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RESUMO

No Brasil, os primeiros registros do mosquito Aedes albopictus foram na regiao
sudeste, enquanto no Para foi registrado por primeira vez em 2003 no municipio de
Medicilandia, sendo considerado vetor secundéario dos virus da dengue e febre
amarela. A colonizacdo urbana dos mosquitos em regides de clima temperado, bem
como regides tropicais e subtropicais, foi facilitada pela forte plasticidade biologica e
comportamental deste inseto, como a capacidade de se proliferar em criadouros
artificiais e naturais. O objetivo deste trabalho é estudar a ocorréncia de Aedes
albopictus da area urbana de Belém, assim como caracterizar geneticamente o
mosquito e determinar os habitos alimentares das fémeas adultas, relacionando sua
presenca na area urbana com o risco de transmissédo do virus dengue. Para isso,
foram realizadas coletas ativas de larvas e fémeas ingurgitadas em quatro parques
publicos da cidade de Belém, os quais apresentam niveis crescentes de antropizacao.
As larvas coletadas foram mantidas para a identificacdo das espécies predominantes
e 0 RNA total das fémeas de A. albopictus foi analisado por RT-PCR para deteccéo
da possivel transmisséo transovariana do virus dengue. Por outro lado, as fémeas
ingurgitadas foram analisadas mediante PCR para determinar as fontes alimentares
dos mosquitos. Conseguimos estabelecer que no periodo de estiagem, Ae. albopictus
correspondeu a 32% dos individuos (37/113), entretanto, no periodo chuvoso, o Ae.
albopictus correspondeu a 64% do total de individuos capturados (1.154/1.824). As
analises realizadas para a deteccdo da transmissao transovariana de virus dengue
em A. albopictus foram negativas. Para a genotipagem de Ae. albopictus, foram
utilizadas as sequencias dos genes COl e ND5, com 0s quais conseguimos
estabelecer que em 144 individuos analisados existiam duas populacdes de mosquito,
uma correspondente a insetos de paises tropicais e outra populacdo correspondente
a mosquitos de paises de clima temperado, diferenciados pelo polimorfismo 357 (T/C)
do fragmento amplificado. Com as andlises de fonte alimentar, conseguimos
estabelecer que este mosquito privilegia sua alimentagdo por sangue humano,

ressaltando seu papel potencial na transmissao de arboviroses.

Palavras-chave: Aedes albopictus; virus dengue e antropizagao.



1 INTRODUCAO

1.1 MORFOLOGIA DE AEDES ALBOPICTUS

O Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse 1894) (Diptera: Culicidae) foi
primeiramente descrito na india em 1894. Mesmo pertencendo ao mesmo género, o
Aedes albopictus pode ser facilmente diferenciado morfologicamente de Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), tanto nas fases de ovo e
larva, quanto na fase de adulto.

O Ae. aegypti em sua fase de ovo apresenta cério com desenhos e na fase
larval possuem a cabeca com cerdas 5, 6 e 7 simples, o térax com mesotorax e
metatorax com espinhos laterais grandes e fortemente quitinizados e abdome com
pécten do 8° segmento com dentes em forma de espinho agudo central acompanhado
de outros de outros menores de ambos os lados; em sua fase de pupa apresenta em
seu abdome n° 1 do primeiro segmento com tufos de pelos simples ou bifido, cerdas
do n° 9 do oitavo segmento em forma de penacho com poucos pelos e palheta
natatoria com pelos curtos em sua borda, na fase adulta apresenta o térax com o
mesonoto recoberto de escamas escuras com desenhos em forma de lira de escamas
branco-prateadas (Instituto Oswaldo Cruz, 2014).

O Ae. albopictus apresenta 0 ovo com projecdes granulosas, na fase larval
apresenta a cabeca com as cerdas 5, 6 e 7 bifurcadas, o térax apresenta mesotorax
e metatdérax com espinhos laterais curtos e hialinos, o abdome com o pécten do 8°
segmento com dentes longos em forma de espinho com base serrilhada, na fase de
pupa o abdome possui o tufo da cerda n° 1 do primeiro segmento com grande
guantidade de pelos com dicotomia, cerdas do n° 9 do oitavo segmento simples com
pequenos pelos laterais e palheta natatéria com franja de pelos longos em toda borda
e em sua fase adulta o mesonoto é recoberto de escamas escuras com uma faixa
mediana longitudinal de escamas branco-prateada (Instituto Oswaldo Cruz, 2014).

Estas comparac¢des morfologicas podem ser melhor observadas na fase adulta
destas espécies, em que sao alvos de diversos estudos devido a relacdo com diversas

epidemias de importancia em saude publica. (Figura 1)



Figura 1: Comparacao morfoldgica entre Ae. aegypti (A) e Ae. albopictus (B) respectivamente
em sua fase adulta, destacando o térax com a disposi¢cdo das faixas laterais em Ae. aegypti
e faixa central em Ae. albopictus (Fonte: CDC - Centers of Diasease Control and Prevention,
2015)

1.2 DISTRIBUICAO DO AE. ALBOPICTUS E TIPOS DE CRIADOUROS
PREFERENCIALMENTE FREQUENTADOS

O Aedes albopictus possui uma distribuicdo mundial e, na atualidade, pode ser
encontrado em diversos paises, sendo considerado o principal mosquito invasor de
novos habitats que participa na transmissao de arbovirus (Medlock et al., 2012). No
Brasil, o primeiro registro da presencga de Ae. albopictus foi em 1986, nos Estados de
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais (Consoli & Lorenco-de-Oliveira, 1994),
enquanto que no estado do Para foi descrito por primeira vez no ano 2003, no
municipio de Medicilandia, a 90 km de Altamira (Segura et al., 2003) (Figura 2). E
provavel que, nas ultimas décadas, o transporte passivo de ovos tenha favorecido a
ampla disperséo desta espécie, promovido pelo trafego intercontinental de produtos
por rotas variadas, especialmente no comec¢o da década de 1980 (Benedict et al.,
2007; Paupy et al. 2009).
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Figura 2. Estados brasileiros que registraram Aedes albopictus durante 1986-1990 (cinza

claro: Rio de Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo), 1991-2002 (cinza escuro:
Amazonas, Rondénia, Para, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Maranhdo, Paraiba, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul), 2003-2014 (preto: Ceara, Tocantins, Roraima e Piaui), E
agueles sem registro (branco: Acre, Amapa e Sergipe) (FONTE: Pancetti et al., 2015)

A colonizacdo de regides de clima temperado, como a América do Norte e
Europa, bem como regifes tropicais e subtropicais, como a América do Sul e Africa
foi facilitada pela forte plasticidade bioldgica e comportamental do inseto, conseguindo
utilizar uma variedade de reservatorios (artificiais e/ou naturais) para a postura de
ovos e o desenvolvimento de larvas, além de apresentar uma alta competitividade na
fase larval, resisténcia a baixas temperaturas dos adultos e capacidade de colonizar
ambientes criados pelo homem (proximidade do ambiente doméstico) (Paupy et al.,
2009; Fernandez et al., 2012; Lima-Camara et al., 2013). Além destas caracteristicas,
se deve somar a habilidade que apresentam o0s ovos do mosquito de entrar em
diapausa, permanecendo viaveis por longos periodos em ambiente secos e de baixa

temperatura (Ramasamy et al., 2011).



A adaptacao do Ae. albopictus parte da teoria de que foi uma espécie selvagem
gue procriava e se alimentava nas margens das florestas, a qual conseguiu adaptar-
se ao peridomicilio e intradomicilio nos diversos espacos urbanos e suburbanos
(Gomes et al., 2005). A partir de entdo, ele foi se expandindo pelo pais, encontrando
fontes de criadouros artificiais e naturais favordveis a sua proliferacdo, sendo
atualmente poucos estados brasileiros que ainda ndo registraram a sua presenca
(Aguiar et al., 2008). Para ter éxito na colonizacdo de novos ambientes, o Ae.
albopictus tende a modificar o padrdo da atividade hematofagica, considerada
oportunista, passando assim a elevar os riscos de transmissdo de doencas as
populacdes humanas (Dieng et al., 2010).

Quando comparados, Ae. albopictus e Ae. aegypti possuem aspectos
bioldgicos semelhantes, como a plasticidade de seu desenvolvimento, que se refere
a capacidade de se proliferar em diversos criadouros, sejam eles artificiais, que
incluem uma série de recipientes produzidos pela acao antrépica, os quais incluem
tanques, calhas, jarros decorativos, pneus descartados, sucatas de veiculos e de
eletrodomésticos, entulhos da construcdo civil, vasos de cemitérios e recipientes
plasticos (Forattini et al., 1986; Hondrio & Lourenco de-Oliveira, 2001) ou criadouros
naturais, que se referem a bromélias, ocos de arvores, axilas de folhas, cascas de

frutas e internddios de bambus (Gomes & Marques, 1988).

1.3 DENGUE VIRUS (DENV) E SUA TRASMISSAO VERTICAL (TRANSOVARIANA)
E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Atualmente, a Dengue se destaca como a principal arbovirose de importancia
em saude publica (Henriques, 2008), sua distribuicdo geografica tem predominio nas
regibes tropicais e subtropicais e estd diretamente associada com a distribuicéo
geografica do inseto vetor, onde os surtos dessa doenca tendem a ser mais comuns
nos periodos quentes e chuvosos do ano (Blair et al., 2000).

A Dengue é uma doenca infecciosa causada por um virus transmitido atraves
da picada da fémea de mosquitos hematofagos do género Ae. aegypti, que € um grave
problema na esfera da saude, ambiental e econdmica nas Américas (Gubler & Clark,
1995). Entretanto, o Ae. albopictus tem sido considerado um vetor secundario do virus

da dengue, pois este apresenta em sua estrutura caracteristicas morfolégicas



semelhantes e a mesma capacidade de proliferacdo do Ae. aegypti (Instituto Oswaldo
Cruz, 2008).

O Ae. albopictus é responséavel por alguns surtos de dengue no continente
asiatico (Instituto Oswaldo Cruz, 2008), regido na qual a dengue é considerada
endémica e, nos ultimos 20 anos, tem se intensificado e se propagado para paises
tropicais do sul do Pacifico, Africa Oriental, Ilhas do Caribe e América Latina (Gubler,
1998). Nesse territério, Ae. albopictus recebe a denominacéo de “Tigre Asiatico”, pois
€ um culicideo nativo das florestas do sudeste asiatico na qual se expandiu e se
estabeleceu em muitos paises do mundo, inclusive no Sul da América (Benedict et al.,
2007; Paupy et al., 2009).

O agente etiolégico da DF € pertencente ao grupo B dos arbovirus, familia
Flaviviridae, género Flavivirus, sendo a espécie dengue virus (DENV) (CDC - Centers
of Diasease Control and Prevention, 2012). O genoma do virus apresenta 10 genes
dispostos em uma Unica fase aberta de leitura (open reading frame-ORF) que codifica
trés proteinas estruturais e sete proteinas nao estruturais (Burke & Monat, 2001; Dyer
et al., 2007). O DENV possui um envoltério lipoproteico com morfologia esférica de 50
nm de didmetro. O capsideo € composto pela proteina C e o envelope contém duas
proteinas codificadas pelo virus (glicoproteina envelope, E, e a proteina da
membrana, M), que séo as proteinas estruturais (Trabulsi & Alterhum, 2008). Essas
proteinas compdem 0 seu genoma juntamente com sete proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5) o qual é constituido por RNA linear
de fita simples com polaridade positiva (+ssRNA) com cerca de 11 kb de tamanho
(Gubler, 1998).

O DENV é classificado em quatro sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4)
antigenicamente distintos, que permite que, ao haver uma infec¢cao primaria com um
dos quatros sorotipos, seja gerada uma imunidade sorotipo especifico, porém, se
haver uma infeccéo secundaria com um sorotipo diferente, tem um risco aumentado
de desenvolver a dengue hemorragica (DHF) (Rodriguez et al., 2012).

Nos ultimos 50 anos, estudos sobre a dengue tem alcancado grandes avancgos,
porem ha necessidade de se entender a manutencéo do virus da dengue em natureza
durante a auséncia de hospedeiros invertebrados ou quando as condi¢des climaticas
nao sao favoraveis a atividade dos mosquitos vetores. Diversos estudos sugerem que
em condicdes naturais 0 mosquito Ae. aegypti € mais eficiente na transmissao

transovariana do DENV (Martins et al., 2012), entretanto, em condi¢des laboratoriais



Ae. albopictus é considerado susceptivel em realizar a transmissao transovariana ou
vertical dos quatro sorotipos do virus da dengue (Rosen et al., 1983). Por outro lado,
Ae. albopictus mostrou-se capaz de possibilitar ao virus DENV1 o mecanismo de
ultrapassar o periodo de inverno e manter o ciclo de vida em periodos inter-epidemias,
favorecendo a continua proliferacéo do virus (Bosio et al., 1992). Estudos realizados
no Brasil para se reconhecer a possivel infeccdo pelo virus da dengue através da
transmissao transovariana, demostraram que a captura de larvas de Ae. albopictus
coletadas na area urbana da cidade de Fortaleza (Ceara) (Martins et al., 2012), assim
como na cidade de Santos (Sao Paulo) (Figueiredo et al., 2010), obtiveram resultado
positivo aos sorotipos da dengue.

No ano de 2015 foram registrados 1.688.688 casos de dengue no Brasil
(Ministério da Saude, 2015), sendo que no estado do Para foram 4.780 casos
confirmados, um aumento de 48,35% em relacdo ao mesmo periodo do ano de 2014,
quando foram registradas 3.222 ocorréncias. Dos 13 municipios paraenses com maior
ocorréncia da dengue, Belém liderou no ranking, com 1.156 casos confirmados,
seguido por Parauapebas (369), Altamira (257), Senador José Porfirio (184), Canaa
dos Carajas (148), Alenquer (128), Ananindeua (118), Breves (115), Maraba (72) e
Santarém (32) (SESPA-Secretaria de Estado de Saude Publica, 2015). No ano de
2016 foram registrados 1.500.535 casos de dengue (Ministério da Saude, 2016),
sendo contabilizados 6.202 casos de dengue, 2.654 de zika e 668 de febre
chikungunya. As maiores ocorréncias de dengue aparecem nos municipios de Belém
(561 casos), Dom Eliseu (482), Marabé (460), Alenquer (440), Itaituba (313), Oriximina
(301), Parauapebas (298), Tucurui (290), Pacaja (221) e Novo Progresso (220). Os
municipios com maior nimero de casos de zika sdo Belém, Marituba e Rio Maria, e
de chikungunya sao Capanema, Belém e Dom Eliseu (SESPA-Secretaria de Estado
de Saude Publica, 2016).

1.4 CARACTERIZACAO GENETICA DE AE. ALBOPICTUS E SEU PADRAO
ALIMENTAR

Ae. albopictus tem sido caracterizado como uma espécie oportunista que
realiza seu repasto sanguineo preferencialmente em hospedeiros mamiferos, tais
como bovinos, caes e humanos (Sullivan et al., 1971), ao mesmo tempo em que as

fémeas também podem fazé-lo em répteis, aves e anfibios (Scholte & Schaffner,



2007). Tal plasticidade alimentar, a qual varia de acordo com a origem geogréfica de
suas populagdes, maximiza a sua fecundidade e a sua sobrevivéncia, elevando os
riscos de propagacao de patdégenos zoonoéticos do ambiente selvagem ou de animais
domésticos para o homem (Gubler, 2003; Dellate et al., 2010).

Andlises de amostras sanguineas provenientes de mosquitos coletados em
campo e provenientes de experimentos de escolha de hospedeiros para o repasto
revelaram que, quando dispde de oportunidade, Ae. albopictus prefere picar humanos
em detrimento de outros animais (Valerio et al., 2010). Em estudo realizado por
Kamgang et al., (2012), em Yaoundé, Camarbes, observou-se que 93,5 % dos
espécimes de Ae. albopictus capturados apresentaram tracos de sangue humano em
seus intestinos, sugerindo uma preferéncia por este tipo de hospedeiro, corroborando
as observacOes feitas na Tailandia (Ponlawat & Harrington, 2005), nos Estados
Unidos (Richards et al. 2006), na Italia (Valerio et al., 2010), e em La Réunion (Dellate
et al., 2010).

Além da preferéncia por determinados hospedeiros, a intensidade do contato
humano-mosquito e, portanto, o risco de transmissao de patdgenos, € modulada pelos
periodos em que ocorrem as investidas de repasto. As fémeas de Ae. albopictus
geralmente realizam seus repastos durante o dia (de 7:00 h as 18:00 h, com pico entre
as 14:00 h e 15:00 h) e no peridomicilio (Paupy et al., 2009).

Um estudo realizado na Malasia, observou que Ae. albopictus exibiu uma
elevada atividade hematofagica no periodo da noite, quando comparado com o Ae.
aegypti, revelando um curto tempo de repasto e um maior sucesso em obter a
alimentacdo sanguinea. Tal periodo é considerado o de maior vulnerabilidade dos
individuos em relacdo a resposta de defesa ao repasto do mosquito (Dieng et al.,
2010).

Quando estudada a genética do Ae. albopictus, segundo Kamgang et al., (2011),
nao foi encontrada nenhuma relacao entre distancia genética e geografica, sugerindo
gue a estrutura genética do mosquito tem sido moldada por fatores bidticos ou
abidticos adicionais. Analise de sequéncias de DNA mitocondrial revelou a existéncia
de quatro haplétipos para cada um dos genes COl e ND5, com um haplétipo
dominante presente em todas as amostras do estudo, conseguindo estabelecer uma
diferenca genética entre os mosquitos de areas temperadas e tropicais (Kamgang, et
al., 2011). Estudos destinados a caracterizar quais eram as espécies de animais

utilizadas pelo mosquito para realizar a hematofagia de insetos em areas temperadas,



conseguiu estabelecer que estes insetos se alimentam preferencialmente de sangue
de humanos, demonstrando o alto risco causado pela presenca deste mosquito para
a transmissao de virus dengue e chikunguya (Faraji et al., 2014).

Finalmente, em estudos anteriores, nosso laboratério conseguiu coletar e
identificar larvas e mosquitos adultos de Ae. albopictus na area urbana de Belém e,
por outro lado, foi observado em alguns estudos a significativa antropofilia do Ae.
albopictus, relacionada a sua capacidade de transitar em ambientes urbanos e
periurbanos, transformando este vetor em um importante fator de risco para a
transmissdo do agente etiolégico da dengue, levando em consideracdo seu padréo
alimentar e sua estrutura genética com relagdo a sua distribuicdo geogréfica. Diante
disto, este trabalho pretende estudar a populacdo de Ae. albopictus presentes nos
parques publicos da cidade de Belém, e seu possivel papel na transmissédo do virus

dengue nesta cidade.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GERAL
Estudar a ocorréncia de Aedes albopictus na area urbana de Belém,
identificando as suas caracteristicas biologicas e genéticas além de verificar a

transmissao transovariana do Virus da Dengue (DENV) na populacdo desse mosquito.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a distribuicdo da populacdo de Ae. albopictus em quatro fragmentos
florestais da cidade de Belém,;

b) Identificar qual o criadouro o Ae. albopictus se adaptou na area urbana de
Belém;

c) lIsolar e identificar o Dengue virus (DENV) dos mosquitos adultos criados no
insetario do Laboratorio de Parasitologia Médica da Universidade Federal do
Pard, verificando a potencial transmissao transovariana do virus dengue;

d) Analisar o gendtipo de Ae. albopictus dos fragmentos florestais que foram
capturados da cidade de Belém

e) Caracterizar o padrdo de alimentacdo através da captura de fémeas

ingurgitadas.



2 MATERIAIS E METODOS:

2.1 AREAS DE ESTUDO E COLETA DE INSETOS

As coletas foram realizadas em fragmentos florestais da cidade de Belém que
possuem diferentes niveis de antropizacao. A Universidade Federal do Para (UFPA)
com intensa circulacdo de pessoas diariamente, sendo o local de maior nivel de
antropizacdo; o Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) e o Bosque Rodrigues Alves
(BRA), ambos com nivel de antropizacao intermédiario, que sao constituidos de um
ambiente semi-preservado recebendo visitas de pessoas durante seis dias da semana
e o Parque Estadual do Utinga (PEUT) que correspondeu ao local com maior nivel de
preservacao, pois é uma Unidade de Conservacdo Estadual criado com o objetivo

de preservar ecossistemas naturais de grande relevancia ecoldgica (Figura 3).

Parque Estadual
do Utinga- PEUt

Universidade Federal
do Para- UFPA®

Figura 3. Areas de estudo: Universidade Federal do Para (UFPA); Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG); Bosque Rodrigues Alves (BRA) e Parque Estadual do Utinga (PEUT).

2.2 COLETA E MANUTENCAO DE LARVAS DE MOSQUITOS

Foram realizadas trés coletas ativas em cada um dos quatro fragmentos
florestais, com o auxilio de pipeta Pasteur plastica de ponta larga em frascos plasticos
de 100 ml com tampa rosca e foram realizadas por um periodo de uma hora (09:00-
10:00). Foram verificados diversos criadouros naturais e artificiais nos locais de coleta

e junto com as larvas, também se coletou agua do criadouro, os quais foram
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transportados para o Laboratério de Parasitologia no ICB-UFPA. As larvas de
mosquitos capturadas foram transferidas para uma bacia plastica de 500 mL, onde foi
acrescentado 200 mL de agua declorada. As larvas foram alimentadas com racgao
(TetraMin Tropical Flakes) macerada e foram mantidas em condi¢des favoraveis para
seu desenvolvimento, incluindo temperatura entre 26°C e 28°C e umidade entre 70%
a 80%. Ao chegar a fase de pupa, foram transferidas para um recipiente plastico de
200 mL e colocadas em uma gaiola teladas até alcancarem a fase adulta. Apds o
término da fase de desenvolvimento foi realizada a identificacdo de todas as espécies

de mosquitos adultos conforme a literatura especifica.

2.3 CAPTURA DE FEMEAS INGURGITADAS

Foram realizadas trés coletas ativas no horéario 15:00-17:00 em trés fragmentos
florestais da cidade de Belém: Universidade Federal do Para (UFPA), Museu Emilio
Goeldi (MPEG) e no Bosque Rodrigues Alves (BRA), locais em que anteriormente foi
observado a presenca de larvas de Ae. albopctus. As coletas foram realizadas
utilizando rede de captura (pucd) e transferidas para frascos de tampa rosca as quais
foram transportadas para o Laboratorio de Parasitologia no ICB-UFPA, as fémeas de
Ae. albopictus com material ingurgitado presente em seu trato digestivo conforme

identificacdo por analise visual utilizando lupa 6tica, foram devidamente processadas.

2.4 ISOLAMENTOS DE RNA TOTAL DE AE. ALBOPICTUS.

Fémeas de Ae. albopictus derivadas das larvas capturadas foram separadas
em grupos de até 5 individuos, mortas por congelamento e colocadas em tubos de 1.5
ml. O RNA total de cada grupo de mosquitos foi purificado utilizando Trizol LS
(Introgen) seguindo o protocolo do fabricante. Em cada uma das amostras adicionou-
se 500 pl de reagente Trizol LS, em seguida os mosquitos foram macerados utilizando
pistilo de polipropileno estéril. Apds esse procedimento adicionou-se mais 500 ul de
reagente Trizol LS, 200 ul de cloroférmio e submeteu-os a agitagdo por um minuto.
Os tubos foram deixados em repouso durante 5 minutos em temperatura ambiente.
Apés esse periodo as amostras foram submetidas a centrifugagdo a uma velocidade
de 12.000 rpm durante 15 minutos em uma temperatura de 4°C, onde houve a

separacao da fase aquosa (RNA), intermediaria (DNA) e fendlica (proteina). A fase



11

aguosa de cada uma das amostras foi transferida para tubos novos, nos quais foram
adicionados 500 pl de isopropanol. As amostras foram agitadas e incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente. ApOs esse procedimento, os tubos foram
submetidos a mesma centrifugacdo. Depois do procedimento o sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e o precipitado foi lavado por centrifugacéo utilizando 500
pl de etanol 70%. O sobrenadante foi descartado deixando apenas o pellet de RNA
secar durante 10 minutos a temperatura ambiente. O RNA foi ressuspendidos em 50

ul de agua livre de RNase e congelado no freezer a -20°C até o préximo procedimento.

25 RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE CHAIN REACTION) PARA
IDENTIFICACAO DE DENV (VIRUS DENGUE)

Em todas as reacdes foi utilizado 5,0 ug de RNA total de cada uma das
amostras de Ae albopictus. A reagéo foi realizada utilizando a enzima Superscript I
(Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. Para a sintese do cDNA foi utilizado
iniciador hexametro randémico (Invitrogen). Apos a obtencao do cDNA, cada amostra
foi amplificada utilizando oligonucleotideos especificos para a deteccdo dos quatro
sorotipos do virus dengue (Lanciotti et al., 1992) e enzima Platinum Taq polimerase
(Invitrogen) (Tabela 1). Como controle positivo foram utilizados RNA purificado dos
quatro sorotipos do virus dengue fornecidos gentilmente pela professora Maria 1zabel
Florindo Guedes do Laboratério de Bioquimica Humana da Universidade Estadual do
Ceard. Os resultados foram analisados por meio da observacdo da amplificadas em

eletroforese em gel de agarose a 1.5%.
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Tabela 1. Oligonucleotideos descritos por Lanciotti et al., 1992.

PRIMER
(INICIADORES) SEQUENCIA

D1 5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3
D2 S5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3'

TS1 5'-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3

TS2 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3

TS3 5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3

TS4 S5 -CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3'

2.6 ISOLAMENTOS DE DNA GENOMICO DE AE. ALBOPICTUS

Para o isolamento do DNA gendmico de Ae. albopictus foram utilizadas, fémeas
ingurgitadas e fémeas derivadas de larvas coletadas, as quais foram mortas por
congelamento e colocadas individualmente em tubos de 1,5 ml. Os mosquitos foram
macerados utilizando pistilo de polipropileno estéril e o DNA genémico purificado
utilizando a fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (Invitrogen), seguindo as instrucdes do
fabricante. A integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose
1,0% e o DNA estocado em freezer a -20°C.

2.7 REACOES DE PCR PARA GENOTIPAGEM DE AE. ALBOPICTUS E ANALISE
DE PADRAO DE ALIMENTACAO

Todas as reacfes de PCR foram realizadas utilizando Platinum Taq polimerase
(Invitrogen) com temperatura de anelamento adequada para cada oligonucleotideo.
Os fragmentos amplificados dos genes COIl e ND5 foram sequenciados e observados
por analises de bioinformatica. Para as reac¢des foram utilizados os oligonucleotideos
descritos Chang et al., 2008 e Kamgang et al., 2011. (Tabela 2)
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para determinacéo de padrdo de alimentacéo de Aedes
albopictus coletados nos quatro fragmentos florestais, descritos por Chang et al., 2008;
Kamgang et al., 2011.

AVIAN-F GACTGTGACAAAATCCCNTTCCA
AVIAN-R GGTCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC
MAMMALIAN-F CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG
MAMMALIAN-R | TGTAGTTRTCWGGGTCHCCTA
CHICKEN-F GGGACACCCTCCCCCTTAATGACA
CHICKEN-R GGAGGGCTGGAAGAAGGAGTG
PIG-F GCCTAAATCTCCCCTCAATGGTA
PIG-R ATGAAAGAGGCAAATAGATTTTCG
CAT-F TTCTCAGGATATACCCTTGACA
CAT-R GAAAGAGCCCATTGAGGAAATC
DOG-F GAACTAGGTCAGCCCGGTACTT
DOG-R CGGAGCACCAATTATTAACGGC
HUMAN-F TTCGGCGCATGAGCTGGAGTCC
HUMAN-R TATGCGGGGAAACGCCATATCG
MONKEY-F CCTCTTTCCTGCTGCTAATG
MONKEY-R TTTGATACTGGGATATGGCG

RAT-F CGGCCACCCAGAAGTGTACATC
RAT-R GGCTCGGGTGTCTACATCTAGG
COI-F GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTC
COI-R CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC
ND5-F TCCTTAGAATAAAATCCCGC

ND5-R GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTC

2.8 ANALISE BIOINFORMATICA.

Os genes COIl e ND5 amplificados de Ae. albopictus foram submetidos a
sequenciamento automatico e as sequéncias analisadas manualmente utilizando o
pacote do programa DNAstar Lasergene. As sequencias obtidas foram alinhadas
utilizando o programa ClustalW e editadas utilizando o programa Genedoc. As

analises de inferéncia bayesiana foram realizadas utilizando o programa MrBayes.
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3 RESULTADOS

3.1 DISTRIBUICAO E DENSIDADE POPULACIONAL DO VETOR AE.ALBOPICTUS
E CRIADOUROS IDENTIFICADOS

Neste periodo (23 de setembro a 1 de outubro de 2014) conseguiu-se realizar
a captura de larvas somente no MPEG e na UFPA. A relacdo dos dados obtidos a
partir da coleta de larvas de mosquitos nos diferentes ambientes esta apresentada na
Tabela 3. Como mostrado, foi confirmada a presenca do Ae. albopictus, nos dois
ambientes avaliados. Entretanto, no MPEG houve a presenca de larvas de Ae.
albopictus apenas em pocas de agua depositada em bambuzais. Observou-se
também a coexisténcia de larvas de Ae. albopictus, Ae. aegypti, Culex spp. e Limatus
duhamii no MPEG, enquanto que na UFPA observou-se a coexisténcia de Ae.
albopictus e Ae. aegypti desenvolvendo-se nos mesmos criadouros. Quanto a
coexisténcia de Ae. albopictus e Ae. aegypti no mesmo criadouro observou-se o0 uma
tendéncia a um numero maior de Ae. albopictus nos dois ambientes (Tabela 3). No
MPEG observou-se mais individuos fémeas, enquanto na UFPA houve a presenca

maior de machos.

Tabela 3. Larvas coletadas no MPEG e UFPA no periodo de 23 de setembro a 1 de outubro
de 2014.

Museu Paraense Emilio Goeldi UFPA
Bambu Lago das tartarugas Bambu
Total
Espécies Machos Fémeas Total Machos Fémeas Total Machos Fémeas Total Geral
Anopheles rangeli 1] 0 0 9 9 18 0 0 0 18
Aedes albopictus 8 19 27 0 0 0 9 1 10 37
Aedes aegypti 0 2 2 0 0 0 2 0 2 4
Culex quinguefaciatus 0 0 0 1 0 | 0 0 0 1
Culex sppl. 1 2 3 0 0 0 0 0 0 3
Culex spp2. 0 0 0 4 7 11 0 0 0 11
Limatus durhamu 0 39 39 ] 0 0 0 0 0 39
Total 9 62 71 14 16 30 11 1 12 113
N° de Género 2 2 4 2 2 4 1 1 2 10
N9 de Espécies 2 4 6 3 2 5 2 1 3 14

No periodo de estiagem, foi observado que no MPEG a espécie de maior

predominéancia foi o Limatus durhamii, com 38% do total de individuos capturados,
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seguido pelo Ae. albopictus com 27%. Enquanto a espécie Culex quinquefaciatus
obteve o menor valor quantitativo comparado as demais espécies capturadas (Figura
4).

RELACAO DE LARVAS DE MOSQUITOS COLETADOS
NO MPEG

Limatus durhamii

38% Anopheles rangeli

18%
= Anopheles rangeli

® Aedes albpictus
= Aedes aegypti
Aedes albpictus ) )
27% Culex quinquefaciatus
m Culex spp1l.

m Culex spp2.

Medes acoypti H Limatus durhamii

Culex spp2. 20

11% | \

Figura 4. Grafico das espécies encontradas no primeiro periodo de coletas de larvas de
mosquitos coletados no MPEG.

A partir das coletas efetuadas na UFPA no periodo seco, foram obtidos apenas
12 espécimes (Tabela 3), dos quais 83% deles correspondiam a Ae. albopictus, sendo
a espécie predominante, enquanto que o restante dos individuos (7%) correspondia a
Ae. aegypti. Entretanto, vale ressaltar que o valor percentual obtido é consequente da
baixa variabilidade de espécies encontradas neste local durante este periodo de seca
e do baixo valor quantitativo obtido de cada espécie capturada (Figura 5).
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RELACAO DE LARVAS DE MOSQUITOS COLETADOS
NA UFPA

m Aedes albpictus

Aedes aegypti

Aedes albpictus
83%

Figura 5. Grafico das espécies encontradas do primeiro periodo de coletas de larvas de
mosquitos coletados na UFPA.

Os dados obtidos no segundo periodo (16 de Marco a 5 de Maio de 2015) de
coletas sdo apresentados na Tabela 4. Neste periodo, o maior niumero de larvas foi
obtido nos bambuzais cortados que apresentavam acumulo de agua em trés das
areas estudadas (UFPA, MPEG e BRA), onde foi confirmado a presenca de Ae.
albopictus, indicando a preferéncia por este criadouro. No Parque Estadual do Utinga,
foi possivel a coleta em troncos de arvores e em pocas de agua as bordas do parque,
onde foi confirmada a presenca de Ae. albopictus, porém ndo houve uma quantidade
significativa em relacdo aos outros locais de coleta, ndo permitindo o isolamento de
RNA de fémeas do mosquito.

Neste periodo, com o alto indice de chuva, foi possivel observar uma maior
guantidade de larvas (1.824) e uma maior riqgueza de espécies (18 espécies), quando
comparado com as coletas realizadas no periodo de estiagem. Do total de larvas
coletadas, o maior numero de individuos correspondeu a mosquitos Ae. albopictus
com 1.154 mosquitos (63%) (Tabela 4).
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Tabela 4. Larvas coletadas na UFPA; MPEG; BRA e PEUT no periodo de 16 de Mar¢o a 5 de

Maio de 2015.
UFPA BRA Total
Espécies Machos  Fémeas Machos Fémeas  Total Machos Fémeas Total Machos Fémeas Total  Geral
Aedes aeavphi 2 4 12 22 | 34
I Aedes albopictus 137 208 M2 646 1 1154
Culex spp. 0 0 0 0 1 2
Culex carrofia 0 0 0 0 0 K}
Culex corenator 0 0 0 0 100 100
Culex mielanoconion 0 0 0 0 l 1
Culex quinguefaciatus 0 0 0 0 230 230
Democerites spp. 0 0 0 0 l 2
Defnocerites aporonoma 0 0 0 0 0 1
Flebotonnineo 0 5 0 0 0 5
Limatus durhamii 0 3 33 53 26 199
Limatus flavisetosus 0 ! 5 6 0 72
Ocherotatus argvothorax 0 0 0 0 ) 2 2
Ocherotaius sepiemsiriains 0 0 0 0 2 4 4
Sabethes spp. 0 2 0 0 0 0 2
Uranataenia spp. 0 0 0 0 | 1 1
Wreomyta spp. 0 Z 0 0 0 0 8
Wyeouivia aporonoma ] l 0 0 ] 0 4
Total 139 226 412 79 213 371 1824
N° de Genéro | 5 2 1 5 i) 27
N de Espécies 2 8 1 7 8 15 45

Quando foi analisada a abundancia de mosquitos em cada uma das areas

estudadas, conseguimos estabelecer que Ae. albopictus apresenta uma preferéncia

por locais de maior antropizacdo quando comparado a areas mais preservadas.

Na UFPA, sendo o local mais antropizado, com pequenas por¢cdes de

vegetacao (bosques) que estao distribuidas entres os Campus em que existe uma alta

circulacdo diaria de pessoas, foi observado o maior nimero de larvas de Ae.

albopictus, chegando a 95% do total de larvas coletadas, sendo que as demais

espécies encontradas obtiveram valor igual ou menor a 2% do total de individuos

(Figura 6). Sendo assim, em comparacao ao primeiro periodo de coletas neste local,

também foi obtido um maior nimero de Ae. albopictus, em relacdo as outras espécies.



18

RELACAO DE LARVAS DE MOSQUITOS COLETADOS
NA UFPA

Limatus durhamii
1%

Aedes aegypti
2%

Flebotomineo
1%

m Aedes aegypti
m Aedes albopictus
u Flebotomineo

Aedes albopictus ® Limatus durhamii

95% Wyeomyia spp.

Figura 6. Gréfico das espécies encontradas do segundo periodo de coletas de larvas de
mosquitos coletados na UFPA.

No MPEG, considerado um ambiente preservado que possui circulacdo de
pessoas durante o periodo da manh& ao periodo da tarde (Terca-feira a Domingo),
possui menor influéncia antrépica quando comparado com a UFPA. Neste ambiente,
foi possivel observar que a porcentagem de larvas de Ae. Albopictus correspondia a
44% do total de espécies coletadas, entretanto houve a coexisténcia com 33% de
Limatus durhamii, e 18% de Limatus flavisetosus. As demais espécies obtiveram valor
igual ou menor de 2% (Figura 7). Sendo assim, em comparacdo ao periodo de
estiagem, também foi possivel verificar a coexisténcia de Ae. Albopictus e Limatus

durhamii, porem a segunda espécie foi encontrada em maior nimero.
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RELACAO DE LARVAS DE MOSQUITOS COLETADOS

NO MPEG
Wyeomyia
Wyeomyia spp. aporonoma
2% 1% Aedes aegypti
1% m Aedes aegypti

Limatus flavisetosus

® Aedes albopictus
18%

m Culex carrolia

Aedes albopictus ) .
44% B Limatus durhamii

m Limatus flavisetosus
m\Wyeomyia spp.

® \Wyeomyia aporonoma

Limatus durhamii
33%

Culex carrolia
1%

Figura 7. Gréafico das espécies encontradas do segundo periodo de coletas de larvas de
mosquitos coletados no MPEG.

No BRA, um ambiente semelhante ao MPEG, local em que também ha
circulacdo de pessoas durante o periodo da manha e no periodo da tarde (Terca-feira
a Domingo), foi possivel verificar que Ae. albopictus correspondia a 89% das larvas
coletados e, assim como no MPEG, houve a coexisténcia com Limatus durhamii, que
alcancou somente a 7% do total de individuos coletados. As demais espécies
obtiveram valor igual ou menor a 3% (Figura 8). Devemos destacar que foi observado
em este local a menor diversidade de espécies encontradas em relagdo aos outros

ambientes de coleta durante o periodo de chuvas (Tabela 2).
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RELACAO DE LARVAS DE MOSQUITOS COLETADOS
NO BRA

Limatus flavisetosus

1% Aedes aegypti
| 3%

m Aedes aegypti
® Aedes albopictus
u Limatus durhamii

H Limatus flavisetosus

Aedes albopictus
89%

Figura 8. Gréafico das espécies encontradas do segundo periodo de coletas de larvas de
mosquitos coletados no Bosque Rodrigues Alves.

No PEUT, um dos locais com maior extenséo de floresta preservada, possui
circulagdo de pessoas, porem com menor influéncia direta, e esté situado entre os
municipios de Belém e Ananindeua. As coletas neste local foram realizadas somente
na regido correspondente ao municipio de Belém. Neste ambiente, foi observado um
maior nimero de Culex quinquefaciatus, com 62% do total de espécies, sendo que
houve uma coexisténcia de Culex coronator, com 27% e Limatus durhamii com 7%,
as demais espécies obtiveram valor igual ou menor a 1%. No entanto, neste ambiente
obtivemos a menor nimero de Ae. albopictus (1%), quando comparado aos outros

ambientes de coleta (Figura 9).
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RELACAO DE LARVAS DE MOSQUITOS COLETADOS
NO PEUT

Ocherotatus Ocherotatus
argyrothorax septemstriatus
1% 1%

Aedes aegypti
1%

m Aedes aegypti

Aedes albopictus m Aedes albopictus

Limatus durhamii 1%

7% m Culex coronator

Culex coronator m Culex quinquefaciatus

27% m Limatus durhamii

m Ocherotatus argyrothorax

m Ocherotatus septemstriatus

Culex quinquefaciatus
62%

Figura 9. Gréfico das espécies encontradas do segundo periodo de coletas de larvas de
mosquitos coletados no PEUT.

Quando somados o numero total de larvas de Ae. albopictus coletadas no
periodo de chuvas, foi possivel observar um maior nimero de individuos no BRA
(56%), seguido pela UFPA (30%) e MPEG (14%), e finalmente, no PEUT foi obtido

valor inferior a 1% (Figura 10).

TOTAL DE AEDES ALBOPICTUS NO PERIODO

CHUVOSO
UFPA
0,

30% mUFPA
® Museu
= Bosque

BRA
56%
MPEG

14%

Figura 10. Grafico do total de Ae. Albopictus, nos diferentes locais de coleta no segundo
periodo de coletas
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Em resumo, podemos observar que Ae. albopictus foi a espécie mais
abundante nas areas de coleta (63%), privilegiando como criadouros os bambuzais
presentes nesses locais. Precisa ser destacado que Ae. aegypti, teve uma frequéncia

menor, ndo alcancando 2% das larvas coletadas.

RELACAO GERAL DAS LARVAS DE MOSQUITO

Limatus flavisetosus Aedes aegypti
4% 2%

B Aedes aegypti
Limatus durhamii

11% B Aedes albopictus

M Culex coronator

Culex B Culex quinquefaciatus
quinquefaciatus

13%

B Limatus durhamii

M Limatus flavisetosus

Aedes albopictus
63%

Figura 11. Gréfico geral das espécies encontradas do segundo periodo de coletas de larvas
de mosquitos.

3.2 CARACTERIZACAO GENETICA DOS MOSQUITOS AE. ALBOPICTUS

Para tentar caracterizar geneticamente a populacdo de mosquitos Ae.
albopictus presentes na cidade de Belém, foram utilizados dois oligunucleotideos
descritos para este fim e que amplificam uma porcdo dos genes mitocondriais COI e
ND5 (Kamgang et al., 2011). Para isso foram utilizados o DNA genbémico dos
mosquitos identificados a partir das larvas capturadas nos parques publicos deste
estudo.

Em nossa primeira tentativa para a obtengdo das sequéncias do gene COlI, foi
obtida amplificacdo positiva em somente 7 amostras da UFPA, 9 amostras do MPEG
e 14 amostras do BRA, mostrando que a sequéncia dos oligonucleotideos utilizados
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nao conseguia reconhecer todas as amostras dos mosquitos capturados. (Figura 12,
13 e 14).

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 1.0%: amplificacdo da reacéo de
PCR das amostras da Universidade Federal do Pard, utilizando o gene ND5. M:

Marcador 1 kb ladder plus; 1-15 com 1 individuo e C: controle.

JRERI0N11 12 13 14

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 1.0%: amplificacdo da reacdo de
PCR das amostras do Museu Paraense Emilio Goeldi, utilizando o gene ND5. M:

Marcador 1 kb ladder plus; 1-15 com 1 individuo e C: controle.

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 1.0%: amplificacdo da reacdo de

PCR das amostras do Bosque Rodrigues Alves, utilizando o gene ND5. M:

Marcador 1 kb ladder plus; 1-15 com 1 individuo e C: controle.
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As andlises realizadas com as sequencias de DNA dos fragmentos purificados
conseguiram demostrar que o0s oligonucleotideos utilizados amplificaram um
fragmento intergénico n&o relacionado com o gene COI, demostrando a ligagao
inespecifica dos iniciadores utilizados.

Para tentar explicar esta inespecificidade, foi realizada a analise em bancos de
dados das sequencias dos oligonucleotideos descritos por Kamgang et al. (2011), os
quais foram utilizados em nosso estudo. Estes resultados demostraram que, em
realidade, os oligonucleotideos correspondiam a sequencias dos genes COIl e ND5
de Aedes aegypti, apresentando somente 88% de homologia no oligonucleotideo
senso e 71% de homologia no oligonucleotideo antisenso com o0s genes de Ae.

albopictus (Figura 15).

A CCIcontig 31
GeneCCI 31
CligoF 24

] 20 ]
CCIcontig 32

B GeneCOI HETACE P A TTTETICTTTACA TT T AR C GO EHETH 3z
CligoRcomp ——— 0 Y M TTTOENTT TR C GG 24

tagekaTTTtTecTTITAcaTTTAgCGGGaate

Figura 15. Homologia dos oligonucleotideos utilizados neste estudo com o gene COIl de Aedes
albopictus. Na figura sdo mostrados os alinhamentos das sequencias de DNA dos
oligonucleotideos (Oligo) senso (A) e antisenso (B) com a sequéncia codificante do gene COI
(AJ971008) e o contig derivado do genoma de Aedes albopictus. O alinhamento foi realizado
utilizando o programa ClustalW e as sequencias editadas no programa GeneDoc.

Baseados nestes resultados, foram testados diversos protocolos de
amplificacdo por PCR modificando tanto a concentracdo de cloreto de magnésio,
guanto a temperatura de anelamento na reagcdo. Em todos protocolos utilizados o
resultado foi negativo, sendo mostrado como auséncia de amplificacdo ou

amplificacdo de sequencias nao relacionadas (Tabela 4).
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Tabela 5. Descrigdo dos protocolos de PCR utilizados com os oligonucleotideos COI F e R.

Temperatura | MgCl2 | Resultado | Temperatura| MgClz | Resultado
54°C 0,5 mM Negativo 45°C 0,5mM | Negativo
54°C 1,0 mM Negativo 50°C 0,5mM | Negativo
54°C 2,5mM | Negativo 52°C 0,5mM | Negativo

Baseados nestes resultados foram solicitados novos oligonucleotideos
baseados no trabalho de Zhong et al. (2013) com os quais foram amplificadas as
amostras de DNA dos mosquitos capturados. Como mostrado na figura 16, 0s novos
oligonucleotideos conseguiram amplificar uma amplificacdo especifica de fragmento
de aproximadamente 700 pares de bases o qual foi destinado para sequenciamento
(Figura 16).

Sttt il Buie Ol 01 12113 "14 156 16 C-

Figura 16. Amplificagdo do gene COI utilizando os oligonucleotideos 1454 e 2160 (Zhong et
al., 2013). Na figura sédo mostrados o marcador de peso molecular (M), amplificagcdo de

amostras de DNA de mosquitos capturados (1-16) e controle negativo de reagéo (C-).

Com este novo set de oligonucleotideos foram realizadas 144 sequencias com
as quais foram obtidos, de forma integra, fragmentos de em média 600 pares de base
com 0s quais conseguimos estabelecer, apés o alinhamento destas sequéncias, a
existéncia de somente um polimorfismo na posicdo 357 (T/C) separando duas
populacfes de mosquitos, onde o polimorfismo T esta presente somente em trés das
amostras analisadas (COI-T), destacando que o restante das amostras (141)
apresentavam o polimorfismo C (COI-C). Quando as sequencias foram comparadas
as provenientes de amostras de mosquitos capturados em Sao Paulo, conseguimos
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observar que tais mosquitos apresentam o mesmo polimorfismo C na posi¢do 357
apresentado nas amostras de mosquitos de Belém (Figura 17).

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100
CoI-T G ele GG. 104
CoI-c 104
AeAlb-SP : 104

AAAGATATTGGAACATTATACTTTATTTTCGGTATTTGATCTGGAATAGTCGGAACTTCACTAAGAGTTTTAATTCGTATTGAACTTAGACATCCTGGTATATT

* 120 * 140 * 160 * 180 * 200

TATTGGAAATGATCAAATTTATAATGTAATTGTTACTGCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATCATAATTGGAGGATTTGGAAACTGAC

* 220 * 240 * 260 * 280 * *
C ATATAGCTTTT GAATARATAATATAAGTTTTTGAATATTA C C. TTTCTAGTTCTSN
ATATA(LTTTT SAATAAATAATATAAITTTTT(AATATTA C C TTTCTAGTTC TSR
G C GCTTTCTAGTTCTea

GATTTAGCAATTTTTTCTTTACAEESINS
GATTTAGCAATTTTTTCTTTACA NS
H C C' kTTkA TGATTTAGCAATTTTTTCTTTACAEEENNS
ATAGTAGAAAACGGAGCTGGAACAGGGTGAACGGTTTATCCTCCCCTTTCTTCTGGAACAGCTCATGCTGGGGCTTCAGTTGATTTAGCAATTTTTTCTTTACA

420 * 440 * 460 * 480 *
COI-T GCGGGRAATCTCATCTATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAARTTAATATACGATCAGCTGG 520
COI-C AATLTLATLTATTTTA GTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATACGATCA ATTACTCTTG > G 520
AeAlb-SP : GTARATTTTATTACRAACTGTAATTAATATACGATCA! ATTACTCTTGA VTALLTTTATTTITI : 520
TTTAGCGGGAATCTCATCTATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATACGATCAGCTGGTATTACTCTTGATCGACTACCTTTATTTGTGT
* 540 * 560 * 580 * 6 * 620
COI-T GCTATTTTATTACTTCTTTCTCT. 5 el “TATTACTATATTATTAACAG AAATTTAAATACATCTT TRV
COI-C : ‘TATTTTATTALTT(TTT(T:T “TATTACTATATTATTAAC( AAATTTAAATACATCTT 620
AeAlb-SP : “TATTACTATATTATTAACAG AAATTTAAATACATCTT' 620

GATCAGTAGTAATTACAGCTATTTTATTACTTCTTTCTCTACCCGTATTAGCCGGAGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAATTTAAATACATCTTT

Figura 17. Alinhamento da sequéncia do gene COIl de Ae. albopictus capturados na cidade
de Belém. Na figura é mostrado o alinhamento de sequencias de DNA do gene COI de
mosquitos capturados na cidade de Belém (COI-T e COI-C), mostrando o SNP T/C (single
nucleotide polymorphism) na posicdo 357. AeAlb-SP corresponde a sequéncia do gene COI

de mosquitos capturados na cidade de S&o Paulo.

Para tentar caracterizar as duas populacdes de Ae. albopictus achadas na
cidade de Belém, foi realizada uma andlise de inferéncia Bayesiana das sequencias
descritas neste estudo, junto com sequencias obtidas em bancos de dados
correspondentes a mosquitos presentes em outras cidades do Brasil (S&o Paulo, Rio
de Janeiro, S&o Luiz) e de sequéncias descritas nas Américas, Asia, Europa e Oceano
indico. Com esta anélise conseguimos observar que o haplétipo mais frequente do
nosso estudo (COI-C) consegue se agrupar com isolados do Brasil e outros paises de
clima tropical, enquanto que o haplétipo menos frequente (COI-T) é agrupado com
isolados de paises de clima temperado (Figura 18). A baixa qualidade das sequencias
obtidas com os oligonucleotideos ND5 nédo permitiu realizar as andlises descritas para

0 gene COI.
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Figura 18. Hipétese de Inferéncia Bayesiana da filogenia de Ae. albopictus baseada na
sequéncia do gene COI. As sequencias do gene COI obtidas na cidade de Belém fora
alinhadas junto com sequéncias do mesmo gene de diversas partes do mundo utilizando o

programa ClustalW. A analise de inferéncia foi realizada com o programa MrBayes e a figura

editada utilizando o programa FigTree.

3.3 CARACTERIZACAO DO PADRAO DE ALIMENTACAO DAS FEMEAS ADULTAS
DE AE. ALBOPICTUS

Para estes estudos foram realizadas cinco coletas ativas de mosquitos adultos
nas trés areas de estudo, resultando em 356 mosquitos capturados, dos quais 7 se
apresentaram ingurgitados (1,96%). O DNA total de estes mosquitos foi purificado e

usado para amplificacdo por PCR utilizando os oligonucleotideos que determinam o
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padrao de alimentac&o. Nas sete amostras de mosquitos ingurgitados foi detectado a
presenca de sangue humano (Figura 19). Precisa ser destacado que das 7 amostras
analisadas 1 correspondia ao haploétipo COI-T e as demais amostras correspondem

ao haplotipo COI-C.

Figura 19. Determinacao de padréo de alimentacdo de Ae. albopictus na cidade de Belém.
Amostras amplificadas utilizando oligonucleotideos para a detec¢do de sangue humano. Na
figura sdo mostrados o marcador de peso molecular (M), amplificacdo de DNA de mosquitos
ingurgitados (1-7), controle positivo (C+, DNA de mosquito alimentado com sangue humano),
controle negativo (C-, DNA de mosquito ndo ingurgitado).

3.4 ISOLAMENTO DE RNA DAS FEMEAS DE AE. ALBOPICTUS E RT-PCR PARA
IDENTIFICACAO DO DENV

Para verificar se existe transferéncia do virus dengue desde as fémeas do
mosquito para a sua descendéncia, foram utlizados os individuos adultos
provenientes das larvas coletadas nos parques publicos de Belém. Para esta analise
foram utilizados oligonucleotideos especificos para a amplificacdo de todos os
sorotipos de virus dengue descritos por Lanciotti et al. (1992) e que séo utilizados para
diagnostico por RT-PCR no Laboratério Central (LACEN) da cidade de Fortaleza.
Foram analisados 0s mosquitos capturados na época de estiagem e os da época
chuvosa.

Na época de estiagem foi possivel o isolamento de RNA total em 5 grupos de
fémeas de Ae. albopictus na fase adulta, sendo 3 grupos com 5 individuos, 1 grupo

com 2 individuos, coletados no MPEG, e apenas 1 individuo na UFPA.
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Apbs serem submetidos a reacdo de PCR as amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1.5%. Entretanto, n&o foi observada nenhuma banca

correspondente aos fragmentos do DENV, demostrado na Figura 20.

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose a 1.5%: amplificacdo da reacdo de PCR. M:
Marcador; 1: MPEG com 5 fémeas; 2: UFPA com 1 fémea; 3: MPEG com 5 fémeas; 4: MPEG
com 5 fémeas; 5: MPEG com 2 fémeas e C: controle.

Com a grande quantidade de mosquitos obtidos na época chuvosa foi possivel
realizar o isolamento de RNA total em 10 amostras, sendo que cada continha 5 fémeas
adultas. Nao foi possivel o isolamento de RNA de fémeas de Ae. albopictus na fase
adulta nas coletas do Parque Estadual do Utinga devido ao baixo numero de larvas
coletadas.

Como no primeiro periodo de coleta, apds o isolamento o RNA total foi retro-
transcrito em cDNA para a amplificacdo dos fragmentos correspondentes ao DENV.
Depois de serem submetidos a reacdo de PCR, as amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1.5%. Entretanto, da mesma forma que observado
na época de estiagem, ndo foi observada nenhuma banda correspondente aos
fragmentos do DENV nas amostras analisadas, demostrado nas figuras 21, 22 e 23.
Estes resultados demostram que com as técnicas utilizadas, nao foi possivel detectar
a transmisséo transovariana do DENV nos mosquitos Ae. albopictus na cidade de

Belém.
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose a 1.5%: amplificacdo da reacdo de PCR das
amostras da UFPA. M: Marcador 1 kb ladder plus; 1-10 com 5 fémeas e C: controle.

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose a 1.5%: amplificacdo da reacdo de PCR de
amostras do Museu. M: Marcador 1 kb ladder plus; 1-10 com 5 fémeas e C: controle.

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose a 1.5%: amplificacdo da reacdo de PCR de
amostras do Bosque. M: Marcador 1 kb ladder plus; 1-10 com 5 fémeas e C: controle.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia do mosquito Aedes
albopictus em quatro parques publicos da cidade de Belém, realizando a
caracterizacado genética deste mosquito e a estudos destinados a determinar o padréo
alimentar de fémeas adultas, além de avaliar o risco de transmisséo do virus dengue
na area urbana de Belém analisando a possivel infeccdo transovariana do virus
dengue neste mosquito.

Este estudo forneceu informacfes quanto & presenca do Ae. albopictus em
ambientes com diferente grau de antropizacao, sendo verificado como a espécie de
maior abundancia em criadouros de é&reas mais urbanizadas, ressaltando a
coexisténcia com o Ae. aegypti no mesmo criadouro. As larvas do mosquito Ae.
albopictus foram encontradas preferencialmente em apenas um tipo de criadouro, que
€ correspondente a interiores de bambuzais cortados.

As larvas de Ae. albopictus e Ae. aegypti podem ser frequentemente
encontrados desenvolvendo-se no mesmo criadouro (Braks et al., 2003), apesar
disso, hd uma tendéncia ao aumento de Ae. albopictus, tanto em areas urbanas
guanto em zonas rurais, embora nestas areas Ae. albopictus substitua ou desloque
Ae. aegypti (Honorio & Lourencgo-de-Oliveira 2001; Forattini et al., 1998). Segundo,
Gilotra et al., (1967) em um estudo realizado em Calcutd, na India, em locais de
reproducao de ambas as espécies, observaram que ndo houve exclusdo competitiva
entre elas. Estes dados corroboram que o desenvolvimento larval de Ae. Albopictus e
Ae. Aegypti pode ocorrer no mesmo criadouro sem que ocorra a exclusdo de uma das
espécies, apesar de que em condicfes de alta densidade larval verifica-se o0 melhor
desempenho de Ae. albopictus quando na presenca de Ae.aegypti, sugerindo maior
resisténcia da primeira espécie a superpopulacéo (Barrera, 1996; Juliano, 1998)

No estudo realizado por Ceretti et al., (2014), em Parques Publicos no Estado
de S&o Paulo, foram realizadas coletas de larvas em interiores de bambus, sendo que
61 dos parques visitados, apenas 23 foram positivos para as larvas de mosquitos nos
interiores desses criadouros. Em seus resultados, o Ae. albopictus foi encontrado em
19 Parques e foi, portanto, a espécies mais frequente (68,7% do total). Com base no
namero total de larvas recolhidas, o Ae. albopictus era 7,2 vezes mais abundante do

gue o Ae.aegypti. Estes resultados indicaram que, em Parques Urbanos no estado de
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Séao Paulo, o Ae. albopictus e capaz de colonizar interiores de bambu de forma mais
eficiente. Enquanto, Gomes & Marques (1988), em um estudo realizado para se
conhecer a preferéncia entre criadouros naturais e artificiais do mosquitos Ae.
albopictus, concluiram a preferéncia por criadouros naturais, como bromélias e
interiores de bambus. Podemos inferir que a preferencia por bambuzais cortados,
pode estar relacionado com fato destes locais possuirem caracteristicas semelhantes
aguelas de ambientes rurais e selvagens, apesar de estarem incorporado em uma
paisagem urbana.

Com a captura abundante de Ae. albopictus durante o estudo, foi possivel
conhecer a caracteristica genética deste mosquito presente na cidade de Belém, a
partir da realizacdo de uma genotipagem inicial destes mosquitos utilizando genes
mitocondriais COl e ND5. Nas analises das sequéncias de um fragmento de 600 pares
de bases do gene COI conseguimos estabelecer a existéncia somente de um SNP
(357 T/C) o qual permitiu diferenciar duas populacdes de mosquitos, a primeira foi
isolada com maior frequéncia (COI-C) apresentando homologia de 100% com
amostras de mosquitos capturados em outras regides do Brasil (Rio de janeiro, Sdo
Paulo, S&o Luiz) e em paises de clima tropical. Além de uma populacdo de menor
frequéncia (COI-T) a qual apresenta homologia com mosquitos capturados em paises
de clima temperado. Estes achados diferem dos apresentados por outros estudos
onde a analise da sequéncia do gene COI determina a presenca de somente uma
populacdo de mosquitos na regido estudada (Kamgang et al., 2011).

Estudos realizados por Paupy et al., (2009), Fernandez et al., (2012) e Lima-
Camara et al., (2013), demostram que a colonizacéo de regides de clima temperado,
bem como regides de clima tropical e subtropical, é facilitada pela plasticidade
biol6gica e comportamental do mosquito Ae. albopictus. Com isso, nossos achados
demostram a presenca de duas populacdes distintas de Ae. albopictus na cidade de
Belém, e assim podemos inferir que o mosquito referente ao haplétipo COI-T
correspondente a regides de clima temperado, pode ter sido introduzido na regido
através do trafego de navios na regido, conseguindo se desenvolver e conviver com
as demais espécies. Entretanto, € possivel que a baixa frequéncia desta populacao
de mosquitos esteja associada ao seu nivel de adaptacdo as condi¢cdes bioticas e
abidticas da regido.

Devido a esta variabilidade de populacdes de Ae. albopictus, a caracterizacao do

padrao alimentar é fundamental, tendo em vista que em nossos resultados
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conseguimos estabelecer que os sete mosquitos ingurgitados (1,96% do total)
apresentavam sangue humano no seu trato digestivo e ndo de outro vertebrado. O
baixo nimero de mosquitos ingurgitados coincide com os achados em outros estudos,
onde a porcentagem de mosquitos com presenca de sangue nao supera o 4% do total
de mosquitos capturados (Bueno et al., 2010; Kirchatter et al., 2014). Valério et al.,
(2010) em um estudo realizado na Itdlia, mostraram que nas analises de amostras
sanguineas provenientes de mosquitos coletados em campo e provenientes de
experimentos de escolha de hospedeiros para o repasto revelaram que, quando
dispde de oportunidade, Ae. albopictus prefere se alimentar de sangue humano em
detrimento de outros animais. Outras pesquisas realizadas por Ponlawat e Harrington
(2005) na Tailandia; Richards e colaboradores (2006) nos Estados Unidos e Dellate
et al., (2010) em La Réunion também demostraram a preferéncia por este tipo de
hospedeiro (humanos).

Estes achados corroboram os resultados obtidos no presente estudo, assim como
0 estudo realizado por Foraji et al., (2014) destinado a caracterizar quais eram 0S
animais utilizadas pelo mosquito para realizar a hematofagia do inseto em areas
temperadas. Estes pesquisadores conseguiram estabelecer que estes insetos se
alimentam preferencialmente de sangue de humano, demonstrando o alto risco
causado pela presenca deste mosquito para a transmisséo de virus dengue.

Com o conhecimento de que o mosquito Ae. albopictus tem se alimentado de
sangue proveniente de humanos, nos leva a ressaltar a importancia epidemiologica
gue este mosquito possui, pois o Ae. albopictus é responsavel por surtos de dengue
ocorridos no continente asiatico (Instituto Oswaldo Cruz, 2008). No periodo em que
foram realizadas as nossas coletas, no estado do Para houve um aumento
significativo no numero de pacientes infectados com o virus dengue, sendo
observados 4.780 casos registrados em 2015 e 6.202 casos registrados no ano de
2016 (SESPA-Secretaria de Estado de Saude Publica, 2015, 2016). Com isso,
podemos inferir que ao apresentarem sangue humano no intestino, ha possibilidade
de que mosquitos de Ae. albopictus podem estar associados a possivel transmissao
do virus dengue (DENV), contribuindo para as epidemias deste virus.

Entretanto, nos estudos destinados a identificagdo de infec¢do transovariana
de DENV realizados no presente trabalho, ndo obtivemos resultados positivos, nao
confirmando a possivel infeccéo do virus por esta forma de transmissdo. Mesmo nao

demostrada a infec¢cdo de mosquitos Ae. albopictus com virus dengue, vale ressaltar
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gue o Ae. albopictus precisa destaque nas medidas de vigilancia epidemiolégica, pois
esse mosquito mostrou-se, em experimentos laboratoriais, capaz de infectar-se com
cerca de 23 arbovirus (Moore & Mitchell, 1997), e em virtude dos escassos relatos de
pesquisas conduzidas em campo direcionadas ao Ae. albopitcus, é possivel que sua
participacdo como vetor do virus dengue tenha sido negligenciada (Degallier et al.,
2003).

O estudo da populacdo de Ae. albopictus na cidade de Belém, ressalta a
importancia epidemioldgica deste mosquito, devido ao risco de aparecimento de casos
de dengue transmitido por Ae. albopictus. Assim como Vélez et al., (1998) conclui, que
devido aos numeros de larvas encontradas de Ae. albopictus, € possivel que a fémea
exerca a hematofagia em uma ampla variedade de animais, mamiferos e aves, sendo
ainda altamente antropofilica, o que aumenta sua capacidade de transmitir
enfermidades em diferentes hospedeiros. Com isto, se torna vidvel que a transmissao
de diversos virus que podem ser transmitidos de forma horizontal ou vertical, tendo
esta ultima importancia epidemiolégica, pela possibilidade de estabelecer novos focos
de dengue gatilhados pela presenca de ovos infectados. Sendo que esta espécie
apresenta uma ampla valéncia ecologica, adaptando-se facilmente aos ambientes
rural, urbano e peri-urbano, desta forma, presume-se que possa servir de ponte entre
os ciclos silvestre e urbano de arboviroses de importancia epidemiolégica (FUNASA-
Fundacao Nacional de Saude, 1999; Monath, 1987).
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, € verificado a presenca do mosquito Ae. albopictus nos
quatro fragmentos florestais da cidade de Belém, sendo capturados em apenas um
tipo de criadouro, referente a interiores de bambuzais cortados. A partir disto,
conseguimos estabelecer a existéncia somente de um polimorfismo (357 T/C) o qual
permitiu diferenciar duas popula¢des de mosquitos, a com maior frequéncia (COI-C)
correspondente a regides de clima tropical e de menor frequéncia (COI-T)
correspondente a regides de clima temperado. Nos estudos destinados a caracterizar
o padrédo de alimentacdo de Ae. albopictus na cidade de Belém conseguimos
estabelecer que os sete mosquitos ingurgitados (1,96% do total) apresentavam
sangue humano no seu trato digestivo. Entretanto, as amostras de RNA, n&o
confirmaram a possivel infeccdo do virus dengue por transmissdo transovariana.
Contudo, futuras pesquisas sdo necessarias, para que se possa investigar fatores
associados com a dispersdo do Ae. albopictus. Todavia, a crescente coexisténcia
desta espécie com A. aegypti, em areas de transmissao ativa de dengue, representa

uma ameaca para a saude do ser humano.
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