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INTRODUCAO

Mudancas climéticas afetam diretamente a biodiversidade por alterar fatores abidticos como
temperatura e precipitacdo. Esses fatores sdo responsaveis pelo aumento da frequéncia de
eventos climaticos extremos, como secas prolongadas e inundagtes, e podem gerar efeitos
indiretos na biodiversidade, alguns desses efeitos estdo relacionados ao aumento da incidéncia
de doencas transmitidas por vetores (Messina et al., 2015; IPCC, 2014), como por exemplo,
perda de predadores e competidores que diminuem a transmissdo de patégenos (WHO, 2015)
e alteracdo na dinamica do ecossistema, levando a criacdo de novos habitats para a reproducao
dessas espécies (Gottwalt, 2013). Esses efeitos geram alteragcdes nas taxas de sobrevivéncia e
reproducdo de espécies vetores de patdgenos. Entender como mudancgas climéticas afetam as
espécies de vetores é fundamental para criacdo de estratégias de conservacao da biodiversidade
(Altizer et al., 2013), pois podem contribuir para a minimizacdo de impactos de potenciais
doencgas tropicais em animais e humanos, e para um desenho de sistemas de unidades de
conservacao que considerem reducdo de riscos de invasao por espécies vetores e exoticas. Além
disso, estudos sobre distribuicdo de espécies vetores, mudancas climaticas e usos do solo, séo
criticos para orientar politicas publicas de salde e conservacdo, como recentemente
preconizado pela Convencéo Internacional de Diversidade Bioldgica e Organiza¢do Mundial
da Salde.

Mosquitos vetores de patdgenos constituem um dos grupos cujos efeitos de mudancas
climaticas podem acarretar fortes implicacdes para a saide humana (Medlock e Leach, 2015).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas transmitidas por vetores representam
17% do total de doencas infecciosas e sdo responsaveis pela morte de mais de 700.000 pessoas
por ano no mundo (WHO, 2017). Dentre as espécies de mosquitos vetores de patdgenos, Aedes
aegypti estd presente em quase todas as regides tropicais e subtropicais do mundo e é vetor
primario dos virus que causam zika, febre amarela, chikungunya e dengue. Séo estimados
anualmente no mundo 96 milhdes de casos de dengue, mais de 3,9 bilhGes de pessoas correm 0
risco de contrair essa doenga (WHO, 2017). Devido a ampla distribuicdo e o impacto causado
na saude publica, as arboviroses transmitidas pelo A. aegypti representam uma ameaca global
a saude (Kraemer et al., 2015; Lindsay et al., 2017).

Quando os organismos sdo expostos a condicdes criticas, como alteracdes climaticas, eles
sofrem plasticidade fenotipica (Hoffmann et al., 2013), alteracbes fisioldgicas e
comportamentais (Aradjo et al., 2013). Estas consequéncias podem alterar a incidéncia,
transmissao e distribuicdo geogréafica de doencas, gerando impacto na saude humana (Degroote

et al., 2008; Ezanno, 2015). Além disso, 0 aumento de popula¢des de mosquitos nos tropicos é
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previsto pelo Painel Intergovernamental de Mudangas Climéticas (IPCC, 2014) e a transmisséo
de doencas causadas por vetores e a sobrevivéncia do vetor estdo positivamente associadas com
aumento de temperatura global (Barrera et al., 2011). Portanto, entender os efeitos das
alteracdes climaticas no metabolismo de mosquitos tropicais € um desafio fundamental nédo
apenas em uma perspectiva de conhecimento cientifico, mas para subsidiar cenérios de
prevencéo.

Os efeitos das mudancas climaticas em niveis organizacionais mais altos, como populactes
e comunidades, vém sendo estudados (Chaves et al., 2010; Steiger et al., 2012), mas pouco se
sabe sobre a influéncia desses fatores a nivel celular. A primeira resposta dos organismos a
impactos externos, ocorre a nivel molecular e celular. Essa resposta pode variar de acordo com
0 tipo celular e com a intensidade com que 0s organismos sao afetados, causando danos no
DNA, proteinas e membrana lipidica, inibi¢bes enzimaticas, mutacéo e distarbios reprodutivos,
fisioldgicos, comportamentais e na homeostase celular (Fent 2004; Hawlena e Schmitz 2010).

Portanto, uma das formas de evidenciar o impacto que as mudancas climéaticas causam a
nivel celular nos mosquitos vetores de patdgenos, € através da avaliacdo de biomarcadores de
estresse oxidativo (Colin et al., 2016). O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio) ultrapassa a capacidade de defesa do sistema antioxidante. Nos
organismos aerdbicos, as EROs como radical superéxido (O "), peréxido de hidrogénio (H20x)
e o radical hidroxil (OH") podem ser geradas endogenamente ou por exposicao a fatores bioticos
e abidticos (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Para protecdo contra as EROs, os insetos possuem sistemas de defesa antioxidante
enzimaticos e ndo-enzimaticos. Entre 0s componentes enzimaticos estdo a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa redutase (GR). A SOD dismuta Oz" ", que €
um radical altamente reativo, em moléculas menos reativas, como o0 H20z; a CAT degrada o
H>02, reduzindo em &gua e oxigénio; e a GR reduz GSSG (glutationa oxidada) a GSH
(glutationa reduzida), a GSH atua como um antioxidante de baixo peso molecular e como
substrato para outras enzimas da familia das glutationas que catalisam a degradacdo de
perdxidos (EI-Missiry, 2012). Caso esses mecanismos de defesa sejam insuficientes, diferentes
alvos celulares como proteinas, DNA e membrana lipidica podem sofrer danos causados pelas
EROs. A atividade das enzimas e o dano causado nas células, s&o utilizados como
biomarcadores de estresse oxidativo.

Portanto, a avaliacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo nos organismos é
importante para: i) fornecer respostas a nivel celular/molecular; ii) auxiliar no melhor

entendimento do funcionamento do metabolismo oxidativo das espécies; iii) fornecer insights
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sobre os efeitos que as alteragBes climéaticas podem gerar nessas espécies e iv) fornecer
previsdes das consequéncias que esses impactos podem causar a longo prazo (Altizer et al.,
2013).

Os impactos das mudancas climéticas sobre a biodiversidade devem aumentar no
proximo seculo, por isso, conhecer as respostas do sistema de defesa antioxidante de uma
espécie de mosquito que é vetor de patdgenos, frente a mudancas climaticas, pode fornecer
insights sobre como populacdes e comunidades dessa espécie podem se comportar frente a
eventos climaticos extremos (Moore et al., 2004). Essa resposta € muito importante pois pode
auxiliar na tomada de decisGes de politicas publicas para a saude, ja que podemos avaliar quais
as consequéncias negativas que essa alteracdo pode causar nos proximos anos. Apenas como
exemplo, entender como vetores podem fornecer respostas precoces (indicada pelo sistema de
defesa antioxidante), pode ajudar na previsdo de surtos e emergéncia de doencas como dengue,
febre amarela, chikungunya e zika. Atualmente, os modelos de distribui¢do potencial e previséo
de maior incidéncia de mosquitos em paisagens ndo consideram as respostas em nivel
molecular, os limiares de sobrevivéncia. Portanto, acoplar informacGes sobre estresse oxidativo
e distribuicdo potencial é uma abordagem com implicacGes praticas para o planejamento em
salde e conservacéao.

Neste projeto iremos avaliar o efeito de diferentes cenarios de mudancas climaticas
preditos pelo Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC) no sistema de defesa
antioxidante, nas taxas de sobrevivéncia e no desenvolvimento de A. aegypti. Além disso,
faremos modelos espaciais de distribuicéo projetando potenciais efeitos de mudancas climaticas
no Brasil, com particular interesse nas relagdes entre ambientes naturais e antropicos, como

agricultura, pecuéria e cidades.

JUSTIFICATIVA

As mudancas climéaticas vém gerando potenciais impactos a biodiversidade, como
alteracdes na dinamica populacional e na composicdo de comunidades, perda ou variacdo de
interacOes bidticas, perda ou fragmentacdo de habitats (Shen e Ma, 2014). Esses distdrbios na
biodiversidade criam condicGes ideais para a reproducéo e disseminacao de espécies vetores de
patdgenos e consequentemente causam alteraces na prevaléncia ou gravidade de algumas
doencas transmitidas por vetores (Gottwalt, 2013; Negev et al., 2015).

Um dos grupos cujos efeitos de mudangas climaticas pode acarretar fortes implicacfes
para a salde humana e de outros animais € o0 dos mosquitos vetores de patégenos (Medlock e

Leach, 2015). Vetor é todo o ser vivo capaz de transmitir potenciais patdgenos aos seres
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humanos e a outros organismos (Kuno e Chang, 2005) e patdgeno € o agente infeccioso que
causa ou pode causar alguma doenca, como virus, bactérias, protozoarios e vermes (Pirofski e
Casadevall, 2012). Dentro da familia Culicidae, alguns géneros se destacam pela sua
importancia como transmissores de patdgenos, entre eles estd o género Aedes. O principal
representante desse género e que é foco desse estudo é A. aegypti (L.), essa espécie se adapta a
diferentes condic¢des climéticas, ocupa diferentes nichos no ambiente e se reproduz em um curto
periodo de tempo (Consoli e de Oliveira, 1998).

Avaliar a resposta a nivel celular e o ciclo de desenvolvimento de uma espécie que € o
vetor principal de muitas doencas, fornece insights sobre como as mudancas climéticas e 0s
efeitos diretos e indiretos que ela causa na biodiversidade, podem afetar essa espécie. Uma das
formas de evidenciar o impacto que as mudangas climéaticas causam a nivel celular nos
mosquitos vetores de patdgenos, € através da avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo
(Colin et al., 2016). Especificamente, neste projeto nés buscamos avaliar como uma das
principais ameacas globais, mudancas climaticas, afeta o ciclo de desenvolvimento e o sistema
de defesa antioxidante de A. aegypti. Esse conhecimento pode complementar estudos de
elaboracdo de politicas para a vigilancia e o planejamento de estratégias de intervencdo das

doencas transmitidas por vetores, evitando maiores danos a saude humana.

OBJETIVOS
Obijetivo geral

O objetivo geral desse projeto € avaliar como cenarios de mudancas climaticas afetam
o0 sistema de defesa antioxidante e o ciclo de desenvolvimento de A. aegypti e as implicacOes

deste conhecimento para elaboracédo de estratégias de conservacdo e saude publica no Brasil.

Obijetivos especificos

- Avaliar, de forma experimental, o efeito de diferentes cenarios de mudangas climéticas sobre
o sistema de defesa antioxidante e a membrana lipidica de larvas e fémeas adultas de A. aegypti.
- Avaliar, de forma experimental, os efeitos de diferentes cenérios de mudangas climéticas sobre
o ciclo de desenvolvimento de A. aegypti.

- Avaliar o efeito de mudancas climaticas futuras na distribuicdo potencial de populacbes
naturais de A. aegypti. Essa avaliacdo serd feita utilizando, como base, os dados do experimento
de acompanhamento do ciclo de vida dessa espécie, nos diferentes cenarios de mudangas
climaticas - microcosmo, e os dados de ocorréncia da espécie no Brasil, com base em registros

de ocorréncia.
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METODOLOGIA
Fonte de ovos

Serdo obtidas posturas de A. aegypti no Laboratorio de Malaria e Dengue do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), esses ovos serdo cultivados em laborat6rio no

simulador de mudancas climéticas (microcosmo).

Simulador de mudancas climaticas

Para avaliar como cenarios de mudancas climaticas, combinacdes de aumento de
temperatura e CO2, podem alterar o ciclo de desenvolvimento e o metabolismo de estresse
oxidativo de A. aegypti seréo realizados experimentos no microcosmo, localizado no Centro
para Estudos de Adaptacdes da Biota Aquatica da Amazénia (ADAPTA) no Laboratorio de
Ecofisiologia e Evolucdo Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(LEEM/INPA). O microcosmo é composto de salas climatizadas projetadas de acordo com as
previsdes climéticas do IPCC (2007) desde os dias atuais até o ano de 2100, essas salas simulam
a temperatura do ar e a concentragdo de CO2 em relacdo a um controle em tempo real com
condicdes climéticas atuais da cidade de Manaus. As 4 salas climatizadas sdo: i) Controle:
temperatura 27,96 + 2,10°C e concentracdo de CO, 369,45 £ 18,71 ppm; ii) Light: aumento de
~1,5°C e ~220 ppm; iii) Intermediario: aumento de ~3,0°C e ~420 ppm; iv) Extremo: aumento
de ~4,5°C e ~870 ppm (Figura 1). O aumento na temperatura e concentracdo de CO2 dos
70% em todas as salas, o fotoperiodo diario é de 12h:12h com monitoramento diario a cada 2
minutos (Martins et al., 2017a).
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Figura 1. Planta baixa do microcosmo. O microcosmo é composto por 4 salas (4,05 m x 2,94 m). A
antessala tem duas portas, uma porta abre apenas quando a outra estd fechada, esse procedimento
mantém as condi¢des climaticas dentro das salas. P4 sdo as portas de acesso para as salas e a antessala;

P16 porta que da acesso aos corredores. Fonte: Martins et al. 2017b.

Cultivo de A. aegypti

Serdo realizados 2 experimentos no microcosmo para posterior analise dos
biomarcadores de estresse oxidativo. Em um experimento serdo avaliadas apenas as larvas de
A. aegypti e no outro apenas as fémeas adultas.

Os experimentos conduzidos no microcosmo serdo realizados com 80 larvas de A.
aegypti por recipiente, cada sala tera 5 réplicas de cada experimento. Os recipientes de criacdo
de larvas consistem em bandejas de plastico de 3 litros, contendo 2,7 litros de 4gua declorada e
0,12 g de comida para peixe (Tetramin), para manter o volume de agua constante, sera
adicionada agua declorada conforme necessario (Leonel et al., 2015). Todos 0s recipientes sao
cobertos por uma malha fina. Os ovos serdo colocados em um recipiente até eclosdo e 24 horas
apos a eclosao, 80 larvas de 1° instar serdo colocadas em cada um dos recipientes de criacao.
Trés dias apds a adicdo das larvas, sera feita uma suplementagdo com mais 0,12 g de comida
para peixe (Alto et al, 2008). O acompanhamento do desenvolvimento sera feito diariamente
em cada uma das salas. Apds a mudanca do 3° para o 4° instar no ciclo de desenvolvimento,
sera feito um pool de 30 larvas, para cada uma das réplicas/sala, para realizacdo do extrato
bioldgico e posterior analise dos biomarcadores de estresse oxidativo.

Uma nova fase de experimentos sera feita com a mesma quantidade larval e os mesmo
recursos alimentares, porém o acompanhamento do desenvolvimento sera feito até a fase adulta.
Assim que as pupas emergirem, mosquitos adultos serdo retirados das bandejas com um

aspirador entomoldgico, fémeas e machos serdo separados e sera feito um pool de 30 fémeas,
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para cada uma das réplicas/sala, para realizacdo do extrato bioldgico e posterior anélise dos
biomarcadores de estresse oxidativo.

Preparo do extrato bioldgico

Com cada pool de larvas e adultos de A. aegypti sera realizado o preparo de um extrato
biolégico conforme Bertholdo-Vargas (2009). O extrato sera feito utilizando o organismo
inteiro (n=30). Apds a preparacdo do extrato, o material serd congelado a -20°C para
determinacéo de proteinas totais pelo método de Bradford (1976), utilizando soro de albumina

bovina como padrdo, e para analise dos parametros bioquimicos de estresse oxidativo.

Anélise dos biomarcadores de estresse oxidativo

Para a analise dos biomarcadores de estresse oxidativo serdo utilizados os extratos feitos
com cada pool de larvas. Serdo medidos quatro biomarcadores de estresse oxidativo nas larvas
e fémeas adultas de A. aegypti, a atividade de trés enzimas: catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR) e o nivel de peroxidacéo lipidica pela determinacéo
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

A atividade da CAT seré determinada com base na velocidade de degradacéo de H0>
medida em 240 nm, conforme protocolo adaptado de Bertholdo-Vargas (2009).

A atividade da SOD serd medida com base nos niveis de inibicdo da producdo de
adenocromo, o qual é gerado pela reacdo entre superoxido (O2¢7). O adenocromo pode ser
detectado em 480 nm, esta medida sera feita com um kit de ensaio estabelecido posteriormente.

A quantificacdo de GR sera determinada com base no consumo de NADPH (340 nm).
As reacOes serdo realizadas na presenca de tampéao fosfato pH 7,0 (50 mM de Na2HPO4; 0,5
mM de EDTA), GSSG (5 mM), NADPH (0,25 mM) e extrato biol6gico, adaptada a partir do
protocolo descrito por Ramos-Vasconcelos e Hermes-Lima (2003).

O nivel de peroxidac&o lipidica sera medido pela determinacdo de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). Este
método baseia-se na determinacdo colorimétrica (a 532 nm) da presenca de malonaldeido
(MDA) que é um dos produtos finais da peroxidacdo de lipidios. Os niveis de TBARS s&o
expressos em nmol MDA.mg de proteina™.

Todas as analises de biomarcadores de estresse oxidativo serdo realizadas no minimo

em triplicata para cada extrato bioldgico obtido.
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Ciclo de vida de A. aegypti

Para acompanhar o ciclo de vida da espécie, sera utilizado o mesmo experimento feito
para a criacdo até a fase adulta. O ciclo de vida da espécie serd acompanhado diariamente e
serdo realizadas contagens para verificar a porcentagem de eclosdo dos ovos, o tempo de
desenvolvimento do 1° instar até a pupa emergir. Também sera calculada a taxa de
sobrevivéncia de adultos e serd realizada a contagem do nimero de fémeas e machos/réplica

em cada um dos cenarios de mudancas climaticas do microcosmo.

Dados de ocorréncia da espécie

Serdo obtidos dados de ocorréncia (coordenadas geograficas) de A. aegypti no Brasil
através de plataformas de bases de dados, como Web of Science (http://isiknowledge.com/),
periddicos Capes (http://www.periodicos.capes.gov.br/) e SciElo (http://www.scielo.br). Todo
o material coletado sera conferido e trabalhos sem informagdes de latitude e longitude serdo
desconsiderados.

Anélise de dados

Para avaliar o efeito dos diferentes cenérios de mudancas climaticas sobre i) o ciclo de
vida de A. aegypti e ii) os biomarcadores de estresse oxidativo (CAT, SOD, GR e TBARS)
avaliado em larvas e fémeas adultas de A. aegypti, serdo utilizadas analises de variancia e teste
de Tukey para comparac@es posteriores (ambos com nivel de significancia de 5%).

A natureza dos dados serd avaliada e caso necessario, esses dados podem ser
transformados antes das anélises. As analises de ambos os estudos, serdo realizadas utilizando

o pacote “vegan” (Oksanen et al., 2010) do software R (R Development Core Team, 2010).

Modelagem de distribui¢do potencial de A. aegypti

Serd utilizada a estratégia analitica descrita por Silva et al. (2018). De forma resumida
utilizaremos os procedimentos descritos abaixo.

Para a modelagem nos cenarios de mudangas climaticas atuais e futuros serdo utilizadas
as variaveis bioclimaticas obtidas através do banco de dados WorldClim, s&o 19 varidveis no
total, derivadas de valores de temperatura e precipitacdo. Para a modelagem de cenarios futuros,
sera considerado o cenario mais extremo de mudanca climatica, previsto pelo IPCC (2014).
Este € 0 mesmo cenario extremo proposto para 0 microcosmo, onde serdo feitas as avaliagdes
de taxa de sobrevivéncia, desenvolvimento e analises de biomarcadores de estresse oxidativo

em A. aegypti. Também serdo utilizados os dados das anéalises do sistema de defesa antioxidante
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realizados no microcosmo. Para ambos os cenarios, atual e futuro, serdo feitas analises de
correlacdo com as 19 variaveis biocliméticas e todas as variaveis altamente correlacionadas
serdo excluidas do modelo. Nesse caso, serdo mantidas no modelo apenas as varidveis
consideradas mais significativas para a biologia de A. aegypti, essa escolha sera feita com base
em dados da literatura.

Os dados globais de ocorréncia de A. aegypti, as varidveis bioclimaticas, dados de
configuracdo e composicédo de usos do solo e as analises do sistema de defesa antioxidante em
cenarios atuais e futuros de mudancas climaticas serdo utilizados como variaveis para a
modelagem. Para avaliar a distribuicdo geografica de A. aegypti, seré utilizado o algoritmo de
Maxima Entropia, com o auxilio do software MaxEnt, versdo 3.3.3k (Phillips et al 2006;
Phillips & Dudik 2008; Elith et al 2011). Esse software prediz precisamente a distribuicdo da
espécie e produz dados robustos mesmo que a quantidade de registros para a espécie seja baixa
(Pearson et al., 2007).

Discutiremos nossos resultados considerando o papel das areas de vegetacdo nativa,
areas de unidades de conservacao, cidades e agricultura na distribuicdo da espécie. Também
abordaremos as implica¢fes dos nossos achados para planejamento regional e estratégias de
conservacao da biodiversidade, buscando minimizar potenciais efeitos de espécies vetores de

doencas tropicais.

ATIVIDADES PREVISTAS

1. Criacdo de A. aegypti no microcosmo: A criacdo de A. aegypti no microcosmo tera duragdo
de no maximo 15 dias. O ciclo de vida da espécie sera acompanhado diariamente, serdo
anotados quantos ovos eclodiram, qual € o tempo de desenvolvimento do 1° instar até a pupa
emergir. Também sera calculada a taxa de sobrevivéncia de adultos e a quantidade de machos
e fémeas.

2. Preparo do extrato biolégico: Seréa feito um extrato biol6gico com 30 larvas no 4° instar larval
e com 30 fémeas adultas em cada uma das réplicas. Apos a preparacdo, cada extrato serd
congelado e utilizado posteriormente para determinacdo das proteinas e para anélise dos
biomarcadores de estresse oxidativo.

3. Quantificacéo de proteinas: A quantificacdo de proteinas € uma analise necessaria para iniciar
qualquer teste com os biomarcadores de estresse oxidativo. E com base nessa analise que
saberemos a quantidade de extrato necessaria para realizacdo das analises com o0s

biomarcadores. Nesse projeto a quantificacdo de proteinas seré feita pelo método de Bradford.
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4. Andlise de biomarcadores de estresse oxidativo: A andlise de cada biomarcador é feita
separadamente e cada um deles tem um resultado que complementa a resposta do outro. Por
iSsO € importante testar essa gama de biomarcadores, pois facilita na explicacéo das respostas
dos organismos frente a alteracGes climaticas.

5. Andlise estatistica: Ap0s a criacdo dos organismos nos diferentes cenérios de mudancas
climéticas e com todas os resultados das anlises bioquimicas e de desenvolvimento, serdo
realizadas analises estatisticas separadamente para cada avaliacdo feita. Essas serdo feitas
utilizando um software de dominio publico.

6. Modelagem de distribuigdo potencial de A. aegypti: Assim que as analises dos biomarcadores
de estresse oxidativo estiverem prontas, sera iniciada a busca pelos dados de ocorréncia de A.
aegypti, dados que serdo utilizados para as analises de modelagem de distribui¢éo da espécie.
7. Redacdo de artigos: Apo0s realizar as analises bioquimicas e estatisticas, sera iniciada a
redacgéo de artigos para publicagéo.

8. Participacdo em congressos: Apos obter todos os resultados, serd feita a preparacdo de
trabalhos para apresenta¢do em congressos.

9. Possibilidade de doutorado sanduiche: A possibilidade de realizar parte do doutorado no
exterior sera uma experiéncia engrandecedora tanto profissional, quando pessoalmente.

10. Redacéo da tese: Ap6s a obtencdo de todos os resultados e com muita leitura de artigos da

area, sera iniciada a redacdo da tese.

DETALHAMENTO DA INFRAESTRUTURA FISICA E TECNOLOGICA A SER
UTILIZADA
Para a realizacdo desse projeto, contamos com o apoio de trés laboratorios:

- Laboratorio de Dengue e Maléaria do INPA, onde serdo cultivados os ovos utilizados para
criagdo no microcosmo. Esse laboratorio desenvolve pesquisas de mestrado e doutorado nas
areas de Entomologia, Ecologia, Biologia Molecular e Biotecnologia. Atualmente o laboratério
tem insetarios destinados a criagdo de A. aegypti e Anopheles darlingi, para que ovos dessas
espécies possam ser utilizados em diferentes pesquisas.

- O microcosmo, onde serd realizada a criacdo de A. aegypti, esta localizado no Centro para
Estudos de Adaptacbes da Biota Aquatica da Amazénia (ADAPTA) no Laboratorio de
Ecofisiologia e Evolugdo Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(LEEM/INPA). O microcosmo é um conjunto de quatro salas climatizadas que reproduzem os

cenarios de mudancas climaticas previstos pelo IPCC (2007) desde os dias atuais até o ano de
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2100. Essas salas estdo ativas desde a sua implementagdo em 2010 e varias pesquisas ja foram
realizadas nesse ambiente.

- Laboratdrio de Bioquimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), onde
serdo realizadas todas as analises bioquimicas do projeto. Esse laboratdrio é diretamente ligado
ao Programa Multicéntrico de P6s-Graduacdo em Bioquimica e Biologia Molecular, nesse
laboratério, além de outras pesquisas, sdo desenvolvidos alguns trabalhos com espécies reativas
de oxigénio. O laboratdrio tem toda a infraestrutura e equipamentos necessarios, centrifuga
refrigerada, espectrofotbmetro e leitora de microplacas, para a realizacdo das andlises de

biomarcadores de estresse oxidativo.

LINHAS GERAIS DO CRONOGRAMA A SER CUMPRIDO

Periodo em bimestres
2019 2020 2021

Atividades 1]2[3]4]5]6|1]2]3]4]5]6]1]2
1.Criacédo de A. aegypti no microcosmo | X | X
2.Preparo do extrato bioldgico XX
3.Quantificacdo de proteinas X|X|X
4.Anélise de biomarcadores de estresse X | XX
oxidativo
5.Analise estatistica XX
6.Modelagem de distribuicdo potencial X | XX
de A. aegypti
7.Redacdo de artigos X | XX | X|X
8.Participacdo em congressos X
9.Possibilidade de doutorado sanduiche X|X]|X
10.Redacdo da tese X|X|X
11.Concluséo do projeto X
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PLANILHA DE ORCAMENTO COM ESTIMATIVA DOS GASTOS PREVISTOS
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Orcamento da Pesquisa

Categoria de Descricdo dos itens Material sera Quantidade | Unidade (un; Valor Valor Total
despesa cedido para litro; metro; Unitario (R$)
Instituigdo dia; km) (R$)
(Sim ou N&o)

Uso e consumo Hidréxido de sddio micropérolas PA - (1 kg) Sim 1 unidade R$ 19,97 19,97

(descrever cada Fosfato de sédio dibasico 7H20 PA ACS - (500 g) Sim 1 unidade R$ 26,95 26,95

item) EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid - (100 g) Sim 1 unidade R$ 142,00 142,00
Phenylmethanesulfonyl fluoride - (1 g) Sim 1 unidade R$ 374,00 374,00
Bovine serum albumin - (10 g) Sim 1 unidade R$ 433,00 433,00
Coomassie brilliant Blue G - (25 g) Sim 1 unidade R$ 432,00 432,00
1,1,3,3-Tetramethoxypropane (MDA) - (100 mL) Sim 1 unidade R$ 240,00 240,00
Butilhidroxitoluol (BHT) P.A. - (500 g) Sim 1 unidade R$ 75,00 75,00
TBA 2-thiobarbituric acid, sodium derivate - (250 mg) | Sim 1 unidade R$ 551,00 551,00
Fosfato de potassio monobasico anidro PA - (1 kg) Sim 1 unidade R$ 63,08 63,08
B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, Sim 2 unidades R$ 924,00 1.848,00
reduced tetra(cyclohexylammonium) salt (NADPH) -
(25 mg)
L-Glutathione oxidized (GSSG) - (500 mg) Sim 2 unidades R$ 948,00 1.896,00
Acido fosforico - O 85% PA Sim 1 litro R$ 221,97 221,97
Acido sulfarico PA ACS 95-98 Sim 1 litro R$ 45,82 45,82
Acido cloridrico 37% PA ACS Sim 1 litro R$ 21,82 21,82
Alcool iso-butilico PA ACS Sim 1 litro R$ 37,39 37,39
Alcool etilico 95% PA Sim 1 litro R$ 96,08 96,08
Peroxido de hidrogénio 50% puro Sim 1 litro R$ 60,89 60,89
Kit de ensaio SOD - 500 testes Sim 2 Kits R$ 2.699,00 | 5.398,00
Ponteira natural de 0,5 - 10 ul - curta Sim 2 pacotes R$ 130,00 260,00
Ponteira amarela de 1 - 200 ul Sim 2 pacotes R$ 113,00 226,00
Ponteira de 100 - 1.000ul Sim 2 pacotes R$ 98,00 196,00
Racks vaziospara armazenamento de ponteiras de 10ul | Sim 3 unidades R$ 5,23 15,69
Racks vazios para ponteiras de 200ul Sim 5 unidades R$ 13,30 66,50
Racks vazios para ponteiras de 1000ul Sim 5 unidades R$ 7,00 35,00
Microtubo eppendorf graduado neutro 1,5ML Sim 6 pacotes R$ 15,41 92,46
Caixa com tampa alfa numérico para 100 microtubos Sim 20 caixas R$ 15,25 305,00
Cubeta padrdo com tampa PTFE 1,7ml Sim 1 unidade R$ 289,77 289,77
Cubeta padrdo com tampa de PTFE 3,5ml Sim 1 unidade R$ 243,61 243,61
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Microplaca - 96 orificios Sim 3 unidades R$ 12,37 37,11
Estante dupla face para 96 microtubos Sim 10 unidades R$ 13,82 138,20
Gral em porcelana com pistilo - 10,3 cm de didmetro Sim 10 unidades R$ 38,33 383,30
Tubo de ensaio 16X150 mm sem borda - 20mL Sim 60 unidades R$ 2,74 164,40
Pipetas Eppendorf Research® plus 3-pack, monocanal, | Sim 1 conjunto R$ 3.143,64 | 3.143,64
varidvel. Opg¢do 1: 0,510 pL, 10— 100 pL, 100 —
1.000 pl
Micropipetador Eppendorf Research® Plus, Sim 1 unidade R$ 1.289,00 | 1.289,00
Monocanal, Varidvel, 0.5 - 10 pL
Frasco ambar 500ml com tampa e batoque Sim 6 unidades R$ 5,48 32,88
Pisseta graduada - 500ml Sim 2 unidades R$ 8,00 16,00
Tubo falcon de 50 ml estéril Sim 1 pacote R$ 33,00 33,00
Bandeja polietileno com capacidade de 3 litros Sim 50 unidades R$ 11,99 599,50
Tule para cobrir bandejas Sim 10 m R$ 19,99 199,90
Servigo de Terceiros | Traducdo de artigos Né&o 2 unidades R$ 1.000,00 | 2.000,00
Pessoa Fisica
Viagens Passagens (Campo Grande/Manaus/Campo Grande) N&o 2 passagens R$ 1.232,00 | 2.464,00
Hospedagem em Manaus N&o 120 diérias R$ 70,00 8.400,00
Alimentacdo em Manaus Né&o 120 refei¢des R$ 40,00 4.800,00
Equipamentos Freezer Vertical 121 litros - 127 v Sim 1 unidade R$ 1.299,00 | 1.299,00
TOTAL 38.712,93

14



Ana Claudia Piovezan Borges

RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO PREVISTO DO PROJETO

Como resultado deste projeto, espera-se entender o funcionamento do metabolismo de
estresse oxidativo de A. aegypti frente a cenarios de mudancas climaticas e verificar as
mudancgas que ocorrem no desenvolvimento dessa espécie em cada um dos cenarios de
mudancas climaticas. Com as analises com biomarcadores de estresse oxidativo, esperamos que
a resposta desses biomarcadores ndo seja linear com o aumento da temperatura. Quando
expostos a alteracdes climaticas extremas (considerando o cenario do microcosmo), todos 0s
processos metabdlicos dos individuos sdo estimulados até atingir um pico maximo, a partir
desse pico as defesas antioxidantes do organismo comegam a diminuir sua atividade,
consequentemente causando danos em diferentes alvos celulares (Madeira et al., 2013; Madeira
et al., 2014). No caso de mudancas climaticas, esperamos que com 0 aumento da temperatura,
ocorra reducdo no tamanho dos mosquitos e na duracdo do ciclo de desenvolvimento de A.
aegypti (Padmanabha et al., 2012). O principal impacto gerado com esse resultado € que, esse
conhecimento pode complementar estudos de elaboracdo de politicas para a vigilancia e

intervencdo das doencas transmitidas por vetores, evitando maiores danos a satide humana.
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