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1 Lista de abreviaturas e simbolos

pl - microlitros

pM - micromole

ADN - acido desoxirribonucleico

AMOVA — Anilise da variancia molecular
CdARN - acido ribonucleico de cadeia dupla
CDC - Centers for disease control and
prevention

CTL - lectinas do tipo C

DEF1 — defensina

dNTP's- Desoxirribonucleotideos Fosfatados
FBN- dominio do fibrinogénio da familia da
imunolectina

Fwd- forward

GNBP - proteinas de ligagdo a bactérias
Gram-negativas

H - nimero de haplotipos

IHMT - Instituto de Higiene e Medicina
Tropical

IMD - padrao de imunodeficiéncia

IUB - International Union of Biochemistry
IUPAC - International Union of Pure and
Applied Chemistry

Ka — substitui¢des nao-sindnimas

KDR- resisténcia knockdown

Ks — substituigdes sinonimas

LRIM - proteinas do sistema imunoldgico

ricas em leucina
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M - concentrag@o molar

MgCl, — cloreto de magnésio

N - nucledtidos

NOS —Oxido Nitrico sintetase

P - polimorfismo

PAMP- padrdes moleculares associados aos
patogénios

Pb — pares de bases

PCR - reac¢ao da polimerase em cadeia
PGRP- proteinas de reconhecimento dos
peptidoglicanos

PMS - péptidos anti microbianos

PRM - moléculas de reconhecimento de
padrdes associados aos patogénios

r.p.m.- rotagdes por minuto

REL2 — o gene ortologo (de Anopheles) do
gene Relish da Drosophila

Rev- reverse

SNP- polimorfismo de um tnico nucledtido
Taq polimerase — polimerase de ADN

isolada da espécie Thermus aquaticus

TEP - proteinas que contém tioesteres
UTR - regido nao traduzida
W- locais polimorficos

7t- diversidade nucleotidica
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2 Resumo

O mosquito Anopheles gambiae ¢ o principal vector da malaria humana em Africa, causada pelo

parasita Plasmodium falciparum.

Avancos na manipulagdo genética de algumas espécies de insectos (Collins, 1994; Curtis, 1994),
aliado a conclusdo da sequéncia do genoma do A. gambiae na ultima década, permitiu entender os
mecanismos que operam na relacdo mosquito-parasita, clarificando o papel do sistema imunolégico
inato como um potencial alvo no que se refere ao bloqueio no desenvolvimento do parasita (Osta et

al, 2004).

O reconhecimento dos microrganismos pelo sistema imunologico ¢ o primeiro passo da resposta a
infeccdo. A familia das GNBP que participam no reconhecimento e elaboracdo da resposta
imunologica esta representada em diversos grupos de insectos, sendo a GNBPB3 de 4. gambiae de
especial interesse, ja que parece ter um papel importante na defesa contra P. falciparum e

Plasmodium berghei (Warr et al., 2008) tornando-se um alvo de estudo importante.

Amplificou-se o gene que codifica para a proteina GNBPB3, de amostras provenientes de A.
gambiae s.s. de sete regides da Africa Subsaariana. O gene foi posteriormente sequenciado, com o
objectivo de caracterizar a sua variabilidade e evolugdo molecular, assim como detectar
divergéncias populacionais relativamente as duas formas moleculares (M e S) e as diferentes
regides geograficas. Este estudo teve também como finalidade determinar o tipo de seleccdo a

actuar e historia evolutiva das populacdes em estudo.

Concluiu-se que todas as populacdes estdo geneticamente separadas e que a distancia entre as
populagdes € provavelmente um factor determinante nas diferengas exercidas pela pressao selectiva,
resultando assim, numa maior diferenciagdo entre as populagdes. Simultaneamente identifica-se que
a forma molecular contribui menos para a diferenciagdo molecular das amostras em estudo, do que
a sua localizagdo geografica. No que se refere ao tipo de selec¢ao a actuar, os resultados indicam

que o gene GNBPB3 esta sob a ac¢do da seleccao purificadora.

Ana S. L. Lopes 9
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Summary

The mosquito Anopheles gambiae is the main vector of human malaria in Africa, caused by

Plasmodium falciparum.

Advances in the genetic manipulation of some insect species (Collins, 1994; Curtis, 1994), allied to
the conclusion of 4. gambiae genome sequence allowed to understand the mechanisms operating at
the mosquito-parasite interactions, clarifying the role of the Anopheles innate immune system as a

potential way to block the development of the parasite (Osta et al, 2004).

Pathogen recognition is the first step of innate immune response. GNBP are a group of pattern
recognition proteins largely represented in insects. Of special interest is the 4. gambiae GNBPB3
that might play an important role in the defence against P. falciparum and Plasmodium berghei.

(Warr et al., 2008), therefore becoming an important target of study.

The gene that codes for GNBPB3 from A. gambiae s.s. of seven regions of Subsaharian Africa was
sequenced with the purpose of characterizing its genetic variability, molecular evolution, population
divergences and type of selection acting on its evolutionary history. Comparisons of the two

molecular forms (M and S) and different geographic regions were performed.

All the populations studied are genetically separate and distance between the populations is
probably a determinant factor in the differences observed as a result of selective pressure.
Simultaneously molecular forms seem to contribute less for the molecular differentiation than the
geographic localization. Data indicates that that the gene coding for the GNBPB3 is under purifying

selection.

Ana S. L. Lopes 10
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3 Introducao

3.1 Malaria

A Malaria ¢ um problema urgente e real de satide publica, pois, cerca de 40% da populacdo mundial
esta em risco de contrair malaria. Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (World Malaria Report
2008), todos os anos mais de 500 milhdes de pessoas sdao afectadas, causando a morte a mais de 1
milhdo em todo o Mundo, sendo na sua maioria criancas na Africa subsaariana. No entanto, Asia,

América latina, Médio Oriente e algumas zonas da Europa sdo também afectadas.

A malaria ¢ causada por parasitas do género Plasmodium ¢ transmite-se de pessoa para pessoa
através da picada da fémea de um mosquito infectado. O factor crucial na expansdo e distribuicao
da doenga ¢ a existéncia de um vector, neste caso um mosquito pertencente ao género Anopheles.
Dentro deste género existem varias espécies capazes de transmitir a doenga, mostrando que o
parasita se adaptou a diferentes espécies de mosquito, aumentando o potencial de disseminagdo da

doenca.

A transmissao da malaria difere em intensidade dependendo da zona e das condigdes climatéricas e
proximidade de locais propicios ao desenvolvimento de mosquitos. Algumas regides apresentam
nimero constante de pessoas infectadas ao longo do ano, outras tém periodos do ano onde o nimero
de infectados aumenta exponencialmente, coincidindo com a época das chuvas, denominada

malaria sazonal.

3.1.1 O agente etiologico da malaria

O parasita da maléria ¢ um protozoario Apicomplexa do género Plasmodium. Existem mais de 100
espécies de Plasmodium que infectam diferentes animais desde os répteis até aos mamiferos. No
entanto, na natureza apenas cinco espécies de Plasmodium infectam o Homem: Plasmodium

falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi

(Greenwood et al., 2008).

O ciclo de vida do P. falciparum ¢ composto por duas fases, a sexuada exodgena denominada de
esporogbnica (que ocorre no mosquito, hospedeiro definitivo) e a fase assexuada enddgena ou
esquizogonica (que ocorre no Homem, hospedeiro intermediario). Durante a refei¢do sanguinea a

fémea do mosquito inocula esporozoitos no hospedeiro humano®. Os esporozoitos infectam os

Ana S. L. Lopes 11
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hepatocitos® onde maturam e se diferenciam em esquizontes€, que quando maturos libertam
merozoitos para a circulagdo sanguinea@. Esta fase denomina-se esquizogonia exo-eritrocitarial.
Nas espécies P. vivax e P. ovale podem persistir formas dormentes, os hipnozoitos, que
permanecem nos hepatocitos € meses ou anos mais tarde podem iniciar a esquizogonia hepatica.
ApoOs a replicacao inicial no figado, o parasita vai ter a sua multiplicagdo assexuada nas células
sanguineas (esquizogonia eritrocitaria)lsl. Os merozoitos infectam entdo os eritrocitos® e
diferenciam-se em trofozoitos que maturam em esquizontes. Quando maturos o eritrocito parasitado
lisa, libertando merozoitos® que irdo invadir outros eritrocitos, perpetuando o ciclo (esta fase esta
associada ao sindroma febril). Alguns dos merozoitos que invadem os eritrdcitos nao evoluem para
trofozoitos, mas diferenciam-se em gametocitos (formas sexuais) €. As formas sexuais masculinas
denominam-se microgametdcitos e as femininas macrogametocitos, que podem ser ingeridas pela
fémea Anophelina, durante a sua refeicio sanguinea®. Inicia-se o ciclo esporogoénicol, no
estdbmago do mosquito os gametdcitos diferenciam-se em gametas masculinos € femininos que se
fundem formando o zigoto®. O zigoto sofre alteracdes na sua morfologia, tornando-se alongado ¢
moével, designando-se oocinetod. Este vai invadir o epitélio do intestino médio do hospedeiro
definitivo, diferenciando-se em oocisto®. Dentro dos oocistos, o parasita multiplica-se e quando
maturo, liberta esporozoitos® que vio invadir as glandulas salivares do mosquito. A inoculagdo dos

esporozoitos no Homem perpetua o ciclo de vida da malaria@.

A\ = irtective Stage
A= Disgrestic Stage

Human Liver Stages

dpd.cde.govidpd

Mosquito Stages

. @ Ruptured o
pa T cacyst Mosquito 1akes
T i bload meal Exg-efythrocytic Cycle
' Releass of (infects sprozoies) am-erythiocyie Cye

m%wsl/ : ) sporozaites
A Ruptured schizont T
7] Sl L
Ry _'.f.:‘_.f.'. " -
A
Sporogonic Cycle 1' Human Blood Stages
b 5] — Immature
trephozaite

KD Coiinete (2] \ i {ring staga)
\ Mosquits takes ’ A

a blaod meal

e (ingests gamiocytes)
. &
~—\= [ 1A oo uund
iy o gl trophozoite

[Microgamete entering “I.: L

macrogamete @) ’ Py
@ ek L
Exfageliated Q" ! Runluredk '_l'l /
" schizont wal
microgametocyte ) @ e l."-SGHi!OrHA ﬁ
2@ cameocnesdh . ./3
I e
e

FPowmle .
B matarin

Figura 1 - Ciclo de vida esporogoénico e esquizogénico de P. falcipaurum spp.
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Malaria.htm)
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3.1.2 Manifesta¢oes da doenca

Todas as espécies de Plasmodium que infectam o Homem apresentam semelhangas nos ciclos de
transmissdo, no entanto, estes ciclos dependem da patogenecidade do parasita e da velocidade a que
se desenvolvem no organismo. Os sintomas mais comuns sao febres recorrentes, arrepios, dores de
cabeca, vomitos e suores, que ocorrem quando da ruptura dos eritrocitos € consequente invasao de
novas formas parasitarias (Evans & Wellems, 2002). Diferentes espécies, causam picos febris em
diferentes intervalos de tempo, por exemplo P. falciparum, P. vivax, e o P. ovale reinvadem o0s

eritrocitos a cada 48 horas, enquanto que o P. malariae a cada 72 horas (Evans & Wellems, 2002).

O periodo de incubacao da doenga pode ir de 7 a 30 dias, sendo mais frequente os primeiros
sintomas aparecerem nos 9 a 14 dias ap0ds inoculagdo do parasita. Os sintomas cldssicos de malaria
sdo raramente observados, podendo durar os ataques entre 6 a 10 horas e ocorrer em cada dois ou
em cada trés dias (dependendo da espécie do parasita responsavel pela infeccdo) e estdo descritos
em trés estadios (Centers for Disease Control and Prevention- CDC 2006, http://www.cdc.gov/):
calafrios, onde o paciente experimenta sensacdes de frio e tremores; calor, onde os sintomas sao
febre, dores de cabeca, vomitos e convulsdes em criangas e por fim suores, a temperatura corporal

volta ao normal e sensa¢ao de cansago.

O diagnéstico clinico da doenga ¢ feito com base nos sintomas e sinais do paciente, que sao
inespecificos, tornando-se necessario recorrer a testes laboratoriais para confirmagdo. Os mais
frequentes sdo a observacdo microscopica de uma gota de sangue e testes imunologicos para

pesquisa de antigénios.

O P. falciparum ¢ a espécie que provoca a forma mais grave da doenga, pois, altera a morfologia
dos eritrdcitos parasitados, que por seu lado adquirem capacidade de se ligarem as células
endoteliais de pequenos vasos, causando a sua obstrugdo, designado, fendomeno de sequestro.
Muitas vezes, estes capilares, sdo responsaveis pela microcirculacdo de orgdos vitais (pulmoes,
placenta e cérebro), que quando obstruidos, podem causar complicacdes graves ao individuo:

Anemia grave, edema pulmonar e coma, podendo levar a morte (Evans & Wellems, 2002).
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3.2 O mosquito vector

Os mosquitos do género Anopheles sao os responsaveis pela transmissdo da malaria humana e sao
comuns na maioria dos paises tropicais ou sub-tropicais. Existem cerca de 430 espécies de
Anopheles, mas apenas trinta a quarenta sdo vectores na natureza. (Rey, 1992). Em Africa, os
mosquitos pertencentes ao complexo de espécies 4. gambiae sao os vectores da malaria mais
importantes. A espécie 4. gambiae pertence ao género Anopheles, Familia Culicidae, Ordem
Diptera, Classe Insecta, Filo Arthropoda do Reino Animalia (Rey, 1992). O complexo A. gambiae ¢
constituido por sete espécies geneticamente aparentadas: A. gambiae (figura 2), Anopheles
arabiensis, Anopheles quadriannulatus sp. A, Anopheles quadriannulatus sp. B, Anopheles merus,
Anopheles melas e Anopheles bwambae, que diferem na sua ecologia e comportamento (Parmakelis

et al., 2008)

Estes pequenos dipteros medem, em geral, menos de um centimetro de comprimento t€ém o corpo
delgado e as patas longas. Os mosquitos adultos do género Anopheles distinguem-se dos outros
mosquitos pelos seus palpos quase tdo longos quanto as proboscides, pelas suas escamas brancas e
pretas nas asas e pela postura, em repouso ¢ quando se alimentam: cabega para baixo, corpo em

angulo com as patas traseiras elevadas (Knell, 1991)

Grande parte dos anofelinos possui habitos crepusculares e nocturnos. Durante o dia, dirigem-se
para locais onde se abrigam da luz excessiva, do vento e dos predadores naturais. Nestes abrigos
encontram também maior grau de humidade durante as horas mais quentes do dia. As diferentes
espécies de anofelinos t€ém comportamentos distintos, como por exemplo, os héabitos alimentares,
enquanto umas sao antropofilicas, outras sao zoofilicas; ou os locais de repouso e alimentacao,

sendo umas endofilicas e/ou endofagicos os outras exofilicas e ou exofagicas (Knell, 1991).

A longevidade dos anofelinos depende de factores genéticos proprios de cada espécie, denominada
longevidade fisioldgica e dentro de cada espécie as fémeas possuem um tempo de vida, regra geral,
superior a dos machos. Contribuem para a longevidade ainda os factores ecolégicos, como a
alimentacdo durante a fase larvar e adulta, as condi¢cdes de humidade e temperatura ambiente e
confronto com predadores (Rey, 1992). O seu tempo de vida ¢é curto, no maximo de um més, mas,
na natureza, usualmente nao ultrapassam as duas semanas. No que se refere as condigdes de
temperatura ¢ de humidade ideais, estas variam muito com as espécies e a literatura refere valores

entre 20°C e 33°C, e 40% e 80% de humidade relativa (Rey, 1992).
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Os anofelinos tém um ciclo de vida que passa por quatro estadios: ovo, larva, pupa e adulto. Os
primeiros trés estadios sdo aquaticos e duram entre 5 a 14 dias, dependendo da espécie em questdo e
da temperatura ambiente. E no estadio adulto que as fémeas do mosquito 4. gambiae sio
transmissoras da maléria. As fémeas desta espécie também se alimentam de néctares e fruta, mas
para terem capacidade de colocarem ovos tém obrigatoriamente de fazer refeigdes sanguineas.

(Knell, 1991).

Figura 2 — Fémea de 4. gambiae
Foto de Anthony Cornel
(http://entomology.ucdavis.edu/faculty/lanzaro/publications.htm)

3.2.1 Caracterizacio genética

A conclusdo da sequéncia do genoma do A. gambiae, juntamente com o sucesso na transformacao
das linhas germinais do mosquito (Grossman ef al., 2001) e a identificagcdo de moleculas chave e da
genética que afectam a susceptibilidade dos mosquitos a infec¢do por Plasmodium, em ambiente
laboratorial (Barillas-Mury ef al., 1996; Blandin et al., 2004) sugerem que o controlo da malaria ird

passar pela introdug@o de genes refractarios em populacdes vectoras (Collins et al., 2000).

A especificidade desta relagdo parasita-mosquito ¢ demonstrada pela existéncia de anofelinos
sensiveis e refractarios a infec¢do por plasmodios (Brey et al., 1995). Cada uma das etapas do ciclo
de vida do parasita depende de interac¢des especificas entre estruturas moleculares do parasita e do
hospedeiro. Em particular, o oocineto atravessa a membrana peritrofica e o epitélio do intestino,
enquanto que os esporozoitos devem atravessar o epitélio das glandulas salivares. O resultado
destas interacgdes € que dita a maior ou menor capacidade vectorial de cada anofelino para cada

espécie de Plasmodium.
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O A. gambiae possui 3 cromossomas, cromossoma 2 (2L; 2R), cromossoma 3 (3L;3R) e
cromossoma X, num total de 278,253,050 pares de bases, documentando-se 1,106,441 SNP’s.
Existem 1,316 genes conhecidos que codificam para proteinas.

(http://www.ensembl.org/Anopheles gambiae/)

3.2.2 Formas moleculares

Populacdes de A. gambiae sensu stricto sdo altamente estruturadas em variadas formas, que sdo
morfologicamente indistinguiveis. Inversdes paracéntricas do brago direito do cromossoma 2
definem cinco diferentes citotipos ou formas cromossomicas: Mopti, Bamako, Bissau, Forest, e
Savanna, e a variagdo da frequéncia destas formas correlaciona-se com as condi¢des climaticas, da

vegetacao e mesmo com o proprio ambiente dos habitats humanos. (Holt ef al., 2002.).

Um sistema de classificacdo alternativo baseado nas diferencas fixas do ADN ribossomal,
reconhece duas formas moleculares M e S. Estas formas foram identificadas pela primeira vez nos
citotipos Mopti e Savanna, respectivamente. No entanto, analises feitas a populacdes de 4. gambiae
de diversas areas do continente Africano mostra que nem sempre a forma molecular coincide com a
forma cromossdmica, o que pode ser explicado se assumir-se que os rearranjos cromossomicos nao
estdo directamente envolvidos em mecanismos do isolamento reprodutivo, ndo especificando

nenhuma unidade taxonomica diferente (Diabaté, et al., 2008).

Segundo Coluzzi et al. (1985) A. gambiae continua em processo de especiacdo e as forcas
evolutivas, que contribuiram para a formacao de subpopulagdes, ndo estdo claramente identificadas
contudo alteracdes ambientais provocadas pelo Homem no continente africano, contribuem em
muito para a criagdo de novos nichos ecologicos, criando oportunidades para a especiagdo dos
mosquitos. A seleccdo natural divergente, entre populacdes que habitam nichos ecologicos
diferentes, ¢ considerada a maior causa de especiacdo (Schluter, 1996). A adaptagdo ecologica
associada ao processo de especiagdo, permitiu a explora¢do de ambientes, outrora excluidos, como
as zonas aridas e as zonas sujeitas a irrigagdo para agricultura. Assume-se que a forma molecular M,
adaptada ao clima arido, deslocou o habitat das suas formas larvares, de pocas dependentes de

chuvas (caracteristica da forma molecular S) para zonas de irrigacao agricola (Diabaté, et al., 2008).

Estudos referem que as duas formas moleculares sdo espécies incipientes (Lanzaro & Tripet, 2003),

mas o isolamento reprodutivo ndo estd completo, um exemplo disto é a presenca do alelo knock-
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down (kdr) que confere resisténcia aos insecticidas piretroides e ¢ originrio da forma S, passando

presumivelmente desta para a forma M, por forma¢ao de um hibrido (Reimer et al., 2005).

3.3 Resposta imunoldégica Anopheles gambiae

O sucesso no processo evolutivo dos insectos, considerado um dos grupos terrestres mais bem
adaptados em termos de flexibilidade e eficiéncia na resposta imunoldgica, em muito se deve a

grande diversidade de patogénios com que se encontram (Osta et al., 2004).

Os insectos possuem mecanismos de resposta inata, tanto celular como humoral, altamente
eficientes (Hoffmann et al., 1996). Nos insectos a membrana peritrofica do intestino, a cuticula do
exoesqueleto, e a linha da traqueia constituem barreiras fisicas contra os invasores (Osta et al.,
2004). A membrana peritréfica € como uma luva protectora que circunda o estdbmago, composta por
quitina, proteinas e proteoglicanos (Wang & Granados, 2001). Os oocinetos ingeridos de P.
falciparum tém de penetrar a parede intestinal do mosquito Anopheles de modo a se desenvolverem
em oocistos na camada basal do intestino. Este processo ¢ facilitado pela ac¢ao das quitinases
parasitarias que quebram as ligagdes da quitina existentes na membrana peritrofica (Langer ef al.,
2000). Segundo um estudo elaborado por Shahabuddin et al. (1993), verifica-se que a invasdo do
intestino ¢ totalmente bloqueada quando mosquitos sao alimentados com sangue infectado contendo
alosamidina (um inibidor da quitinase). Os micoorganismos que conseguem ultrapassar estas
barreiras fisicas deparam-se com os mecanismos da resposta imunolodgica inata do hospedeiro tanto
a nivel celular, por parte dos hemocitos que correspondem as células sanguineas do insecto, como a
nivel humoral, cujo responsavel ¢ o corpo gordo do mosquito (fisiologicamente equivalente ao
figado dos humanos) que liberta para a hemolinfa (o sangue do mosquito) factores de resposta
imunologica que vao originar a fagocitose, secrecdo de péptidos antibacterianos, encapsulacao

aglutinacdo e melanizacdo. (Osta et al., 2004).

Alguns estudos (Tahar et al., 2002; Lambrechts et al., 2005) sugerem que a susceptibilidade de
Anopheles ao Plasmodium depende do genotipo especifico do vector e do parasita. Partindo deste
pressuposto espera-se, que a nivel molecular as interacgdes que ditam as relagdes vector-parasita
deixem a sua assinatura nos genes envolvidos. Zheng et al.,. (1997) sugere que muitas das
incompatibilidades descritas tém bases genéticas simples. Uma alternativa as medidas de controlo
tradicionais € interromper o desenvolvimento do P. falciparum no vector ou pelo menos diminuir de

intensidade a sua transmissdo. Esta abordagem necessita de um profundo conhecimento das
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relacdes que ocorrem entre o parasita e o vector e dos mecanismos desta relagdo (Collins &
Besansky, 1994; Collins & Paskewitz, 1995). O sistema imunoldgico, ¢ assim, um importante

candidato alvo para intervengdes de controlo da malaria (Cohuet et al., 2008).

O sucesso no controlo da malaria passa pelo manuseamento genético das populagdes de mosquitos,
mais precisamente no que se refere ao controlo do ciclo de vida vector-parasita. E sabido que a
grande maioria das combinac¢des Plasmodium — mosquito sdo incompativeis, muito devido as
barreiras fisicas e estruturais, mas também pelas barreiras do sistema imunologico (Dimopoulos, et
al., 2003). S6 uma parte dos gametocitos de Plasmodium ingeridos pelo mosquito se desenvolvem
em oocinetos € uma pequena parte destes se desenvolve em oocistos. Nos estadios mais tardios da
infeccdo, apenas 20% dos esporozoitos invadem as glandulas salivares (Beier, 1998; Blandin &

Levashina, 2004).

3.3.1 Moléculas de reconhecimento — GNBP

Os insectos sdo capazes de montar uma resposta a infeccdo por bactérias, fungos e parasitas. O
reconhecimento dos microorganismos resulta na activacdo das células que irdo desencadear
mecanismos efectores como a sintese de péptidos antibacterianos, melanizacdo ou encapsulacao
(Diabaté, et al., 1993). Os mecanismos de defesa inata dos mosquitos, humorais e celulares sao
activados por moléculas de reconhecimento de padrdes microbianos as proteinas de reconhecimento
molecular (PRM’s), altamente conservadas (Dziarski, 2004). Estas moléculas reconhecem e tém
capacidade de se ligarem especificamente a padrdoes moleculares associados a patogénios, como por
exemplo, lipopolissacaridos, presentes na parede das bactérias Gram-negativas (Michel & Kafatos,
2005) e peptidoglicanos, presentes especialmente na parede celular das bactérias Gram-positivas,

mas também encontrados nas Gram-negativas (Dziarski, 2004).

Além da capacidade de reconhecimento estas moléculas podem promover directamente a morte
celular dos patogenios por encapsulamento e fagocitose ou inderectamente pela activagdo de uma
cascata de proteases serinicas e vias de sinalizagdo intracelulares que controlam a transcricao de

genes efectores (Warr, ef al. 2000).

Duas destas vias de sinalizacdo intracelulares foram caracterizadas em Drosophila melanogaster: a
via Toll que ¢ predominantemente activado por infec¢des fungicas e bactérias Gram-positivas € a
via de imunodeficiéncia (IMD), maioritariamente activado por bactéria Gram-negativas (Hoffmann

et al., 1996; Hoffmann & Reichhart, 2002).
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Os estudos no sistema imunoldgico da Drosophila tiveram um grande impacto neste campo, pois,
esta espécie tinha disponivel uma grande variedade de ferramentas moleculares e genéticas, bem
como, a conclusdo da sequenciacao do seu genoma. A partir do momento em que o genoma do A.
gambiae foi sequenciado, e como um dos vectores mais importantes no que se refere a saude
humana, tornou-se rapidamente num modelo desejavel de estudo (Holt et al., 2002) especialmente
com o estabelecimento de poderosas ferramentas na identificagdo da fun¢do dos genes que conduziu
a identificagdo de cinco familias de PRM’s no genoma do mosquito, que se subdividem em:
proteinas de reconhecimento dos peptidoglicanos (PGRP’s) (Christophides et al., 2002), proteinas
de ligacdo a bactérias Gram-negativas (GNBP’s) (Christophides et al., 2002), proteinas contendem
tioester (TEP’s), proteinas ricas em leucina (LRIM’s) e lectinas tipo C (CTL’s) (Osta et al., 2004).
Estas moléculas presentes no sistema imunologico inato do mosquito, sdo um ponto focal de

conflito entre o patdgenios e o hospedeiro, que conduzem a sua evolugao molecular.

A primeira GNBP a ser identificada foi no bicho-da-seda, espécie Bombyx mori, (a GNBP Bomo)
onde se verificou que a proteina tinha a capacidade de se ligar a varios compostos presentes nas
bactérias Gram-negativas (Lee ef al., 1996). Anos mais tarde, na mosca da fruta, D. melanogaster
foram identificadas trés familias diferentes de GNBPs: DmGNBP-1, 2 e 3 (Kim et al., 2000). A
literatura refere que o padrdo Toll na D. melanogaster ¢ activado por padrdes de reconhecimento
molecular, sendo um deles da DmGNBP-1 (Kim et al., 2000; Pili-Floury et al., 2004). Esta proteina
contém o dominio B-1,3 Glucanase que ¢ homologo ao existente na bactéria Bacillus circulans

apenas faltando dois residuos de acido glutamico, responsaveis pela actividade da glucanase.

A subfamilia A das GNBP’s pertence ao grupo todas as moscas da fruta e mariposas, conhecidas,
enquanto que a subfamilia B ¢ especifica dos mosquitos. O A. gambiae e a D. melanogaster
partilham apenas um gene ortologo que codifica, respectivamente, para as proteinas GNBPA2 ¢

DmGNBP-3 (Christophides et al., 2002).

Tendo em consideracdo o descrito, ¢ de extrema importancia entender o papel dos genes que
codificam GNBP’s, com especial énfase para a GNBPB3, no sistema imunoldgico inato do
mosquito 4. gambiae, bem como as suas capacidades defensivas antibacterianas e especialmente

anti-Plasmodium.
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3.3.2 GNBPB3

O gene que codifica para a proteina GNBPB3 encontra-se no cromossoma 2, braco R, do 4.
gambiae. Apresenta na sua estrutura dois exdes e um intrdo, tendo o transcrito no total 1173 pares
de bases e 390 residuos de aminodacidos. O transcrito ¢ o produto do gene AGAP002798 (Ensemble

identification gene, em http://www.ensemble.org).

A proteina GNBPB3 pertence a familia 16 das O-Glicosil-hidrolases, esta relacionada com a
resposta imunologica inata do mosquito e contém varios locais de glicolisagdo, caracteristica de
proteinas envolvidas na adesdo ou reconhecimento célula-célula (Reuter & Gabius, 1999). As O-
Glicosil-hidrolase sdo um vasto grupo de enzimas que hidrolisam liga¢des glicosidicas entre dois ou
mais carbohidratos e um nao-carbohidrato depiridometilado. O sistema de classificacdo para as
Glicosil-hidrolases, baseado na similaridade, levou a definicido de 85 familias diferentes
(http://www.cazy.org/). As O-Glicosil-hidrolase da familia 16 compreendem uma série de
actividades, entre elas: [lichenase; xyloglucan xyloglucosyltransferase; agarase; kappa-
carrageenase, endo-beta-1,3-glucanase; endo-beta-1,3-1,4-glucanase e endo-beta-galactosidase ¢
tem como fungdo a actividade hidrolitica e capacidade hidrolitica de compostos O-glicosil.

(http://smart.embl-heidelberg.de/ nimero de acesso PF00722).

Verificou-se que apds o silenciamento dos genes que codificam para varias GNBP, o silenciamento
da GNBPB3 tém um forte impacto na permissividade a infec¢cdo por P. berghei. O mesmo estudo,
indica que as GNBPBA2 e B3 terdo provavelmente um papel importante na defesa contra as P.

falciparum e P. berghei e Escherichia coli. (Warr et al., 2008).

3.4 Evolucao do sistema imunologico do mosquito

O sistema imunolédgico inato para ser efectivo tem de ter a capacidade de reconhecer os patogénios
invasores, activar o sinal e destruir o agente causador da infec¢do. O patogénio por outro lado, tem
de ter a capacidade de se evadir, de modo a sobreviver ao sistema imunoldgico do hospedeiro
(Lazzaro, 2008). Assim sendo, o sistema imunologico do hospedeiro deve idealmente evoluir no
sentido de se manter efectivo, no que respeita a alteragdes na natureza dos oragnismos patogénicos
a que estd exposto e também a evolu¢do dos mecanismos de viruléncia, por parte dos agentes

infecciosos (Sackton, 2003).
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Como ja referido, a defesa humoral da Drosophila ¢é activada através de proteinas de
reconhecimento molecular (PRM’s) (Osta et al., 2004), levando a segregacdo de péptidos anti
microbianos (PMS’s). Seria entdo de esperar que tanto os PMS’s como as PRM’s experimentem
pressao da seleccao natural, pois, entram em contacto directo com os microrganismos invasores. No
entanto, nao € isso que se tem verificado: as proteinas de sinalizagdo envolvem rapidamente
enquanto que as PMS’s e as PRM’s mostram pouca indicagdo de adaptagdo ao nivel da sequéncia

de aminoacidos (Lazzaro, 2008).

As interac¢des moleculares e celulares sdo um pré-requisito para um sistema parasita-vector tornar-
se estavel e co-evoluir (Alavi et al., 2003). A existéncia na natureza de combinag¢des parasita-vector
pouco eficazes, como por exemplo: Plasmodium gallinaceum/ Anopheles stephensi ou mesmo
incompativeis como P. berghei/ Aedes aegypti), sugerem que os parasitas co-evolvem com os seus
hospedeiros naturais. Reforcando o descrito anteriormente em 2002, Tahar et al. descreve que a
invasdao do epitélio do intestino médio de A. gambiae por P. falciparum nao promove a mesma

sobreregula¢do de marcadores imunologicos quando infectado com P. berghei.

Até ha pouco tempo, os mecanismos moleculares que controlam o niimero de parasitas no vector
permaneciam incaracterizaveis, podendo apenas ser descritos com base na analogia da imunidade
antibacteriana por estudos efectuados in vitro. O despoletar de técnicas que envolvem o
silenciamento de genes por mediacdo de dcARN, in vivo, veio mudar a situagdo radicalmente,
permitindo a identificacdo de inumeros produtos génicos no mosquito que actuam como
antagonistas ou agonistas no desenvolvimento do parasita (Levashina et al, 2001). Em 2002,
Blandin et al., (2004) descreve que quando inserido dsRNA correspondente ao gene da defensina
(DEF 1) de A. gambiae na cavidade corporal de mosquitos adultos o desenvolvimento de P. berghei
ndo ¢ afectado. Recentemente foram identificados produtos genicos que actuam como antagonistas
TEP1 (proteina contendo tioester) ¢ LRIM1 (proteina rica em leucina). A TEP1 do A. gambiae
medeia o reconhecimento e destrdi os oocinetos do parasita P. berghei. Foram identificados dois
alelos da TEP1, a TEP1s (susceptivel) e a TEP1r (refractaria). Estas duas formas codificam para
proteinas 93% idénticas e com 96% de similaridade (sem inser¢des e delec¢des), no entanto,
mostram diferencgas significativas no que se refere a sua ligagdo aos oocinetos. A expressao da
TEPIs lisa 80% dos oocinetos de P. berghei, depois de estes atravessarem o epitélio do intestino,
ainda assim, um numero substancial consegue formar oocistos e continuar o ciclo de vida. Pelo
contrario, aquando a expressao da TEP1r os parasitas sdo destruidos por lise ¢ a sua eliminagdo ¢

facilitada por melanizacdo (Baxter ef al., 2007).
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Num estudo recente, realizado por Parmakelis ef al. (2008), foram analisados quatro genes
(gambicina, NOS, Rel2 e FBN9) envolvidos na resposta imunologica das diferentes espécies do
complexo 4. gambiae, que se suspeitava estarem sob pressao selectiva, imposta pelos parasitas da
malédria. Os autores concluiram que os genes estudados interagem com o Plasmodium,
independentemente de se envolverem com outros agentes microbianos, apresentando uma resposta
adaptativa a infec¢do pelo parasita. Verificaram que os genes em estudo apresentam sinais de
introgressao e/ou de polimorfismos ancestrais partilhados, ndo se observando, no entanto, sinais de
selec¢do positiva em nenhum dos genes, levando a crer que a aquisi¢do do P. falciparum por cada
uma das populagdes ou espécies sdo eventos evoluciondrios independentes. A gambicina ¢ um
importante péptido antibacteriano e letal para o P. berghei; O FB9 encontra-se sobre-regulado em
invasdes de P. falciparum em A. gambiae e o Rel2 regula a expressdo de varios genes
antibacterianos em A. gambiae, entre eles antagonistas do parasita da maldria (como o TEP1 e o
LRIM1), no entanto, por estarem envolvidos em diversos eventos antimicrobianos, reduz as

hipdteses de direccionar uma resposta imunolédgica especifica anti-Plasmodium.

As familias das PGRP’s e das GNBP’s experimentaram um fluxo consideravel nas linhagens mais
antigas que separam as moscas, mosquitos, abelhas e besouros com numerosas expansoes €
constrigdes nos tamanhos das familias (Sackton et al., 2007). As PRM’s sdo, do ponto de vista
evolutivo, mais estdveis nos insectos que contém PGRP’s e GNBP’s (pelo menos entre aqueles que
tém o genoma sequenciado). Este facto ¢ indicativo de algum rearranjo genomico relativamente aos
genes da Drosophila (Lazzaro et al., 2007) ou mesmo entre os genes do Aedes aegypti € A. gambiae
(Waterhouse R.M. et al., 2007). Sugerindo que as flutuagcdes gendmicas experimentadas pelos

diferentes insectos se relacionem com os diferentes tipos de patogénios que cada um deles encontra.

Se o sistema imunolédgico dos insectos € um potencial aliado no controlo da maléria, entdo torna-se
essencial e relevante assinalar um ou varios genes, com relevancia no sistema imunologico do
insecto e que sejam faceis de manipular. O conhecimento de que as GNBP fazem parte e participam
na resposta imunoldgica dos insectos, com especial interesse na GNBPB3 que tém um papel
importante na defesa contra as P. falciparum e P. berghei ¢ E. coli. (Warr et al., 2008) torna-a um
alvo de estudo importante. E, assim, de todo interesse aprofundar o conhecimento deste gene, no
que diz respeito a sua variabilidade genética e evolugao molecular, em populagdes de A. gambiae
s.s. em regides da Africa subsaariana, onde a malaria é endémica. Este conhecimento ¢ essencial ja
que a substituicdo de mosquitos selvagens por mosquitos geneticamente modificados, refractarios a
infec¢do por P. falciparum, surge cada vez mais como uma estratégia para controlar a transmissao

da malaria (Parmakelis ef al., 2008).
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4 Objectivos

4.1 Objectivo geral

Caracterizar a variabilidade e a evolucao molecular do gene que codifica para a proteina GNBPB3,
nas duas formas moleculares de A. gambiae s.s. em diferentes zonas geograficas da Africa

subsaariana.

4.2 Objectivos especificos

» Caracterizar e comparar a diversidade genética em diferentes zonas geograficas;

» Caracterizar e a estrutura genética das populagdes de A. gambiae s.s.;

* Determinar o tipo de selec¢do e histdria evolutiva das populagdes em estudo;

» (Caracterizar comparar a diversidade genética nas diferentes formas moleculares M e S;

» Identificar possiveis divergéncias populacionais nas formas moleculares M e S.
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5 Materiais e métodos

5.1 Proveniéncia e colecta da amostra

A amostra tem no total 111 mosquitos da espécie A. gambiae s.s. capturados em sete regides da
Africa subsaariana (figura 3) e distribuem-se do seguinte modo: Angola-Luanda com 7 amostras;
Gabao-Dienga com 14 amostras; Ghana-Accra com 15 amostras; Ghana-Okyereko com 22
amostras; Guiné-Bissau com 26 amostras; Mocambique com 15 amostras e Tanzania com 12

amostras.
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Figura 3 - Distribui¢do geografica das amostras utilizadas.

As circunferéncias vermelhas indicam o pais de recolha de mosquitos.

Mapa do continente africano retirado de http://paginas.terra.com.br/arte/mundoantigo/africa/

A recolha dos A. gambiae no Oeste Africano foi feita em Mogambique e na Tanzania. Em
Mocambique as amostras foram recolhidas em Furvela (provincia do Inhambane) entre Fevereiro e
Abril de 2004 utilizando a técnica de armadilha luminosa. As amostras da Tanzania foram
recolhidas na cidade de Ifakara em 2003, também com armadilha luminosa em cada duas semanas,
no periodo de um ano (Drakeley ef al., 2003). Em Angola, as amostras foram recolhidas em Luanda,
utilizando a técnica “captura em repouso”, em 2003. No Ghana, tanto em Accra como em Okyereko, e na

Guiné-Bissau, as amostras foram também recolhidas por “captura em repouso”, em 2006 e 1996,

respectivamente. Por fim, no Gabdo-Dienga, a colheita foi feita sobre isca humana em 1999.
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Os mosquitos foram guardados em tubos individuais com silica gel e transportados a temperatura ambiente
para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT) em Lisboa, onde foram conservadas a -20°C até a

extrac¢do de ADN.

5.2 Identificacdo morfologica da espécie e forma molecular

A identificagdo do género e da forma sexual do Anopheles foi baseada nas suas caracteristicas
morfolédgicas pela visualiza¢do directa ao microscopio optico. A confirmagdo da espécie A.gambiae

s.s. e das formas moleculares foi realizada segundo a técnica descrita em Fanello et al., 2002.

5.3 Extraccao de ADN

A extrac¢do de ADN foi feita segundo o método descrito por Collins ef al. em 1988: os mosquitos
adultos foram macerados em tubos eppendorfs de 1,5 ml onde se acrescentou 25 pl de tampao de
lise de modo a inibir a actividade das DNAses, as amostras foram incubadas a 68°C, durante 30
minutos. De seguida adicionou-se 7 pl de Acetato de Potassio 8M, para a precipitacdo das
proteinas, e incubou-se durante 30 minutos num banho de gelo. As amostras foram posteriormente
centrifugadas a 12000 rpm (rotacdes por minuto) durante 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde se e adicionou 100 pl de etanol a 95%, de modo a precipitar o
ADN; centrifugou-se novamente a 12000 rpm, durante 10 minutos, desperdicou-se o sobrenadante.
O deposito (ADN) ficou a repousar durante a noite a uma temperatura de -20°C. No dia seguinte, o

ADN foi lavado com etanol a 70%, seco ao ar e ressuspendido em TE e conservado a -20°C.

5.4 Reaccao da polimerase em cadeia (PCR)

Os primers utilizados para amplificar a totalidade do gene da GNBPB3 (1092 pb) foram desenhados
com base nas sequéncias do genoma do A. gambiae s.s. depositadas no Ensemble
(http://www.ensemble.org). Para o primeiro nested PCR foi desenhado um par de primers, a
montante e a jusante do gene (tabela 1). Uma vez que o produto da reac¢do anterior era demasiado
grande para sequenciar, foram efectuadas 3 reac¢des subsequentes em nested PCR, correspondendo

a extremidade 3’, ao centro e a extremidade 5’ da sequéncia (tabela 1).
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Tabela 1- Esquematizacio dos Primers utilizados no estudo.

Tamanho do  Nome do primer Sequéncia do primer 5°-3° Temperatura de
fragmento annealing
1902 pb GNBPB3-out-fwd CACTCCAGCGAACATTTGTG 51,4°C
GNBPB3-out-rev CTTCAGTGTGTGGCGGTTTA
851 pb GNBPB3-in-3-fwd CCCTAAATAAAGCGGCACAC
GNBPB3-in-3-rev GCACTCTTGATGGGGTTGAT
963 pb GNBPB3-in-5-fwd GTTCTGGGGATGTGAGCGTA
GNBPB3-in-5-rev CAGGGATCTTTTGCGTGATT
571 pb GNBPB3-centro-fwd ACRGGAGAGCTGATCTTTGA 55°C
GNBPB3-centro -rev GCCWCGRTAGTCCATATTGC

5.5 Condicoes de amplificacao

As PCRs foram efectuadas no Termociclador T1 (Biometer, Alemanha). A reaccio de PCR
consistiu numa primeira etapa onde ocorre um primeiro ciclo de desnaturacdo da molécula de ADN
a 95° durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificagdo que consistem em: 1 minuto a 95°C
para desnaturacdo da molécula de ADN, 30 segundos a 51,4°C de annealing (promove a ligacdo do
ADN, neste caso, dos primers a molécula alvo) e um periodo de extensdo a 72°C a 1min, e uma

extensao final de 5 minutos (tabela 2).

Tabela 2 — Descricio dos programas de PCR.

Programa primers” out” Programa primers “3in” e “5in”  Programa primers “centro”
Passo 1 —95°C a 2 minutos Passo 1 —95°C a 2 minutos Passo 1 —95°C a 2 minutos
35x 35x 35x
Passo 2- 95°C a 1 minuto Passo 2- 95°C a 1 minuto Passo 2- 95°C a 30 minutos
Passo 3- 51,4°C a 30 segundos Passo 3- 51,4°C a 30 segundos Passo 3- 55°C a 30 segundos
Passo 4- 72°C a 2 minutos Passo 4- 72°C a 1 minuto Passo 4- 72°C a 1 minuto
Passo 5- 72°C a 5 minutos Passo 5- 72°C a 5 minutos Passo 5- 72°C a 5 minutos
Passo 6 —4°C Passo 6 —4°C Passo 6 —4°C

As misturas de reac¢do utilizada para cada uma das etapas anteriormente descritas foram efectuadas

de acordo com a seguinte tabela (tabela 3):

Ana S. L. Lopes 26



Variabilidade dos genes que codificam proteinas de adesdo as bactérias Gram-negativas em mosquitos vectores de malaria.

Tabela 3 - Condicoes da mistura de reaccio de PCR para GNBP

Primers “out” Primers “5in” e” 3 in” Primers “centro”
stock Amostra (pl) Amostra (pl) Amostra (pl)
Agua 29,5 29,5 33,5
Tampio 5x 10 10 10
MgCI2 50uM 3 3 3
dNTP's 200 uM 1 1 1
Primer F  10uM 2,5 2,5 0,5
Primer R  10pM 2,5 2,5 0,5
Taq 5U/ul 0,5 0,5 0,5
Volume total 49 49 49

5.6 Visualizacao do produto amplificado

Para confirmar a amplificacdo, procedeu-se a visualizacdo dos produtos da reaccdo em gel de
agarose a 2%, em tampao TBE (0,1 M Tris, SmM EDTA ¢ 0,1 M Acido Bérico, pHS,3), corada
com brometo de etidio. A electroforese foi efectuada durante 1 hora a 140 Volts. O gel foi

visualizado no transiluminador UVIDOC (Sigma, Estados Unidos da América)

5.7 Purificacao dos produtos amplificados

Todos os produtos de PCR, antes de serem enviadas para sequénciagdo, foram purificados com o kit
SureClean (BIOLINE, Reino Unido) segundo o protocolo descrito pelo fabricante. As amostras

foram enviadas, para sequenciar, para o laboratério da Macrogen (Coreia).

5.8 Analise das sequéncias

5.8.1 Alinhamento das sequéncias

Ap6s andlise da qualidade das sequéncias nos fluorogramas, todas as sequéncias foram corrigidas
no programa informatico BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.5.2. (Hall T.A., 1999), de modo a
obter a sequéncia consenso para cada uma das amostras. Verificou-se que ao longo das sequéncias,
na maioria das amostras, existiam ambiguidades entre dois nucleotidos (N). Com o auxilio dos

electrofluorogramas (no software Chromas) tentou identificar-se o nucleotido correcto, que na
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maioria ndo foi possivel, pois, correspondiam a locais heterozigoticos, tendo sido corrigidas de

acordo com a tabela [lUB/ IUPAC.

5.8.2 Polimorfismos e divergéncia

Neste estudo, a analise do numero de polimorfismos (P), a diversidade haplotipica (h) e a
diversidade nucleotidica (m) foram determinados para todas as sequéncias no programa DNAsp

4.50.1 (Rozas et al., 2003)

5.8.3 Testes de neutralidade

Foram utilizados véarios testes que assentam no modelo neutro da evolucdo, que partem do
pressuposto que a populagdo em estudo tem tamanho constante, acasalamento ao acaso e nao ¢
estruturada. Estes testes sdo utilizados para identificar os desvios a neutralidade e o tipo de selec¢do
a actuar. De acordo com a teoria da neutralidade a maioria das mutagdoes que se fixam numa
populacdo ¢ neutra, e como tal ndo influenciam o fitness do individuo ou a sobrevivéncia da

populagdo (Kimura, 1968).

Neste estudo realizaram-se os testes de Tajima D (Tajima, 1989) e de Fu e Li (Fu & Li, 1993), que
se baseiam na comparagdo da frequéncia e tipo de mutagcdes numa populacdo, que se espera que

sejam neutras.

O nimero de substitui¢des ndo sinonimas (Ka) e sindnimas (Ks), entre sequéncias de ADN pode ser
utilizado como indicador da pressdo selectiva a actuar num gene que codifica para uma proteina.
Assim, espera-se que o racio Ka/Ks seja igual a zero quando ndo ha desvios a neutralidade, e que
seja superior a um, nos casos de seleccdo positiva e inferior a um, nos casos de selec¢ao

purificadora.

Utilizou-se também o teste de Mcdonald-Kreitman, que revela o racio entre os locais polimorficos
sinonimas € nao-sinonimas entre populacdes e as mutacdes fixas sindbnimas e nao-sindnimas, numa
tabela de contigéncia 2x2. Os valores de p sdo calculados usando o teste de Fisher (Mcdonald &
Kreitman, 1991). No caso de, estarmos perante a ac¢ao da selec¢ao positiva € esperado um aumento

do niimero de substituigdes ndo-sindnimas, comparativamente a sindnimas.

Todos os testes de neutralidade foram realizados no software DNAsp 4.50.1 (Rozas et al., 2003)
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5.8.4 Diferenciacio genética e diversidade molecular

A caracterizagdo e comparagdo da diferenciacdo (estruturacdo) genética entre as diferentes
populagdes em estudo foram feitas utilizando o indice de fixagdo (Fst) (Wright, 1978) que mede a
proporcao da diferenciagdo genética total distribuida entre as populacdes em estudo. A variagdao
molecular entre espécies foi feita através da AMOVA (A4nalysis of Molecular Variance). A
AMOVA permite-nos estudar a existéncia de populacdes diferenciadas bem como, o grau de
significancia da variabilidade genética intra e interpopulacional. (Excoffier ef al., 2006). Baseia-se
na analise de diferente niveis hierarquicos, onde o primeiro (Fct) ¢ dado pela permutaciao entre os
grupos; o segundo (Fsc) entre as populagdes dentro dos grupos e o terceiro (Fst) dentro das

populagoes.

Os dois testes foram efectuados no programa informatico Arlequin 3.1.1. (Schneider et al., 2000).

5.8.5 Analise filogenética

A genealogia entre os haplotipos foi conseguida através da construcdo de uma rede de haplotipos
elaborada no programa NETWORK 4.5.0.7 (Phylogenetic network constructions). Este programa
estima a relag@o entre haplotipos com base na parcimdnia, agrupando-os pelas mutagdes obtidas nas

suas sequéncias (Rohl, 2003).
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6 Resultados

As 111 amostras de mosquitos distribuem-se segundo o local e a forma molecular do seguinte
modo: Angola-Luanda com 7 amostras, (forma molecular M); Gabao - Dienga com 14 amostras
(forma molecular S); Ghana-Accra com 15 amostras (forma molecular S); Ghana-Okyereko com 22
amostras (12 correspondentes a forma molecular S e 10 a forma molecular M); Guiné-Bissau com
26 amostras (11 correspondentes a forma molecular S e 15 a forma molecular M); Mog¢ambique
com 15 amostras (forma molecular S) e Tanzania com 12 amostras (forma molecular S). Destas 111
amostras iniciais, apenas 70 entraram no nosso estudo (tabela 4, uma vez que as restantes 41
amostras foram eliminadas por ndo ter sido possivel fazer a sua amplificacdo ou pela ma qualidade

das sequéncias obtidas.

Obteve-se entdo, 70 sequéncias, com 1335 nucleotidos (N) cada, que inclui 0 3° UTR (1 ao 91 N),
Exao 1 (92 ao 301 N), Intrao (302 ao 371 N), Exao 2 (372 ao 1324 N) e 0 5 UTR (1325 ao 1335
N).

Tabela 4- Numero de amostras por regido e respectiva forma molecular

Localizagdo N° de amostras final
Angola-Luanda (M) 6
Gabao-Dienga (S) 9
Ghana-Accra (S) 7
Ghana-Okyereko (S) 6
Ghana-Okyereko (M) 6
Guiné-Bissau (S) 7
Guiné-Bissau (M) 12
Mogambique (S) 10
Tanzania (S) 7

(M) - forma molecular M; (S) - forma molecular S
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6.1 Polimorfismos e divergéncia

A andlise dos polimorfismos (tabela 5) ao longo da sequéncia mostra que a regido que apresenta o
maior numero de locais polimorficos € a Guiné-Bissau com um total de 76 na zona codificante,
correspondendo 68 ao exdo 2, seguindo-se o Ghana — Okyereko com 58, correspondendo 50 ao
exdo 2. No que se refere ao nimero de haplotipos distintos em cada amostra (h), Guiné-Bissau e

Ghana — Okyereko tém também os valores mais altos, sendo 19 e 12 respectivamente.

A diversidade genética (tabela 5), tanto baseada na diversidade nucleotidica (1) como baseada em
locais polimorficos (w) apresenta valores muito baixos em todas as amostras analisadas,
documentando-se os mais elevados nas regides descritas anteriormente Guiné-Bissau (m = 0,014;

w=0,018) e Ghana-Okyereko (m =0,016; w=0,016).

Relativamente as formas moleculares, observa-se que a forma molecular M apresenta um m ¢ W
(0,015 e 0,017 respectivamente) idéntico a forma molecular S (0,014 e 0,017 respectivamente), se
tivermos em conta o nimero de individuos presente em cada amostra, verifica-se que a forma
molecular M tem um maior numero de polimorfismos (P= 75 para n= 24) do que a forma molecular
S (P=88 para n=46). No que se refere ao nimero de haplotipos distintos em cada amostra, observa-
se que para a forma molecular S, h= 39 e para a forma molecular M, h=23. Curiosamente
observam-se valores sensivelmente superiores na zona ndo codificante (intrdo) do que na zona

codificante (ex@o 1 e exdo 2) (tabela 5).

No estudo efectuado ao longo do gene identifica-se a presenga de polimorfismos, sendo as
populagdes com o numero mais elevado Ghana-Okyereko e Guiné-Bissau (58 e 76,
respectivamente) e as que apresentaram o menor numero de locais polimorficos Angola e
Mogambique (20 e 29, respectivamente). No que respeita as formas moleculares, documenta-se para

as M, 75 locais polimorficos e para as S, 88 locais polimorficos.
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6.2 Testes de neutralidade

Testes da distribui¢do da frequéncia alélica nos locais polimorficos sdo frequentemente
utilizados para calcular Tajima D. No entanto, nao se obteve valores significativos de D.
Sendo assim, ndo se pode determinar que o gene tenha experimentado recente actuacao

de selec¢do direccional (ou purificadora) (anexo 1).

O teste Fu e Li ndo foi também significativo para todas as amostras (p> 0,05). (anexo 2)

Na andlise do racio Ka/ Ks verifica-se que este racio apresenta valores entre 0,024 e
0,049, muito abaixo de 1, ou seja, indicando a actuagdo da selec¢do purificadora. (tabela
6).

Tabela 6- Valores de Ka/Ks ao longo do gene GNBPB3

Regioes Ka/Ks
ANGOLA -Gabao 0,03

ANGOLA- Ghana Accra 0,024
ANGOLA- Ghana Okyereko 0,031
ANGOLA- Guine Bissau 0,03

ANGOLA- Mogambique 0,034
ANGOLA- Tanzania 0,026
GABAO- Ghana Accra 0,029
GABAO- Ghana Okyereko 0,024
GABAO- Guine Bissau 0,028
GABAO- Mogamb 0,042
GABAO- Tanzania 0,023
GHANA A - Ghana Okyereko 0,033
GHANA A - Guine Bissau 0,033
GHANA A - Mocambique 0,049
GHANA A - Tanzania 0,032
GHANA O- Guine Bissau 0,039
GHANA O- Mogambique 0,044
GHANA O- Tanzania 0,028
GUINE B- Mogambique 0,05

GUINE B- Tanzania 0,036
MOCAMB - Tanzania 0,046
Formas M - Formas S 0,028
Ghana M/Ghana S 0,033
Guine M/Guine S 0,036
Ghana M/Guine M 0,044
Ghana S/Guine S 0,035
S ocidental/s oriental 0,029
S ocidental/m ocidental 0,027

A- Accra; O- Okyereko; B- Bissau
MOCAMB- Mogambique
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Como ao longo do gene podem existir impressdes de uma pressao selectiva diferente do
que a analisada no seu conjunto, foi efectuado um teste que analisa cada nucle6tido em
intervalos de 50 nucleotidos, onde se verifica que no mesmo intervalo - de 1 a 75, entre
as populagdes Ghana-Okyereko/Tanzania; Angola/Ghana-Okyereko;
Gabao/Mogambique; Ghana-Okyereko/Mocambique; Ghana-Okyereko/Guine;
Mocambique/Tanzania; Ghana-Accra/ Ghana/Okyereko e Gabao/Tanzénia, os valores

de Ka/ Ks sao superiores a 1 (figuras 4 a 10).
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Figura6 - Valores de Ka/Ks ao longo do gene GNBPB3
das formas S Ocidente versus Oriente
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Figura7- Valores de Ka/Ks ao longo do gene GNBPB3
Gabao versus Mogambique
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Figura9 - Valores de Ka/Ks ao longo do gene GNBPB3

Ghana-Okyereko versus Mogambique
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Figural0 - Valores de Ka/Ks ao longo do gene GNBPB3
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Através do programa informatico (para analise de sequéncias peptidicas) SMARTgenome

(http://www.expasy.org) confirma-se que a proteina em questdo ¢ uma glicosil hidrolase, que

pertence a familia 16 (figura 11). O intervalo em que os picos Ka/Ks s@o superiores a um,

corresponde aos dominios sinal péptido e desordem intrinseca, da proteina (tabela 7).

T3

P
Glycothydro 16

0

a0

0

Figura 11 -Esquema da sequéncia peptidica GNBPB3.

(http://smart.embl-heidelberg.de/)

Tabela 7- Dominios da proteina GNBPB3

Nome Inicio  Fim
Sinal péptido 1 19
Desordem intrinseca 20 43
Glicosil Hidrolase 16 130 349
Desordem intrinseca 367 390

Uma segunda analise foi efectuada com o teste de Tajima D em intervalos de 75 em 75

pares de bases. Neste teste hd intervalos onde se registam valores inferiores a zero para

um grau de significancia p <0,05, conferindo os valores obtidos anteriormente de

estarmos perante a actuacao da selec¢do purificadora (tabela 8).
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Tabela 8- Valores do teste de Tajima D, em intervalos de 75 nucledtidos.

Amostra Intervalo (s) de significdncia  Valor de significincia D
Total [607-807] # -
[1009-1158] #
Angola [176-300]; # +
[751-875] #
Gabio - - -
Ghana-Accra [527-626] # +
Ghana-Okyereko [352-451] * -
[377-476] *
Guiné-Bissau [177-276] # -
[227-326] #
[627-720] *
[852-951] *
Moc¢ambique [251-352] # +
Tanzania -—-- ——-- ——-
Formas M [627-720] -
Formas S [1007-1131] # -
[1057-1156] *
Formas S Ocidente [1006-1105] # -
[1031-1130] #
o

Formas S Oriente

[1056-1155]

#p<0,10 * p<0,05 ** p<0,01 ---- sem intervalos de significancia + D>0 -D<0

O teste de McDonald e Kreitman nao foi significativo para todas as amostras em estudo,

pela auséncia de substituicdes fixas (anexo 3).
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6.3 Diferenciacao genética e diversidade molecular

A caracterizagdo e comparacdo da diferenciagdo genética nas diferentes zonas
geograficas em estudo foram feitas utilizando o teste estatistico Fst entre todos os pares
de regides, separadas no caso da Guiné-Bissau e Ghana- Okyereko de acordo com a

forma molecular (tabela 10) e sem separagao da forma molecular (tabela 11).

Nem todos os valores encontrados foram significativos (p <0,05), sendo os menores
valores de Fst entre Ghana-Okyereko e Guiné-Bissau (0,054), Ghana-Accra e
Mocambique (0,096) e entre Gabao-Dienga e Tanzania (0,096) (tabela 11) entre
Ghana Okyereko M e Guiné-Bissau S (0,066) (tabela 10); Por outro lado o maior valor
de Fst regista-se entre Mogcambique e Guiné-Bissau_S (0,377) e entre Guiné-Bissau S e
Angola M (0,334). Verifica-se ainda que Mocambique apresenta diferenciacdo em
relagdo a todas as regides, excepto da Tanzania (geograficamente menos afastado),
assim como, o Gabdo e Angola em que todas as comparagdes apresentam valores
superiores a 0,05 (tabela 10) o que segundo Wright (1978), (tabela 9) corresponde a
uma moderada diferenciagdo entre as amostras dos respectivos locais € em muitos dos
casos os valores sao mesmo superiores a 0,25. Efectuou-se ainda o teste entre as formas
moleculares M e S onde se observa um Fst de 0,089, com significancia (p= 0),

correspondendo a moderada diferenciacdo, entre as variaveis estudadas (tabela 13).

Tabela 9 - Intervalos de diferenciagcdo genética

Intervalo  Interpretagdo (Wright, 1978)
0-0,05 Pequena diferenciacao
0,05-0,15 Moderada diferenciagao
0,15-0,25  Bastante diferenciacao

>(),25 Muita diferenciacao
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Tabela 10- Diferenciagdo genética interpopulacional (divisdo da amostra de acordo com a regido e forma

molecular).
VJI E\
2| “, £ “, = <
m 0 S 5 3 2 5
2 S S = 3 3 o
S S S 2 Z S
< 3 Q = < Q Q © |
g S S s/ s N N 3! S
S 3 s S S S g s S
S S S < < 3 S < =
= = S S S G ) S <
Mogambique 0,000
Tanzénia -0,016 0,000
Gabao_Dienga_S 0,137 0,096 0,000
Ghana_Accra_S 0,096 0,038 0,056 0,000
Ghana_Okyereko_S 0,168 0,110 0,107 0,005 0,000
Guine_Bissau_S 0,377 0,284 0,282 0,156 0,086 0,000
Guine_Bissau_ M 0,300 0,227 0,226 0,128 0,125 0,021 0,000
Ghana_Okyereko M 0,201 0,121 0,118 0,017 0,021 0,066 -0,001 0,000
Angola_M 0,308 0,257 0,257 0,137 0,207 0,334 0,246 0,131 0,000
A vermelho encontram-se os valores com grau de significancia de p<0,05.
Tabela 11- Diferenciagdo genética interpopulacional (divisdo da amostra de acordo com a regido).
3
IS} 5 S o
I S & 2 =
3 5 S : 4 5
> E E E g s
= S S S S = S
Angola 0,000
Gabdo 0,258 0,000
Ghana-Accra 0,137 0,056 0,000
Ghana-Okyereko 0,141 0,098 0,006 0,000
Guiné-Bissau 0,265 0,246 0,145 0,054 0,000
Mogambique 0,308 0,138 0,096 0,160 0,320 0,000
Tanzania 0,258 0,096 0,038 0,108 0,253 -0,016 0,000
A vermelho encontram-se os valores com significancia de p<0,05.
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Tabela 12- Diferenciagdo genética interpopulacional formas M versus formas S no Ocidente

s\ OJ\
L = 2 “ < “
) | S | N |
S s % : 3 :
= 3 2 2 3 ° >
| © \ ] Q \ N © \ ]
3 : v : : : ¥
S S g < S S g
S < 3 S < < 3
~ ) ) ) O O )
Angola M 0,000
Ghana Okyereko M 0,131 0,000
Guine Bissau M 0,246 -0,001 0,000
Gabao Dienga S 0,257 0,118 0,226 0,000
Ghana Accra_ S 0,137 0,017 0,128 0,056 0,000
Ghana Okyereko S 0,207 0,021 0,125 0,107 0,005 0,000
Guine Bissau S 0,334 0,066 0,021 0,282 0,156 0,086 0,000

A vermelho encontram-se os valores com significancia de p <0,05.

Tabela 13- Diferenciag@o genética interpopulacional

Formas M Formas S
Formas M 0,000
Formas S 0,089 0,000

A vermelho encontram-se os valores com significancia de p <0,05.

O teste da AMOVA foi efectuado de acordo com a seguinte hierarquia: Em primeiro
lugar as formas moleculares (referido na tabela como entre grupos) seguidas das

diferentes populacdes (referido na tabela como entre grupos dentro das populagdes) e

por fim entre as amostras dentro de cada populagdo (referido na tabela como dentro das

populagdes). Verifica-se que os valores mais elevados dizem respeito ao segundo grau

da hierarquia (diferentes localizagdes geograficas) e os menos entre as formas

moleculares (tabela 14).
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Tabela 14-AMOVA comparando todas as populagoes e as diferentes regides e formas moleculares.

AMOVA M T)s S~ M T:s S~ S Ocidente.vs S:Oriente Moss
localizagao localizagao localizagoes
geograficas geogrdfica so geogrdficas Ghana-GZ?lzsreko ¢
ocidente
Entre grupos 5,65 1,95 9,19 3,07
Entre grupos 13,03 12,51 8,40 3,19
dentro das
populagdes
Dentro das 81,32 85,55 82,41 93,74
populacdes
FSC 0,13810%* 0,12756* 0,09194* 0,03290*
FST 0,18676* 0,14453* 0,17591%* 0,06261
FCT 0,05646 0,01946 0,09248 0,03072
* Valor de p <0,05

6.4 Analise filogenética

A primeira rede de haplotipos (figura 12) esta construida de acordo com os haplotipos

referentes as amostras das sete populagdes em estudo (correspondendo cada cor a uma

populagdo). Observa-se uma grande variedade de haplotipos (63), distribuidos pelas

populagdes, onde apenas cinco deles sdo partilhados por mais do que uma populagdo e

somente dois destes sdo partilhados por populacdes diferentes e um por mais de duas

amostras, como se pode observar na figura pelos circulos partilhados representados com

mais do que uma cor. Por exemplo, o circulo que na figura se denomina MZ27,

corresponde a um haplotipo partilhado por trés amostras provenientes de Mocambique e

uma amostra da Tanzania, enquanto que o circula denominado TZ209A, corresponde a

um haplotipo partilhado por duas amostras diferentes da Tanzania.
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Mogambique

GH039<>\ GHA3E )

GHO L)

sHo13() TZ2304

" Guiné-Bissau
v

Tanzania

Ghana-Okyereko

MZ26
Ghana-Accra

Wz2-5 I
Gabao-Dienga

D138 Angola
Wz20

Haplotipo partilhado 2 amostras diferentes de Mogambique

Haplotipo partilhado 1amostra da Tanzénia e 3 de Mogambique
Haplotipo partilhado 1 amostras de Ghana-Accra e 1 de Ghana-

50131 Okyereko

aHATY Haplotipo partilhado 2 amostras diferentes de Angola

GD134 Haplotipo partilhado 2 amostras diferentes da Tanzania

GD143

Figura 12 - Rede de haplotipos referente as diferentes amostras das sete popula¢des em estudo.

Cada cor corresponde a uma populagao.

De seguida, construiu-se uma rede de haplotipos, tendo em considera¢do a varidvel
forma molecular, onde se documenta uma separag¢do haplotipica entre as duas formas
moleculares (figura 13) contrariando a tendéncia dos resultados obtidos nos outros

testes realizados.

MZ26

GB94 GHO3

GBES

Figural3- Torso da rede de haplotipos referente as formas moleculares

O rosa claro corresponde & forma molecular S e o rosa escuro a forma molecular M.
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Por fim, construiu-se uma rede de haplotipos (figura 14) tendo em consideragdo as
variaveis forma molecular e localizacdo geografica (Oriente versus Ocidente), onde se
verifica uma separacdo ndo s6 entre as duas formas como também entre as zonas
geograficas. Mocambique e a Tanzania (representadas a verde) sdo as unicas regioes,
em estudo, da Africa Oriental e forma molecular S, que tendencialmente estdo mais
proximas das formas S restantes (representadas a rosa claro). Nas figuras 13 e 14 apenas
estd esquematizado o torso central da rede. (esquemas originais anexos 4 e 5,

respectivamente).

[}
GHO4

MZ26

GB94

\ GHO3

GBES

Figural4- Torso da rede de haplotipos referente as formas moleculares e Ocidente versus Oriente

O rosa claro corresponde a forma molecular S da zona Ocidenal; a verde a forma molecular S da Zona Oriental e o rosa escuro a

forma molecular M.
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7 Discussao

A prevaléncia alarmante da malaria, associada ao facto de ndo existir uma vacina efectiva (Richie &
Saul, 2002), da resisténcia do P. falciparum aos anti-maléricos e da resisténcia do 4. gambiae aos
insecticidas (Olliaro, 2001) torna urgente novas medidas de controlo da doenca, despertando
especial interesse para as relacdes parasita-mosquito, especialmente no que se refere a resposta
imunologica do vector, que transversalmente com varios estudos neste contexto, podera ser

responsavel por grande parte das perdas parasitarias (Osta et al., 2004).

Compreender a dinamica hospedeiro-patogénio, torna-se essencial para entender a evolugdo do
sistema imunoldgico, uma vez que este desempenha um papel fundamental na mediagcdo destas
relagdes, remetendo para uma série de interacgdes ao longo da historia evolutiva dos dois agentes,
onde qualquer avango evolutivo no patogénio vai causar pressao selectiva no respectivo hospedeiro,
pois, este tem necessidade de restabelecer a sua capacidade de resposta, experimentando uma
adaptacao reciproca (Lazzaro, 2008). Desta dindmica pode resultar uma forte assinatura de
adaptacao evolutiva nos genes envolvidos na resposta imunoldgica, uma vez que estes poderdo ser
alvo de selec¢do direccional ou balanceadora mais do que os genes que ndo estdo envolvidos nesta
resposta (Sackton et al., 2003). Um exemplo sdo os genes envolvidos no sistema imunolégico dos
vertebrados e da Drosophila que exibem altas taxas de evolugdo nos aminoacidos, quando
comparados com genes que nao fazem parte do sistema imunoldgico (Jiggins & Hurst, 2003),

indicando adaptagcdo molecular.

No entanto, nem todos os genes evoluem do mesmo modo, podendo servir como base para inferir
até que ponto as interac¢des de diferentes tipos de parasitas com os varios componentes do sistema
imunologico interferem na historia evolutiva dos diversos genes reguladores da resposta
imunologica. Entdo, o tipo de selec¢do e o modo como estes genes evoluem, delineia a capacidade
do mosquito para eliminar os microorganismos invasores € consequentemente de sobreviver.

Desvios a neutralidade podem indicar que a populagao estd sob pressdo selectiva.

A grande maioria das combinagdes Plasmodium-vector ¢ incompativel e sdo muitos os factores que
contribuem para a capacidade inata de algumas espécies de anofelinos suportarem o crescimento € o
desenvolvimento de determinadas espécies de Plasmodium. (Warburg & Miller, 1991). As
incompatibilidades referidas podem advir de barreiras biologicas ou fisioldégicas do mosquito, ou
pela activagdo do seu sistema imunoldgico inato, resultando, por exemplo, na morte de

determinados estadios durante o desenvolvimento do parasita. O P. falciparum sofre um grande
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nimero de perdas durante o seu desenvolvimento no interior do A. gambiae (Warburg & Miller,
1991). Segundo a literatura, um dos factores que para isto contribui ¢ a existéncia de determinados
genes efectores na resposta imunologica do mosquito, responsaveis pela produg¢do de proteinas

envolvidas na eliminagdo ou mesmo no bloqueio do ciclo de vida do parasita (Moreira ef al., 2002).

O gene em estudo neste trabalho esta envolvido na resposta imunitaria do 4. gambiae. Entender a
sua evolucdao e o modo como a seleccdo natural actua é essencial para determinar até que ponto €
responsavel pela eliminagdo ou bloqueio do ciclo de vida do P. falciparum. A diversidade
nucledtidica () obtida neste estudo foi relativamente alta para todas as populagdes -
correspondendo o maior valor a Ghana-Okyereko (1 =0,016) - quando comparadas com o nivel de
diversidade nucleotidica observada no genoma humano (r <0,006) (The International SNP Map
Working Group, 2001). No entanto, sdo valores semelhantes aos obtidos anteriormente em estudos
de genes envolvidos na resposta imunologica da Drosophila e de A. gambiae (Simard F. et al.,
2007; Morlais 1. et al,, 2004; Obbard D.J. et al., 2007; Andolfatto P., 2001) e inclusive para o
gene da GNBPB3 num estudo efectuado por Cohuet ef al. em 2008 (1 =0,017).

No que se refere as formas moleculares, valores de m sdo muito semelhantes documentando-se
0,015 para as formas M e 0,014 para as formas S (no nosso estudo). Quando comparado com o
estudo realizado por Cohuet ef al. (2008) a escala gendmica, as formas M apresentam valores
ligeiramente superiores enquanto que as S sdo muito semelhantes (M= 0,008 ¢ S= 0,015). As
diferencas entre os dois estudos podem ser consequéncia das diferentes localiza¢des geograficas, até
porque no nosso estudo as formas moleculares M estdo apenas representadas por trés paises da
Africa ocidental (Angola; Ghana-Okyereko e Guiné-Bissau), e a forma molecular S distribuida por

seis zonas de Africa ocidental e oriental.

Relativamente a diferenciagdo de populacdes, o fst mostra a maioria dos valores significativos
p<0,05 quando se comparam todas as populacdes, independentemente da forma molecular, verifica-
se que todas as populagdes estdo geneticamente separadas, observando-se que Angola, Mocambique
e Guiné-Bissau sdo as populacdes geneticamente mais afastadas e que o maior valor de fst é entre
Mocambique e Guiné-Bissau (0,32) que sdo as zonas geograficamente mais afastadas.
Provavelmente o aumento da distancia entre as populagdes ¢ factor determinante nas diferencas
exercidas pela pressdo selectiva, e consequentemente numa maior diferenciacdo entre as
populacdes. A confirmar esta hipotese o menor valor de fst ¢ entre as populacdes que sdo
geograficamente mais proximas: Ghana-Okyereko e Guiné-Bissau (0,054), Ghana-Accra e Guiné-

Bissau (0,145). E interessante assinalar que quando se compara Ghana-Accra (forma S) com Guiné
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Bissau (forma M e S), apesar de baixo, o maior valor de fst corresponde a comparacdo Ghana-Accra
com Ghuine-Bissau S (0,156) em vez de Ghana-Accra com Guiné-Bissau M (0,128), o que pode
indicar que a forma molecular contribui menos para a diferenciagdo molecular das amostras em
estudo do que a sua localizagdo geografica. A consolidar esta afirmagdo, no estudo das formas
moleculares M e S, na costa Ocidental do continente Africano, verifica-se que o menor valor de nm
(0,067) corresponde a comparacdao entre Ghana-Okyereko M e Guiné-Bissau S, ou seja, um valor
muito baixo de diferenciagdo genética- entre duas regides proximas € ao mesmo tempo as duas
formas moleculares distintas. Neste mesmo teste observam-se valores altos de fst entre popul¢des
distantes com a mesma forma molecular, como ¢ o caso de Gabao-Dienga S e Guiné-Bissau S e
Angola M e Guiné-Bissau M (0,282 e 0,246, respectivamente). Quando se efectua o estudo entre as
duas formas moleculares (independentemente da localizagdo) documenta-se um valor baixo de fst
de 0,08, correspondendo a diferenciagdo moderada entre as populagdes. Este facto pode mais uma

vez dever-se a grande variedade de regides em estudo.

Comparando Ghana-Okyereko M e S, Guiné-Bissau M e S e Ghana-Accra com Ghana-Okyereko,
(que correspondem a mesma area geografica) obtém-se os valores de fst mais baixos (0,021, 0,021 e
0,006, respectivamente), inferiores a 0,05, que corresponde a pequena diferencia¢do, no entanto,

nao ¢ possivel valida-los uma vez que para estes casos o valor de p nao ¢ significativo.

Os resultados obtidos na AMOVA corroboram as afirmagdes anteriores uma vez que a variagao
molecular ¢ maior quando se compara as regidoes (Entre grupos dentro das populagdes) do que

quando se compara as formas moleculares M e S (entre grupos).

Relativamente aos resultados dos testes de neutralidade, Tajima D e Fu & Li ndo foram

significantes para desvios a neutralidade, bem como o teste de McDonald-Kreitman que

demonstrou um défice de substituicdes fixas ndo-sindnimas, para todas as populagdes.

Os valores obtidos para o racio Ka/Ks foram inferiores a 1, indicando que o gene GNBPB3 esta sob
o efeito de seleccdo purificadora a semelhanca do que aconteceu em estudos anteriores para este
mesmo gene, por exemplo no estudo efectuado por Cohuet ef al., em 2008 onde o valor Ka/Ks entre
as formas moleculares M e S ¢ o mesmo obtido neste estudo (0,028) e em estudos efectuados por
Bulmer & Crozier (2006) e Little ef al. (2004) onde verificaram que os genes que codificam as
GNBP e as PGRP’s de Daphnia e Drosophila estao sob a accdo da selec¢do purificadora, como
seria de esperar uma vez que os peptidoglicanos, como componentes da membrana celular das

bactérias, ndo podem alterar a sua composi¢do para se tornarem indetectaveis para o hospedeiro,
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isto deve-se da natureza conservadora dos padrdes moleculares associados aos patogénios
(PAMPs), como por exemplo dos lipopolissacarideos e peptidoglicanos, que estdo constringidos
evolutivamente, pois ndo podendo alterar as suas propriedades bioquimicas (Loker et al. 2004). Este
tipo de seleccdao contribui para a eliminacao de variagdes nos aminoacidos, isto ¢, quando existe
uma diminui¢ao da diversidade genética, a medida que se verifica uma estabilizagdo da populagao,
por eliminacdo de alelos ou mutacdes raras, estamos sob a ac¢do da selecgdo negativa ou
purificadora. Por outro lado, quando a selec¢ao natural favorece um tnico alelo e consequentemente
a frequéncia alélica ¢ alterada nesta direccao, estamos perante seleccdo positiva ou direccional

(Koonin & Galperin, 2003).

Através do estudo efectuado, ao longo do gene, dos locais polimorficos, verificou-se um maior
nimero de polimorfismos nas regides codificantes do que nas zonas ndo codificantes. Os
polimorfismos de um tnico nucleotido (Single nucleotide poymorphisms — SNP’s) sdo considerados
a forma mais comum de variagdo genética nos vertebrados e invertebrados (Cohuet et al., 2008)
sendo por isso um dos veiculos escolhido para o estudo genético das populagdes e para identificar
se os genes estdo sob a pressdo de pressdo selectiva. Nas regides codificantes do gene, os SNP’s
podem comportar-se de duas formas: substitui¢des sinonimas ou silenciosas, ou seja, quando ocorre
a substituicdo de um nucleotido que ndo vai alterar a estrutura do aminoacido e consequentemente
da proteina ou substitui¢des ndo-sindonimos, quando a substituicdo ocorre de modo a alterar o
aminoacido e consequentemente a proteina. (Cohuet et al., 2008). Neste estudo ndo se observaram
substituigdes ndo-sindbnimas na regido codificante. Por outro lado, verificou-se a presenca de
substitui¢des silenciosas, ao longo do gene. Este facto apoia a afirmacao de que o gene da GNBPB3
na sua totalidade encontra-se sob a ac¢do de selecc¢ao purificadora, uma vez que perante a ac¢ao da
selecgdo positiva € esperado um aumento do numero de substituigdes nao-sinonimas (Mcdonald &
Kreitman, 1991), comparativamente as sinénimas aliado a baixa diversidade da regido codificante

(Simard et al., 2007).

No estudo efectuado por Bulmer M.S. & Crozier R.H. (2006), estes verificaram a existéncia de
selec¢@o positiva nos genes GNBP1 e GNBP2 da térmita Nasutitermes comatus, que sugerem estar
relacionado com os locais de deleccao e substituigdes de aminoacidos relacionados com a activagao
da proteina. Tendo em consideracdo que os patogénios podem interferir com a habilidade das
proteinas de reconhecimento transmitirem sinal, consequentemente existe a possibilidade de ocorrer
evolucdo adaptativa (Begun & Whitley 2000). Segundo o modelo “arms race” da co-evolucdo
(Dawkins R. & Krebs J.R., 1979), seria de esperar que, uma vez que os patogénios exercem uma

pressdo selectiva no sistema imunoldgico do hospedeiro, existam sinais de pressdo selectiva
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direccional. O modelo ‘“arms race” assenta na seguinte hipoOtese: se o0s patogénios estdo
constantemente a encontrar mecanismos para se evadirem da resposta imunoldgica do hospedeiro e
por seu lado os hospedeiros tém necessidade de adoptarem mecanismos mais eficientes no controlo
das infec¢des a que estdo sujeitos, esta dindmica promoveria a rapida evolucdo dos genes
envolvidos nas interac¢des parasita-hospedeiro, com um consequente aumento da frequéncia de
alelos, que do ponto de vista da seleccdo se tornam vantajosos nestas interac¢des. Estudos
descrevem em Drosophila a presenga de determinados genes, envolvidos na resposta imunologica,
que apresentam sinais de selec¢do direccional ou positiva (Lazzaro B.P. & Clark A.G., 2003; Little
T.J. & Cobbe N., 2005; Jiggins FM & Kim K.W, 2007). Contudo, mais recente Cohuet e
colaboradores (2008), ndo detectaram padrao de selec¢do direccional a excepcao do gene TEP 1, em
que verificou valores positivos para o teste de Tajima D, sugerindo a conservacdo de alelos

divergentes.

No nosso estudo, quando comparamos o racio Ka/Ks ao longo do gene, verificou-se a existéncia de
uma pressao selectiva diferente — seleccdo positiva — do que quando analisamos o gene na sua
totalidade — selec¢ao purificadora — no intervalo de [1 a 75 nucleotidos da regido codificante] para
as populacdes Ghana-Okyereko/Tanzania; Angola/Ghana-Okyereko; Gabdao/Mocambique; Ghana-
Okyereko/Mog¢ambique; Ghana-Okyereko/Guine; Mocambique/Tanzania; Ghana-Accra/Ghana-
Okyereko e Gabao/Tanzania. Verifica-se entdo que estamos perante a ac¢do da selec¢do positiva e
que este intervalo corresponde aos dominios de sinal péptideo e de desordem intrinseca da proteina.
A desordem intrinseca refere-se a uma regido de uma proteina onde existe como um conjunto
estrutural, tanto ao nivel da sua conformacdo secundaria como terciaria, onde nao consegue
alcancar a sua estrutura tridimensional (Dunker, A.K. et al, 2001). As regides de desordem
intrinseca estdo envolvidas na regulacdo, sinalizagdo e reconhecimento, e parecem ter um papel
importante na regula¢do postraducional como a acetilagdo, hidroxilagdo, metilagdo e fosforilagao.
Este facto sugere que as regides do gene envolvidas no reconhecimento estdo sobre pressdo da
selec¢do purificadora, devido aos constrangimentos impostos pelas PAMPs, enquanto que as
regides associadas a sua regulacao e secrecdo poderdo estar sujeitas a pressoes selectivas mais em

consonancia com o modelo evolutivo “arms race”.
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8 Conclusao

Neste estudo observou-se que todas as populagdes estdo geneticamente separadas e que a distancia
entre as populagdes ¢ provavelmente um factor determinante nas diferencas exercidas pela pressao
selectiva, resultando assim, numa maior diferenciacdo entre as populacdes. Ao mesmo tempo,
verificou-se que a forma molecular contribui menos para a diferenciacdo molecular das amostras

em estudo, do que a sua localizagcdo geografica.

Os resultados obtidos, estdo de acordo com estudos anteriores, no contexto de genes relacionados
com o sistema imunologico inato tanto de A. gambiae (Simard F. et al., 2007, Little & Cobbe,
2005) como de Drosophila (Jiggins & Hurst, 2003), no que se refere ao tipo de selec¢cdo a actuar.
Verificou-se que o gene GNBPB3 esta sob a ac¢do da selec¢do purificadora. No entanto,
identificaram-se, em algumas das populagdes, sinais da presenga de selec¢do positiva na regido 5’
do gene, em estudo. Este tipo de acontecimento ja havia sido reportado em estudos anteriores
(Bulmer M.S. & Crozier R.H., 2006) para genes das GNBP em térmitas (GNBP1 ¢ GNBP2) e
segundo os autores, em muito se relacionava com a variedade de microorganismos nos diferentes

habitats que experimentavam.
Neste estudo, e apesar de deparamos com uma grande variedade de regides, com caracteristicas

ecologicas distintas, os resultados obtidos remetem como ja referido, para a accdo de seleccao

purificadora em todas as populagoes.
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