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Resumo
O principal vetor do virus Dengue é o Aedes aegypti, uma espécie originaria da Africa.
A presenca do vetor nas Américas data dos séculos XVII-XVIII; a primeira introducéo
no Brasil aconteceu, provavelmente, no inicio do seculo XIX. Contudo, o processo de
invasdo do continente por Ae. aegypti ainda é mal compreendido, e as relacdes entre as
dindmicas de introducéo/estabelecimento/expansdo do vetor e as tendéncias
epidemioldgicas da doenga ndo tém sido avaliadas de forma detalhada. Neste trabalho
testamos uma série de hipdteses sobre as origens, numero e dindmicas espaciais e
temporais da invasdo das Américas por Ae. aegypti. As predi¢des-chave foram testadas
utilizando uma base de mais de 3000 seqiiéncias de um fragmento do gene ND4
mitocondrial. Esta base, compilada e completada durante o desenvolvimento deste
projeto, contém dados de espécimes de cinco regides das Américas (desde os Estados
Unidos até o Sul do Brasil), da Africa e da Asia. As anélises incluiram os seguintes
aspectos: (i) diversidade genética; (ii) padrdes espaciais de ocorréncia de diferentes
haplotipos; (iii) relacbes genealdgicas e filogenéticas; (iv) estruturacdo genética
populacional; e (v) demografia histdrica. Os resultados sugerem dois eventos principais,
provavelmente antigos, de introducdo de Ae. aegypti nas Américas. Ambos envolveram
a chegada inicial de populagbes africanas moderadamente diferenciadas a regido do
Caribe/Norte-Mesoamérica. Uma destas linhagens se dispersou até a Venezuela e
avangou para o sul em duas ondas. A primeira onda alcangou o norte da Amazodnia,
onde algumas sub-populagdes ficaram isoladas; sugerimos que a dispersdo destes
vetores foi a responsével pela primeira pandemia americana de dengue (1824-1828). A
segunda onda, muito mais recente, resultou na colonizagdo de grande parte da América
do Sul. A segunda linhagem, pelo contrario, alcangou o continente Sul-americano pelo

Sudeste do Brasil, e se dispersou em direcdo norte durante a segunda pandemia (1845-



1851); a persisténcia desta linhagem no pais sugere que as campanhas de erradicacéo
nunca alcancaram seu objetivo. O encontro secundario dos descendentes das duas
linhagens principais € responsavel pelo padrdo repetidamente reportado de alta
diversidade genética das populagdes locais. Os dados sugerem que a disperséo passiva
do vetor e os efeitos das agOes de controle geram um padréo de forte estruturagdo
genética. Em conjunto, os dados genéticos e a evolucdo recente do perfil
epidemioldgico da dengue no Brasil indicam que a efetividade das intervencdes de
controle se viu comprometida pelo processo de descentralizagdo do sistema de saude
nos anos 1990. Finalmente, mostramos como o0s resultados das analises genéticas
podem ajudar no desenho de melhores estratégias de controle e vigilancia; eles podem
ajudar a identificar sub-populacdes mais invasivas ou mais diversas do vetor, ou a
definir pontos criticos para o controle-vigilancia entomoldgicos. Os dados sugerem que
estas intervencdes serdo importantes inclusive em localidades ja colonizadas pelo vetor.
Em definitiva, temos desenvolvido, utilizando dados sobre variabilidade genética
populacional, uma proposta capaz de dar conta do processo de invasdo das Ameéricas
por A. aegypti e estabelecido as possiveis correspondéncias entre os padrdes de
diversidade genética desta espécie de vetor e as dindmicas espaciais e temporais da

epidemiologia da dengue no Brasil.



Abstract

The most important vector of Dengue virus is Aedes aegypti, an originally African
mosquito species. The presence of this vector in the Americas dates back to the 17"-18"
centuries; it is thought to have been first introduced into Brazil by the beginning of the
20™ century. However, the process of invasion of the continent by Ae. aegypti remains
poorly understood, and the relationships between the dynamics of vector
introduction/establishment/expansion and dengue epidemiological trends have not been
thoroughly assessed. Here we test a series of hypotheses regarding the origins, number,
and spatial and temporal dynamics of the invasion of the Americas by Ae. aegypti. Key
predictions were tested using a database composed of over 3000 mitochondrial ND4
gene sequences. This database, which was compiled and completed in the course of the
project, contains sequences from specimens collected in five regions of the Americas
(from the United States to southern Brazil), in Africa, and in Asia. Analyses covered the
following subjects: (i) genetic diversity; (ii) spatial patterns of haplotype occurrence;
(iif) genealogical and phylogenetic relationships; (iv) population genetic structuring;
and (v) historical demography. Results suggest two major, probably old events of Ae.
aegypti introduction into the Americas. Both involved the early arrival of moderately
divergent African populations to the Caribbean and North-Mesoamerica. One of these
lineages dispersed to Venezuela and spread southwards in two invasion waves. The first
wave reached northern Amazonia, where some sub-populations became isolated; we
suggest that the spread of these vectors was involved in the first American dengue
pandemic (1824-1828). The second, much more recent wave resulted in the colonization
of most of South America by this lineage. In contrast, the second major lineage reached
South America by the Brazilian Southeastern region, and dispersed northwards during

the second pandemic (1845-1851); the persistence of this lineage in Brazil suggests that



xi

eradication campaigns were never completely successful. The secondary encounter of
the descendants of both major lineages gave rise to the often-reported pattern of high
genetic diversity. The data suggest that passive vector dispersal and the effects of
control interventions on local populations produce a pattern of strong genetic
structuring. The recent evolution of dengue epidemiological patterns in Brazil suggests
that health sector reform and decentralization in the 1990s limited the efficacy of
control interventions. We finally suggest how the results of studies on vector genetics
can be incorporated into the design of better control-surveillance strategies; they can
help identify more invasive or more diverse vector populations, or help define critical
locations for entomological surveillance and control. Our data show how these
interventions should be pursued even in localities already infested by the vector. We
have developed, making use of data on population genetic variability, a comprehensive
proposal on the process of invasion of the Americas by Ae. aegypti, and tentatively
established the correspondence between the patterns of genetic diversity of this vector

species and the spatial and temporal dynamics of dengue epidemiology in Brazil.
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1. Revisdo bibliogréfica: dengue e seus vetores no Brasil e nas Américas
1.1. Flavivirus transmitidos por mosquitos: Dengue e Febre Amarela

O género Flavivirus (familia Flaviviridae) estd composto por virus RNA fita
simples envelopados. Estes virus tém uma ampla distribuicdo mundial e formam um
grupo altamente diverso de agentes patogénicos transmitidos por artropodes. Os mais
importantes dos flavivirus capazes de causar doengas nos seres humanos e transmitidos
por mosquitos (Diptera: Culicidae) sdo o virus Dengue, o virus da Febre Amarela
(VFA), o virus do Nilo Ocidental e o virus da Encefalite Japonesa (Burke & Monath,
2001). Os dois primeiros sdo transmitidos por vetores do género Aedes; um deles, Aedes
aegypti, € particularmente relevante por causa da sua capacidade de infestar areas
urbanas com populagdes humanas extremamente densas.

A dengue é uma doenca febril aguda potencialmente muito grave. A diversidade
genética do virus Dengue se reflete na existéncia de quatro sorotipos (DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4); todos eles sdo transmitidos ao homem através da picada de
mosquitos do género Aedes. A infeccdo por um dos sorotipos confere imunidade
permanente para 0 mesmo sorotipo, mas ndo imunidade cruzada para 0S outros trés
(Gubler, 1998).

A infeccdo pelo virus Dengue pode ser subclinica; nos pacientes que desenvolvem
a doenga, esta aparece na forma de dois tipos principais de quadro clinico: a febre
cléssica da dengue (FD, ou dengue cléssica) e a febre hemorragica da dengue (FHD, ou
dengue hemorrdgica). A sintomatologia das formas cléssicas inclui cefaléia intensa com
dor retro-orbital, febre, artralgias, mialgias, prostracéo, erupgdo cutanea e desidratagao.
A FHD é uma forma complicada que geralmente comega com tosse, faringite, vomito e
dor abdominal; as mialgias e artralgias sdo raras; as manifestacBes hemorragicas

incluem petequias, equimoses, hemorragia nasal, conjuntival ou gengival, hematemese,



melena, hepatomegalia e hemoconcentracdo com elevacdo do hematdcrito em até 20%;
nas formas mais graves, que podem levar ao GObito, aparecem sinais de choque, com
hipotensdo, pulso rapido e débil e perda de consciéncia (Rosa et al., 1997).

No conjunto de suas manifestacOes, esta doenca é um dos principais problemas de
saude publica no mundo. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que 50
milhGes de pessoas se infectem anualmente em 100 paises de todos os continentes,
exceto a Europa. Cerca de 500.000 doentes com FHD necessitam de hospitalizacéo, e
12.500 morrem a cada ano (WHO, 2009). O aumento da incidéncia de FD e FHD tem
sido atribuido a multiplos fatores; destacam, entre eles, o crescimento demografico
acelerado, associado a urbanizacdo desordenada e com infra-estrutura sanitaria
deficiente; a circulagcdo de mdltiplos sorotipos; o aumento do deslocamento aéreo e
fluvial, que favorece a dispersdo dos vetores e agentes infecciosos entre regides; as
deficiéncias dos programas de controle; e o desenvolvimento de resisténcia aos
inseticidas pelos vetores (Gubler, 1998).

Os primeiros casos de dengue no Brasil foram registrados na cidade do Rio de
Janeiro em 1845. Estes casos deram origem a primeira epidemia no pais (1845-1848),
coincidindo com o inicio da segunda pandemia de dengue nas Américas. E provavel que
a segunda epidemia, que comecou dois anos depois e durou trés anos (até 1853),
estivesse estreitamente relacionada com esta primeira invasdo do Brasil pelo virus
dengue e seus vetores. As duas pandemias seguintes (1870-1873 e 1901-1907) ficaram
restritas as regides de Norte-mesoamérica e o Caribe (incluindo a Colémbia no caso da
segunda), e ndo atingiram o Brasil. A doenca reapareceu em 1916, no contexto da
quinta pandemia (1912-1916), e em 1923, quando uma nova epidemia atingiu o Rio de

Janeiro (PAHO, 2009).



Depois, no entanto, 0 pais permaneceu sem registro de casos de dengue por quase
60 anos, o que provavelmente foi devido aos efeitos conjuntos das campanhas de
erradicacdo de Ae. aegypti (cuja eliminacdo foi certificada nos periodos 1958-1966 e
1973-1975) e do status imunoldgico das populagdes humanas nas &reas urbanas
previamente atingidas pela doenga (Tauil, 2002; Wearing & Rohani, 2006; PAHO,
2009).

Os primeiros registros de dengue depois deste periodo se referem a epidemia que
atingiu a cidade de Boa Vista, Roraima, em 1982, e que envolveu o0s sorotipos DENV-1
e DENV-4 (Osanai et al., 1983). Esta epidemia se deu no contexto da emergéncia de
DENV-4 nas Américas, que gerou surtos da doenga (e a primeira epidemia importante
de FHD) no Caribe, América Central, México, os Estados Unidos e o norte da América
do Sul; nesta ultima sub-regido, DENV-4 foi identificado pela primeira vez em 1982 em
Boa Vista, na Guiana Francesa, no Suriname e na Coldmbia, e em 1985 na Venezuela
(PAHO, 2009).

Em 1986-1987 foram registradas vérias epidemias de dengue, causadas pelo
sorotipo DENV-1, nos estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo, Minas Gerais, Alagoas e
Ceard (Rosa et al., 1997). Desde entdo, ciclos epidémicos tém se registrado
periodicamente (1990-1991, 1993, 1995-1996, 1998, 2000, 2002) em diversas areas do
Sudeste, Nordeste e Norte do pais; este padrdo sugere que o principal mecanismo
envolvido na modulagdo da incidéncia seja, desde o inicio dos anos 1990, o perfil
imunolégico das populacdes humanas locais em relagdo com os sorotipos virais
circulantes em cada ocasido (Wearing & Rohani, 2006). Desde 2005, a tendéncia das
notificagBes anuais de casos é progressivamente ascendente; a Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS) do Ministério da Saude (MS) registrou 346.000 notificacbes de casos

de dengue no ano de 2006 e mais de 550.000 em 2007. Quase 790.000 casos de dengue



foram notificados em 2008 (janeiro-novembro), com mais de 4000 casos confirmados
de FHD e mais de 45.000 hospitalizagGes (cf. Barreto & Teixeira, 2008).

Em Manaus, a primeira epidemia de dengue ocorreu em 1998 (i.e., no contexto da
sexta pandemia americana), com 13.873 notificagbes. A maioria de casos
diagnosticados foi causada pelo sorotipo DENV-1, detectado em marco; a circulacéo de
um segundo sorotipo (DENV-2) foi detectada em novembro do mesmo ano (Figueiredo
et al., 2004).

Segundo dados do MS, circulam atualmente no Brasil trés sorotipos do virus
Dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3). Recentemente foi reportada a circulagéo do
sorotipo DENV-4 na cidade de Manaus; se confirmado, seria 0 primeiro registro deste
sorotipo no Brasil em 25 anos (Figueiredo et al., 2008).

Um outro flavivirus de grande importancia médica € o virus da febre amarela
(VFA), uma doenga caracterizada por suas manifestacdes ictérico-hemorrégicas e suas
altas taxas de letalidade (~50%). Os ciclos enzodticos deste virus, que infecta primatas
silvestres, sdo mantidos por mosquitos do género Haemagogus; as epidemias aparecem
quando o VFA, geralmente trazido por sujeitos ndo imunes que entraram em contato
com mosquitos silvestres, comeca a circular em &reas urbanas infestadas por Ae. aegypti
e cujos habitantes ndo estdo imunizados. A vacinagdo de sujeitos ndo imunes e que
moram em (ou viajam até) &reas de circulacdo enzodtica do VFA é a medida preventiva
mais eficiente para evitar estas epidemias. No caso da dengue, a prevencdo depende
quase exclusivamente do controle das populagdes do mosquito vetor (Barreto &

Teixeira, 2008).



1.2. Os vetores do virus Dengue

Como no resto do mundo, o principal vetor de virus Dengue no Brasil & Aedes
aegypti. Este mosquito altamente sinantropico coloniza facilmente ambientes urbanos
em regides tropicais e subtropicais. As fémeas sdo fortemente antropofilicas, com
atividade hematofégica preferencialmente diurna; elas utilizam depositos artificiais de
agua limpa (vasos, garrafas, pneumaticos, baldes etc.) para colocar seus ovos. Estes tém
uma alta capacidade de resistir a dessecacdo, mantendo-se vidveis na auséncia de agua
por até 450 dias (Hondrio, 1999; Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 2004).

Aedes albopictus ¢ um importante vetor do virus Dengue na Asia, e é susceptivel
a infeccdo por diversos Flavivirus (Mitchell, 1991; Gratz, 2004). Enquanto Ae. aegypti
€ uma espécie restrita a ambientes urbanos (exceto na sua area de origem na Africa), Ae.
albopictus coloniza também ambientes silvestres, estabelecendo seus criadouros em
ocos de arvores e outros locais de acumulo de &gua; sua eliminacdo é considerada
impraticavel por causa desta capacidade. Contudo, Ae. albopictus é considerado um
vetor relativamente pouco eficiente de virus Dengue; as fémeas desta espécie sdo menos
sinantrépicas e menos antropofilicas (e estdo menos frequentemente infectadas pelo
virus) do que as de Ae. aegypti (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994; Gratz, 2004).

Ae. aegypti € uma espécie biologicamente complexa. O estudo dos padrbes de
variacdo morfoldgica, bioldgica e de distribuicdo geogréafica de populagdes africanas do
vetor levou Mattingly (1957) a propor a existéncia de duas subespécies. Enquanto Ae.
aegypti formosus, de coloragdo escura, ocorre usualmente em areas silvestres ao sul do
deserto do Saara, Ae. aegypti aegypti, de coloragéo castanha, é encontrada em ambientes
domiciliares, com distribuicio ampla nas planicies costeiras da Africa. E esta ultima
subespécie a que, segundo Vvarios especialistas, pode ser encontrada em regides fora do
continente africano (Tabachnick & Powell, 1979). Segundo Failloux et al. (2002), Ae.

aegypti aegypti apresenta um comportamento estritamente sinantrépico e uma elevada



capacidade vetorial. Por outro lado, Ae. aegypti formosus restringe-se a ambientes
silvestres e rurais, e apresenta baixa eficiéncia vetorial.

Diversos estudos tém sugerido a existéncia de diferencas morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais entre as duas subespécies. No Quénia existem pelo
menos trés formas de Ae. aegypti (cf. Tabachnick, 1991). A de coloragdo mais clara,
que utiliza jarros de agua dentro das casas como criadouro, € denominada “forma
doméstica”. Outra, que cria em recipientes descartaveis ao redor das casas ou em fendas
nos troncos de arvores, apresentando variagdes da cor escura, € chamada “forma
peridomestica”. Por ultimo, a “forma selvagem” é caracterizada pela sua cor escura e
passa a sua fase larval em buracos de &rvores ou pedras, dentro da floresta.

Estas e outras evidéncias sugerem que 0 mosquito Ae. aegypti é originario do
continente africano. A regido da Etidpia, onde se encontra o maior nimero de
representantes do subgénero Stegomyia e onde ocorrem as espécies mais estreitamente
relacionadas a este vetor, é apontada como a provavel area de origem de Ae. aegypti (cf.
Tabachnick, 1991).

Christophers (1960, apud Tabachnick, 1991) considera que Ae. aegypti tornou-se
doméstico nos povoados da Africa. A partir do continente africano, este mosquito se
dispersou pelo mundo ao longo das rotas comerciais durante os séculos XVII, XVIII e
XIX. A presenga do vetor no continente americano data dos séculos XVI1I e XVIII, e foi
associada ao comercio de escravos procedentes da Africa Ocidental (Tabachnick, 1991).

Provavelmente Ae. aegypti foi introduzido pela primeira vez no Brasil no inicio
do seculo XIX. Campanhas historicas de luta anti-vetorial aparentemente erradicaram a
espécie do pais em duas ocasides (1958 e 1973), mas ela foi reintroduzida (ou ressurgiu)
apds cada uma delas (em 1967 e 1976) e hoje esti presente em 26 estados e 4000

municipios brasileiros (Gubler, 2002; Penna, 2003). A conseqiéncia destas



reinfestacBes e da dispersdo posterior da espécie (no Brasil e em outros paises) foi o
estabelecimento de ciclos endémicos de transmissdo do virus Dengue (Monath, 1994); a
combinacdo de flutuagbes demogréficas das populacbes do vetor e de variagdes no
status imunoldgico das populagdes humanas (em relacdo com os virus circulantes)
resulta na aparicdo periddica de surtos epidémicos de enorme repercussdo social,
econdmica e sanitaria (Wearing & Rohani, 2006).

Na auséncia de uma vacina eficaz e de tratamento etiolégico efetivo, o Unico elo
vulneravel para reduzir a intensidade da transmissdo do virus Dengue € o controle das
populacdes dos mosquitos vetores. O uso de inseticidas € uma das principais
ferramentas para o controle da transmissdo de doencas veiculadas por vetores (e.g.,
Palchick, 1996), mas a aparicdo de populagOes resistentes impde a necessidade de
monitoramento continuo e desenvolvimento de novas estratégias (e.g., Ferrari, 1996;
Ferre & Rie, 2002). Em Manaus, como em outras cidades do Brasil, a vigilancia
epidemioldgica da dengue esta baseada na deteccdo de formas imaturas de Ae. aegypti
em reservatorios de &gua. A eficicia desta estratégia pode estar comprometida pelo fato
de que a presenca de mosquitos adultos durante os periodos menos chuvosos, quando a
densidade vetorial € menor, pode ndo ser detectada (Rios-Velasquez et al., 2007). Em
geral, os programas de controle que enfatizam o combate quimico, com baixa ou
nenhuma participacdo da comunidade, mostraram-se incapazes de conter, no médio-
longo prazo, a dispersdo de um vetor com altissima capacidade de adaptacdo aos

ambientes criados pela urbanizacéo acelerada e a degradacéo ambiental (Penna, 2003).

3. Genética de insetos vetores de doengas

E comum que as populagBes artificialmente introduzidas de qualquer inseto vetor
(como de outros organismos) apresentem menor diversidade genética que as populacdes
da regido de origem da espécie (Miura, 2007; Dlugosch & Parker, 2008). A razdo é que,

na maioria dos casos, somente um numero reduzido de subamostras das variantes



genéticas naturais é transportado acidentalmente até as areas de introdugdo (cf. Sakai et
al., 2001). A baixa diversidade resultante pode aumentar a vulnerabilidade dos vetores
as medidas de controle; por exemplo, a probabilidade de tais populagcdes (com
repertorio genético limitado) desenvolverem resisténcia a inseticidas é relativamente
baixa. No entanto, em certos casos, introdugBes multiplas de populagdes naturais
altamente diversificadas podem resultar em um aumento absoluto da heterogeneidade
populacional local nas areas invadidas (Sakai et al., 2001; Miura, 2007; Dlugosch &
Parker, 2008; Suarez & Tsutsui, 2008). Por outro lado, a natureza histérica das
introdugdes artificiais, geralmente relacionadas com eventos muito recentes (em termos
evolutivos), resulta em um padrdo identificAvel de alta semelhanca genética das
populacdes introduzidas com as de suas areas de origem (Sakai et al., 2001; Miura,
2007; Dlugosch & Parker, 2008). Nas genealogias de fragmentos gendmicos altamente
varigveis, as populacdes de origem e as introduzidas formardo um grupo muito coeso
(com niveis muito baixos de divergéncia) independentemente das distancias
geograficas, enquanto populacbes ndo relacionadas com o mesmo evento de introducao
aparecerdo em grupos mais distantes.

A estimativa da variabilidade genética populacional e a anélise dos padrbes de
semelhanca/diferenca de fragmentos gendmicos entre populacfes geogréficas de uma
determinada espécie podem, portanto, ajudar a responder questdes sobre a origem dos
vetores introduzidos e, se for o caso, sobre 0 nimero minimo provavel de introducgdes
necessario para gerar tais padrfes (Sakai et al., 2001; Lounibos, 2002). As respostas
podem, por sua vez, orientar a definicdo de estratégias de vigilancia e controle mais
eficientes, fornecendo dados sobre as dindmicas de invasao e a vulnerabilidade relativa

das populages locais de vetores.



O estudo de outros aspectos da composicéo genética populacional pode oferecer
informacGes valiosas sobre 0s processos de introdugéo e expansdo de uma determinada
espécie. As expectativas sobre estruturagdo genética espacial, por exemplo, sdo
diferentes para espécies que se expandem ativamente desde os centros de introducdo
(gerando uma “onda de expanséo”) e para as que sdo transportadas de forma passiva até
locais (mais ou menos) distantes do centro de introdugdo e localizados numa matriz
ambiental inapropriada para o estabelecimento de popula¢des secundarias (cf. Sakai et
al., 2001). Este segundo modelo (que poderiamos denominar de “caminho de pedras”),
se aplica as populacdes introduzidas de Ae. aegypti, que se dispersam de forma passiva
e colonizam principalmente &reas urbanas situadas numa matriz inospita. Os efeitos-
fundador seriados, com sucessivos gargalos de garrafa e predomindncia da deriva
genética, que se associam com este tipo de dindmica (e.g., Graputto et al., 2005), deveriam
gerar um padréo de alta estruturacdo genética com frequéncias alélicas muito diferentes
do esperado em um conjunto de populagdes conectadas por fluxo génico irrestrito. No
caso de Ae. aegypti, estes padrdes poderiam, por outra parte, ser reforgados pelos efeitos
das atividades de controle vetorial: gendtipos raros (que aparecem em muito baixa
frequéncia numa determinada populacéo) serdo mais suscetiveis, por mera chance, de
sofrer extingdes locais (e.g., Bosio et al., 2005).

A demografia histdrica das populagdes introduzidas de um inseto vetor apresenta
também certas peculiaridades que devem aparecer refletidas na sua composicdo
genética. Em particular, é quase certo que estas populagbes foram originadas
(recentemente) por um nimero relativamente baixo de individuos, e é evidente que elas
sofreram um processo explosivo de crescimento demografico — acompanhado, em
muitos casos, por uma expansdo geogréafica importante. Estes processos geram padrdes

de diversidade genética muito diferentes dos observados em populacdes em equilibrio
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demogréfico. Tanto a distribuicdo de frequéncias do nimero de diferencas par-a-par
entre seqliéncias de um determinado gene quanto a frequéncia relativa de alelos raros ou
recentemente derivados podem ser utilizados para comparar os padrdes observados com
os esperados em populagdes em equilibrio (e.g., Rogers & Harpending, 1992; Donnelly
et al., 2001; Venkatesan et al., 2007; Hasan et al., 2008; Navarro-Sigiienza et al., 2008).
Se conhecemos, para um dado marcador molecular, as taxas de substitui¢do nucleotidica
por unidade de tempo, podemos usar este tipo de andlise para estimar o tempo
transcorrido desde um hipotético evento de crescimento populacional subito (e.g.,
Venkatesan et al., 2007).

A anélise da variabilidade genética em populacBes naturais de Ae. aegypti pode
contribuir, finalmente, a compreensdo de fendémenos diretamente relacionados com
aspectos epidemioldgicos fundamentais. Por exemplo, diferencas genéticas inter-
populacionais podem ser responséaveis por diferencas na capacidade e na competéncia
vetorial ou na susceptibilidade do vetor aos agentes infecciosos ou aos inseticidas (e.g.,
Lourenco-de-Oliveira et al., 2002). Os efeitos das agdes de vigilancia e controle vetorial
também podem ser avaliados indiretamente usando estimativas da diversidade genética
populacional; por exemplo, as extingbes locais devem ser freqlientes se o controle é
altamente efetivo, e as estimativas de fluxo génico devem ser muito baixas se a
vigilancia estd de fato limitando o transporte passivo de vetores. Finalmente, a
caracterizacdo genética de diversas populacdes de um vetor pode ajudar a focalizar 0s
esforcos de controle nas areas dominadas por gendtipos altamente invasivos (e que
funcionam como fontes de propagulos) ou a identificar pontos-chave nos quais a
vigilancia poderia limitar de forma mais efetiva o fluxo génico entre sub-regides ou

localidades (Sakai et al., 2001). Estes exemplos mostram como a avaliagdo da variagdo
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genética de populacGes locais de um vetor pode ajudar a desenhar medidas de controle e
vigilancia adequadas as condices reais nas areas de interesse.

O repertério de métodos disponiveis para medir e analisar os padrdes de
variabilidade genética em popula¢des de um organismo € extenso, e cresceu de forma
extremamente rapida nas Ultimas décadas. Loxdale & Lushai (1998) publicaram uma
extensa revisdo sobre as caracteristicas gerais dos marcadores moleculares usualmente
utilizados para examinar a variabilidade genética em popula¢des de mosquitos.
Apresentaremos um resumo dos aspectos mais relevantes deste tipo de métodos e de
suas aplicagdes ao estudo de problemas relacionados com populagdes de vetores de
doencas humanas.

1.3. Marcadores moleculares

Até os meados dos anos 60, o estudo da diversidade dos organismos vivos
dependia exclusivamente da andlise de polimorfismos fenotipicos. A contribui¢do deste
tipo de estudo foi gigantesca, em particular desde o desenvolvimento das analises
cladisticas, mas sua capacidade de resolugdo est4 intrinsecamente limitada pela relativa
raridade das variantes fenétipicas, que sdo, além disso, de dificil quantificacdo (Behura,
2006). A aplicagéo de técnicas de caracterizagdo molecular comegou com o estudo de
variantes protéicas (em particular isoenzimas), e se desenvolveu de forma espetacular
quando, a partir de 1980, foi possivel detectar diretamente a variabilidade genética nas
moléculas de DNA. O desenvolvimento da técnica de reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR), que permite obter in vitro multiplas cépias de um determinado segmento de
DNA, abriu definitivamente a possibilidade de estudar os polimorfismos genéticos de
forma eficiente e, portanto, em larga escala.

Alguns dos marcadores moleculares mais empregados para o estudo de
polimorfismos genéticos, além das isoenzimas, sdo os polimorfismos de DNA

amplificado ao acaso (RAPD), o polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricéo
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gerados por digestdo com endonucleases (RFLP), os microssatélites, os polimorfismos
de conformacéo de fita simples (SSCP), os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
e 0 sequenciamento de fragmentos especificos do DNA nuclear ou de organelas
citoplasméticas (mitocdndrias ou cloroplastos) (Loxdale & Lushai,1998).

Estes e outros marcadores moleculares podem ser utilizados para a elucidagéo de
questdes referentes a sistematica, a filogenia e tendéncias evolutivas ou aos padrdes de
diversidade e estruturacdo populacional de insetos vetores de doencas (e.g., Loxdale &
Lushai, 1998; Abad-Franch & Monteiro, 2005). Em geral, os marcadores que evoluem
mais rapidamente (como os fragmentos do genoma mitocondrial) s&o mais informativos
no estudo da variabilidade intraespecifica (incluindo a variabilidade interpopulacional),
enquanto que marcadores mais conservados (como muitos genes nucleares
codificadores de proteinas) sdo mais Uteis na investigacdo das relacBes evolutivas entre
espécies ou tdxons supra-especificos (Sole-Cava, 2001).

1.4. O DNA mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas citoplasmaticas presentes nas celulas eucariontes e
que tém como principal funcdo o fornecimento de energia para as células. O genoma
mitocondrial é uma molécula circular de DNA (DNAmt) de fita dupla contendo 37
genes, dois dos quais codificam RNAs ribossomicos, 22 codificam RNAs
transportadores e 13 codificam proteinas envolvidas na respiracdo celular (Simon et al.,
1994). Esta molécula esta presente em multiplas copias (~10%10%) por célula (idénticas
para cada organismo individual na imensa maioria dos casos), € hapldide (adquirida por
heranca materna), praticamente néo sofre recombinacéo e apresenta taxas de evolugéo
(acumulo de mutacBes ao longo do tempo) mais altas do que o genoma nuclear
(Saccone et al., 2000; Simon et al., 2006; Haag-Liautard et al., 2008). A diversidade
genética, as relacbes filogenéticas entre espécies e entre populaces geograficas, a

filogeografia de diferentes linhagens e os efeitos de fendmenos demogréficos na
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composicao genética das populacbes estdo entre os aspectos que podem ser estudados
usando marcadores mitocondriais (Avise, 1994, 2000; Simon et al., 1994, 2006).

Devido a estas caracteristicas, diferentes fragmentos do DNAmt tém sido
extensivamente utilizados como marcadores moleculares em estudos sobre evolugdo
(e.g., Simon et al., 1994, 2006; Sallum et al., 2002; Mousson et al., 2005) e genética de
populagdes de insetos (e.g., Donnelly et al., 2001; Mirabello & Conn, 2006; Conn &
Mirabello, 2007).

1.5. Estudos genéticos sobre Aedes aegypti

Desde o final da década de 1970, diversos estudos tém avaliado a diversidade
genética populacional em Ae. aegypti utilizando isoenzimas (Tabachnick & Powell,
1979; Powell & Tabachnick, 1980; cf. Tabachnick, 1991). Os resultados sugeriram que
0s padrbes de relacionamento isoenzimatico poderiam ser utilizados para realizar
inferéncias sobre a origem geogréafica e as dindmicas de dispersdo deste vetor (cf.
Tabachnick, 1991).

A utilizacdo de marcadores de DNA no estudo da diversidade genética das
populagdes deste vetor comegou nos anos 1990; desde entdo, diversos grupos de
pesquisa de diferentes partes do mundo tém publicado trabalhos baseados na aplicagéo
de técnicas moleculares, incluindo RAPDs, microssatélites, RFLPs e DNAmt (e.g.,
Apostol et al., 1996; Gorrochotegui-Escalante et al., 2000; Ravel et al., 2002; Bosio et
al., 2005; Costa-da-Silva et al., 2005; Mousson et al., 2005; Costa-Ribeiro et al., 2006;
Herrera et al., 2006; Paduan et al., 2006; Bracco et al., 2007; Paduan & Ribolla, 2008;
Scarpassa et al., 2008; Urdaneta-Marquez et al., 2008).

O gene mitocondrial codificador da subunidade 4 da NADH desidrogenase (ND4)
tem sido freqiientemente utilizado em estudos de genética de populacdes de Ae. aegypti.

Utilizando este gene, Gorrochotegui-Escalante et al. (2000) estimaram as taxas de fluxo
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génico entre 10 populacdes de sete localidades ao longo da costa nordeste do México.
Sete hapldtipos foram detectados, e as andlises filogenéticas indicaram a presencga de
dois clados independentes bem suportados. Na tentativa de determinar a estrutura
genética das populagdes mexicanas desta espécie, Gorrochotegui-Escalante et al. (2002)
ampliaram sua amostragem até abranger 38 populagdes. Foram encontrados 25
haplétipos; as analises filogenéticas mostraram que todos eles pertencem a uma mesma
linhagem, sugerindo que os resultados anteriores (Gorrochotegui-Escalante et al., 2000)
se deviam a uma amostragem incompleta. As analises de genética populacional
mostraram sinais de isolamento das popula¢Ges da costa nordeste, enquanto as da costa
do Pacifico e da peninsula do Yucatan apareceram como geneticamente homogéneas; 0s
resultados sugeriram a existéncia de fluxo génico entre populages situadas a distancias
entre 130 e 180 km, e em particular entre as localidades amostradas ao longo da costa
ocidental (Gorrochotegui-Escalante et al., 2002).

Costa-da-Silva et al. (2005) utilizaram o gene ND4 para estimar a variabilidade
genética de trés populagdes peruanas de Ae. aegypti (Lima e Piura, na regido da costa, e
Iquitos, na Amazobnia). Foram encontrados trés hapldtipos, e as relagbes entre eles
sugeriram a existéncia de duas linhagens diferenciadas. Estes dados foram combinados
com os obtidos de uma ampla amostragem de localidades brasileiras e de amostras
pontuais coletadas em outros paises (nas Américas, a Asia e a Africa) por Bracco et al.
(2007). Foram encontrados 20 hapldtipos, e as andlises genealdgicas revelaram a
existéncia de duas linhagens mitocondriais; os autores interpretaram este achado como
evidéncia de mdltiplas introducbes de Ae. aegypti nas Américas, postularam historias
evolutivas independentes para cada linhagem e sugeriram que cada uma delas poderia
representar uma unidade taxonémica (talvez uma subespécie) diferente (Bracco et al.,

2007). Este padrdo geral de particdo da diversidade genética de Ae. aegypti em dois
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clados reciprocamente monofiléticos tem sido sugerido por outros estudos realizados
em diferentes regides das Américas e da Asia e que utilizaram marcadores
mitocondriais, refor¢cando a idéia de mdltiplas introdugBes em ambos os continentes
(Bosio et al., 2005; Herrera et al., 2006; Paduan & Ribolla, 2008; Scarpassa et al., 2008;
Urdaneta-Marquez et al., 2008, Lima-Janior & Scarpassa, no prelo).

Apesar do avango significativo que estes trabalhos tém representado no
conhecimento dos padrdes de diversidade populacional, composi¢do haplotipica,
relacGes genealdgicas, filogeografia e estruturacdo genética das populacbes americanas
de Ae. aegypti, uma visdo compreensiva, coerente e satisfatoria do processo de invaséo
e colonizagcdo do continente por esta espécie ainda ndo foi desenvolvida. Um dos
motivos principais desta caréncia é, provavelmente, que cada um destes esforcos
analiticos se concentrou numa sub-regido discreta; entendemos que somente uma
analise conjunta dos dados disponiveis pode fornecer os fundamentos para desenvolver
uma proposta abrangente capaz de dar conta deste complexo fendmeno biol6gico. O
presente trabalho pretende fazer uma contribui¢do nesse sentido. Com tal objetivo, foi
compilada e analisada a maior base de dados moleculares (ND4) sobre diversidade
genética de Ae. aegypti no continente americano. A maioria das seqliéncias utilizadas se
encontra disponivel nas bases publicas de dados moleculares; outras foram obtidas
durante o desenvolvimento do projeto, e outras foram gentilmente fornecidas pelos
autores dos trabalhos originais (em particular pelo Prof. William C. Black IV da
Colorado State University e pelo Prof. Paulo E.M. Ribolla e a Dra. Karina S. Paduan da
Universidade Estadual Paulista). Embora o foco deste trabalho seja continental, fizemos
énfase na histéria da invasdo e colonizacdo do Brasil por Ae. aegypti, e tentamos
desenvolver uma proposta que incorporasse questdes de relevancia epidemioldgica para

0 pais e, em particular, para a regido Amazonica. Os resultados sugerem a existéncia de
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dois eventos de introducdo do vetor no pais, cada um dos quais se desenvolveu seguindo
dindmicas espaciais e temporais bem diferenciadas. Propomos uma correspondéncia
explicita entre estas dindmicas e os principais padrfes historicos da epidemiologia da
dengue no Brasil. Mostramos a relevancia do aumento da conectividade terrestre das
cidades do norte da Amazdnia no processo de expansdo geogréafica dos vetores, e como
esta expansdo gerou os padrdes de diversidade genética observados em diversos
estudos. Apresentamos dados que indicam que as campanhas de erradicagdo do vetor
dos anos 1950-1970 tiveram um sucesso limitado, e que a efetividade das atividades de
controle se viu comprometida pelo processo de descentralizagdo do sistema de saude
nos anos 1990. Sugerimos, finalmente, como os resultados das analises genéticas podem
ser integrados no desenho, implantacdo e avaliacdo de melhores estratégias de controle

e vigilancia entomoldgica.
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2. Introducgéo

O principal vetor do virus Dengue nas Américas é o mosquito Aedes aegypti, uma
espécie originaria da Africa que se dispersou pelo mundo ao longo das rotas comerciais
maritimas durante os séculos XVII, XVIII e XIX. A presenca do vetor no continente
americano data dos seculos XVII e XVIII (Tabachnick, 1991). No Brasil, Ae. aegypti
foi introduzido pela primeira vez, provavelmente, no inicio do século XIX. Com o
objetivo de controlar as graves epidemias de febre amarela urbana, campanhas de
controle intensivas foram implementadas no inicio do século XX em diversos paises das
Américas. Como resultado destes programas de erradicacéo, iniciados em 1916 e
continuados pela Organizacdo Pan-Americana de Saide (OPAS) entre 1940 e 1960, Ae.
aegypti foi considerado erradicado do Brasil em 1958 (PAHO, 2009). Sua reaparicdo,
nove anos depois, no estado do Pard é atribuida & persisténcia de populacdes do vetor
em paises vizinhos (Suriname, Guianas e Venezuela) (Consoli & Lourengo-de-Oliveira,
1994). Novas campanhas conseguiram erradicar estas populacdes reinfestantes em
1973, mas em 1976 a presenca do vetor foi registrada no estado da Bahia, em 1977 no
estado do Rio de Janeiro e, no inicio da década de 1980, em Roraima (Schatzmayr,
2000). Desde entdo, Ae. aegypti tem se dispersado por quase 4000 municipios em todos
os estados do pais. O Amazonas foi um dos ultimos estados brasileiros infestados pelo
vetor; sua ocorréncia na cidade de Manaus foi notificada pela primeira vez em 1996
(Figueiredo et al., 2004). Subseqlentemente, duas grandes epidemias de dengue
atingiram a cidade em 1998 e 2001, com 13.873 e 18.504 casos registrados,
respectivamente.

As relacOes entre as dinamicas de introdugéo, estabelecimento e expanséo do
mosquito vetor do virus Dengue em cada um destes ciclos de infestagdo-eliminag&o-

reinfestacdo e as dindmicas epidemioldgicas (historicas e contemporéneas) da doenga,
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embora parecam intuitivas (e tenham uma evidente importancia social e sanitéria), ndo
tém sido avaliadas de forma detalhada até o momento. As narrativas classicas sobre
estes processos enfatizam os aspectos clinico-epidemiolégicos, incluindo a circulagdo
de diferentes sorotipos do virus em diferentes lugares e momentos ou a incidéncia das
diferentes formas da doenca em diferentes grupos populacionais. Por sua parte, 0s
estudos sobre ecologia, evolucdo e genética de populacdes de Ae. aegypti, embora
tenham promovido importantes avan¢os no conhecimento da biologia desta espeécie,
ainda ndo tém produzido um panorama geral e coerente das correspondéncias entre o
processo de colonizagdo do territorio (e as tentativas de evitd-la) e as tendéncias
epidemioldgicas dominantes em cada periodo historico.

Uma abordagem atraente para enfrentar este desafio consiste em considerar as
consequéncias previsiveis do processo historico de invaséo do territorio pelo vetor (i,e,
introducdo de populagdes fundadoras, estabelecimento das mesmas e posterior expanséo
geogréfica e demogréfica) em termos dos padrbes de diversidade genética dos
descendentes contemporaneos das populagdes originariamente introduzidas. Esta forma
de trabalho permite considerar de forma simultdnea varias hipéteses alternativas,
julgando cada uma delas em fungdo da relagdo entre suas predigdes e os dados
observados. O conhecimento acumulado sobre (i) a histéria da presenca de populacdes
de Ae. aegypti no Brasil e nas Américas, (ii) as conseqiiéncias genéticas dos processos
bioldgicos envolvidos nas invasdes por organismos artificialmente introduzidos, e (iii)
as grandes tendéncias epidemioldgicas da dengue desde os primeiros registros permite
formular algumas destas hipdteses e suas predigdes de forma explicita. A existéncia de
bases de dados moleculares cada vez mais completas, e de ferramentas analiticas
capazes de extrair a informag&o contida nessas bases, possibilita a execucédo de testes de

tais hipdteses.
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Em particular, este trabalho pretende testar uma série de hipéteses sequenciais
sobre as origens, numero e dindmicas espaciais e temporais da invasdo das Americas
por Ae. aegypti. Utilizaremos com este propdsito uma base de dados de seqliéncias de
um fragmento do gene ND4 mitocondrial; esta base, compilada e completada durante o
desenvolvimento do presente projeto, é provavelmente a mais completa fonte de
informagdo sobre variabilidade genética de populagBes americanas de Ae. aegypti
disponivel até o momento. Finalmente, a consideracdo conjunta dos resultados das
analises genéticas permitird delinear uma proposta coerente de explicacdo das
correspondéncias entre as dindmicas de introducdo e os perfis historicos da
epidemiologia da dengue no Brasil.

Apresentamos a seguir, de forma breve, as premissas, hipoteses e predicdes nas
quais se baseia este trabalho.

3. Premissas, hipoteses e predicoes
3.1. Premissas: o processo de colonizagdo das Américas por Aedes aegypti

As populagbes americanas de Ae. aegypti foram introduzidas recentemente
(talvez, as primeiras, no seculo XVII) no continente. Esta introducdo ocorreu por alguns
(provavelmente poucos) pontos discretos de introducdo primaria; desde estes pontos, as
populagbes que conseguiram se estabelecer iniciaram um processo de expansdo
geogréfica. Esta dispersdo secundéria de Ae. aegypti, um vetor urbano, ocorre de forma
passiva ao longo de rotas de transporte terrestre, maritimo, fluvial e, em alguns casos,
aéreo. O territorio ndo urbano (a matriz) que separa os centros de estabelecimento destes
propagulos é inadequado para a colonizagdo pelo vetor; em conseqiiéncia, o modelo de
expansdo pode ser caracterizado como um “caminho de pedras”. Por outra parte, as
campanhas e programas de controle vetorial tendem a aumentar as probabilidades de

extingcdo de populagbes ou sub-populacdes locais; sabemos que tais esforgos foram
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relativamente bem sucedidos em amplas areas geogréficas na primeira metade do século
XX, mas, no médio prazo, eles falharam: as reintroducdes e recolonizacdo de areas de
erradicacdo e a existéncia de areas nas quais a espécie nunca foi erradicada sdo fortes
indicios em favor desta idéia. Contudo, € importante destacar tanto os dados historicos
quanto os resultados de diversos trabalhos independentes sugerem fortemente a
existéncia de multiplas introducBes, provavelmente em diferentes momentos, através de
diferentes pontos e desde diferentes areas de origem. Neste caso, 0s padrdes derivados
das dindmicas relacionadas com cada evento de introducdo estariam hoje sobrepostos no
espaco, dificultando a avaliagéo separada de cada um deles.
3.2. Hipoteses e predicdes

As hipoteses alternativas que consideraremos neste trabalho se referem a
diferentes aspectos do processo de invasdo das Ameéricas e do Brasil por Ae. aegypti.
Faremos perguntas sobre, sucessivamente, (i) os locais de origem e introdugédo das
populacdes fundadoras, (ii) as dindmicas espaciais e temporais de coloniza¢do das &reas
de interesse, e (iii)) as correspondéncias entre estas dindmicas e o0s perfis
epidemioldgicos da dengue. Em cada caso, consideraremos duas alternativas basicas em
relacio com o namero de introducbes (Unica vs. multiplas). As predicbes serdo
formuladas (para o marcador molecular utilizado) em termos dos padrdes esperados, em
cada cenério, de (i) diversidade genética, (ii) distribuicdo e freqliéncia de ocorréncia de
haplotipos, (iii) relacbes genealdgicas e filogenéticas entre esses hapldtipos, (iv)
estruturacdo genética populacional e (v) indicios de mudancas demogréficas histéricas;
finalmente, serdo avaliados, de forma qualitativa, os perfis de correspondéncia espacial
e temporal entre 0s eventos e processos de invasdo pelo vetor e as tendéncias histdricas

da epidemiologia da dengue no Brasil.
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3.2.1. Diversidade genética

A diversidade genética serd baixa nos descendentes de cada uma das linhagens
introduzidas. Isto é consequéncia do efeito de “gargalo de garrafa” associado com a
“subamostragem” aleatoria de uma fragdo ndo representativa da diversidade genética
das populacBes naturais na area de origem (cf. Sakai et al., 2001; Miura, 2007;
Dlugosch & Parker, 2008). Se todos os individuos presentes numa determinada &rea
fossem descendentes de um evento singular de introducdo recente, a diversidade
genética seria extremamente baixa. No caso extremo, se uma introducdo envolveu
descendentes de uma Unica fémea, as sequiéncias de ND4 deveriam ser idénticas ou
quase idénticas em todos os espécimes amostrados. Por outra parte, introdugdes
multiplas podem resultar num padréo de alta diversidade genética se os descendentes de
diferentes linhagens/populagdes originérias (alopétricas ou parapatricas em condigdes
naturais) se encontram (viram simpaétricas) nas areas de introducdo (e.g., Kolbe et al.,
2004; Suérez & Tsutsui, 2008). Finalmente, o crescimento demogréfico explosivo que
segue ao estabelecimento bem-sucedido de um propéagulo abre a possibilidade de
diversificagdo local por aparicdo espontanea de mutagbes novas. Esta diversificagdo
serd mais evidente nas areas de introducdo primaria, que é onde as populagdes
introduzidas sdo mais antigas e tiveram mais tempo para acumular mutagdes. Este
padrdo de diversificacdo local se caracteriza pela ocorréncia de diversos hapl6tipos
raros derivados recentemente (separados por 1-2 passos mutacionais) de um ancestral
simpétrico e abundante; assim, a diversidade nucleotidica ser baixa em presenca de um
nimero de hapldtipos relativamente grande, mas a diversidade haplotipica sera
relativamente baixa (por causa da assimetria das frequéncias haplotipicas). Em &reas
que recebem multiplas introdugBes independentes, a coexisténcia de haplétipos néo

estreitamente relacionados (i.e., mais divergentes) gerard um perfil de maior diversidade
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nucleotidica, mas a diversidade haplotipica se mantera relativamente baixa. Se estas
introducdes séo antigas, tanto a diversidade haplotipica quanto o nimero de haplétipos
terdo valores altos. Os padrdes de diversidade genética esperados em diversos cenarios
séo resumidos na Tabela 1.

Quadro 1. Padrdes esperados de diversidade genética em populagdes introduzidas

Estimativa Introducéo Unica Mudltiplas introducdes

de diversidade Recente Antiga Recentes  Recente/Antiga  Antigas
H J : J : "
Hd H 1 1 7 I

T L 1 1 I m

H, nimero de haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; &, diversidade nucleotidica

3.2.2. Padrdes espaciais de ocorréncia de diferentes haplotipos

Em primeiro lugar, hapldtipos extremamente semelhantes ou idénticos ocorrerdo
nas populacdes-fonte originarias (se é que estas foram amostradas) e naquelas derivadas
de seus propagulos — em particular nos locais de introducdo inicial. Esta tendéncia sera
semelhante em relacdo a expansdo secundaria (nas Américas) de cada populagdo
introduzida: o haplétipo dominante na fonte aparecerd em varios dos locais de
introducdo secundéria, nos quais pode virar dominante, em particular quando nédo
houver outras populages bem estabelecidas e que invadiram esses locais anteriormente
(o que pode também ser consequiéncia dos efeitos de acbes de controle vetorial).

Os haplotipos relacionados com eventos mais antigos (primarios) de introducéo
serdo dominantes nos locais de introdugdo; haverd 1-2 haplétipos dominantes, mas a
diversificacdo local (ver acima) gerard hapldtipos derivados, algum dos quais pode
aparecer em frequéncias mais ou menos expressivas. As areas de introdugdo secundaria,
mais recente, estardo dominadas por um hapl6tipo, com poucos o nenhum derivados

recentes, que serdo muito raros.
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No caso de introduc¢bes multiplas, o padrdo esperado nos locais de introducéo seré
de vérios haplotipos co-dominantes; os mais antigos (introduzidos hd mais tempo)
aparecerdo como ancestrais recentes de um nimero maior de haplétipos derivados.
3.2.3. Relagbes genealdgicas e filogenéticas entre haplotipos

Cada evento singular de introducdo ter4 duas consequiéncias principais: (1) todos
os haplotipos derivados do propégulo inicial serdo muito semelhantes a este halétipo e
entre si, gerando redes de hapldtipos em forma de estrela e arvores filogenéticas com
ramos muito curtos; e (2) se a populacdo de origem foi amostrada, haverd haplétipos
idénticos ou quase idénticos nela e na populacéo introduzida que descende dela; estes
aparecerdo, portanto, na mesma posi¢do nas redes geneal6gicas e nas arvores
filogenéticas. Se uma populagdo nativa originou duas ou mais introdugdes em dois ou
mais locais geogréficos, este Ultimo padréo sera semelhante: poderd haver haplétipos
idénticos (ou quase) em cada uma das populagdes introduzidas e na original; se esta ndo
foi amostrada, haverd haplétipos idénticos (ou quase idénticos) em duas populagdes
introduzidas, independentemente de sua localizacdo geografica (Asia e América, por
exemplo).

Multiplas introdugBes gerardo padrbes diferentes. (1) As redes de hapl6tipos
conterdo mais de um agrupamento em forma de estrela; estes agrupamentos estardo
conectados por elos de varias mutacdes. Para dados intraespecificos, espera-se que este
namero seja relativamente baixo (na ordem de <2% de diferengas nucleotidicas), o que
deverd aparecer refletido nas arvores filogenéticas. (2) Se as populaces de origem
foram amostradas, os haplotipos (idénticos ou quase idénticos) correspondentes
aparecerdo em cada um dos agrupamentos ou sub-redes e em cada um dos clados das

arvores filogenéticas.
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3.2.4. Estruturagao genética

As andlises as quais faz referéncia esta se¢do foram aplicadas exclusivamente as
populagdes americanas de Ae. aegypti. Portanto, ndo fornecem informagéo sobre o0s
eventos primarios de introducdo no continente, e sim sobre a disperséo subsequente de
cada uma das populacdes ja introduzidas.

Os eventos de disperséo estudados sdo, sem duvida, recentes e mediados pela a¢do
do homem. As dindmicas podem ser descritas como uma série de eventos de dispersdo
passiva de propagulos seguindo um padrdo de “caminho de pedras” representadas por
localidades urbanas numa matriz ndo colonizavel pelo vetor. O padrdo dominante
esperado, portanto, consiste na deteccdo de sinais de series de efeitos-fundador (ver
Graputto et al., 2005). Isto pode gerar, por mero acaso (“amostragem” acidental de uma
ou umas poucas linhagens em cada evento discreto de dispersdo de propagulos, gerando
gargalos de garrafa), diferencas muito importantes nas freqliéncias haplotipicas (por
deriva genética); o resultado seria um padrdo de forte estruturacéo genética.

No cenario de mdltiplas introducdes, estes processos afetam vérias linhagens
diferentes introduzidas em diferentes tempos, desde diferentes lugares e por diferentes
rotas, e que viajam passivamente entre localidades durante a fase de dispersdo
secundaria. Os componentes estocasticos serdo, assim, muito importantes em diversos
niveis do processo: “amostragem” das populagbes-fonte, rotas e locais de introducéo,
estabelecimento ou ndo dos propagulos, “amostragem” dos propagulos nos eventos
subsequientes de dispersdo, estabelecimento e expansdo dos mesmos, extingdes locais,
etc. Embora este cenério possa erodir 0s sinais de estruturacdo genética, o padrdo geral
de dispersdo de pequenos propagulos seguindo “caminhos de pedras” deveria ainda
resultar numa predominancia dos sinais de isolamento/estruturacdo (Graputto et al.,

2005). Se a conectividade entre as “ilhas” do “caminho de pedras” sdo mais fortes
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dentro de cada area geografica do que entre &reas diferentes, entdo os dendrogramas de
distancias genéticas mostrardo alguma forma de correspondéncia geogréfica; se ha duas
populacdes geograficamente distantes, mas que intercambiam muitos propagulos
frequentemente, entéo elas aparecerdo “inesperadamente” préximas nos dendrogramas.

Finalmente, cabe considerar que os esforcos de controle deveriam tender a
homogeneizar as populagdes locais. As linhagens (haplotipos) localmente dominantes
tém menos chances de sofrer extingdes locais do que representantes de linhagens raras
recentemente introduzidas, que serdo mais sensiveis aos efeitos estocasticos das agdes
de controle. Isto deveria aumentar, em geral, os sinais de estruturagdo genética entre
populacdes; este efeito sera ainda mais forte entre populagdes derivadas de fundadores
de diferentes linhagens, e menos forte entre populagbes derivadas de fundadores da
mesma linhagem (no caso extremo, duas populacdes dominadas por descendentes da
mesma linhagem materna [i.e., com um hapl6tipo dominante idéntico] serdo mantidas
idénticas, ou quase idénticas, pela remocéo estocéstica de linhagens raras derivada do
controle).
3.2.5. Demografia histdrica

Cada uma das populac@es introduzidas é (claramente) candidata a apresentar um
perfil tipico de expansdo populacional recente; a distribuicdo de freqléncias das
diferencas par-a-par entre seqiiéncias (mismatch distribution) ser4 unimodal e pouco
irregular, e os valores de determinados testes de neutralidade (sobretudo o Fs e
possivelmente de F* e D*) serdo negativos (ver Materiais e Métodos). No caso de um
evento singular de introdug&o, estes sinais serdo evidentes na base de dados combinada.
No cenario de multiplas introdugdes, os sinais somente serdo evidentes nas bases de
dados correspondentes aos individuos descendentes de cada um dos eventos de

introducdo. Se a base de dados ndo fosse dividida segundo este critério (por falta de



26

informacdo sobre o padrdo de descendéncia de cada seqiiéncia), os sinais podem
interferir mutuamente. Neste caso, podemos esperar 0s seguintes padrdes: (1) a
distribuicdo de mismatch ndo é unimodal; contudo, ela mostrara diferencas evidentes
com a esperada numa populagdo em equilibrio; (2) a irregularidade da distribuicdo de
mismatch serd provavelmente baixa, e talvez significativamente menor do que numa
populacdo em equilibrio (extremamente irregular); (3) como ndo ha excesso de
haplotipos raros (h& vérios haplotipos freqlentes) nem de haplétipos derivados
recentemente (h& varios ocupando os lugares basais das filogenias/genealogias), 0s
valores dos testes Fs, F* e D* aparecem como ndo significativos, embora possam ser
(especialmente Fs) negativos (ver Materiais e Métodos).

Para um evento singular de introdugdo, as estimativas do tempo transcorrido
desde um hipotético evento de expansdo deveriam ser compativeis com 0s tempos
histdricos da introducgdo de Ae. aegypti nas Américas. No caso de multiplas introducdes
envolvendo mais de uma linhagem mitocondrial, estas estimativas serdo muito maiores
do esperado. Isto reflete o fato de que o ancestral comum das seqiiéncias investigadas
existiu nas areas de origem (i.e., na Africa) muito tempo antes que o processo de
introducdo tivesse comecado. Isto é, de certa forma, andlogo a situacdo observada em
alguns animais domésticos: se o evento de domesticagdo foi Unico (envolvendo uma sé
linhagem mitocondrial ou umas poucas linhagens estreitamente relacionadas) e
“recente” (e.g., nos Ultimos 5000-10.000 anos), a diversidade deveria ser ainda muito
baixa; se houve diversos eventos de domesticagcdo (envolvendo diversas linhagens
mitocondriais), a diversidade seria muito maior e as estimativas do tempo necessario
para gerar essa diversidade (desde o ancestral comum) seriam muito maiores do que 0
tempo de fato transcorrido desde o/s momento/s da domesticacdo (e.g., Joshi et al.,

2004).
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral

Desenvolver, utilizando dados sobre variabilidade genética populacional, uma
proposta compreensiva capaz de dar conta do processo de invasdo das Ameéricas por
Aedes aegypti, e estabelecer as possiveis correspondéncias entre os padrbes de
diversidade genética desta espécie de vetor e as dindmicas espaciais e temporais da
epidemiologia da dengue no Brasil.
4.2. Objetivos especificos
1. Identificar os principais pontos de introducdo de populagfes de Ae. aegypti nas
Américas e no Brasil, e definir as rotas de dispersdo associadas com esses pontos;
2. Definir o nimero minimo de introdugfes do vetor compativel com a diversidade
genética das populacBes americanas atuais de Ae. aegypti;
3. Descrever os padrdes espaciais de diversidade e estruturagdo genética das populagdes
contemporaneas de Ae. aegypti, comparando-0s com o0s esperados em relagdo com
diferentes dindmicas hipotéticas de invasdo;
4. Desenvolver e propor um marco espacial e temporal para explicar as
correspondéncias entre os principais eventos de introducdo de Ae.aegypti no Brasil e a

epidemiologia historica da dengue no pais.
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5. Materiais e métodos
5.1. Compilacdo da base de dados

A base de dados utilizada neste trabalho consiste em 3183 sequéncias de um
fragmento de 322 pares de bases do gene ND4 do DNAmt de Ae. aegypti. Esta base foi
complementada com 17 sequéncias homdlogas de outras espécies (Aedes albopictus,
Ocherotatus japonicus, Ochlerotatus triseriatus e Anopheles gambiae), que foram
utilizadas como grupos externos nas analises filogenéticas. Um total de 3103 seqiiéncias
corresponde a populagdes americanas de Ae. aegypti; os dados correspondentes a estas
populacdes incluem as freqiiéncias haplotipicas observadas em cada uma delas, e foram
portanto as utilizadas nas analises de genética populacional. O resto, procedente de
espécimes africanos e asiaticos, foi utilizado unicamente nas anélises genealdgicas e
filogenéticas. A procedéncia de cada uma das sequéncias utilizadas pode ser consultada
na Tabela 1 do Apéndice. A Figura 1 do Apéndice mostra a localizacdo geografica de
cada uma das populacbes (e grupos de populagdes) de Ae. aegypti das Américas
comparadas neste trabalho.

As amostras seqiienciadas durante o desenvolvimento de nosso projeto foram
coletadas nas cidades de Manaus (cf. Rios-Velasquez et al., 2007) e Boa Vista; as larvas
foram identificadas e estocadas em etanol 95% até o processamento. A extracdo do
DNA foi realizada usando o kit DNeasy (Quiagen®) conforme as recomendagfes do
fabricante. A amplificacdo do fragmento alvo do gene ND4 mitocondrial seguiu os
metodos descritos por Gorrochotegui-Escalante et al. (2000). Os iniciadores usados na
PCR foram F (forward) 5-GTD YAT TTA TGA TTR CCT AA-3' e R (reverse) 5-CTT
CGD CTT CCW ADW CGT TC-3". O volume final de reagdo (25 pul) continha: 2,5 pl
de tampdo (Tris-KCI 200mM, pH 8,4), 1 ul de MgCl, (50mM), 0,25 ul de dNTPs

(10mM), 1,5 pul de cada iniciador (primer) (Foward e Reverse), 0,3 ul de Tag DNA
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polimerase 5U/ul (Invitrogen), 15,95 pul de agua e 2 ul de solugdo de DNA molde de
cada espécime. Um controle negativo (todos os reagentes exceto o DNA) foi utilizado
em. todas as reagdes de PCR. O termociclador foi programado com o seguinte perfil de
amplificacdo: uma temperatura inicial de 95°C por 3 min, 10 ciclos a 92°C por 30 seg,
48°C por 1 min e 72°C por 40 seg, seguido de 40 ciclos a 92°C por 30 seg, 52°C por 35
seg e 72°C por 40 seg, finalizando numa temperatura de extensdo de 72°C durante 5
min. Para o seqiienciamento, as amostras amplificadas foram purificadas utilizando o
sistema de lavagem para PCR da Wizard®. As reacOes de sequenciamento (uma para
cada fita complementar) foram realizadas usando os mesmos iniciadores utilizados na
amplificacdo inicial dos produtos. Para as reagdes utilizou-se o sistema BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit versdo 3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Apos purificacdo, os produtos foram analisados em um sequienciador
automatico ABI3730 (Applied Biosystems).

Para verificar a qualidade dos eletroferogramas e computar a seqiiéncia consenso
foram utilizados os programas Chromas 2.13 (Technelysium Pty. Ltd.) e GeneDoc
2.6.002 (www.psc.edu/biomed/genedoc). A identidade das sequiéncias consenso foi
verificada por comparacdo com as sequéncias disponiveis nas bases de dados
moleculares usando a ferramenta Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast); a presenca de
codons de parada o sem sentido (que indicaria erros na leitura dos eletroferogramas ou a
amplificacdo e sequenciamento de pseudogenes nucleares) foi examinada com ajuda do
programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007). Finalmente, as seqtiéncias foram alinhadas

manualmente.
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5.2. Analise dos dados
5.2.1. Diversidade genética

O programa DnaSP 4.5 (Rozas et al., 2003) foi utilizado para estimar o nimero de
haplétipos (H), a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (m1), a diversidade
nucleotidica com correcdo de Jukes e Cantor (mz), 0 nimero médio de diferencas
nucleotidicas (k) e o nimero de sitios polimdrficos (S) de cada populagéo ou grupo de
populacdes. As freqliéncias haplotipicas foram computadas no programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005).
5.2.2. Genealogia e filogenia

As relagOes genealdgicas entre os haplotipos unicos identificados (com ajuda do
programa DNAsp 4.5) na base de dados de Ae. aegypti foram inferidas por meio da
construcdo de uma rede de parciménia estatistica com o programa TCS 1.21 (Clement et
al., 2000). Esta analise foi repetida com o alinhamento dos haplétipos isolados de
espécimes americanos. As analises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa
MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007). Foi construido um dendrograma de hapl6tipos tnicos
por agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) com as distancias genéticas estimadas
pelo método de Mé&xima Verossimilhanga Composta (Tamura et al., 1994); o suporte
dos clados foi estimado utilizando 1000 pseudoréplicas de bootstrap.
5.2.3. Estruturagao genética populacional

A estruturacdo genética das populaces americanas de Ae. aegypti foi investigada
através da andlise de varidncia molecular (AMOVA), baseada nas freqiéncias
haplotipicas observadas; o programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005) foi utilizado
para estas analises. A estrutura hierarquica foi definida agrupando as doze populagdes
em cinco regides macro-geogréaficas (Tabela 5). Foram calculados os componentes da

varidncia total (Vt) correspondentes & variagdo entre individuos dentro de cada
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populagdo (Vc), entre populagdes dentro de cada regido (Vb) e entre regides (Va). A
partir destas estimativas foram calculados os indices de fixacdo Fsc (fracdo da variacéo
entre populacBes em relacdo as regides, Vb/Vb+Vc), Fst (fracdo da variagdo entre
populagdes em relagéo ao total, Va+Vb/Vt) e Fct (fragdo da variacdo entre regides em
relacdo ao total, Va/Vt). Os valores de significancia estatistica (P) de cada um destes
indices foram calculados realizando 10.100 permutagdes. Finalmente, e utilizando
também Arlequin 3.1, foram calculados os valores de Fst entre cada par de populacdes
incluidas no estudo, e foi estimado o nimero de migrantes que cada par de populacdes
intercambia por geragdo (Nm). Os valores de distancia genética linearizada de Slatkin,
derivados dos indices de fixacdo, foram utilizados para construir um dendrograma
UPGMA no programa MEGA 4.1.
5.2.4. Demografia historica

A existéncia de sinais de expansdo populacional foi investigada computando as
frequéncias relativas das diferengas nucleotidicas par-a-par entre seqiiéncias (Rogers &
Harpending, 1992) nos programas DNAsp 4.5 e Arlequin 3.1. As distribuigdes destas
freqliéncias relativas foram avaliadas inicialmente de forma qualitativa por comparagéo
com as freqliéncias esperadas sob 0s pressupostos de expanséo populacional subita e de
equilibrio. O valor de estatistico r (do Inglés raggedness), que mede a irregularidade da
distribuicdo de mismatches (maior em populacdes em equilibrio), foi utilizado para
obter uma avaliacdo quantitativa da forma da distribuicdo (Harpending, 1994); os
valores associados de P foram calculados com 10.000 simulagdes em Arlequin 3.1. Os
testes Fs (Fu, 1997), F* e D* (Fu & Li, 1993), desenvolvidos inicialmente para detectar
os efeitos da selecdo natural sobre fragmentos génicos usados como marcadores
moleculares, podem ser utilizados para evidenciar sinais de expansdo populacional (Fu,

1997). Fs é particularmente sensivel as mudancas demogréficas, enquanto F* e D* tém
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melhor desempenho na detecgéo dos efeitos da sele¢do (Fu, 1997). Valores negativos do
teste Fs de Fu e dos testes D* e F* de Fu e Li indicam, respectivamente, um excesso de
haplo6tipos raros e um excesso de haplétipos derivados recentemente em relacdo ao
esperado em uma populacéo em equilibrio. Os valores de P associados foram calculados
em DNAsp 4.5 realizando simulagbes de coalescéncia com 10.000 pseudo-réplicas de
100 sequiéncias amostradas ao acaso. Finalmente, a relagdo entre os valores estimados
de tau (a data desde um hipotético evento de crescimento populacional subito, medida
em unidades de tempo mutacional) e a taxa de mutacdo por sitio por geragdo (u) foi
utilizada para estimar o tempo transcorrido (em geracfes) desde um hipotético evento
de crescimento populacional subito (t), utilizando a equagdo t = tau/2p’, onde p’ ¢ a
taxa de taxa de mutagdo por sitio por geragdo e por seqiiéncia (322xp). Os valores de
tau foram calculados em DNAsp 4.5, e o valor u (6,2 x 10'8) foi tomado do estimado
diretamente para o DNA mitocondrial de Drosophila melanogaster (Haag-Liautard et

al., 2008).



6. Resultados e discussao

6.1. Diversidade genética das populacdes americanas de Aedes aegypti
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A Tabela 2 mostra os valores de H, Hd, m1, w2, S e k estimados para cada uma das

populacdes e agrupamentos de populacdes de Ae. aegypti das Américas comparadas no

presente trabalho.

Tabela 2. Diversidade genética em populagdes de Aedes aegypti das Américas

Regido-Populagéo N H Hd m (£DP) ™ S k
Norte-Mesoamérica
Costa Nordeste 676 12 0,705 0,01586+0,00038 0,01620 18 5,107
Costa Ocidental 556 13 0,882 0,01989+0,00018 0,02030 18 6,405
Yucatan 751 13 0,870 0,02140+0,00017 0,02185 19 6,892
Total 1983 22 0,888 0,02024+0,00024 0,0266 21 6,516
Venezuela
Andes-Maracaibo 272 5 0,687 0,01513+0,00037 0,01541 12 4,873
Costa 145 5 0,590 0,00711+0,00086 0,00719 13 2,288
Llanos-Orinoco 209 4 0,496 0,00604+0,00065 0,00610 12 1,944
Total 626 7 0,655 0,01161+0,00048 0,01179 13 3,738
Amazonia
Central 183 19 0,640 0,01019+0,00076 0,01033 16 3,280
Oriental 36 10 0,827 0,01628+0,00110 0,01657 13 5,243
Ocidental 64 6 0,619 0,00602+0,00148 0,00610 12 1,938
Total 283 24 0,762 0,01176+0,00064 0,01193 18 3,785
Brasil
Nordeste 39 3 0,148 0,00109+0,00075 0,00110 5 0,351
Sul-Sudeste 134 17 0,722 0,01726+0,00055 0,01762 14 5,559
Total 173 18 0,636 0,01552+0,00085 0,01584 14 4,997
Peru Transandino 38 3 0,582 0,01722+0,00087 0,01760 11 5,546
Américas 3103 45 0,912 0,01957+0,00068 0,01994 24 6,300

N, tamanho da amostra; H, nimero de haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; m;, diversidade nucleotidica; DP,
desvio padrédo; m,, diversidade nucleotidica com corregdo de Jukes e Cantor; S, nimero de sitios polimorficos; k,

nimero médio de diferencas nucleotidicas

Os dados mostram valores relativamente altos de H na Amazonia (H = 24) e

Norte-Mesoamérica (H = 22); contudo, a distribuicdo destes valores entre as populacdes

que compdem cada uma destas regides é diferente. O nimero de haplétipos foi muito

baixo na Venezuela, apesar de que a base de dados disponivel é abrangente (N = 626; 3

sub-regides e 10 &reas de coleta); os resultados observados para as populagdes trans-

andinas do Peru (3 haplétipos em 38 espécimes) e para as do Nordeste brasileiro (3
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hapl6tipos em 39 espécimes) podem ser consequiéncia da limitada amostragem. O valor
de H foi também alto no Sul-Sudeste brasileiro. Os valores de Hd foram muito altos em
Norte-Mesoamérica, altos no Sul-Sudeste brasileiro, moderados nas popula¢fes dos
Andes-Maracaibo e da Amazonia Central e muito baixos no Nordeste do Brasil.
Também as estimativas de n foram maiores para Norte-Mesoamérica (em particular
Yucatan) e o Sul-Sudeste do Brasil, e muito baixas para o Nordeste brasileiro.

Seguindo o esquema proposto na Tabela 3, e observando os dados apresentados
na Tabela 2, podemos identificar as populagdes cujos padrdes de diversidade genética
s80 mais semelhantes ao esperado em cada um dos diversos cenarios de introdugao.

Tabela 3. Padrdes esperados e observados de diversidade genética

em populacgdes introduzidas de Aedes aegypti nas Américas

Estimativa Introducéo Unica Multiplas introdugdes

de diversidade  Recente Antiga Recentes  Recente/Antiga Antigas

) ! ' ! 1 X

Hd N ! ! 1 t

n 1 ! 1 I 11

Pooulacio Brasil Amazobnia Andes- Brasil Sul- Norte-
putac Nordeste Central Maracaibo Sudeste Mesoamérica*

H, nimero de haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; &, diversidade nucleotidica; *Principalmente Yucatan e Costa
Ocidental

Assim, os padrdes de diversidade genética populacional sugerem que a regido de
Norte-Mesoamérica, com sinais de ter recebido introdugBes mdltiplas e antigas, tenha
sido a principal receptora de propagulos primarios e a principal fonte de ondas
secundérias de invasdo. O Sul-Sudeste do Brasil poderia ter 0 mesmo papel para a
regido sul das Ameéricas, e em particular para o Nordeste brasileiro (cujas populacoes
parecem derivar de uma Unica introducdo recente), mas ha sinais de que também as
populagbes da Amazbnia Central sdo antigas. A regido dos Andes-Maracaibo, na

Venezuela, poderia ter recebido duas ou mais ondas recentes de invasao.
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6.2. Padrdes espaciais de ocorréncia de diferentes hapldtipos

As frequéncias de ocorréncia de cada um dos 45 haplétipos identificados na base
de dados americana sdo apresentadas na Tabela 2 do Apéndice. Estes dados foram
utilizados para produzir as Figuras 1 e 2, que mostram as freqiiéncias relativas com que

cada haplotipo foi detectado nas Américas e em cada uma das regides investigadas.
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Figura 1. Frequiéncia de ocorréncia de 45 hapl6tipos mitocondriais do gene ND4 (eixo

horizontal do grafico de barras) em 3103 espécimes de Aedes aegypti das Américas

O padrdo geral que mostra este grafico se corresponde com a alta diversidade
haplotipica (Hd = 0,912) reportada na Tabela 2: as freqiiéncias de ocorréncia de cada
um dos numerosos haplétipos sdo relativamente homogéneas, sem uma clara
dominancia de 1 ou 2 haplétipos. Contudo, H15 (0,159), H20 (0,155), H18 (0,108) e,
em menor medida, H33 e H41, sdo consideravelmente mais comuns que o resto. Em
principio, como visto acima, este é o perfil esperado num cenario de introducdes
maltiplas e antigas, sugerindo que pelo menos algumas das populagdes contemporaneas
de Ae. aegypti das Américas podem ser descendentes das primeiras ondas de
colonizacdo do continente nos séculos XV-XVI. Tabachnick (1991) sugeriu que este
fosse 0 caso das populagdes do Caribe; nossos dados indicam que esta persisténcia

temporal poderia ter envolvido populagdes do todo o continente.
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Figura 2. Fregiiéncia de ocorréncia de
45 haplétipos mitocondriais do gene
ND4 (eixo horizontal) de Aedes aegypti
em cinco regides geograficas das
Américas. De cima para baixo: Norte-
Mesoamérica, Venezuela, Amazonia,
Brasil (ndo amazbnico) e Peru
Transandino. Os detalhes sobre as
populagdes estudadas em cada uma
destas regides sdo apresentados na
Tabela 1 do Apéndice. Os eixos
verticais foram desenhados na mesma
escala para facilitar as comparages
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O haplétipo H15 é o Unico que aparece em todas as regibes estudadas, e é
relativamente comum em Norte-Mesoamérica, onde nenhum hapl6tipo aparece com
frequéncia superior a 18%. O fato de H15 ser dominante na populacdo peruana pode ser
efeito da pequena amostra disponivel (N = 38). Outros hapl6tipos amplamente
compartilhados sdo H20 (ausente somente da Venezuela, fortemente dominante no
Brasil ndo amazdnico e dominante em Norte-Mesoamérica), H4 (ausente da amostra
peruana, moderadamente freqiiente na Amazonia e na Venezuela e raro em Norte-
Mesoamérica), H18 (dominante na Venezuela e que aparece em baixa frequéncia no
resto das regides, exceto o Peru). Os hapldtipos mais comuns na Amazénia (H1 e H2)
aparecem no Brasil e no Peru. H24, relativamente comum na Venezuela, aparece em
baixa freqiiéncia na Amazonia, e H6 foi isolado de alguns poucos espécimes de Norte-
Mesoamérica, a Venezuela e da Amazonia.

Em geral, os padrdes observados para os haplotipos mais freqiientes sugerem que
Norte-Mesoamérica contenha as populagdes fonte de hapldtipos como H15 e, talvez,
H20; contudo, o fato deste ultimo ser fortemente dominante no Brasil ndo amazdnico
poderia sugerir que esta regido representa a fonte de propagulos. A dominancia de um
hapl6tipo e o baixo valor de H sugerem que a Venezuela foi invadida recentemente; o
padrdo é semelhante no Brasil, mas o nimero relativamente alto de haplétipos raros
poderia indicar, como sugerido acima, duas introdugdes: a mais recente poderia estar,
talvez, relacionada com H20, que teria virado dominante de forma secundaria. Na
Amazobnia, a auséncia de um hapldtipo claramente dominante e o grande nimero de
hapl6tipos raros sugerem uma invasao antiga.

A Figura 3 mostra as freqiiéncias haplotipicas em cada uma das 12 populagtes

geograficas estudadas.
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Yucatan Costa Ocidental
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Venezuela Venezuela
Costa Llanos-Orinoco
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Costa Nordeste
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Figura 3. Frequéncia de ocorréncia de 45 haplétipos mitocondriais

do gene ND4 de Aedes aegypti em 12 populacdes geograficas das Américas
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6.3. Genealogia e filogenia do gene mitocondrial ND4 em populagdes americanas
de Aedes aegypti

As relacBes genealdgicas entre os 73 haplotipos unicos identificados na base de
dados de sequéncias americanas, africanas e asiaticas de Ae. aegypti foram investigadas
mediante a construcdo de uma rede de hapldtipos por parcimonia estatistica (Figura 4).

A rede de hapldtipos mostra a existéncia de dois grupos principais, que
denominaremos Clado | e Clado Il no restante do trabalho. Estes clados correspondem,
sem ddvida, aos reportados por diversos autores tanto nas Américas quanto na Asia
(Bosio et al. 2005; Bracco et al., 2007; Paduan & Ribolla, 2008; Scarpassa et al., 2008).
Contudo, a amostragem mais densa utilizada no presente trabalho resultou na deteccéo
de alguns haplétipos (H9, H26) que ocupam posicOes intermediarias na rede; isto pode
ser interpretado como evidéncia contra a idéia, sugerida por Bracco et al. (2007), de que
cada um dos clados represente uma unidade taxondmica (uma subespécie)
independente. Os resultados das andlises filogenéticas (Figura 5) indicam, da mesma
forma, que as distancias genéticas entre os haplétipos de ambos os clados séo, em geral,
baixas, sugerindo que as amostras pertencem a um unico filogrupo (ver também
Gorrochotegui-Escalante et al., 2002). A distribuicdo de haplétipos isolados de
espécimes americanos nos dois clados principais é claramente sugestiva de multiplas
introducBes. A presencga de haplotipos isolados na Africa em cada um dos clados, em
conjunto com as evidéncias, apresentadas acima, que sugerem que as populacdes
americanas séo antigas, pode ser interpretado como uma indicagdo da origem africana
destas populagdes; contudo, esta questdo s6 podera ser adequadamente tratada quando

uma amostragem abrangente de populag@es africanas esteja disponivel.
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e ] Figura 5. Relacdes filogenéticas entre 73
hapldtipos do gene mitocondrial ND4 de
Aedes aegypti isolados de espécimes das
Américas, Africa e da Asia; a arvore foi
gerada por agrupamento de vizinhos
utilizando distancias genéticas estimadas
Ho mem————— pelo método de Maxima Verossimilhanca

Composta. Aedes albopictus, Ocherotatus

japonicus, Ochlerotatus triseriatus e
Anopheles gambiae foram utilizados como

grupos externos. A barra da escala

representa 0,02 substitui¢des. O codigo de

cores é 0 mesmo utilizado na Figura 5

- Aedes aegypti
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99—

E} Ochlerotatus triseriatus
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Os resultados das analises genealdgicas foram interpretados como uma indicagdo
forte de mdltiplas introducBes de Ae. aegypti nas Ameéricas. Com o propoésito de
concentrar nossa aten¢do na compreensédo destas dindmicas de invasdo e colonizagdo do
continente, realizamos anlises andlogas as apresentadas até 0 momento em bases de
dados separadas contendo as seqliéncias de representantes de cada um dos clados
principais (Figura 6). Estas analises sdo apresentadas, no contexto da discussdo

integrada dos resultados obtidos no conjunto do trabalho, na Secéo 7.1.
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Figura 6. Relacdes genealdgicas entre 45 haplotipos do gene mitocondrial ND4 de
Aedes aegypti isolados de espécimes das Américas: rede de parcimdnia estatistica. Os
circulos brancos representam hapldtipos ndo amostrados ou extintos. O cddigo de cores

indica a presenca de dois clados principais (laranja, Clado Il e verde, Clado I). A

numeragao dos haplotipos corresponde a apresentada nas Figuras 4 e 5
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6.4. Estruturacéo genética das populagdes americanas de Aedes aegypti

As anélises hierdrquicas de variancia molecular mostraram sinais claros de forte
estruturacdo genética das populages geogréficas de Ae. aegypti investigadas (Tabelas 4
e 5). Uma grande fracdo (~75%) da variacdo observada correspondeu a variabilidade
intra-populacional, ~11% correspondeu a variabilidade inter-populacional e 14% a
inter-regional. Os valores altos (e altamente significativos) de todos os indices de
fixacdo sugerem uma marcada estruturacdo genética nos diferentes niveis de anélise. Os
resultados foram praticamente idénticos quando a populagéo do Peru Transandino (com
N = 38) foi excluida das analises.

Tabela 4. Andlise hierarquica de variancia molecular em 12 populacGes

americanas de Aedes aegypti agrupadas em cinco regides geograficas

N Graus de Soma de Componentes Percentagem

Fonte da variagéo . A Y2
liberdade  quadrados da variancia da variagdo

Entre regides 4 156,843 0,07080 (Va) 14,24
Entre populacbes 7 105,697 0,05362 (Vb) 10,78
dentro de cada regiédo
Entre individuos ) 3001 1152,376  0,37282 (Vo) 74,98
dentro de cada populacéo
Total 3102 1414,916 0,49723 (Vt) 100

Tabela 5. Analise hierarquica de variancia molecular em 12 popula¢es americanas

de Aedes aegypti agrupadas em cinco regides geograficas: indices de fixacdo

Indice de fixacao p*

Fct=0,14238 0,0004
Fsc=0,12573 <0,0001
Fst = 0,25021 <0,0001

Fct, fracdo da variagdo entre regides em relacéo ao total (Va/Vt)

Fsc, fracéo da variag&o entre popula¢bes em relagdo as regides (Vb/\Vb+Vc)
Fst, fracéo da variac&o entre populagfes em relagdo ao total (Va+Vb/Vt)
*Valores calculados com 10,100 permutagdes

Os valores de Fst estimados entre cada par de populagdes sdo apresentados no
Apéndice, junto com os valores correspondentes das distancias genéticas de Slatkin e as
estimativas do nimero de migrantes por geracdo (Nm) que intercambia cada par de

populagdes.
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Todos os valores de Fst foram altos e altamente significativos; os valores de P
(calculados usando 10.000 permutagdes) sempre foram <0,001. Este padrdo de
indicacbes consistentes de forte estruturagdo genética e escasso fluxo génico entre
populagdes, comumente reportado em estudos sobre Ae. aegypti (e.g., Bosio et al., 2005
e Herrera et al., 2006, cujas seqiiéncias ndo foram incluidas nas nossas andlises), é
provavelmente o resultado da agdo combinada da dinamica de disperséo passiva do
vetor e dos eventos aleatdrios de extingdo local de linhagens raras associados as agdes
de controle. As estimativas de Nm mostram, como esperado, valores muito baixos;
contudo, alguns pares de populagGes poderiam estar intercambiando entre 5 e 8
migrantes por geragé&o.

O dendrograma UPGMA derivado da matriz de distancias genéticas mostra
graficamente estes padrdes; podemos observar (i) uma situagdo de forte isolamento das
populacdes do Nordeste brasileiro, (i) o agrupamento das populagdes venezuelanas,
(iif) uma situag@o intermediaria das populagdes do centro e oeste da Amazénia e (iv) o
agrupamento das populagdes Norte-Mesoamericanas, em especial as da Costa Nordeste,
com as do Sul-Sudeste brasileiro e a Amazonia Oriental, que aparecem no mesmo clado
terminal. Estes resultados sugerem uma conexdo relativamente forte entre duas
populacbes muito distantes (Brasil Sul-Sudeste e Norte-Mesoamérica), 0 que poderia
ser resultado da conectividade maritima entre grandes cidades portudrias. A posi¢do da
populacdo da Amazonia Oriental sugere, por outra parte, uma maior conectividade com
0 Sul-Sudeste do que com outras sub-regides amazonicas. O isolamento aparente do
Nordeste poderia ser um efeito da menor amostragem disponivel, ou poderia sugerir
uma composicdo genetica muito diferente da do resto do continente; de fato, os perfis de
diversidade e relacionamento dos hapl6tipos isolados no Nordeste sugerem que estas

populacdes derivam de um Unico evento recente de introducéo.
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6.5. Demografia histdrica das populacdes americanas de Aedes aegypti
6.5.1. Base de dados combinada (N = 3103)

O grafico de distribuicdo de frequéncias das diferencgas par-a-par entre sequéncias
(mismatch distribution) é multimodal para o conjunto de 3103 seqiiéncias. Contudo, 0s
valores observados sdo muito diferentes dos esperados sob 0 pressuposto de tamanho
constante da populacdo (Figura 7). O valor do estatistico r, que mede a irregularidade da
distribuicdo de frequéncias, foi mais baixo do esperado em uma populagdo em
equilibrio (r = 0,023; P = 0,286), sugerindo indicios de expansdo. A Figura 7 compara
as frequéncias observadas e as esperadas em uma populagdo em expansdo, mostrando
também falta de ajuste. O excesso observado de diferencas par-a-par em valores
moderados (10-12) resulta do fato de que a base de dados inclui representantes dos dois
clados principais (ver Figura 6), compostos por nimeros semelhantes de individuos
(1747 e 1356, respectivamente). Como mostram Slatkin e Hudson (1991), este padréo
de subdivisdo aproximadamente simétrica de linhagens na genealogia origina um “pico”
na zona de divergéncia moderada na distribuicdo de mismatches. Os valores observados
de Fs (-1,429), D* (-0,351) e F* (0,877) ndo foram significativamente diferentes do

esperado em uma populacéo em equilibrio (P = 0,37; 0,34; e 0,84, respectivamente).
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Figura 7. Distribuicdo de freqiiéncias das diferencas par-a-par entre sequiéncias do gene

mitocondrial ND4 de populagdes americanas de Aedes aegypti. Obs, valores observados; Esp,

valores esperados para populagdes em equilibrio (A) e em expansdo (B)



46

A consideracdo conjunta dos valores de Fs, D*, F* e r e da distribuicdo de
mismatch ndo permite, portanto, concluir de forma definitiva se o conjunto das
populacdes americanas de Ae. aegypti sofreu uma expanséo recente — como se espera de
uma espécie introduzida em tempos histricos no continente — ou se encontra em
equilibrio. Contudo, o baixo valor de r, o valor negativo de Fs e a analise qualitativa dos
gréficos de distribuicdo de mismatches sugerem indicios débeis de ndo-equilibrio.

Estes resultados aparentemente conflitantes poderiam ser explicados pela presencga
de mais de uma populagdo, cada uma das quais poderia estar em expansdo, na nossa
base de dados combinada. Esta possibilidade foi explorada mediante a anélise separada
das seqiiéncias que conformam cada um dos clados principais definidos pelo padréo de
relacionamento genealdgico entre haplétipos (Figura 6). O hapldtipo H26, cuja posicéo
na rede de hapl6tipos é intermediaria entre os Clados | e 11, foi excluido.

6.5.2. Clados I (N =1743) e Il (N =1359)

A Figura 8 mostra os resultados da andlise de mismatch distribution no grupo de

seqiiéncias que compdem o Clado I, e a Figura 9 os relativos ao Clado Il. Os resultados

dos testes Fs, D*, F* e r sdo apresentados na Tabela 6.
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Figura 8. Distribuicdo de frequiéncias das diferencas par-a-par entre
seqliéncias do gene mitocondrial ND4 de populacGes americanas de Aedes
aegypti do Clado I. Obs, valores observados; Esp, valores esperados para

populacdes em equilibrio (A) e em expansdo (B)
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Figura 9. Distribuicdo de frequiéncias das diferencas par-a-par entre

seqliéncias do gene mitocondrial ND4 de populacGes americanas de Aedes

aegypti do Clado Il. Obs, valores observados; Esp, valores esperados para

populacdes em equilibrio (A) e em expanséo (B)

Tabela 6. Testes de equilibrio demografico em populacdes de Aedes aegypti das Américas

Clado | Clado 11
Teste
Valor P Valor P
Fs -0,89 0,27 -3,994 0,182
D* 0,165 0,573 -1,677 0,078
F* 0,392 0,657 -1,308 0,11
r 0,031 051 0,021 0,851

Os resultados destas analises sugerem que as populacbes americanas de Ae.

aegypti com haplétipos pertencentes aos Clados | e 11 (como definidos neste trabalho)

ndo se encontram em equilibrio. Os valores de r e (em menor medida) de Fs, assim

como a distribuigdo de freqliéncias de mismatches e as evidéncias qualitativas derivadas

das analises genealdgicas (ver Secdo 6.1.3.) sugerem que esta falta de equilibrio reflita

uma expanséo populacional relativamente recente. Estas evidéncias séo claramente mais

fortes para o Clado IlI; a distribuicdo de mismatches do Clado | sugere, como visto

acima, sinais de estruturacdo genealGgica entre as sequéncias, e o valor de r é,

consequentemente, maior. Os testes D* e F*, menos sensiveis as mudangas

demogréficas (Fu, 1997), ndo foram significativos, o que pode ser interpretado como

uma indicagéo de que o0 gene estudado nédo se encontra sob os efeitos da sele¢éo natural.
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A relacdo entre os valores estimados de tau (a data desde um hipotético evento de
crescimento populacional stbito, medida em unidades de tempo mutacional), a taxa de
mutagdo por sitio por geragdo (u [e a taxa de mutagdo por seqliéncia por geragdo; no
nosso caso, W= ux322]) e o tempo transcorrido (em geragdes) desde um hipotético
evento de crescimento populacional subito (t) é definida pela equagdo t = tau/2p’. Os
valores estimados de tau foram 1,852 (Clado 1) e 1,23004 (Clado Il) (usando o método
implementado pelo programa DNAsp 4.5). A taxa de mutagéo por sitio por geracéo foi
tomada do valor estimado diretamente para o DNA mitocondrial de Drosophila
melanogaster (6,2 x 10°%; ver Haag-Liautard et al., 2008), e o nimero de geragdes por
ano fixado em 24. Os resultados (~1930 anos para o Clado | e ~1280 anos para o Clado
I1) sdo, em principio, incompativeis com a presenca, em cada um dos clados, de uma
Unica populagcdo americana em expansdo. Utilizando um valor extremo de 48
geracOes/ano, os valores de t sdo de ~970 (Clado I) e ~640 anos (Clado Il). Estes
resultados dependem, em qualquer caso, da aceitacdo de alguns pressupostos que néo
podem ser testados com nossos dados (p.ex., sobre a aplicabilidade da taxa de mutagéo
utilizada); contudo, a avaliagdo conjunta das evidencias apresentadas sugere que a
presenca de duas populages no Clado | seja a causa dos altos valores de t estimados

para este grupo de seqliéncias.
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7. Discusséo geral e conclusdes
7.1. Dindmicas de invasdo das Américas por Aedes aegypti

Apresentamos, para finalizar, uma consideragdo conjunta dos resultados obtidos
durante o desenvolvimento deste projeto. Fazemos énfase na estruturagdo de uma
proposta coerente capaz de dar conta do processo de invasdo e colonizagdo do
continente por cada um dos clados principais identificados nas genealogias do gene
ND4 de Ae. aegypti. Finalmente, apresentamos, de forma tentativa, uma explicagdo das
correspondéncias entre este processo e os perfis epidemioldgicos da dengue no Brasil.
7.1.1. Dindmica de invaséo por representantes do Clado |

A sub-rede de hapldtipos correspondente ao Clado | tem uma aparéncia geral mais
coesa (i.e., menos dispersa) do que a do Clado Il (Figura 6); menos de 30% das
conexdes envolvem mais de um passo mutacional. A inspe¢do da topologia desta sub-
rede sugere, contudo, a presenca de uma aglomeracdo em forma de estrela com o
hapl6tipo H20 em posigdo central; uma parte do resto de haplotipos aparece relacionada
de forma semelhante com H4. A baixa diversidade nucleotidica (x = 0,0087) ¢ a alta
diversidade haplotipica (Hd = 0,837) sdo compativeis com a existéncia de duas
populacdes estreitamente relacionadas. Em conjunto com os resultados das analises de
distribuicdo de freqiéncias das diferengas par-a-par entre seqliéncias, estas observagoes
sugerem, sem ser conclusivas, que o Clado | poderia conter populagbes derivadas de
duas introdugdes e, a0 mesmo tempo, que cada uma destas introducgdes poderia ser mais
recente do que as envolvidas na origem do Clado Il (ver abaixo).

Dois dos haplotipos centrais (H4 e H23) da sub-rede que define o Clado | também
foram isolados de espécimes coletados no Quénia (H23) e na Tailandia (H4); H24
também ocorre na Africa (Senegal) e na Asia (Tailandia), H27 no Quénia e H18 no

Senegal. Mais seis hapldtipos relacionados foram detectados em populagdes africanas
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(Quénia e Camard@es), e oito na Asia (Tailandia e Myanmar). O fato de haver quatro
hapl6tipos compartilhados entre representantes do Clado | e populagdes africanas
permite supor que a introducdo se produziu diretamente desde a Africa, sem
necessidade de postular um caminho mais complexo através da Asia.

A diversificagdo local aparente na regido norte-mesoamericana (com sete
hapl6tipos Unicos), a presenca de um haplétipo africano (H18) na mesma regido e o
padréo de ocorréncia dos haplétipos do sub-clado relacionado com H20 sugerem que o
processo de colonizagdo comegou na regido de Norte-Mesoamérica, com introdugao
secundéaria de diversos representantes deste Clado (H20, H25, H18 e H4) no Sul-
Sudeste do Brasil (Figura 11). O fato de que trés haplétipos que aparecem (em baixa
freqliéncia) nas populagdes da regido Sul-Sudeste do Brasil (H23, H24 e H27) sdo
compartilhados com populagdes africanas, mas ndo aparecem nas amostras
mesoamericanas, sugere duas possibilidades alternativas: (a) introducdes paralelas
diretas desde a Africa para o Sul-Sudeste e (b) eventos de extingdo local em Norte-
Mesoamérica; contudo, se estes haplotipos estivessem de fato presentes, em muito baixa
frequéncia, em Norte-Mesoamérica, poderiam simplesmente ndo ter sido amostrados.

Uma vez estabelecidas no Sul-Sudeste, estas populagfes se expandiram para o
Nordeste (onde s6 foi detectada a presenca de haplétipos do Clado 1) e a Amaz6nia,
desde onde H20 alcangou a regido trans-andina do Peru. Na Amazonia Oriental aparece
H24 (aparentemente uma variante de H20), que alcanga freqiiéncias altas na sub-regi&o
dos Llanos do Orinoco na Venezuela, mas sem sinais de diversificacdo local.

Os sinais de diversificacdo local na regido Norte-Mesoamericana e na Amazonia
sugerem que estas areas foram colonizadas rapidamente ap6s a introducéo inicial. A
falta destes sinais na Venezuela, onde H4, H15, H18 e H24 sdo dominantes, sugere uma

invasdo recente (e bem-sucedida) da regiéo por representantes desta sub-linhagem. Esta
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interpretacdo é compativel com a idéia de que a colonizacdo envolveu dispersao desde a
Amazénia, mas ndo exclui a possibilidade de eventos independentes de introdu¢do
direta (seja desde Mesoamérica ou desde a América do Sul) em tempos recentes.

Estes padrGes permitem sugerir que H20 representa o gendtipo com mais
capacidade invasiva dentro do Clado I; ele colonizou o Sul-Sudeste e o Nordeste do
Brasil, a Amazoénia Oriental e o Peru Transandino (chegando provavelmente desde a

Amazénia Ocidental) com grande sucesso.

Clado |

B Hap 20 @ Hap 24 [] Hap 25 [] Hap 30 | 4
B Hap 31 [0 Hap 33 [0 Hap 36 [J Hap 37 | ia
B Hap 43 B Hap 45 W Hap 4 [ Hap 12
B Hap 16 W Hap 17 M Hap 18 [] Hap 22

B Hap 23 [J Hap 26 [] Hap 27 [J Hap 28

[ Hap 39 [ Hap 44 [ Clado Il

Figura 10. Frequiéncia de ocorréncia dos hapl6tipos do gene ND4 do Clado | em cada uma das 12
populagdes geograficas comparadas durante este trabalho. Os asteriscos indicam a ocorréncia em baixa
frequéncia de hapldtipos compartilhados por mais de uma populacdo. A numeracéo dos haplétipos
corresponde a apresentada na Figura 11 (a seguir). (1, Norte-Mesoamérica Costa Nordeste; 2, Norte-
Mesoamérica Costa Ocidental; 3, Norte-Mesoamérica Yucatan; 4, Venezuela Andes-Maracaibo; 5,
Venezuela Costa; 6, Venezuela Llanos-Orinoco; 7, Amazonia Central; 8; Amaz6nia Oriental; 9;
Amazonia Ocidental; 10, Peru Transandino; 11, Brasil Nordeste; 12, Brasil Sul-Sudeste)
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7.1.2. Dindmica de invaséo por representantes do Clado Il

Os haplétipos H5, H6 e H15 (e H1, em menor medida) foram isolados de
espécimes coletados em vérias regides do mundo. Estes gen6tipos se diversificaram em
lugares tdo distantes como a Asia (sobretudo H6), a América do Norte (sobretudo H15)
e a Amazonia Central (H5-H1), sugerindo um processo antigo de migragéo e expansao
desde as populacdes originarias na Africa.

Este padrédo de ampla dispersdo mundial implica que devemos ter cautela ao
postular que as populagbes americanas deste Clado foram introduzidas diretamente
desde a Africa; contudo, pensamos que esta continua sendo a explicagdo mais
parcimoniosa. Em primeiro lugar, dois dos trés haplétipos que ocupam posicOes
“centrais” nas redes (H5 e H6) foram isolados também de espécimes africanos coletados
em Camardes, Guiné, Uganda e Quénia (Figuras 4, e 5). Na Asia, H6 ocupa a posigo
central de uma sub-rede em forma de estrela formada por haplétipos muito semelhantes,
sugerindo uma introdugdo relativamente recente seguida de uma expansdo populacional
no Sudeste Asiatico. Por ultimo, na rede de haplétipos isolados de espécimes
americanos (Figura 6), H6 apresenta relagbes mais complexas; sua grande semelhanca
com H5, um haplétipo provavelmente envolvido em eventos mais antigos de
diversificagdo na Amazonia central (ver abaixo) sugere que este sub-clado foi
introduzido nas Américas antes de alcangar o Sudeste Asiéatico.

A baixa diversidade nucleotidica (m = 0,0069) e as relacBes entre os haplotipos
(sem subdivisOes aparentes na rede de parcimonia) sugerem a possibilidade de que este
Clado esteja composto por hapldtipos derivados de um Unico evento de introducdo. A
alta diversidade haplotipica (Hd = 0,811) e a existéncia de dois centros discretos de

diversificacdo (Norte-Mesoamérica e Amazonia Central; Figura 13) sugerem, por outra
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parte, que o processo de colonizacdo do continente por representantes deste Clado foi
complexo e relativamente antigo.

A andlise conjunta dos padrdes geograficos de ocorréncia dos diferentes
hapl6tipos e de suas relagdes genealdgicas identificou duas éareas nas quais 0S
hapl6tipos centrais da rede coexistem com mdultiplos haplotipos raros e recentemente
derivados. Estas caracteristicas sdo as esperadas nos locais de chegada dos propéagulos
iniciais de uma espécie invasora: é nestes locais onde a expansdo populacional pos-
estabelecimento é mais antiga, 0 que aumenta as probabilidades de que haplétipos
novos aparegam.

A costa do Golfo do México, que corresponde a regido de Norte-Mesoamérica,
tem sido identificada como uma &rea particularmente suscetivel de receber espécies
invasoras (Drake & Lodge, 2004; Tatem et al., 2006). A Amazbnia Central, pelo
contrério, ndo estd conectada por rotas tdo intensas de trdfego maritimo ou aéreo de
longa distancia. Podemos concluir, portanto, que a invasdo das Ameéricas por Ae.
aegypti do Clado Il se iniciou na América do Norte (provavelmente na costa oriental do
México) desde a Africa (provavelmente a Africa Ocidental). Os haplotipos que ocupam
posigdes centrais na rede (H6, H5 e H15) séo provavelmente os representantes desta
populacdo inicial.

Estas populagdes originais se diversificaram localmente em Norte-Mesoamérica;
sete hapldtipos derivados, estreitamente relacionados com H15, foram isolados
exclusivamente de espécimes coletados nesta regido. Contudo, alguns representantes
desta populagdo local comecaram a se expandir em dire¢do sul; os dados permitem
supor que a expansdo se deu, embora seguindo as mesmas rotas, em dois tempos

diferentes.
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7.1.2.1. Primeira onda de expansao

Propomos que os hapldtipos H5 e H6 foram os primeiros deste Clado a alcangar a
Venezuela; H6 foi isolado, em baixa freqliéncia, de espécimes coletados na sub-regido
dos Andes-Maracaibo, enquanto H5 ndo esti presente na base de dados venezuelana
analisada. Se postularmos que a invasdo desta regido por este primeiro propagulo foi
antiga (anterior a 1940-45), tanto a raridade de H6 quanto a auséncia de H5 podem ser
explicados pelos efeitos das agdes intensivas de controle dos anos 1940-70. Em favor
desta interpretacéo estd o fato de que ambos os hapldtipos reaparecem nas populagdes
amazonicas (sempre em freqiiéncias muito baixas), que foram provavelmente originadas
a partir de populagdes chegadas desde a Venezuela.

A invasdo da Amazonia por esta sub-linhagem provavelmente seguiu as rotas de
transporte terrestre que ligam a Venezuela com o estado de Roraima. A rodovia BR-174
é a Unica via de comunicacéo terrestre entre Roraima e o resto do Brasil; embora o
projeto de construcdo desta esta estrada tenha sido iniciado em 1893, a comunicagéo
somente foi estabelecida em 1977. Podemos supor que, durante o tempo transcorrido
entre a invasao das cidades do estado de Roraima (sobretudo Boa Vista e talvez também
Pacaraima) e a abertura efetiva da estrada, as populacdes locais de Ae. aegypti ficaram
isoladas das do resto do Brasil. Isto, ademais, teria detido a expansdo desta sub-
linhagem em direc&o sul, que s6 pdde continuar quando a abertura da estrada permitiu o
transporte terrestre intenso.

Nossos dados mostram que um hapldtipo derivado de H5 (H1) € dominante nas
populacdes atuais de Ae. aegypti da Amazdnia Central (Figura 12). H1 est4 relacionado
com uma série de seis haplétipos restritos a esta sub-regido e isolados de espécimes
Unicos: H9, H10, H11l e H13 do estado de Roraima, e H7 e H19 do estado do

Amazonas. A maioria das conexdes entre estes hapl6tipos na rede estimada por
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parcimonia estatistica (Figura 6) envolve mais de um passo mutacional. Este padrdo é
semelhante ao esperado quando um propégulo coloniza com éxito uma determinada
regido, se expande e finalmente se diversifica durante um periodo de tempo
relativamente prolongado. A apari¢éo de outros haplétipos derivados (H2-H8, H3) nesta
mesma sub-regiéo reforca esta interpretacéo.

Em conjunto, o padrdo observado é compativel com a idéia de que a colonizagéo
da Amazénia Central (em particular o extremo norte) por esta sub-linhagem é antiga
(i.e., transcorreu o tempo suficiente para gerar 10 haplétipos derivados) e
geograficamente muito restrita (i.e., a maioria destes haplétipos derivados é exclusiva
de espécimes locais, sobretudo de Roraima). Isto sugere a possibilidade de que os
componentes do sub-grupo H5-H6-H1 (mais os hapl6tipos localmente derivados deles)
tenham permanecido isolados em Roraima durante um longo periodo de tempo; uma
vez aberta a estrada, estas populagdes teriam se expandido ao longo das rotas comerciais
que ligam Manaus com a Amaz6nia Oriental e Ocidental e com o Sul-Sudeste
brasileiro. Esta expansdo secundaria recente seria a responsavel do fato de que alguns
hapl6tipos deste sub-grupo (H1, H2, H6) ocorram em outras sub-regiGes, mas sem 0s
sinais de diversificacdo local detectados na Amazonia Central, e em particular Roraima.
Os haplétipos H6 e H2 foram isolados de espécimes coletados nas trés sub-regides
amazonicas, e H2 apareceu também em 18,7% dos espécimes no Sul-Sudeste brasileiro.
O padréo de distribuicdo de H2 sugere que este hapldtipo se expandiu recentemente, e
de forma bem sucedida, desde a Amazonia Central, e que representa, portanto, um
genodtipo altamente invasivo.

Esta interpretacdo dos padrfes de composicdo genética das populagdes de Ae.

aegypti do extremo norte do Brasil difere da proposta anteriormente por diversos
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autores, que postula que elas representam populagOes residuais sobreviventes dos
esforcos de erradicacéo de Ae. aegypti (e.g., Mousson et al., 2005; Bracco et al., 2007).
7.1.2.2. Segunda onda de expanséo

O haplétipo H15 parece bem estabelecido na regido de Norte-Mesoamérica; ele
aparece em freqiiéncias relativamente altas (17% dos espécimes da regido), e originou
uma série de hapl6tipos geograficamente restritos. Um deles (H21), contudo, se
expandiu (junto com o prdprio H15) seguindo rotas aparentemente idénticas as
postuladas para o sub-clado H5-H6. H15 é freqlente na regido dos Andes-Maracaibo
(Venezuela) e na Amazoénia Ocidental (desde onde alcangou a costa peruana), e ocorre
também na populacéo do Sul-Sudeste brasileiro, enquanto H21 aparece em muito baixa
freqliéncia em uma populagéo venezuelana, duas amazonicas (Oriental e Ocidental) e no
Sul-Sudeste do Brasil. Nenhum destes dois haplétipos, apesar da sua ampla distribuigéo
geografica, parece ter sofrido um processo de diversificagdo na América do Sul como o
observado para H5 e H6. Haplétipos recentemente derivados de H15 aparecem, como
visto acima, na regido da Mesoameérica; somente H29, isolado de um Unico espécime no
Sul-Sudeste do Brasil, parece relacionado com H15 fora dessa regiéo.

Isto sugere que a expansdo de H15-H21, embora seguindo o mesmo padrédo
espacial, se deu muito mais recentemente do que a expanséo inicial do Clado Il. Estas
observacOes reforcam, portanto, a idéia da existéncia de duas ondas de colonizacdo da
América do Sul por Ae. aegypti do Clado Il. A primeira teria sido interrompida pela
falta de conectividade terrestre entre Roraima e o resto do Brasil (e ndo necessariamente
pelas atividades de erradicagdo), o que deixou uma populacéo isolada no norte da
Amazonia brasileira. A segunda teria acontecido de forma muito recente, talvez
coincidindo com a apertura da rodovia BR-174, e envolveu a sub-linhagem H15-H21 e

alguns dos haplétipos derivados da populagéo de Roraima (como, sobretudo, H2).
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Figura 12. Fregiiéncia de ocorréncia dos haplotipos do gene ND4 do Clado I em cada uma
das 12 populagdes geograficas comparadas durante este trabalho. Os asteriscos indicam a
ocorréncia em baixa freqiiéncia de hapl6tipos compartilhados por mais de uma populagéo.
A numeracdo dos haplétipos corresponde a apresentada na Figura 13 (a seguir). (1, Norte-
Mesoamérica Costa Nordeste; 2, Norte-Mesoamérica Costa Ocidental; 3, Norte-
Mesoamérica Yucatan; 4, Venezuela Andes-Maracaibo; 5, Venezuela Costa; 6, Venezuela
Llanos-Orinoco; 7, Amazonia Central; 8; Amazdnia Oriental; 9; Amaz6nia Ocidental; 10,
Peru Transandino; 11, Brasil Nordeste; 12, Brasil Sul-Sudeste)
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7.2. Correspondéncias com os perfis epidemiol6gicos historicos

A primeira pandemia de dengue a atingir o Novo Mundo foi a de 1824-1828; os
primeiros casos apareceram nas ilhas Virgens, e a doenca se espalhou na &rea do Caribe
e do Golfo do México. Na América do Sul, somente a Venezuela e a Coldmbia foram
atingidas. A segunda grande pandemia (1845-1851) aconteceu depois de um periodo de
mais de 15 anos com surtos localizados da doenca (em especial no Caribe e
Mesoamérica), mas sem grandes epidemias. Os primeiros casos relacionados com esta
segunda pandemia foram detectados em 1845, de forma simultanea, no sul dos Estados
Unidos e no Sul-Sudeste do Brasil (Rio de Janeiro); nos anos seguintes, a doenca se
espalha pelo Sul-Sudeste do Brasil (com duas ondas epidémicas em 1946-1948 e 1951-
1953), seis estados Norte-americanos, Cuba e Peru (PAHO, 2009).

E evidente que estes padres espaciais e temporais de expansdo das primeiras
grandes epidemias de dengue nas Américas devem ter emergido de padrdes paralelos de
dispersdo, estabelecimento e crescimento populacional do principal vetor da doenca, Ae.
aegypti. As dindmicas propostas de invasdo do continente pelos representantes dos
Clados Il e I, respectivamente, sugerem uma explicagdo parcimoniosa para O
paralelismo destes padrdes.

Chama a atengdo, em primeiro lugar, que tanto os vetores quanto a doenga
seguem um padrdo geral de dispersdo norte-sul; a regido de Norte-Mesoamérica e o
Caribe aparece como a regido-fonte de cada uma das grandes pandemias e de cada uma
das ondas primérias de invasdo do continente por Ae. aegypti.

Sugerimos que a primeira pandemia esteve associada a dispersdo priméria dos
representantes do Clado Il (o mais antigo) desde Norte-Mesoamérica e o Caribe até o
norte da América do Sul (em particular a Venezuela). Algumas populacbes derivadas

teriam alcangado o extremo norte da Amazonia Legal brasileira, ficando depois isoladas
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em Roraima (e/ou no estado venezuelano de Bolivar) sem possibilidades de continuar a
migracdo para o sul. Assim, a doenca ficou também restrita a regido norte do
subcontinente.

A segunda pandemia segue um padrdo espacial muito diferente. A aparicdo da
doenca no epicentro mesoamericano-caribenho é acompanhada pela aparigdo simultanea
de casos no Sudeste do Brasil. Sugerimos que este padrdo € o resultado da dispersdo de
vetores representantes do Clado I, que seguiram, segundo a nossa proposta, exatamente
a mesma rota que a doenca. Apos as primeiras epidemias associadas com a chegada e
estabelecimento destes vetores, as agOes de controle (e, provavelmente, o
desenvolvimento de imunidade natural nas popula¢des humanas das &reas criticas)
conseguiram manter a regido Sul-Sudeste livre de transmisséo por mais de 60 anos — até
a chegada do virus DENV-2 em 1986 (PAHO, 2009). Os dados apresentados neste
trabalho sugerem que os efeitos dos esforgos de erradicagdo dos anos 1958-1976 sobre
as populagdes de vetores teriam sido somente parciais; algumas populagdes derivadas
da introducdo originaria do Clado | sobreviveram, e foram provavelmente responsaveis
pelos ciclos de reinfestagdo registrados em 1967-1972 e desde 1976. O padrdo de
diversidade observado nas populacBes brasileiras do Clado I, com um haplétipo
claramente dominante (quase sempre H20) e um numero relativamente baixo de
hapl6tipos raros, € compativel com os efeitos esperados (séries de gargalos de garrafa e
dominéncia da deriva genética) deste tipo de agdes de controle. O caso extremo é
representado pelas populagdes do Nordeste brasileiro (onde o Clado Il aparentemente
ndo se estabeleceu), nas quais 0s espécimes portadores do haplétipo H20 séo
extremamente dominantes; nossa proposta sugere que este seria o padrdo em todo o
Brasil se a segunda onda de expansdo do Clado Il desde Roraima ndo tivesse

acontecido. Contudo, é muito provavel que estes efeitos tenham sido atenuados, em
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algumas regides, pela chegada de novos propagulos (pertencentes ao mesmo Clado 1),
embora sua capacidade de estabelecimento e disperséo pareca limitada (e.g., H26 no
Nordeste ou H27 no Sul-Sudeste). Em conjunto, os efeitos das campanhas de
erradicacdo (incluindo a extingdo local de algumas variantes raras) devem também
contribuir a reforgar os sinais de isolamento genético e estruturacdo populacional
observados neste e noutros estudos (Lourenco-de-Oliveira et al., 2004; Paduan et al.,
2006; Paduan & Ribolla, 2008).

A expansdo secundaria dos representantes do Clado Il (as populages isoladas de
Roraima e alguns haplotipos adicionais do mesmo Clado) provavelmente aconteceu
depois da abertura, no final dos anos 1970, da BR-174. O crescimento demogréafico e
urbanistico das cidades de Roraima (em particular Boa Vista e Pacaraima), acelerado
pela abertura da rodovia, provavelmente foi acompanhado por um crescimento das
populagdes locais de Ae. aegypti; as condi¢des para a primeira epidemia de dengue em
Boa Vista (altas densidades de vetores infectados e hospedeiros humanos suscetiveis
numa paisagem urbana) s6 se deram no inicio dos anos 1980. Desde entdo,
representantes deste Clado tém invadido e colonizado a Amazénia Central (em Manaus,
a primeira epidemia aconteceu em 1998, coincidindo com a sexta pandemia americana),
Oriental e Ocidental e o Sul-Sudeste brasileiro, mas ndo o Nordeste. O padrdo de
diversidade haplotipica (varios haplotipos ocorrendo em freqliéncias moderadamente
altas) é diferente do observado nas populagdes brasileiras do Clado I, coincidindo com o
esperado se a colonizagdo se deu depois do relaxamento das campanhas de erradicacéo.

Nossa proposta, portanto, ndo so ajuda a explicar algumas das grandes tendéncias
histdricas da epidemiologia da dengue no Brasil. Os dados sugerem também que 0s
esforcos de “erradicacdo” de Ae. aegypti do pais nunca tiveram o sucesso anunciado, e

que as populagdes remanescentes (representadas sobretudo por H20) foram
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responsaveis por uma parte do processo de reinfestacdo — enquanto a outra parte foi
responsabilidade de populagdes do Clado Il da Amazonia setentrional em expansdo
secundaria. A combinacdo destas duas expansdes recentes (o Clado Il desde a
Amazobnia e o Clado | em direcdo norte) resultou no encontro secundério de populagdes
derivadas de cada uma das duas introdugdes principais em cidades de todo o Brasil —
exceto, aparentemente, algumas localidade do Nordeste. Uma das consequiéncias deste
“reencontro” é o perfil de alta diversidade genética observado (e amplamente
comentado) por diversos pesquisadores (Bracco et al., 2007; Paduan & Ribolla, 2008;
Scarpassa et al., 2008; Lima-Junior & Scarpassa, no prelo), e que agora ganha uma
explicacdo simples e coerente. O padréo ciclico que as epidemias de dengue adquiriram
desde o final dos anos 1980 e o inicio dos 1990 sugere que o status imunolégico das
populagdes humanas locais (em relagdo aos sorotipos circulantes em cada ocasido e
localidade) é o principal mecanismo envolvido na modulagéo da incidéncia (Wearing &
Rohani, 2006); as populagdes locais de vetores, bem estabelecidas e diversificadas, e 0
impacto das acBes de controle vetorial teriam papéis subsidiarios na geracdo destas
dindmicas. Esta ultima observacdo contrasta com as evidéncias de sucesso relativo das
campanhas de erradicacdo desenvolvidas até 1975, e sugere que a eficacia das a¢des de
controle de Ae. aegypti se viu comprometida pelo processo de descentralizacdo dos
servicos de salude que comegou com a Conferéncia Nacional de Salude de 1986 e
culminou em 1999 com a transferéncia dos recursos e tarefas da Fundagdo Nacional de

Saude (FUNASA) para estados e municipios (Dias, 1986).
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7.3. Conclusdes

Embora seja ainda especulativa em vérios detalhes, a interpretacdo conjunta das
evidéncias apresentadas neste trabalho permite propor, pela primeira vez, uma
explicacdo coerente do complexo processo de invasdo e colonizacdo das Américas por
Ae. aegypti, cujas consequéncias foram (e continuam sendo) catastréficas. Nossa
proposta deriva da analise da mais completa base de dados sobre variabilidade genética
desta espécie de vetor compilada até o momento. As analises oferecem uma visdo de
conjunto sobre os padrdes espaciais de distribuicdo desta variabilidade nas Américas,
sugerem alguns dos mecanismos e processos envolvidos na génese de tais padrdes e
contribuem & compreensdo geral das dindmicas epidemioldgicas (histdricas e
contemporaneas) da infeccéo por virus Dengue no Brasil.

O presente trabalho, em definitiva, permitiu:

(i) Desenvolver uma proposta geral, plausivel, coerente e suscetivel de refinamento por
meio de testes futuros, para explicar o processo de invasdo das Américas por Ae.
aegypti; a formulacdo de uma proposta com estas caracteristicas sinaliza maltiplos
caminhos de investigagdo, sugerindo questdes especificas e oferecendo hipoteses
alternativas para enfrentar cada uma delas, e

(i) Estabelecer pela primeira vez, embora de forma tentativa, uma relagdo explicita
entre os padrdes de diversidade genética populacional de Ae. aegypti e as dindmicas
espaciais e temporais da epidemiologia da dengue no Brasil.

Apresentamos, para concluir, alguns aspectos especificos de nossa proposta que
podem contribuir, em nossa opinido, a direcionar atividades futuras de pesquisa sobre 0s
vetores do virus Dengue no Brasil e nas Américas e a definir estratégias inovadoras (e
baseadas em evidéncias) de vigilancia e controle. Neste sentido, nosso trabalho

permitiu:
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(i) Identificar os principais pontos de introdugéo de populacdes aloctones de Ae. aegypti
nas Américas, e em particular no Brasil, sugerindo as possiveis fontes originais, e
definir as rotas de disperséo associadas com cada um desses pontos;

(if) Definir o namero provéavel de introducdes bem-sucedidas de Ae. aegypti nas
Américas;

(if) Formular hipoteses testaveis sobre as dindmicas espaciais e temporais de expanséo
das populagdes americanas de Ae. aegypti. Por exemplo, as mudancas demograficas
sugeridas pelas andlises baseadas em um Unico locus deveriam deixar sinais
compativeis em loci neutros e ndo ligados localizados em qualquer ponto do genoma
nuclear;

(iii) Identificar sinais da ocorréncia de (a) populaces que se diversificaram em &reas
geograficamente isoladas (Roraima) e (b) populagcbes residuais que sobreviveram as
campanhas de erradicacdo da segunda metade do século XX (e.g., H20), e estimar a
importancia relativa de cada uma destas populacdes no processo de re-expansao e re-
colonizacéo do Brasil por Ae. aegypti;

(iv) Identificar sub-populagBes do vetor (caracterizadas por seu gendtipo mitocondrial)
com diferente capacidade invasiva, tanto no que se refere & dispersdo de propéagulos
(e.g., gendtipos como H5 e H21, que aparecem em muitas localidades dispersas, embora
em baixa frequéncia) como ao potencial de estabelecimento e colonizagdo (e.g.,
gendtipos como H20, H2, H18 ou H1, que viram muito frequentes ou dominantes nas
areas por eles invadidas);

(v) Comparar os padrdes observados de distribuicdo da diversidade genética (dentro de
e entre populagdes, e entre regibes geogréficas) com os esperados em relacdo com
diferentes dindmicas de invasdo. Por exemplo, o padrdo observado de particdo da

varidncia genética e estruturacdo populacional é compativel com um cenario de
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introducfes maltiplas em pontos discretos, seguidas de dispersdo passiva de pequenos
propagulos a média e longa distancia (seguindo um modelo de “caminho de pedras”);
este padréo aparece reforcado pelos efeitos das grandes campanhas de erradicagéo sobre
algumas das populagdes introduzidas no Brasil;

(vi) Identificar &reas de alta diversidade genética (por exemplo, no Brasil, 0 Sul-Sudeste
ou a Amazonia Oriental) nas quais a emergéncia de variabilidade em relagdo a tragos
bioldgicos importantes (e.g., suscetibilidade a diferentes cepas de flavivirus ou
resisténcia a inseticidas) deva ser monitorada; ao mesmo tempo, esta informacdo pode
ajudar a definir estratégias de vigilancia dirigidas a evitar aumentos locais da
variabilidade genética (p.ex., limitando o fluxo génico entre populagdes dominadas por
gendtipos de diferentes sub-linhagens). Neste sentido, duas consideragdes parecem de
especial relevancia: por uma parte, ndo ha razdes para supor que as duas linhagens
mitocondriais principais de Ae. aegypti presentes nas Americas ndo sejam capazes de
entrecruzar livremente (i.e., intercambiar genes nucleares) nas &reas de co-ocorréncia;
portanto, a diversidade genética das populagdes locais deve ser, de fato, maior do que o
observado com o marcador utilizado nas nossas analises, que é hapldide e ndo sofre
recombinagdo. Por outra parte, isto sugere que os beneficios de um sistema de vigilancia
capaz de limitar o fluxo génico entre localidades e de atividades de controle capazes de
promover a extingdo local de variantes génicas raras serdo importantes inclusive nas
localidades ja colonizadas pelo vetor.

Assim, e numa perspectiva geral, nossos resultados ajudaram a revelar as
dimensbes do desafio que o controle de Ae. aegypti representa nas Américas.
Populacdes de origens diversas foram introduzidas através de diferentes locais em
diferentes momentos; se dispersaram rapidamente seguindo rotas terrestres, maritimas,

fluviais e possivelmente aéreas; se encontraram de forma secundéaria em localidades
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dispersas por todo o continente; e tiveram um enorme sucesso na colonizacdo das areas
invadidas. Os dados aqui apresentados sugerem que dois eventos principais de
introdugdo-estabelecimento-invasdo, um deles dividido em duas ondas de expans&o, sao
responsaveis pelos padrdes de diversidade genética observados no continente. Eles
também séo, provavelmente, responsaveis pelas grandes tendéncias histdricas dos perfis
epidemioldgicos da dengue no Brasil, e temos desenvolvido e apresentado uma proposta
capaz de dar conta das correspondéncias entre ambos o0s processos. Cabe destacar,
finalmente, que é praticamente seguro que cada um destes processos continua ativo na
atualidade. Novas sub-linhagens de vetores estdo sendo provavelmente introduzidas
cada ano, adicionando variabilidade ao conjunto de genes e gerando propagulos
secundarios que invadem novas areas; as evidéncias sugerem que 0S sistemas
descentralizados de controle vetorial séo relativamente ineficazes na contencdo destes
processos de dispersdo. O desenho, desenvolvimento, aplicagdo e avaliagdo de
estratégias racionais de controle e vigilancia (mais eficazes e eficientes do que as
disponiveis na atualidade) dependerdo, em grande parte, da compreensdo adequada
destas dinamicas; este trabalho representa nossa contribuicdo, esperamos que

significativa, a tal compreenséo.
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Figura 1. Populacdes (e grupos de populagdes) de Aedes aegypti estudadas;
os detalhes sobre as localidades de coleta dos espécimes e a origem das
sequiéncias utilizadas sdo apresentados na Tabela 1 deste Apéndice (abaixo)



Tabela 1. Sequiéncias utilizadas neste estudo: regides, populactes e localidades de origem, nimero (N) e referéncias

Regido Populacéo Localidades N Referéncias e autores
Norte-Mesoamérica | Costa Ocidental Tucson, Culiacan, Mazatlan, Puerto Vallarta, Manzanillo, Lazaro Cardenas, 556 Gorrochotegui-Escalante et al. (2002)**
Ixtapa, Coyuca de Benitez, Puerto Escondido, Tapachula, Guatemala
Costa Nordeste Houston, Nuevo Laredo, Miguel Aleméan, Reynosa, Matamoros, Monterrey, 676 Gorrochotegui-Escalante et al. (2002)**
Cuidad Victoria, Tampico, Tuxpan, Fort Lauderdale
Y ucatan Minatitlan, Monoacan, Villahermosa, Chetumal, Ciudad del Carmen, 751 Gorrochotegui-Escalante et al. (2002)**
Campeche, Mérida, Canclin
Venezuela Andes-Maracaibo Zulia, Tachira, Lara, Portuguesa 272 Urdaneta et al. (2008)**
Llanos-Orinoco Apure, Bolivar, Anzoategui 209 Urdaneta et al. (2008)**
Costa Sucre, Miranda, Maracay 145 Urdaneta et al. (2008)**, Bracco et al. (2007)*
Amazonia QOcidental lquitos, Acre, Ronddnia 64 Costa-da-Silva et al. (2005)*, Bracco et al. (2007)*, Lima-Jinior &
Scarpassa (no prelo)*, Paduan & Ribolla (2008)**, dados prdprios
Central Roraima, Amazonas 183 Bracco et al. (2007)*, Lima-Junior & Scarpassa (no prelo)*, dados préprios
Oriental Para, Maranhao 36 Bracco et al. (2007)*, Lima-JGnior & Scarpassa (no prelo)*
Brasil Nordeste Bahia, Ceard, Alagoas 39 Bracco et al. (2007)*, Paduan & Ribolla (2008)**
Sul-Sudeste Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo, Parana, Mato 134 Bracco et al. (2007)*, Paduan & Ribolla (2008)**
Grosso do Sul
Peru Transandino | Peru Lima, Piura 38 Costa-da-Silva et al. (2005)*, Bracco et al. (2007)*
Africa Kenya - 10 Burugu et al. (ndo publicado)***
Senegal - 5 Bracco et al. (2007)***
Guinea - 4 Bracco et al. (2007)***
Camardes - Paupy et al. (2008)***
Uganda - 7 Bracco et al. (2007)***
Asia-Pacifico Tailandia - 18 Bosio et al. (2005)***, Walton et al. (ndo publicado)***
Myanmar - 16 Walton et al. (ndo publicado)***
Camboja - 6 Bracco et al. (2007)***, Walton et al. (ndo publicado)***
Singapura - 6 Bracco et al. (2007)***
Tabhiti - 4 Bracco et al. (2007)***
Total 3183

*Sequéncias disponiveis no GenBank e freqiiéncias haplotipicas disponiveis na publicacéo original referenciada

**Seqliéncias disponiveis no GenBank e freqiiéncias haplotipicas gentilmente cedidas pelos autores dos trabalhos originais referenciados

*** Seqliéncias disponiveis no GenBank




Tabela 2. Freqliéncias haplotipicas absolutas do gene mitocondrial ND4 em 12 populagcGes de Aedes aegypti das Américas

Amazdnia Brasil Peru Norte-Mesoamérica Venezuela Total
Central QOriental QOcidental Nordeste Sul-Sudeste Peru Nordeste Yucatan Ocidente Andes Costa Qrinoco

Hap 1l 99 11 1 3 3 117
Hap 2 39 6 22 25 92
Hap 3 1 2 3
Hap 4 29 2 2 9 57 36 6 141
Hap 5 1 4 1 1 53 60
Hap 6 1 1 4 11 10 27
Hap 7 1 1
Hap 8 1 1
Hap 9 1 1
Hap 10 1 1
Hap 11 1 1
Hap 12 1 1
Hap 13 1 1
Hap 14 1 1 2
Hap 15 1 2 33 17 19 181 82 67 86 8 496
Hap 16 1 1
Hap 17 1 1
Hap 18 1 1 1 112 84 135 334
Hap 19 1 1
Hap 20 9 3 33 67 16 274 81 483
Hap 21 2 1 3 1 7 6 20
Hap 22 1 1
Hap 23 1 3 4
Hap 24 1 7 18 60 86
Hap 25 2 3 26 31
Hap 26 1 1
Hap 27 2 1 3
Hap 28 1 1
Hap 29 1 1
Hap 30 1 1
Hap 31 1 1
Hap 32 4 4
Hap 33 163 75 45 283
Hap 34 12 12
Hap 35 17 17
Hap 36 2 1 3
Hap 37 23 131 154
Hap 38 46 47 93
Hap 39 79 51 130
Hap 40 24 31 55
Hap 41 154 60 214
Hap 42 129 10 139
Hap 43 9 9
Hap 44 47 10 57
Hap 45 18 18
Total 183 36 64 36 137 38 676 751 556 272 145 209 3103




Tabela 3. Valores de Fst par-a-par entre 12 populacdes de Aedes aegypti nas Américas

AC AOr AOc BRNe BRSSe PE NMANe NMAYu NMAOc VZAn VZCo VZOr
AC
AOr 0,08045
AOc 0,31040 0,19991
BRNe 0,51987 0,37333 0,56351
BRSSe 0,28098 0,07375 0,20358 0,16466
PE 0,35261 0,16511 0,16614 0,40481 0,10391
NMANe 0,31873 0,14214 0,20410 0,22138 0,07596 0,06711
NMAYu 0,22545 0,11658 0,18149 0,31129 0,13698 0,16304 0,12407
NMAOc 0,22433 0,13546 0,17835 0,36215 0,17307 0,19152 0,16452 0,05395
VZAn 0,30926 0,23311 0,21182 0,48140 0,26271 0,23422 0,23496 0,18238 0,17826
VZCo 0,35685 0,30156 0,39762 0,55748 0,33886 0,41327 0,33678 0,24339 0,24261 0,09392
VZOr 0,42712 0,37490 0,44370 0,60098 0,39214 0,46217 0,36948 0,27908 0,28092 0,15908 0,06622

AC= Amazobnia Central; AOr= Amazonia Oriental; AOc= Amazo6nia Ocidental; BRNe= Brasil Nordeste; BRSSe= Brasil Sul-Sudeste; PE= Peru Transandino; NMANe=
Norte-Mesoamérica Costa Nordeste; NMAY u= Norte-Mesoamérica Yucatan; NMACo= Norte-Mesoamérica Costa Ocidental; VZAn= Venezuela Andes-Maracaibo; VZCo=

Venezuela Costa; VZOr= Venezuela Llanos-Orinoco




Tabela 4. Matriz de distancias linearizadas de Slatkin entre 12 popula¢des de Aedes aegypti das Américas

AC AOr AOcC BRNe BRSSe PE NMANe NMAY u NMAOc VZAn VZCo VZOr
AC
AOr 0,08748
AOc 0,45011 0,24985
BRNe 1,08277 0,59575 1,29098
BRSSe 0,39079 0,07962 0,25561 0,19712
PE 0,54465 0,19776 0,19925 0,68013 0,11596
NMANe 0,46785 0,16569 0,25644 0,28433 0,08221 0,07193
NMAYu 0,29107 0,13197 0,22173 0,45198 0,15872 0,19480 0,14165
NMAOc 0,28920 0,15669 0,21706 0,56776 0,20929 0,23689 0,19692 0,05703
VZAn 0,44772 0,30397 0,26875 0,92826 0,35632 0,30586 0,30711 0,22307 0,21693
VZCo 0,55486 0,43177 0,66009 1,25979 0,51255 0,70436 0,50779 0,32169 0,32033 0,10365
VZOr 0,74557 0,59974 0,79760 1,50613 0,64513 0,85933 0,58599 0,38712 0,39066 0,18917 0,07091

AC= Amazobnia Central; AOr= Amazo6nia Oriental; AOc= Amazo6nia Ocidental; BRNe= Brasil Nordeste; BRSSe= Brasil Sul-Sudeste; PE= Peru Transandino; NMANe=
Norte-Mesoamérica Costa Nordeste; NMAY u= Norte-Mesoamérica Yucatan; NMACo= Norte-Mesoamérica Costa Ocidental; VZAn= Venezuela Andes-Maracaibo; VZCo=

Venezuela Costa; VZOr= Venezuela Llanos-Orinoco




Tabela 5. Matriz do namero efetivo de migrantes (Nm) entre pares de populacdes de Aedes aegypti das Américas

AC AOr AOc BRNe BRSSe PE NMANe NMAYu NMACo VZAn VZCo VZOr
AC
AOr 5,71542
AOc 1,11084 2,00118
BRNe 0,46178 0,83928 0,38730
BRSSe 1,27946 6,28000 1,95607 2,53656
PE 0,91802 2,52826 2,50947 0,73515 4,31167
NMANe 1,06872 3,01763 1,94976 1,75852 6,08211 6,95094
NMAYu 1,71780 3,78886 2,25498 1,10624 3,15021 2,56680 3,52986
NMAOc 1,72890 3,19104 2,30346 0,88065 2,38900 2,11072 2,53915 8,76792
VZAn 1,11677 1,64490 1,86048 0,53864 1,40321 1,63475 1,62806 2,24149 2,30487
VZCo 0,90114 1,15802 0,75747 0,39689 0,97552 0,70986 0,98467 1,55431 1,56090 4,82386
VZOr 0,67063 0,83370 0,62688 0,33198 0,77504 0,58185 0,85326 1,29159 1,27987 2,64307 7,05103

AC= Amazobnia Central; AOr= Amazo6nia Oriental; AOc= Amazo6nia Ocidental; BRNe= Brasil Nordeste; BRSSe= Brasil Sul-Sudeste; PE= Peru Transandino; NMANe=
Norte-Mesoamérica Costa Nordeste; NMAY u= Norte-Mesoamérica Yucatan; NMACo= Norte-Mesoamérica Costa Ocidental; VZAn= Venezuela Andes-Maracaibo; VZCo=

Venezuela Costa; VZOr= Venezuela Llanos-Orinoco
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Figura 2. Dendrograma UPGMA derivado da matriz das distancias genéticas



