
grupo. Na terceira andlise, quando as populacGamfseparadas por estados, a maior
variacdo encontrada (~58,55%) também ocorreu estrpopulacdes dentro de cada
grupo. Na quarta analise, quando separadas patesgda maior fonte de variacao entre

as populacgdes (~ 62,39%) também ocorreu entremsggdes dentro de cada grupo.
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7.3. Deteccao do virus Dengue em amostras Aledes spp. através da RT-PCR

Durante o periodo de Maio/2004 a Janeiro/2006, atal e 267 espécimes de
Aedes aegyptperfazendo um total de Fdoolse 271 espécimes deedes albopictus
totalizando 34pools todos coletados em campo, foram testados petacéede RT-
PCR. Neste mesmo periodo, um total de 2.583 espéaiteAedes aegyptilivididos
em 122poolse 118 espécimes dedes albopictudivididos em 1(oolsforam obtidos
através das armadilhas de oviposicdo (ovitrampBsilos ospools de mosquitos
coletados pelas ovitrampas também foram utilizadodeteccdo do virus Dengue pela
RT-PCR. Dentre as amostras Aledes aegyptnalisadas foram identificadosp®ols
positivos, dos quais trgsools foram provenientes das coletas de adultos epsmils
provenientes das coletas de ovos. Nas coletas dkosdoram identificados dois
sorotipos distintos: o0 DENV-1, presente em 67%atasstras e o DENV-3 identificado
em 33% das amostras. Nas coletas de ovos foramfickios trés sorotipos distintos:
o DENV-1, identificado em 50% das amostras testaddSENV-2, identificado em
16% das amostras testadas e o DENV-3, identifieaxd34% das amostras testadas. A
figura 18 ilustra doigools positivos identificados em amostras de adultos speae
Ae. aegyptoriginadas de ovos coletados em campo.

Dentre as amostras dee. albopictusanalisadas, apenaspbol proveniente das
coletas de adultos foi positivo para a presencais Dengue. O sorotipo identificado
nesta amostra foi o sorotipo 1 (Figura 19). Nassirae provenientes da coleta de ovos
nao foi identificado nenhumool positivo para o virus Dengue. A partir dos resu$ad
da RT-PCR foi calculado pelo método leol Screero indice de prevaléncia do virus
Dengue no periodo de Maio/2004 a Janeiro/2006 ppslgcdes d\edes aegypte
Aedes albopictusoletadas em campo e através das ovitrampas @raBgl O més de
Agosto apresentou a maior prevaléncia de infecgdorial pelo virus Dengue, com
base na identificacdo gmols positivos nas coletas de adultos. Nas coletas ds av
partir das ovitrampas, a maior prevaléncia foi tdeada no més de Setembro. A taxa
de infeccdo minima (MIR) calculada a partir dagtad de adultos para as espédies
aegypti e Ae. albopictusfoi de 11,24 e 3,69 por 1.000 mosquitos analisados,
respectivamente. Nas coletas através das ovitrarfgrasn detectadopools positivos
apenas para a espédéie. aegypte a MIR calculada foi de 2,32 por 1.000 mosquitos

analisados.
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Figura 18: Analise em gel de agarose dos produtos da RT-
PCR gerados a partir da segunda amplificacdo comnirogrs
especificos TS1, TS2, TS3 e TS4. Pdecontrole negativc
pocos2, 4, 5, 7, 8, 9, 1 11-amostras negativas para o Vi
Dengue; poc@-amostra positiva (DENV-1) erAe. aegypfi
poco6-amostra positiva (DENV-3) ee. aegypte pogol2:
controle positivo da reacdo (DENV-2)PM - Marcador de
peso molecular para os trés sorotipos (DENV-132 e
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Figura 19: Gel de agarose 2.0% mostrando os produtc
RT-PCR em amostras deedes albopictusPo¢col-Controle
negativo; poco2, 3, 4, 5, 6 e 7-amostras negativas pare
virus Dengue; poc@-amostra positiva (DENV-1); pocé-
controle positivo (DENV-3).PM - Marcador de pes
molecular para os trés sorotipos (DENV-1, 2 e 3).

7.4. Isolamento do virus Dengue em amostras @edes spp. através da cultura de
células C6/36

Um total de 78o0o0lsde Ae. aegyptioi testado em cultura de células C6/36, dos
quais 58poolsforam provenientes das coletas de ovos @dfls foram provenientes
das coletas de adultos. Apés 14 dias de inoculadathuma das amostras testadas
apresentou efeito citopatico. O resultado negateasas amostras foi confirmado com a
imunofluorescéncia indireta, que ndo apresentogdeaom o anticorpo policlonal para
0 género Flavivirus. Uma amostra positivafde aegyptpara o RT-PCR também foi
testada para o isolamento em cultura de célula86C®& qual ndo apresentou efeito
citopético. O teste de imunofluorescéncia indiretembém confirmou o resultado
apresentado pela cultura de célula, sendo ndofreagem o anticorpo policlonal para

0 género Flavivirus. A amostra ée. albopictugpositiva para o DENV-1 foi inoculada
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em cultura de células C6/36 e também nado apresesf®ito citopatico com a

confirmacgéo pelo teste de imunofluorescéncia.
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Tabela 1% Prevaléncia da infeccao pelo virus Dengue em @asdeAedesspp.coletadas na Regido Metropolitana do Recife, ntoderde Maio/200
a Janeiro/2006 estimada pelo mét&dml Screen

Coletas de adultos

Aedes aegypti

Aedes albopictus

Coletas de ovos

Aedes aegypti Aedgsictiss
N° depools Prevaléncia estimada N° depoolspositivos Prevaléncia estimada N° depools Prevaléncia N° depools Prevaléncia
Més/ano da coleta  positivos em % (total) em % positivos estimada em % positivos estimada em %
(total) (IC) (IC) (total) (1C) (total) (IC)
Maio/2004 - - 0 (05) - - - - -
Junho/2004 - - 1(17) 1,39(0,87 a 14,81) - - - -
Julho/2004 0 (01) 0 0(11) 0 - - - -
Dezembro/2004 0 (03) 0 - - 1(14) 0,38(0,23a4,19) 0 (01) 0
Janeiro/2005 0 (02) 0 - - 0 (09) 0 - -
Fevereiro/2005 0 (06) 0 0 (01) 0 2(25) 0,66(0,38 a3,92) - -
Margo/2005 0 (02) 0 - - 0 (09) 0 - -
Abril/2005 0 (06) 0 - - 0 (16) 0 - -
Maio/2005 0 (10) 0 - - 1(19) 0,62(0,39 a 6,9) 0 (02) 0
Junho/2005 1 (04) 15,11(5,71 a 62,44) - - 0 (02) 0 - -
Julho/2005 0 (02) 0 - - 0 (09) 0 0 (01) 0
Agosto/2005 2 (06) 25,84(10,54 a 68,46) - - 1(17) 0,25(0,16 a 2,96) 0 (03) 0
Setembro/2005 - - - - 1(02) 2,18(0,16 a 9,40) - -
Outubro/2005 0 (06) 0 - - - - - -
Novembro/2005 0 (03) 0 - - - - - -
Dezembro/2005 - - - - - - - -
Janeiro/2006 - - - - - - 0 (03) 0
Total 3(51) 1(34) 6 (122) 0 (10)

IC = Intervalo de confianca
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VIIl. DISCUSSAO

Este trabalho representa a primeira anélise datesirgenética de populacdes
naturais deAedes albopictuprovenientes de diferentes estados do Brasil, étrao
DNA mitocondrial.

No presente trabalho, oito haplétipos diferenmsrh detectados para o gene
COll em um total de 252 individuos analisados, e msultou em um polimorfismo de
3,17%. Este valor foi menor do que o encontrad@epulacdes naturais de. aegypti
do Brasil analisadas pelo mesmo gene, cujo polismd encontrado foi de 5,7%
(GUEDES, 2003). Para o gene ND4, em um total dei2d®iduos analisados foram
encontrados onze haplétipos diferentes, que resaio um polimorfismo de 4,03%.
Este valor foi considerado elevado quando compaesdovalores descritos para as
populacdes deAe. aegyptido México, Tailandia e Peru (GORROCHOTEGUI-
ESCALANTE et al. 2000, 2002; BOSIOet al.,, 2005; COSTA-DA-SILVA;
CAPURRO; BRACCO, 2005). As populacdes proveniemte@snunicipio de Moreno
foram as mais polimoérficas para ambos os genes.r&shicipio € circundado por uma
area de mata onde podem existir populacdesAde albopictuscom uma alta
variabilidade genética e que podem atuar como wmi& fpara colonizar areas urbanas
anteriormente tratadas. As populacbes do Rio deirdare Minas Gerais foram
consideradas idénticas pela analise do gene ND4sdsodados corroboraram com
Ayreset al. (2002), que analisaram as populacdes\eees albopictuprovenientes do
Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG) e Pernaml@) pela técnica de RAPD.
Neste trabalho, os autores atribuiram a variacéétga observada entre as populacdes
brasileiras a deriva genética associada a um fy@&mco restrito e concluiram que as
populacdes do RJ e MG eram geneticamente maisnpadxilo que as populacdes de PE
com a formacao de dois grupos distintos.

A média da diversidade nucleotidicg encontrada em todos os haplotipos das
populacdes analisadas para o gene COIll foi de 004%ara o gene ND4, o valor de
encontrado foi de 0,10831. Isto indica que o ge®d € mais conservado que o ND4.
A alta diversidade nucleotidica encontrada nestee geas populacdes estudadas no
presente trabalho pode ter ocorrido devido a pgesele um haplétipo encontrado
apenas nas populacdes de Cohab e Nossa Senhaditinda, Focalizadas no municipio
de Moreno. O dendrograma mostrou que este hapléppesentou-se bem divergente

guando comparado aos demais.
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A diversidade nucleotidica encontrada nos dois giemé&ocondriais doAe.
albopictustambém foi comparada com a diversidade nucleotitBcgenes nucleares de
Ae. aegyptiNeste trabalho encontramos uma variacdo nucleatidéc 46 SNPs por
1000 pb £ = 0,04679) para o gene COIl e de 108 SNPs por pb(f = 0,10831) para
0 gene ND4. A maioria das substituicdes ocorridessdois genes foi do tipo sinGnimas,
sugerindo que estes genes podem estar sob selesifiogp Morlais e Severson (2003)
identificaram, em 25 genes nucleares analisadog vamacao nucleotidica média de 12
SNPs por 1000 plx(= 0,0122). Estes autores concluiram que a divalsichucleotidica
varia de acordo com o papel desempenhado por caua rguclear. Essas diferencas
podem ser explicadas em razdo do marcador moleatiiaado, o0 DNA mitocondrial,
que apresenta uma taxa de evolucdo 10 vezes meear PNA nuclear, uma vez que
este genoma nao possui mecanismo de reparo (R#&1).19

A caracterizacdo da estrutura genética atravésndiisea do DNA mitocondrial
tem sido bastante estudada em populagbes de nasqOi$ resultados da AMOVA
para os dois genes estudados nas populacdése dalbopictusmostraram que as
variacbes encontradas entre as populacfes foramtardes de variacbes ocorridas
entre as popula¢des dentro de um grupo. Os grapas fseparados em quatro anélises:
sem hierarquia, divididos por regido (Nordeste @eSte), por estados (MG, RJ e PE) e
divididos por cidades. Os indices de fixacdo Fdtce para os dois genes foram
considerados elevados e significantes e indicaranma @alta estruturacdo dessas
populacdes. As variagbes encontradas dentro dadagdes podem sugerir influéncia
da deriva genética, que atua no aumento da varigeéética entre as populagdes.
Como consequéncia, seria esperado encontrar dhguph&tipos raros ou restritos a uma
Gnica populacao ou a populagdes geograficamenkenpas.

Gorrochotegui-Escalantet al. (2000), analisaram o polimorfismo do gene ND4
em populacdes naturais e. aegyptno México e detectaram sete haplétipos em um
total de 574 individuos analisados, com uma vaoiagé 1,22%. A diversidade
nucleotidica encontrada entre aquelas populacéésdéo 0,01434. Em 2002,
Gorrochotegui-Escalantet al. aumentaram o numero de individuos submetidos ao
mesmo tipo de andlise e detectaram a presenca Hapkitipos que resultou em uma
variagao de 1,26%. Os resultados da AMOVA mostragae a maioria das variagoes
encontradas foi resultante de variacdes detectawi@s mosquitos dentro do mesmo
sitio de coleta, ou seja, dentro das populacbesu@ses concluiram que o padrao de

estruturagdo genética variou por regido. Nas pgpaekdede. aegyptprovenientes da
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Tailandia foi identificada uma pequena variacdogdeompenas 7 haplétipos foram
identificados em um total de 1346 individuos, prommando uma variagdo de 0.5%
(BOSIO et al, 2005). Nessas populacdes o valornmdencontrado foi de 0,00793,
aproximadamente, duas vezes menor quando compasautpulacdes do México e dez
vezes menor quando comparadas as populacdés.adbopictusio presente trabalho.
Os dados da AMOVA mostraram que a maioria das ¢@em encontradas (~57%)
também foi resultante de variacOes detectadasadeas populacdes, porém nao foi
detectada nenhuma relacdo na diminuicdo da distagemética com o aumento da
distancia geogréafica. Apenas 18% das variagbesnéacias foram resultantes de
variacdes identificadas entre as popula¢cfes delgrom grupo. Porém, este valor foi
altamente significante e, por essa razdo, os autanecluiram que essas populacfes da
Tailandia estavam sob influéncia da deriva genétias populacfes d&e. aegypti
provenientes do Peru, a diversidade nucleotidicardrada foi de 0,00790 (COSTA-
DA-SILVA; CAPURRO; BRACCO, 2005). Corroborando osdbs descritos no
presente trabalho, os autores também observaramagomaioria das substituicdes
ocorridas nos dois genes foi do tipo sinbnima. @sras também identificaram uma
alta estruturacao dessas populagdes (Fst = 0.621588 = 0.77804), o que reforgou a
hipotese de fluxo génico restrito entre elas. Gslltados apresentados neste trabalho
também corroboraram os de Gomes Jr (2005), quetedmmu populacdes dAe.
aegypti e Ae. albopictusm dois bairros da Regido Metropolitana do Redifavas do
SSCP do gene COIl ao longo de um ano. O autor giencgjue existe uma alta
diferenciagcdo genética observada entre as populagdeidadas, a qual varia nas
diferentes épocas do ano.

A alta variabilidade genética encontrada entrecgailacdes estudadas sugere que
essas populacbes dee. albopictuspodem apresentar variagcbes no seu padrao de
transmissdo de doengas. Mesmo assim, os resulegulesentados neste trabalho
demonstram que a analise do DNA mitocondrial aaslecao SSCP é uma ferramenta
eficiente na caracterizacdo da estrutura genéteapdpulacbes naturais recém
introduzidas em um determinado local. Este marcdadorbém podera ser atil na
epidemiologia molecular para tracar rotas de dsfmerdesta espécie e monitorar o
impacto das interven¢des dos programas de comteolena maneira rapida e precisa.

Devido a falta de uma vacina segura e eficaz cargrquatro sorotipos do virus
Dengue, a prevencao das epidemias depende substadie do controle dos vetores

responsaveis pela sua transmissdo. No periodo de aMdunho de 2004, todas as
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coletas foram realizadas em areas randémicas dacipionde Moreno onde foram
capturados apenas mosquitos adultos. Dentre agrasiosletadas, apenas ool foi
de Ae. aegyptie todos opoolsrestantes foram da espééie. albopictusDe um total
de 34poolsanalisados pela técnica de RT-PCR, apenpsolformado por 2 fémeas
coletadas na forma adulta foi positivo para o videsgue e o sorotipo identificado na
amostra foi o DENV-1. Este foi o primeiro achadoBrasil da identificacdo do virus
Dengue em amostras ée. albopictuscoletados em campo na forma adulta. Os dados
sobre vigilancia entomoldgica mostraram que durargeriodo de Dezembro de 2004 a
Janeiro de 2006, foi identificada nas amostra8aleaegyptanalisadas provenientes da
Regido Metropolitana do Recife a circulacdo pondnaissao horizontal dos sorotipos
DENV-1 e DENV-3; e por transmissao vertical ou s@rariana, a circulacdo de trés
sorotipos do virus Dengue: DENV-1, DENV-2 e DENVE3.sorotipo mais frequente
observado nas amostras positivasAge aegyptfoi o DENV-1. No entanto, nenhuma
amostra foi positiva para o isolamento em cultieacélulas C6/36, 0 que comprova a
maior sensibilidade da técnica RT-PCR em detectpreaenca de particulas virais
presentes no mosquito, mesmo em pequenas quarstideldéanetaet al. (2005)
testaram a sensibilidade da técnica RT-PCR emtdet@presenca de virus @molsde
Ae. aegyptiOs autores utilizaram diferentes concentractes @éitulo viral inoculado
nos mosquitos e diferentes tamanhogpdels e obtiveram, através deste experimento,
um limite de deteccéo de 0,1PFU/ml para cada garatd virus Dengue epoolsde 5
mosquitos. Este limite foi mantido mesmo com o autmeo tamanho dpoolpara 100
mosquitos. Para o isolamento em cultura de célLé36, o limite de detecgéo para os
trés sorotipos do Dengue disponiveis em nosso d&triw foi de 16 PFU/mI (dados
nao publicados). Esses resultados sao de grandeortémpia para estudos
epidemiolégicos, quando sdo coletadas um grandemide amostras de mosquitos e,
por essa razao, necessitam ser separad@®plar

Em todas as residéncias, onde foram encontradoguibas da espécide.
aegypti infectados com o virus Dengue, os pacientes apeasen IgG ou IgM
positivos, 0 que indica que estes pacientes tivaramato com o virus. Os testes para
deteccdo de anticorpos anti-IgM e anti-IgG, atrale@®nsaios de ELISA, sdo bastante
utilizados em testes diagnéstico para confirmagianteccdo pelo virus Dengue. Sa-
Ngasanget al. (2005) analisaram atraves da técnica de ELISA@osta dos anticorpos
anti-lgM e anti-lgG especificos contra o virus Demglurante a evolucdo da doenca em

pacientes provenientes de um hospital da Tailarigkte estudo corroborou estudos
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anteriores que confirmou que a resposta dos aptisaanti-lgM € mais eficiente nas

infecgBes primarias, enquanto que a resposta daiguos anti-lgG é mais eficiente

nas infecgcdes secundarias do que nas primariasgiabpente nos estagios iniciais da
doenca (VAUGHNet al, 1997; CHANAMAet al, 2004; INNIS, 1997).

A densidade populacional dée. aegyptifoi superior a doAe. albopictusna
maioria da coletas analisadas, com excecdo dasasalealizadas no municipio de
Moreno, onde oAe. albopictusé predominante. Diversos estudos apontam o
monitoramento do virus Dengue em amostra8aftesspp como uma das formas de se
prevenir grandes epidemias. Em Singapura, Céioal. (1998) detectaram uma taxa de
infeccdo minima para Ae. aegyptide 57,6 mosquitos contaminados para cada 1.000
mosquitos analisados. ParaAe. albopictus,a taxa minima de infeccdo foi de 50
mosquitos contaminados para cada 1.000 mosquitelssaaos. Dialloet al. (2003)
detectaram, numa situagao de transmissao silendmf®engue, uma taxa de infeccdo
minima de 2,74 mosquitos contaminados para ca@® h@alisados. Em areas rurais do
sul da india, onde de. aegyptié o principal vetor do dengue, a taxa de infeccdo
minima foi de 2,19 por 1000 mosquitos, enquantopguwea oAe. albopictugoi de 2,75.
Aquele foi o primeiro caso de isolamento do virengue emAe. aegyptem area rural
da india (TEWARIet al, 2004). Os dados aqui apresentados sugerem ouonss da
MIR identificados nao retratam a taxa de infeccé@mwal natural, em razdo do nimero
de mosquitos capturados de maneira aleatoria magide significante. Os resultados
apresentados pelo métodoRi@ol Screenpara estimar a prevaléncia de infeccdo nestes
mosquitos, ndo podem ser comparados diretament@saasultados da MIR relatados,
por tratar-se de duas metodologias diferentes.

Os resultados mostram a ocorréncia de infeccaoratapelo DENV-1 nas
populacdes dée. albopictugprovenientes do municipio de Moreno. Durante oqoleri
em que foram realizadas as coletas para o presstudo, foram confirmados quinze
casos de dengue em Moreno por testes clinicoo#gmos. No entanto, nenhuma das
amostras destes pacientes foram submetidas afickegdb do sorotipo presente por
cultura de células C6/36 ou por RT-PCR e, por esao, ndo existe a confirmacao
epidemiolégica do envolvimento de. albopictusa transmissao do Dengue. Mesmo
assim, a presenca dae. albopictusndo deve ser mais negligenciada dentro do
Programa Nacional de Controle da Dengue principaleneas areas onde esta espécie é
abundante. Uma vez que o homem é o Unico reseivatorvirus no ambiente urbano,

€ provavel que as fémeas infectadas tenham adguwridrus através de uma pessoa
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infectada. Sendo assim, a crescente e aceleradas®@deste mosquito em territorio
brasileiro, associada a sua competéncia vetorialojaprovada, pode torna-lo uma
ameaca aos programas de controle, podendo viremgeshar um papel importante,

ainda que secundario, na transmissao do virus Remypais.
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IX. CONCLUSOES

- As populacdes dée. albopictusanalisadas neste trabalho exibem uma alto grau de
diversidade genética no genoma mitocondrial e edifdgcenciadas quando oriundas de
estados diferentes;

- As populacbes da regido sudeste (MG e RJ) apezaem uma baixa diferenciacéo
genética, enquanto que nas populacdes da Regidmpditana do Recife esta
diferenciagao foi considerada alta;

- O SSCP mostrou ser uma técnica bastante inforanafi caracterizacdo da estrutura

genética de espécies come. albopictusintroduzida no Brasil a menos de 30 anos;

- As variacOes observadas para os genes COIll e NbDv,todas as populacoes

estudadas, foram maiores ao nivel intrapopulacjonal

- O diagnéstico de infeccao vetorial revelou audacéo do sorotipo 1 do virus Dengue
na populacao dae. albopictusie Moreno-PE. Nas populacfesAle aegyptdo Recife
foi identificada a circulacdo, por transmisséo ramtal, do DENV-1 e DENV-3 e por
transmissao vertical do DENV-1, DENV-2 e DENV-3;

- Apesar da deteccao do virus Dengue na populagée.dalbopictusle Moreno, ndo é

possivel afirmar o envolvimento desta espécie clo die transmissao local da doenca;
- A taxa de infeccdo pelo virus Dengue nas popekgieAedesspp. estimada no

presente trabalho ndo representa a taxa de infeetéosal natural em razdo do numero

de mosquitos capturados de maneira randémica n&mltesignificante.
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i ; FIOCRUZ
Centro de Pesquisas—

AGGEU MAGALHAES Ministério da Sade
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA COLETA DE
MOSQUITOS INTRADOMICILIAR E PERIDOMICILIAR DO PROJETO Vacina de Dengue

baseada em epitopos, tetravalente e direcionada ao compartimento MMCIIT
Institui¢do: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz

Prezado Sr (a),
Estamos realizando um estudo sobre a Dengue. Para conhecer mais sobre a doenca, precisamos
fazer a coleta do mosquito vetor e transmissor do virus da dengue. Para isto, precisamos colocar
armadilhas de captura de mosquitos na sua residéncia. O Sr (a) estar4 contribuindo para o melhor
entendimento da Dengue e para o desenvolvimento de uma vacina contra doenga e tem garantido
0s seguintes direitos:
1) A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento sobre qualquer
divida acerca dos procedimentos, riscos e beneficios relacionados com a pesquisa;
2) A liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo sem que isto traga prejuizo & continuagio dos meus cuidados e tratamento:
3) A seguranga de que ndo serd identificado(a) e que serd mantido o cardter confidencial da
informag@o relacionada a sua privacidade;
4) Caso sejam encontrados mosquitos positivos para o virus da dengue, além do
Departamento de Vigilancia Sanitdria das Secretarias de Sadde do Municipio e do Estado
serem informados, também o serdo os habitantes da residéncia para que medidas efetivas

de controle e eliminagdo dos criadouros sejam tomadas.

Gostariamos de contar com a sua colaboragio e se o sr(a) concordar em participar, pedimos que

assine este papel dizendo que entendeu as explicagdes e estd concordando.

Eu, , RG N¢ >

Tendo recebido as informagdes e ciente dos meus direitos acima relacionados, concordo em

partcipar deste estudo. Recife, / /

Assinatura do responsdvel por menores de 18 anos, participantes da pesquisa:

CPgAM - Lavite - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472
Fone: (00 55) 81 2101 2564 - Fax: (00 55) 81 3453 2449 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www_cpgam.fiocruz. br
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FIOCRUZ

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satde

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CPgAM

Titulo:de Projeto: “Epidemiologia Maolecular do Aedes albopictus (Diptera:
Culicidae)".

Pesquisador responsavel: Duschinka Ribeiro Duarte Guedes

Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/FIOCRUZ

Data de apresentacdo ao CEP: 15.02.2005

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 04/05

PARECER

A Comissdo considera que o Projeto em questdo ndo envolve
procedimentos relacionados as exigéncias de conduta ética envolvendo seres
humanos, de acordo com o Cddigo de Etica, resolugdo CNS 196/96 e
complementares

Recife, 02 de margo de 2005

- -

C/LV\(_'/\_ Mouwoy, Q. Soedon

Dr® Ana Meria Aguiar dos Sentos
Madica
E’_ﬂ: Coordenagdo
——J CEP/ICPgAMIFIOCRUZ

Campus da UFPE - Av. Moracs Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fono: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br
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FIRST REPORT OF FIELD-CAUGHREDES ALBOPICTUSDIPTERA:
CULICIDAE) NATURALLY INFECTED WITH DENGUE VIRUS IN BRAZIL

DUSCHINKA R. D. GUEDES, MARLIATENORIO, CLAUDIQ J. B SILVA,
MARIA ALICE V. DE MELO-SANTOS,,LEDA REGIS CONSTAN@ F. J. AYRES
AND ANDRE F. FURTADO
Departamento de Entomologia, Centro de PesquisgsiAglagalhdes-FIOCRUZ,
Brasil;

Abstract. Virological surveillance of dengue viruses edes spp populations
constitutes a powerful tool for early prediction agngue outbreaks. The role Aé.
albopictus in dengue transmission in Brazil is unclear. Ne&waess, this species
introduced in the country in 1986, spreads so tggidat nowadays it is present in
almost all urban areas. From May 2004 to Januad 2@lults mosquitoes and eggs of
Ae. albopictusvere caught from selected dengue-sensitive areBsazil and assayed

by RT-PCR. From 44 pools analyzed, one was posfoveDENV-1. This is the first

report of DENV detection from field-collected adtdmales ofAe. albopictusn Brazil.

Aedes albopictugSkuse), known as the “Asian tiger”, is a mosquit@inated
from the tropical forests of Southeast ASBuring decades, this species has spread so
fast and, nowadays, it can be found in Asia, AfriEarope, Americas (North and
South) and Australia.® In 1985, large populations @fe. albopictuswere discovered
throughout Texas, and by 1989 this species waslyviistributed within 18 states in
the United State$The initial invasion and spread of this specie8iazil occurred in
the state of Rio de Janeiro (RJ) in 1986.the same year, it was found in S&o Paulo
(SP), Minas Gerais (MG) and Espirito Santo (ESurrently, this species is present in

20 of the 27 Brazilian statés.
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Under experimental condition8g. albopictuss a competent vector for at least 22
arbovirus, including all four serotypes of Dengunel gellow fever viruse$.Recently,
this species was also found naturally infected Witst Nile virus in Pennsylvaniaie.
albopictus has the ability to colonize different environmerasd could also sustain
cycles of the yellow fever transmission in enzoatieas by connecting the sylvatic and
the urban environmentsBesides that, the species has the possibility aifirally
transmitting the Dengue serotypes 2 and 3 venicdlh the AmericasAe. albopictus
has never been incriminated as a dengue vectoit bas been found naturally infected
with Dengue virus in Mexicd.Additionally, in a serological survey in Campostdl
City, in the state of Minas Gerais (SoutheasterazBy, a small number of cases of
dengue were reported but meedes aegyptivas found. In the same locality, an
entomological survey isolated DENV-1 from two poals larvae ofAe. albopictus
collected from used tire$.

The prevention and control of dengue outbreaks ritjpgon the surveillance of
cases and mosquito control. Therefore, accordin@rxilian Program for dengue
control, Ae. albopictusis not considered as a target species, conseguemtly the
domestic breeding sites are eliminated or tredteain May 2004 to January 2006 we
conducted an entomological surveillance based end#tection of Dengue serotypes
circulating inAe. albopictugpopulations from the municipalities of Moreno anecRe,
Pernambuco, Brazil using the RT-PCR technique.

We analyzed a total of 389 mosquitoes. The specicodiaction was conducted
using two distinct methodologies. From the munikipaof Moreno, 270 adult
mosquitoes were randomly collected in peridomicik@ea using a battery-operated,
back-packed aspirator. In addition, 58 mosquitoesewobtained from eggs collected

using ovitraps. In Recife, the mosquito collectiovere made in houses where clinical
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suspected cases of Dengue infection were identifs&xty mosquitoes were obtained
from eggs collected using ovitraps and only oneltathosquito was collected in
domiciliary area by suction. The adults were soligdocality, sexed and stored at -70°
C until used for the RT-PCR. Eggs were reared tatadn the insectarium of the
Department of Entomology at the Centro de Pesquisggeu Magalhdes, under
standard conditions (temperature 26° C + 1° Ctivelehumidity 60% to 80% and
12:12-h light/dark cycle). After five days, dead sgaitoes were discarded, and live
ones were stored at -70° C until tested. Usingsihea method, total RNAs were
extracted from adults and assayed for dengue Rik# by semi-nested PCR.Before
semi-nested PCR assay, all the RNAs products wesated with DNAse |,
Amplification Grade (Invitrogen) to eliminate DNAgtaminants.

From a total of 44 pools ofe. albopictustested for RT-PCR, only one pool
containing two field collected females, was fouraifive for dengue virus serotype 1
(Table and Figure). This is the first report of DEMetection in field-collected adult
females ofAe. albopictusn Brazil. The minimum infection rate (MIR) wastiesated as
3,69 per 1.000 mosquitoes. In Singapore, whege albopictusplays a secondary but

important role in dengue transmission, the aveMties were 50.02
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Figure. Agarose gel analysis of the secomahd
amplification with type-specific pmers TS1, TS2, TS
and TS4. Lane lconfirmation of dengue type 1
Aedes albopictusnosquito; Lane 2 -positive contro
(DEN3); lane 3molecular marker for dengue vir
resulting from the mixture of DENV1, DENV2 a
DENV3.

The positive pool was formed by 2 females collediein the municipality of
Moreno, whereAe. albopictusis more abundant thahe. aegypti(Melo-Santos,
unpublished data). Fifteen dengue cases were owgdiby clinical and serological tests
in Moreno within the period when mosquito samplasenbeen taken for this study.
However, since human blood samples have not beamiagd for dengue virus
identification, there is no epidemiological confation for the involvement ofe.
albopictusin dengue virus transmission. Nevertheless, sincedn is the only reservoir
in urban environments, it is reasonable to suppbaé the positive female (s) has
acquired the virus from an infected person. Thesgmee of this species in the urban
areas might be considered therefore as a riskdnguke virus transmission. These data
suggest that vector control program could be deetctot only againshe. aegyptbut
also againstAe. albopictuspopulations, especially in areas where this speises

abundant.
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Ae. albopictussamples from Rio de Janeiro and others southeaBtezlian
cities have demonstrated to be susceptible to DEfENsmission, suggesting that this
species may play a role in the maintenance of &émgue virus transmissidfiin some
districts within the Recife Metropolitan Regiofig. albopictugpredominates ovehe.
aegyptj however no effort is made to direct control measuoAe. albopictudreeding
places Consequently, the introduction of neve. albopictugpopulation and the spread
of this species in the Americas, especially in dengensitive areas, associated with its
vector capacity in transmitting DENV is a threatr fdengue control campaings.
Therefore, entomological surveillance for monitgrindengue virus in vector
populations needs to be continuously used as ay earning system to predict

outbreaks.
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TABLE.
Reverse transcription-polymerase chain reactiomigesiedes albopictusmosquito pool and
dengue virus serotype detected

Locality Total n® of mosquitoes N° of pools assayed\f of positive pools) Dengue virus serotype detected
Mosquitoes Moquitoes Mosquitoes collected Moquitoes collected
collected by collected in adult by ovitraps in adult stage DENV-1 DENV-2 DENV-3
ovitraps stage
Moreno 58 270 03 (0) 33 (1) 1 0 0
Recife 60 01 07 (0) 01 (0) 0 0 0
Total 118 271 10 (0) 34 (1)
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