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CARTAXO, Marina Falcdo de Souzavaliagdo da diversidade genética de uma
populacdo deCulex quinquefasciatus proveniente de area sob intervencao para controle
vetorial. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publicagntr€ de Pesquisas Aggeu
Magalhédes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2009.

RESUMO

A cidade de Recife (nordeste do Brasil) € uma arefemica de filariose linfatica e, desde
2003, um programa de controle vem sendo realizamlo o intuito de interromper a
transmissdo desta doenca. As estratégias incluées @ara controle de populacdesCadex
guinquefasciatuysunico vetor da filariose no Brasil, como a eliagéo de criadouros de
mosquitos e o controle biolégico através do tratemeimestral com @acillus sphaericus

A diversidade genética da populacdoQle quinquefasciatui monitorada por trés anos,
em uma area tratada, a fim de avaliar os impaototaid intervencdes sobre a populacéo
vetora. Foram analisados dados referentes a umadwraeutro, microssatélite, e a um
marcador sob possivel pressdo de selecdo, ggmé que codifica o0 receptor da toxina
binaria do B. sphaericus Como resultados, foram detectados um declinialugda e
significativo na diversidade genética e uma suitleuracdo genética temporal, os quais sao
consistentes com um substancial impacto causado pelgrama de controle sobre a
populacao vetora. Aumentos nos valores dos parésmde diversidade genética, detectados
em alguns momentos avaliados, sugerem que pode lestando eventos de imigracdo a
partir de refugios ndo tratados e/ou proveniengardas circunvizinhas. Nao foi observada
tendéncia temporal evidente para a frequénciaelo dk resisténciamked, assim como,
nao houve correlacdo entre a diferenciacdo obtataepte marcador e pelo marcador de
microssatélites. Desta maneira, a selecao relatvalelocqmkec ndo parece estar envolvida
com a perda de diversidade neutral nesta populadgaoentanto, o monitoramento da
resisténcia deve ser continuado, uma vez quej@&ekec pode estar presente na fase lag,
esperada para alelos recessivos. ApOs a superaséa fdse lag, a resisténcia podera se

desenvolver rapidamente na populacao.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus Bacillus sphaericus- diversidade genética -

microssatélite - gene receptmyml- pressao de selecao.
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ABSTRACT

Recife (northeast Brazil) is a lymphatic filariagademic city and, since 2003, a control
program has been conducted with the aim of intémgpthe transmission of the disease.
Strategies include actions for controlliri@ulex quinquefasciatupopulations, the unique
filariasis vector in Brazil, such as elimination ofosquito breeding sites and biological
control through bimonthly treatment usiBgcillus sphaericusTo assess the impact of this
intervention on a local vector population, the deneliversity of Cx. quinquefasciatus
population was monitored for three years in a é@area. We have analyzed data from
neutral marker, microsatellites, and a putativeeursklection pressure markegmlgene,
which codifies theB. sphaericugoxin receptor. A gradual but significant declimeallelic
diversity coupled with subtle temporal genetic stiiwe was detected. These results were
consistent with a substantial impact of the conmagram on the vector population. Point
growths in genetic diversity parameters valueseaetl in some evaluated moments, are
suggestive of immigration from non treated refugaed/or from surrounding areas. No clear
temporal trend was found in the frequency of thgistance-associated alleleqthked),
variation of which was uncorrelated with differettbn measured by microsatellites. Thus
selection oncgmXec does not appear to be involved with loss of néutingersity from the
population. However, it is important that monit@rishould continue becausgmXkec may at
present be in the time lag-phase expected for @esséce allele, following which resistance

could develop very rapidly in the population.

Keywords: Culex quinquefasciatusBacillus sphaericus genetic diversity - microsatellite -
receptor genegml1- selection pressure.
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Um estudo realizado por Regis et al. (1995) demnongjue populagcdes do mosquito
Culex quinquefasciatugpresentam grandes densidades ao longo de todo waacidade de
Recife, Pernambuco, especialmente durante o pededchuvas (margco-agosto), quando
foram descritas densidades relativas de até 12Qquiios/quarto/noite. A pobreza e a
urbanizacdo desordenada, associadas a altas téunaer@nédia de 25L), pluviosidades e
umidades (até 85%), foram apontadas como 0s paiscifatores para a expansao das
populacdes d€x. quinquefasciatusa cidade de Recife (REGIS et al., 1995). No Brasta
espécie de mosquito apresenta importancia médicagqroa principal vetora da filariose
linfatica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Esta parasieoencontra-se distribuida em 83 paises
endémicos e afeta aproximadamente 120 milhdes desoae no planeta (GYAPONG;
TWUM-DANSO, 2006).

No Brasil, os primeiros dados oficiais apontararfilaaiose como doenca endémica
em 11 municipios brasileiros (RACHOU, 1960). Apd8meras campanhas, esta doenca foi
eliminada da maior parte destas areas, ficandotaeapenas as cidades de Belém (Pard),
Macei6 (Alagoas) e Recife (Pernambuco) até o ind@01990 (MEDEIROS et al., 2003).
Atualmente hé evidéncias de uma recente interruggdivansmissao da filariose em Belém
(FONTES et al., 2005) e a situacdo de Maceié é tadancomo em “controle iminente”
(ROCHA et al., 2000). Desta maneira, Recife e seigi® Metropolitana sdo as Unicas areas
no Brasil onde esta doenca continua sendo um pnablie saude publica (BONFIM et al.,
2003; MACIEL et al., 1996; MEDEIROS et al., 200008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou o Ramgr Global para Eliminacao
da Filariose Linfatica (PGEFL), o qual visa a eitagdo desta parasitose de todo o planeta
até o ano de 2020 (GYAPONG; TWUM-DANSO, 2006). Mesbntexto, a Prefeitura de
Recife vem realizando, desde margco de 2003, umr&éragde Controle da Filariose cuja
intencdo é interromper a transmissdo da doencgprbgrama inclui o tratamento em massa
da populacdo humana residente em bairros comraden@cidade, utilizando o medicamento
dietilcarbamazina (DEC), associado a medidas vadtghra a reducdo das populacbe€xie
guinquefasciatus As estratégias adotadas para controle das pdmsdagetoras foram a
eliminacdo dos criadouros dos mosquitos bem conlizagPes bimestrais da bactéria
entomopatogénicd8acillus sphaericuem criadouros que ndo puderam ser destruidos. As

intervencdes foram iniciadas em Agua Fria, um dogds mais populosos de Recife, o qual
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foi selecionado por apresentar um nivel de precaésignificativa (6,21%) e ser considerado
de alto risco sdcio-ambiental (RECIFE, 2003).

Apesar do B. sphaericusser um agente de controle eficiente contraCg.
qguinquefasciatusforam relatados alguns casos de populagbes setesistentes a este
larvicida, as quais estiveram sujeitas a diferemiessdes de selecdo com esta bactéria
(MULLA et al., 2003; PEI et al.,, 2002; RAO et al995; SILVA-FILHA et al., 1995).
Utilizando uma coldnia d€x. quinquefasciatude laboratério (CqRL1/2362), estabelecida a
partir de amostras coletadas em Recife, Romao €@6) identificaram uma delecéo de 19
nucleotideos na sequéncia do gegmlcomo a causa para a resisténcia desta colorila ao
sphaericus Tal delecdo € responsavel por alterar o codigdeiigra que culmina com a
formacdo de um cdédon de parada prematuro. O RNAsageiro resultante codifica um
polipeptidio truncado, sem uma porcao significatleasseu segmento, a qual inclui a perda da
ancora GPI (ROMAO et al., 2006). O alelo que cedifo genecgml com a delecéo foi
denominado decgmkec Recentemente, Chalegre et al. (2009) publicaram estudo
descrevendo uma PCR capaz de diferenciar mosqesagentes recessivos, que tém apenas
o alelocgmXkec dos individuos susceptiveis, homozigotos domasmatheterozigotos.

Os efeitos de ac¢des de controle vetoriais contreguitos podem ser visualizados pelo
decréscimo na densidade populacional de acordo @omgue foi mostrado em diversos
trabalhos (REGIS et al.,, 1995, 2000). Com o térmdestas atividades, caso as acles de
controle ndo tenham sido capazes de reduzir sigtifamente o tamanho populacional, as
densidades originais poderdo ser recuperadas napida uma vez que mosquitos sdo
espécies r-estrategistas. Assim, a utilizacdo duinteds e alternativas empregadas na
avaliacdo e monitoramento de programas de congedt@ial sdo questdes importantes para
atingir a eliminacéo da filariose até o ano de 2026 microssatélites estdo incluidos no
grupo dos marcadores moleculares mais informatvpslimorficos. Outras caracteristicas
como neutralidade e co-dominancia fazem deles nfemnéas adequadas para estudos de
genética de populagcbes. Os marcadores de micrlitesatéém sendo empregados com
freqUéncia em estudos temporais e espaciais sabi@iNidade e estruturacdo genética de
populacdes de mosquitos vetores de diferentes iesp@ammo Cx. quinquefasciatus
(FONSECA et al., 2006; FONSECA; LAPOINTE; FLEISCHERO000), Cx. pipiens
(HUANG; MOLAEI; ANDREADIS, 2008),Aedes aegyp(HUBER et al., 2002)Anopheles
gambiae(PINTO et al., 2002, 2003) &n. arabiensifKENT; MHARAKURWA,; NORRIS,
2007; WONDJI et al., 2005). O presente trabalh@tlgu avaliar se as agcdes no ambito do

Programa de Controle da Filariose em Recife estddcs capazes de reduzir a diversidade
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genética, aumentar a frequiéncia do aldonkec € causar uma estruturagdo genetica na
populacdo deCx. quinquefasciatusle Agua Fria. Para tanto foram utilizados maroesior

neutros (microssatélites) e sob pressao de sedefdosphaericuggenecqm).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Culex quinquefasciatus

hY

Culex quingquefasciatug¢ uma espécie de inseto pertencente a ordem ®iptex
familia Culicidae. No Brasil, esta espécie € popoémte conhecida como murigoca,
pernilongo ou carapand (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.1.1 Distribuicdo geografica

A espécie Culex quinquefasciatusapresenta distribuicdo trépico-cosmopolita,
ocorrendo basicamente nas regides tropicais e opitdis do planeta. Este mosquito é
encontrado principalmente na Africa, Américas, @& em regides meridionais da Asia,
estando ausentes apenas no extremo norte de algegiass temperadas. No Brasil, a
espécieCx. quinquefasciatudistribui-se por todo o territério. Este insetmteua ocorréncia
e abundancia bastante influenciadas pela presemt®mdem, associando-se a aglomerados

humanos tanto em areas urbanas como em vilas (@@NSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.1.2 Biologia e ecologia

Culex quinquefasciatué um inseto holometabolo e seu ciclo de vida ceemuie
guatro estagios distintos, ovo, larva, pupa e ad(fljura 1). A fase larval apresenta-se
subdividida em quatro estadios;(lL,, L3 e Ly). Durante a fase adulta, esta espécie habita
ambientes terrestres enquanto que, nos estagiesigufovo, larva e pupa), ela vive em meio
aguatico. Apesar de ser encontrado durante todo ceate mosquito predomina nos periodos
guentes e chuvosos, devido ao maior acumulo decagua promove a ampliacdo no numero
de seus criadouros (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Enmdigdes laboratoriais, ja se relatou
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gue esta espécie foi capaz de produzir até 17 @gsato periodo de um ano (REGIS et al.,
2000).

Figura 1 - Ciclo biolégico do mosquit€ulex quinquefasciatygom indicacdo para os quatro estagios de vida
distintos (ovo, larva, pupa e adulto).

Fonte: Culex (2006); Gross (2006%equeirg2008); Gathany (2002).

Nota: A) Fémea realizando oviposi¢éo, B) larvas, C) pupB3 fémea adulta realizando a hematofagia.

Os criadouros utilizados pela espéCie quinquefasciatupara oviposicdo sdo locais
contendo agua estagnada ou com pouca movimentaca@®m detritos e matéria organica
em decomposicdo, com aspecto sujo e mal cheirades Eompreendem valas no solo com
agua poluida, canais, fossas, ralos, pocos, cstervasilhames, latdes, bebedouros de
animais, entre outros. A selecdo do local de ovgaospelas fémeas é o principal fator
responsavel pela distribuicdo dos mosquitos n@ladros e é de grande relevancia para a
distribuicdo das espécies no ambiente natural (CQNSOLIVEIRA, 1994).

Os insetos adultos séo altamente endofilicos, jau \@gem no interior das habitacdes

humanas e também podem ser localizados em abrigpsridomicilio. Eles sdo capazes de



CARTAXO, M. F. S. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GERIETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 22

se acasalar em pequenos espagos, 0 que 0S caeacemo estenogamicos. Embora se
abrigue nas residéncias humanas durante todo oeslia, espécie comumente tém habito
noturno, uma vez que as fémeas sO estimular-se-@&xeecer hematofagia a noite,
preferencialmente nos horarios mais avancados ennogentos que precedem o amanhecer.
Apenas as fémeas exercem hematofagia, devido asi@@de de sangue para a maturacao de
seus ovos. Este mosquito é altamente antropofifpmyém apresenta a capacidade de
alimentar-se em outros animais, sendo que, sedantante ao homem, as fémeas buscam
realizar a hematofagia em aves domeésticas (CONSTLLNEIRA, 1994).

As fémeas realizam a postura de seus ovos diretarsehre a superficie liquida dos
criadouros, na qual estes flutuam. Os ovos sdositegos agrupados num formato que
lembra uma jangada e cada uma pode ser constfioiddezenas de ovos, 0s quais ndo sao
resistentes a dessecagdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1984)fémeas produzem um feroménio
de oviposicdo, o qual € depositado no polo apieatatla ovo, que tém a funcéo de atrair
outras fémeas para fazerem a oviposicdo em criadoyreviamente colonizados
(LAURENCE; PICKETT, 1982 Em alta concentracao, este feromonio tem efepelente,
uma vez que serve para indicar a uma fémea qudoaiza;do do criadouro em questao
acarretard em competicao por recursos apos a eclasdarvas (BARBOSA et al., 2007).

A partir dos ovos eclodem as larvas de 1° estddi) @s quais sofrem mudas e
atingem os outros trés estadios, (Ls e Ly). As larvas deCx. quinquefasciatusao aquaticas
e demonstram bastante mobilidade. Elas sdo filtesd@ se alimentam ativamente de
microorganismos como bactérias, fungos, algas dicpks de materiais organicos presentes
no meio aquatico (FORATTINI, 1962). Estando ao sdcance, qualquer particula de
tamanho viavel espalhada no meio liquido, podeirsgerida pela larva. Devido a esta
incapacidade de selecdo alimentar, a ingestdo wkcitkas bioldgicos, eventualmente
utilizados para controle do inseto, é bastantditada. O desenvolvimento destas larvas pode
ocorrer em locais com pouca ou nenhuma luz, a elkedp galerias de agua e esgotos
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

As pupas resultam da metamorfose sofrida pela,Ldurante este periodo, ndo
necessitam mais de alimentacao. Elas sdo encosifradaeis em contato com a superficie da
agua, mas se perturbadas passam a apresentartdastaimentacdo. Nesta fase ocorrem
profundas transformacfes nos individuos, as quessitam na formacdo de adultos, e
conseguente troca do habitat aquatico para o ter@&ONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os adultos emergentes a partir da metamorfosedaofrela pupa, ao trocarem de

habitat, necessitardo utilizar-se da exuvia pupalacum local de repouso temporario para, a
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partir dela, iniciarem seu primeiro vbo. Finalizadste processo, eles se dirigem ou
permanecem no domicilio ou peridomicilio, buscaloegais com pouca luz, nos quais possam
abrigar-se e repousar antes de iniciarem suasdaties (FORATTINI, 1962). Fatores

biolégicos como o curto ciclo de vida, a alta fetidade e as diferencas de hébitos
alimentares entre as formas jovens e adultas, pignam a manutencdo de elevadas

densidades populacionais nesta espécie (OLIVEIRBGL

2.1.3 Importancia na saude publica

A espécieCulex quinquefasciatugm uma grande importancia na saude publica, uma
vez que, esta implicada na transmissdo de parasipgé0genos, como nematoides e virus,
capazes de causar a filariose linfatica e algumas/aoses em seres humanos (ELDRIDGE,
2005). Devido ao seu comportamento hematofagican@esquitos tornam-se vulneraveis a
adquirirem parasitas e patdgenos a partir de hegpsdinfectados. Caso sua fisiologia e
ecologia sejam favoraveis, estes mosquitos sefgazea ainda de desenvolver e transmitir os
agentes patogénicos a hospedeiros sadios (BECKER €003). Além disso, a espéfia.
quinquefasciatusainda exerce um grande incbmodo a populacdo hurpangprovocar
coceiras e alergias em resposta as picadas resdizddrante o repasto sanguineo
(VINOGRADOVA, 2000).

2.1.3.1Filariose linfatica

No Brasil, a espéci€ulex quinquefasciatussta implicada como principal vetora da
filariose linfatica. Quando causada pelo nematWdachereria bancrofti esta parasitose
também é denominada de filariose bancroftiana (CONSOLIVEIRA, 1994). Em outros
paises, esta doenca pode ser causada ainda pedsfigsanematoideBrugia malayie B.
timori, porém em freqtiéncias muito baixas, que correspuna aproximadamente 10% dos
casos. Dos hospedeiros vertebrados, o homem éco gne pode ser parasitado p&#a
bancrofti ao passo que, as espédismalayi e B. timori sdo capazes de infectar tanto
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humanos como outros hospedeiros definitivos, a pkerde alguns felinos e de certas
espécies de macacos (ANDERSON, 2000).

A filariose linfatica encontra-se bem estabelecida regides tropicais e subtropicais
do planeta devido, principalmente, ao crescimedoido e ndo planejado dos centros
urbanos. Isto cria condi¢des ideais que propiciamaumento no numero dos criadouros e
proliferacdo do mosquito vetor (ROCHA et al., 2008proximadamente 120 milhdes de
pessoas no planeta, distribuidas em 83 paises @wdnencontram-se parasitadas pelas
filarias (GYAPONG; TWUM-DANSO, 2006). Dos infectaslo40 milhdes encontram-se
seriamente incapacitados ou desfigurados pela doBstima-se ainda que 1,2 bilhdes de
pessoas, 0 equivalente a aproximadamente 20% ddagép mundial, esteja sob o risco de
adquirir tal parasitose (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SADE, 2000). Atualmente a
filariose linfatica € endémica em alguns paisedsia e Africa. Focos de infeccdo também
sdo encontrados na Ameérica do Sul, América Certiglimas ilhas do Caribe e grande parte
das ilhas do Pacifico (figura 2) (ALBUQUERQUE, 198®NTES, 2002).
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Figura 2 - Paises e territdrios que possuem regides ondara$é linfatica é considerada como uma doenca
endémica no ano de 2006.
Fonte: Organizagcao Mundial de Salde (2006).
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A filariose linfatica ja foi prevalente no Bradito apontado a partir do ano de 1952,
guando o Ministério da Saude promoveu a realizagéprimeiro inquérito nacional, com o
intuito de obter um panorama da situacdo da endemipais bem como identificar seus
vetores (MEDEIROS et al.,, 2003). Durante aquelaadac 11 municipios com focos
autoctones da doenca foram identificados, os gestiseram localizados nos estados de
Alagoas, Amazonas, Bahia, Maranhdo, Para, PernamiRio Grande do Sul e Santa
Catarina (RACHOU, 1960). Nas décadas seguinteanfaealizadas diversas campanhas e
programas ora voltados apenas para o tratamentpadgentes, ora associando-os com agoes
para controle vetorial (MEDEIROS et al., 2003).

As grandes mudancas de estratégias destas a@sidadvieram a partir da década 90,
gquando comecou a se tentar readequar o controle eddemias em uma lbgica
descentralizadora. Componentes de informagcdo, edoc@ comunicacdo tornaram-se
importantes ferramentas de mobilizacdo das comdeglafetadas para contribuirem com os
programas. Em 1996, foram definidas as diretrizesPthno de Eliminacdo Nacional da
Filariose Linfatica (PENFL), seguindo a propostaQMS que incluiu a filariose como uma
das seis doencas infecciosas potencialmente exaiicdo planeta e estabeleceu a meta de
elimina-la até 2020. As estratégias do PENFL imahai interrupcdo da transmissdo da
filariose nos focos endémicos (quimioterapia e rmdatvetorial), esgotamento das fontes de
infeccédo, assisténcia integral aos portadores dabidaale filarial e eliminacdo da endemia no
pais. No ambito deste plano foram feitas reavadis¢tbs focos ativos e, como houve reducéo
na prevaléncia dos casos, o Ministério da Saudsidemou a filariose sob controle. Isso
possibilitou a aumento do nimero de casos e expai#sa outras areas conforme ocorrido na
Regido Metropolitana de Recife. A reducdo das agi@esontrole vetorial, a auséncia de
acOes integradas de saneamento e de educacdaizaali@das ao crescimento urbano
desordenado foram fatores adicionais que contabupara este aumento (MEDEIROS et al.,
2003).

Atualmente, no Brasil, a situacdo da filariose éseguinte: ha evidéncias de
interrupcdo recente da transmissdo da doenca edmB®A (FONTES et al.,, 2005); a
parasitose estd em status de controle iminentexa tsransmissdo em Maceio/AL (ROCHA et
al., 2000); Cabo de Santo Agostinho/PE (MEDEIRO&.e2006), Moreno/PE (MEDEIROS
et al., 2004), Camaragibe/PE e Itamaracd/PE saislende tem ocorrido introducdo e/ou
transmissao da filariose (MEDEIROS et al., 2003pboatdo dos Guararapes/PE (BONFIM
et al., 2003), Olinda/PE (BRAGA et al., 2005) e iR#PE sdo considerados focos endémicos
importantes de transmisséo (MACIEL et al., 1996;DMHROS et al., 2003).
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Em geral, a infeccéo pelas filarias ndo leva ogrdei a morte, mas € responsavel por
causar significativa morbidade. Estes parasitasmogrovocar danos aos vasos linfaticos
humanos devido a obstrucéo e dilatacdo dos megxeananifestacdes clinicas da parasitose
variam desde quadros assintomaticos, passandoopuad agudas (linfadenite, linfangite,
mal-estar e febre) até culminar nas formas cronitadrocele, linfedema, quillria e
quilocele). Durante esta ultima fase, as frequemntésccdes fungicas e bacterianas sao
responsaveis pelo agravamento da situacdo do paci@aralmente, os sintomas da doenca
s6 se manifestam muitos anos apds a infeccdo (DREXNBROES, 2001; FONTES, 2002).

O parasitaW. bancrofti apresenta um ciclo biologico compreendido por éssague
se desenvolvem em hospedeiros humanos e mosgmittialmente o mosquito ingere as
formas jovens do parasita (microfilarias) ao realia hematofagia em um hospedeiro
infectado. As microfilarias transp6em as barrettassistema digestivo do inseto e atingem
seus musculos toracicos, onde sofrem transformagi@soldgicas, passando por trés
estagios larvarios. A larva de terceiro estagy), (tonsiderada a forma infectiva, abandona os
musculos toracicos e desloca-se até a probdscideto (REY, 2002). Quando o inseto
realiza novamente a hematofagia no homem,; ald parasito é transferida, através da
probéscide para a pele do individuo sadio, pendgirgoor movimento ativo. Aszlda W.
bancroftiencaminham-se aos vasos linfaticos e linfonodode sofrem mais duas mudag (L
e adultos juvenis) e se transformam em adultos.airpda reprodugcédo sexuada destes
parasitos é produzida uma grande quantidade deofithcias, as quais sdo liberadas na
circulacdo sanguinea através do ducto toracicotaDesaneira as microfilarias ficam
disponiveis novamente para serem ingeridas pelosquitos no ato da hematofagia,
reiniciando todo o ciclo (DREYER; NOROES, 2001).

Ao longo do dia observa-se um acumulo de micrafigadeW. bancroftino interior
da rede vascular sanglinea dos tecidos e orgassnt&xnos, principalmente nos pulmdes, o
gue impede a sua deteccao na circulacéao perif@ioante a noite, ocorre 0 oposto, ou seja,
as microfilarias migram para a circulagdo sangupedérica, o que permite a sua detecgéo
no sangue. Este comportamento do parasito, obsermad maioria dos territérios de
ocorréncia da filariose bancroftiana, é caractdozaomo periodicidade noturna das
microfilarias. A maior concentracdo de microfil&riao sangue periférico € encontrada entre
as 23:00 e 01:00 horas. Em decorréncia deste bopadferencial, nas areas onde ha
periodicidade das microfilarias, os mosquitos quesentam habito noturno estdo implicados
como vetores primarios d&. bancroftiFONTES, 2002). Tal fato, juntamente com a grande

antropofilia doCx. quinquefasciatugacilita o contato das microfilarias com esteoveb que
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o torna mais eficaz que outras espécies de mosgsitsceptiveis (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994). Em paises do Sudeste asiatico e do Pa8itibaexiste ainda as formas subperiddicas
ou aperiédicas, onde 0s principais transmissorepatasito, mosquitos do génefedes
exercem hematofagia durante o dia (FONTES, 2002).

2.1.3.2Arboviroses

A espécie Culex quinquefasciatusgambém esta incriminada na transmissao de
arbovirus a hospedeiros humanos, a exemplo do &ér&aint Louis, que circula nos Estados
Unidos, o virus do Oropouche, que ocorre no nartBrésil (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994),

e 0 virus do Nilo Ocidental (BLITVICH, 2008). Diantdo atual cenario, esta ultima
arbovirose merece destaque uma vez que a suaétendmissao encontra-se em expansao
nas Américas, com possibilidade de ser introduzida territorio brasileiro (LUNA;
PEREIRA; SOUZA, 2003).

O virus do Nilo Ocidental (VNO) foi introduzido nAsnéricas em 1999, na cidade de
Nova lorque, Estados Unidos. A sua circulacdo edipase para diversos estados americanos
resultando em uma epidemia no pais (KRAMER; STYEBEL, 2008). Apesar do VNO ser
capaz de infectar humanos e equlinos, as aves gadespedeiros e reservatdrios naturais
(LUNA; PEREIRA; SOUZA, 2003). Ja foi relatada tambeé susceptibilidade de outros
mamiferos a infeccéo por este virus, a exemploogabs, caes, gatos, camelos e morcegos
(BLITVICH, 2008).

O fato das aves serem 0s reservatoérios e hospsdaeitarais do VNO facilita bastante
a sua disseminacdo pelas Américas através dasutiliaadas pelas aves migratorias. Isso
pode ser constatado devido a rapida disseminacadrus a partir dos Estados Unidos no
ano de 1999, para o Canada, Caribe (LUNA; PEREIBAUZA, 2003), Cuba e México
(BLITVICH, 2008), onde foram observados casos huwsasutdctones, e para a Coldémbia
(BERROCAL et al., 2006) e Argentina (MORALES et, &006), onde foram isolados virus
em equinos. Nos hospedeiros humanos, a infeccao/fyak do Nilo Ocidental pode produzir
desde quadros clinicos assintomaticos até casogsimeasivos graves e fatais, caracterizados

por encefalites e meningites (BLITVICH, 2008).
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2.2 Controle biolégico

O controle biolégico consiste na reducdo de umaulpgfo alvo de pragas e/ou
vetores de doencas através da utilizacdo de agéia&syicos, os quais compreendem
predadores, patdégenos, parasitos, competidoresxmas produzidas por microorganismos.
Suas vantagens devem-se ao fato deste apreserdagranmde especificidade de alvo e nao
causar danos ao meio ambiente. Além disto, alggestas de controle bioldégico apresentam
eficacia em longo prazo, mesmo apdés uma unicadag@. Quando comparados aos
pesticidas quimicos, os agentes bioldgicos de alenéiinda possuem um menor potencial de
provocar selecao e de promover o desenvolvimentesigténcia (HEMINGWAY, 2005).

A partir do ano de 1900, o controle biolégico vdtigpara reducdo das populacdes de
mosquitos vetores de doencas tornou-se popularéatrda utilizacdo de peixes da espécie
Gambusia affinismo combate as larvas destes insetos. Com o addenttseticida quimico
dicloro-difenil-tricloro-etano (DDT), durante as ad#las de 1940 e 1950, as praticas
incipientes de controle biologico foram substitgigalo uso intenso deste inseticida sintético
com intuito de combater as formas jovens e adutagliversas espécies de insetos. Na
medida em que as popula¢cdes alvo comecaram a adbsemkesisténcia ao DDT, por volta
de 1960, aliado a identificacdo de sua alta toauéde persisténcia no ambiente, ressurgiu a
necessidade da busca por medidas de controle wolgEMINGWAY, 2005).

Atualmente duas espécies de bactérias entomopatagéBacillus sphaericuse
Bacillus thuringiensigBt), vém ganhando notoriedade nos meios ciensifecandustrial para
controle biologico. Elas sdo empregadas como mimeitivo de preparacdes industrializadas
como inseticidas de pragas agricolas e de vetagedoencas (RABINOVITH; SILVA;
ALVES, 2000). Mais recentemente, foram criadas tpkne organismos transgénicos
portadores de genes capazes de produzir as taorBis(HEMINGWAY, 2005).

A bactériaB. sphaericusapresenta uma boa persisténcia em ambientes coas &g
poluidas além de ser capaz, quando usada adequadamte causar reducdes drasticas em
populacdes de inUmeras espécies de culicideosesetfazendo com que este agente seja
utilizado de forma eficaz no combate a mosquitosaeeas urbanas (REGIS et al., 2001).
Testes de campo ja comprovaram a eficaciB.dphaericuso controle de insetos vetores de
doencas em diversos paises (BARBAZAN et al., 1880UGARD et al., 1993; KAHINDI et
al.,, 2008; KUMAR et al., 1996; YADAV; SHARMA; UPADMAY, 1997), inclusive no
Brasil (REGIS et al., 1995, 2000; SILVA-FILHA et a2001).
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2.2.1Bacillus sphaericus

A espécieBacillus sphaericug uma bactéria aerdbia, gram-positiva e esporlzum
pode ser naturalmente encontrada tanto em ambiaqtgdicos como no solo. Esta bactéria
apresenta uma acao toxica contra diferentes maosgwietores, pertencentes a familia
Culicidae, principalmente as espécies represerstambs géneroLulex e Anopheles O
espectro de sua atividade larvicida restringe-fse@ larvaria do ciclo de vida destes insetos
(REGIS et al., 2001).

Estudos indicaram que a toxicidade das cepa8.dsphaericusdeve-se a toxina
binaria, a qual estd contida nos cristais prodwidorante a fase de esporulacdo. Ela &
sintetizada na forma de protoxina, composta pas dolipeptideos de massa molecular de 42
e 51 kDa (BAUMANN et al., 1985; BAUMANN; BROADWELLBAUMANN, 1988).
Através de uma ativacao proteolitica, ambos ogpeptideos séo clivados em fragmentos
menores de 39 (BinA) e 43 (BinB) kDa (BROADWELL; BMANN, 1987). Os
componentes BinA e BinB agem em sinergia, o queuex denominar este conjunto de
toxina binaria (NICOLAS et al., 1993Rosteriormente, atribuiu-se ao componente BinA a
funcdo toxica, enquanto que, o componente BinBafmntado como o responsavel pelo
reconhecimento e a ligacdo a receptores especilizoaembrana do epitélio intestinal das
larvas dos mosquitos (CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 19BBCOLAS et al., 1993).

O modo de acao da toxina binaria consiste em disegtapas, desencadeadas apods a
ingestao do cristal protéico pela larva do mosquntizialmente, o cristal € solubilizado em
pH intestinal alcalino e a protoxina, liberada namén, € clivada proteoliticamente
(DAVIDSON, 1988), atingindo a forma de toxina ati@a originar os fragmentos menores
BinA e BinB (BROADWELL; BAUMANN, 1987). Esta toxinativa interage com as células
do ceco gastrico e do intestino posterior da latvavés da ligacao a receptores especificos na
membrana celular (CHARLES et al., 1997; NIELSEN-I®RX; CHARLES, 1992; SILVA-
FILHA; CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997). Tal interagéresulta em diversos efeitos
citopatoldgicos como o surgimento de vacuolos G@paticos, expansdes mitocondriais,
destruicdo das microvilosidades intestinais e imgoimento celular (CHARLES, 1987;
MELO et al., 2008; PAUCHET et al., 2005; SINGH; G|L1988).

Conforme descrito acima, a sensibilidade das lad@asmosquitos vetores 8.
sphaericusdeve-se a ligacdo da toxina binaria a receptospsc#ficos presentes em seus
epitélios intestinais (CHARLES et al., 1997; NIEUSEEROUX; CHARLES, 1992,
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SILVA-FILHA; CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997). Nas egciesCx. pipiense Cx.
guinquefasciatusindicadas como uma das mais susceptiveis a astéria, o receptor da
toxina binaria foi apontado como sendo uma maltastpo a-glicosidase ligada a membrana
do epitélio intestinal destas larvas, através de @mcora GPI (DARBOUX et al., 2001,
SILVA-FILHA; CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1999). A praina receptora da toxina
binaria foi denominada de Cpml e Cgml nas espé&iepipiense Cx. quinquefasciatys

respectivamente.

2.2.2 Resisténcia a toxina binariaBlacillus sphaericus

Apesar doBacillus sphaericuser considerado um larvicida eficaz contra mosguit
do géneroCulex foi observado que populacbes destes insetos, etidas a constantes
pressdes de selecdo, estdo sujeitas ao aparecidendsisténcia a esta bactéria. Diferentes
niveis de resisténcia foram detectados em popuadgéulex pipiense Cx. quinquefasciatus
sob condicOes laboratoriais (AMORIM et al., 200JZEIRA et al., 2004; PEI et al., 2002)
e de campo (MULLA et al., 2003; RAO et al., 1998, \FA-FILHA et al., 1995; YUAN et
al., 2000).

Recentemente foram elucidadas as bases molecdiatsss diferentes mecanismos de
resisténcia aB. sphaericusias espécieSx. pipiense Cx. quinquefasciatu€m todos os trés
casos, a falha de ligacdo da toxina ao recepgiicosidase foi apontada como o mecanismo
de resisténcia. Estes estudos foram realizados doas colonias de laboratorio, uma
proveniente do Brasil (CqRL1/2362) (ROMAO et alQ08) e outra dos Estados Unidos
(GEO) (DARBOUX et al., 2002), e com a uma populagatural, proveniente da Franca (BP)
(DARBOUX et al., 2007).

O estudo realizado por Roméo et al. (2006) com@@CgRL1/2362, estabelecida a
partir de amostras d€x. quinquefasciatuprovenientes do bairro do Coque em Recife,
indicou uma delec&o de 19 nucleotideos no gemelcomo a responsavel pelo mecanismo
de resisténcia deste inseto a toxinaRlosphaericus Esta delecdo esta implicada numa
mudanca da matriz de leitura (ORF), que leva a &gé&uo de um codon de terminacéo
prematuro no RNA mensageiro, impedindo a sinteseplmia da proteina Cgml. Como
resultado, a proteina gerada perde mais de umogdarseu tamanho original, incluindo a

perda da ancora GPI, o que a impossibilita de desehar sua funcdo como proteina de
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membrana. Tal processo conseqientemente € respbpsévmpedir que a toxina binaria se
ligue as ceélulas do epitélio intestinal destes mibgg, fazendo com que estes sejam
resistentes & bactéria (ROMAO et al., 2006). Maisentemente Chalegre et al. (2009)
detectaram esta delecdo em populac¢des natur@ig.dpiinquefasciatygprovenientes de trés
localidades no estado de Pernambuco, e o alelcaateiecao de 19 nucleotideos passou a ser
denominado degmkec (CHALEGRE et al., 2009).

2.3 Genética de populacdes

A genética de populacdes é o ramo da genéticaigaeestudar as variagcdes genéticas
nas populacdes naturais e as forcas que determenalieram as composicdes destas
populacdes. Seu principal objetivo é esclarecermmcanismos capazes de manter a
homogeneidade e quais as forcas responsaveis par diéerenciacdo genética entre as
populacdes no meio ambiente (BLACK; TABACHNICK, Z)0 Para tanto, esta ciéncia
agrupa a observacéo e a teoria com o intuito degpEender tanto as alteracdes genéticas
intrapopulacionais como entre populacbes (HARTL88)9 As abordagens da genética de
populac6es permitem ainda diferenciar os efeitpsa@fcos inerentes a certloxi, causados
por processos de selecdo, mutagdo ou recombindggaeles que afetam todo o genoma,
provocados pela deriva, efeito de gargalo, fluxmig® ou endocruzamento (BLACK;
TABACHNICK, 2005; LUIKARD et al.,, 2003). Os efeitogque afetam todo o genoma
informam sobre a demografia da populacéo e solardistoria filogenética, ao passo que, 0s
efeitos especificos de certdsci auxiliam apenas na identificacdo de genes que sao
importantes para fithesse para a adaptacéo. @si neutros de um genoma sao igualmente
afetados pela demografia e historia evolucionaaapdpulacdo enquanto que logi sob
pressédo de selecdo apresentam padroes de variagdesmportamentos extremamente
diferentes do restante do genorbaci neutros sdo aqueles que ndo evoluem diretamente em
resposta a uma pressdao de selecdo, uma vez quea aisamica esta controlada
principalmente pela deriva genética e pela migraCamsequientemente txi neutros sao
herdados de acordo com as leis mendelianas e emeesé nas proporcdes de equilibrio de
Hardy-Weinberg (LUIKART et al., 2003).

Um dos principais objetivos da genética de pofidage descrever a quantidade de

variacdo genética nas populacdes bem como os rsetsicapazes de manter esta variacao
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(NEI, 1987). A introducao da técnica de eletroferds proteinas, no ano de 1966 (HARRIS,
1966; LEWONTIN; HUBBY, 1966), proporcionou um grancavanco com relacdo a

aquisicdo de tais dados, uma vez que, foi possé/étr acesso a um enorme numeréode

de organismos de qualquer espécie, provenientelifatentes ambientes, utilizando apenas
pequenas amostras de tecido. Desta maneira, paamisigerar, portanto, que a eletroforese
de isoenzimas (enzimas que atuam sobre o mesmdragaps empregada em escala
populacional, representou uma revolucdo para osdestde genética de populagbes
(SOLFERINI; SELIVON, 2004).

Nos anos subsequentes ao advento desta técnigan fablicados inimeros trabalhos
descrevendo os padrdes eletroforéticos de proteimadiferentes espécies. A sistematizacao
da aplicacdo deste método molecular revelou umensatvariacdo genética na maioria das
populacdes naturais (HARTL, 1988). Neste contextonura (1968) propds o modelo
neutralista de evolu¢cdo molecular, segundo o quaidera que a grande maioria da variacao
genética, em nivel molecular dentro das populagbes)etivamente neutra e que a extensao
desta variacdo é determinada primariamente petadermutacdo e deriva genética aleatéria.
Ao longo da primeira metade da década de 70, haovestantes discussbes entre 0s
defensores da teoria neutralista e entre os saietas. Enquanto os primeiros tratavam os
padrées de diversidade segundo modelos neutrosnaifdo que seria improvavel que a
selecdo fosse capaz de manter tamanha diversidmdeselecionistas consideravam a
variabilidade enzimatica como adaptativa, resuitased processos seletivos (SOLFERINI;
SELIVON, 2004).

2.3.1 Medidas de variabilidade genética

As estimativas de variabilidade genética sao fretgieente utilizadas para se fazer
inferéncias sobre eventos histéricos que tenharnueindiado a estrutura genética das
populacdes (SOLFERINI; SELIVON, 2004). Variadosgmaetros de diversidade genética, os
guais estdo definidos a seguir, podem ser empregaai@ quantificar a variabilidade das
populacdes, como por exemplo, os numeros de aletoslocus e suas frequéncias,
freqUéncias genotipicas, riqueza de alelos, hatgrsidlades observada e esperada.

O numero de alelos pdocus (ny) pode ser empregado para mensurar a variabilidade

geneética, entretanto ha algumas desvantagens neegedere a este parametro, uma vez que
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0 numero de alelos observados depende fortementantinho amostral. Esta dependéncia
ocorre devido aos inumeros alelos encontrados @xa lireqiiéncia nas populacdes naturais.
Assim, o0 aumento do tamanho amostral é acompar@dom aumento na probabilidade de
se encontrar estes alelos pouco frequentes. Eatiapmparacdes de entre diferentes
amostras nao serdo significativas, ao menos quajenhos amostrais sejam similares (NEI,
1987).

O parametro frequéncia de alelos corresponde @éreip relativa de um alelo em
particular em uma determinada populacdo. Os gevgdsfo formados pela unido de gametas
masculinos e femininos, que ocorre geralmente asoa® as frequéncias genotipicas sao,
portanto, as frequéncias relativas destes gendgposuma populacdo (NEI , 1987; NEI;
KUMAR, 2000). A riqueza de alelos §Ré uma estimativa do numero de alelos Ipous
independentemente do tamanho da amostra estudadage @ossibilita a realizacdo de
comparacdes entre populacdes com diferentes tamaahwstrais (GOUDET, 1995).
Conforme referido acima, em decorréncia do numeralelos ser amplamente dependente do
tamanho amostral, EI Mousadik e Petit (1996) et FetiMousadik e Pons (1998) propuseram
o parametro de &com a finalidade de contornar tal problema.

A heterozigosidade observada ojH corresponde a propor¢cdo observada de
heterozigotos em uma populacdo. Ja a heteroziglesielsperada @), também denominada
diversidade génica, se refere a propor¢cédo espeetiaterozigotos supondo que a populagéo
esteja em equilibrio de Hardy-Weinberg e o calddovalor de H é baseado na freqliiéncia
de alelos. O parametro de: i mais apropriado para mensurar a variagdo ganétna vez
gue ele pode ser usado independentemente do sideereproducéo da populagéo, da ploidia
do organismo estudado e nos casos em que OS gemestram-se em CromosSOmos
responsaveis pela determinacdo do sexo. Assimg pokde ser utilizada em estudos com
organismos hapléides, dipléides ou polipldides qgiemham reproducdo assexuada,
acasalamentos aleatorios ou auto-fecundacdo, ofapiecom que este parametro seja
denominado de maneira mais adequada de diversigauiea. Assim como o parametro de n
a He também pode ser afetada pelo tamanho amostredtamtb, este efeito é infimo uma vez
gue os alelos com baixas frequéncias dificiimemtetrdouem para tal quantificacdo (NEI,
1987; NEI; KUMAR, 2000).
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2.3.2 Estrutura genética populacional

A estruturacdo genética € resultante de uma s@adiiopulacional, provocada pela
auséncia de panmixia. A ndo ocorréncia de panndifieulta a dispersdo de mutacdes, que
surgiram em certas areas, para o restante dasagdps| aumenta o endocruzamento das
subpopulagdes, acarretando uma diminuicdo de vaede genética, e eventos como a
deriva genética e mutacBes poderdo ocasionar uweagéicia entre os diversos pontos
(SOLE-CAVA, 2004). Populacdes subdivididas apremmntdiferencas nas freqiiéncias
alélicas as quais podem causar uma deficiénciatedzigotos (NEI, 1987).

A verificacdo da existéncia e dos niveis de estaglio genética nas populacdes
naturais € realizada através dos indices de fix&gédcoeficiente de endocruzamento
intrapopulacional), & (coeficiente de diferenciacdo genética) @ Fcoeficiente de
endocruzamento total de uma populacéo) (GOUDET5;18ARTL, 1988). Tais indices séo
calculados de acordo com os valores das heterodégies observadas §He esperadas
(diversidade génica, )i podendo ser utilizados em situagcdes onde dséej@ndo selecéo ou
nao (NEI, 1987; NEI; KUMAR, 2000). Os indices dg, st € Ft medem, respectivamente,
o déficit de heterozigotos dentro de uma populaeatre populacdes e o déficit total das
populacées (GOUDET, 1995). O calculo de € realizado considerando @ lfhédia e H
média dentro de uma populacdo,s & calculado através da:-hhédia intrapopulacional e da
He média do total de populagbes e, para a obtencabglaconsideram-se a JHmédia
intrapopulacional e agmnédia do total de populac¢des (NEI; KUMAR, 2000).

Através dos niveis de heterozigosidades, repred@ntaelos indices de fixacgéo,
conforme mostrado acima, é possivel se fazer mé&é sobre eventos que influenciam a
estruturacdo genética das populacdes. InUmerososv@odem resultar na diferenciacédo
genética entre populacdes, como por exemplo, adgéo de um novo habitat ou de um novo
territério (efeito do fundador), afunilamento pogeibnal (efeito gargalo), mudancas
genéticas devido a eventos estocasticos (derivétigane mutacdo) e selecdo natural
(direcional e disruptiva). Os estudos genéticosbtam podem mostrar que a deficiéncia de
heterozigotos pode ser consequéncia do endocrutramenle efeito Wahlund (SOLFERINI;
SELIVON, 2004). Este ultimo ocorre quando uma pagé@idb encontra-se subdividida em
varias unidades de reproducdo, ou seja, em sulgudjmd, fazendo com que as frequiiéncias de
individuos homozigotos seja maior do que aquelaeeguilibrio de Hardy-Weinberg (NEI,

1987; NEI;, KUMAR, 2000). Informacdes a respeito ekrutura genética das populacdes
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naturais podem ser utilizadas em estudos evolugvosmo apoio em programas de manejo
de espécies ameacadas de extincdo (SOLFERINI; SEN/\2004).

2.4 Marcadores moleculares

Estudos para a deteccdo de variabilidade genéticaopulac6es naturais podem ser
realizados empregando-se uma variedade de téatedai®logia molecular, através das quais
€ possivel se obter inUmeros marcadores moleculahes marcador molecular é todo
fenétipo molecular oriundo de um gene expressoeound segmento especifico de DNA, sem
gue este Ultimo deva, necessariamente, corresp@ndegides expressas do genoma. Com
relacdo aos marcadores moleculares, ndo ha ungatiyredade de se conhecer a sequéncia
de nucleotideos ou de sua funcéo. Caso estes megsa® comportem de acordo com as leis
basicas de heranca de Mendel, eles também podeaterseminados de marcadores genéticos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Atualmente diferentes técnicas moleculares vém cdretjientemente empregadas
em andlises de genética de populagbes, podendessacdr dentre elas o Polimorfismo do
Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP), o Bdlsmo de DNA Amplificado
Randomicamente = (RAPD), as isoenzimas, o0s micrdgeaté (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998), o Polimorfismo de Conformacéate Fita Simples (SSCP)
(BLACK; DUTEAU, 1997), a Reacdo em Cadeia da Potase (PCR) e 0 sequienciamento
de genes ou regides especificas do DNA mitoconéritd RNA ribossomal (HOY, 2003).

2.4.1 Microssatélites

Até o presente momento, oS microssatélites sao tagms como a classe de
marcadores moleculares mais polimorfica disponizkds consistem de pequenas seqiéncias
repetidas em tandem, compostas por 1 a 4 nuclestiteecomprimento. Sado encontrados em
genomas de diversos organismos eucariotos, gersmeom bastante freqiéncia e
apresentando distribuicdo ao acaso. A deteccaedestrcadores é feita através da técnica de

PCR, utilizando pares de@imersespecificos e complementares a sequéncia flanqueedd
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microssatélite. Cada grupo de elementos repetidasm inico microssatélite representa um
locusenquanto que cada segmento amplificado de tandifdrente, variando desde poucos
até algumas centenas de pares de bases, represeatalo diferente para este mesiocus
(figura 3). A visualizagdo dos produtos de PCR pseee feita em gel de poliacrilamida,
corado com nitrato de prata, ou de agarose deedtducao, corado com brometo de etidio,
através de autoradiografia, quando se util@amers marcados com radioisotopos,
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998) ou ainda através danotipagem por analise de
fragmentos conprimersmarcados por fluorescéncia, o que envolve a a¢fin de programas

especificos para a visualizacao dos resultados.
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Figura 3 — Esquema da base genética dos marcadores saiéldss bem como da deteccdo de seus

polimorfismos.

Fonte: Ferreira; Grattapaglia (1998).

Nota: A: Gendtipo de um individuo homozigoto [(GAJCA).. B: Gendtipo de um individuo heterozigoto
[(CA).14(CA)15). C: Gel de eletroforese com os gendétipos de d@ifiess individuos dipldides homozigotos (1

fragmento) e heterozigotos (2 fragmentos).
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A técnica de microssatélites permite genotipar ia@sloci em um grande tamanho
amostral. Através deste marcador molecular é pelssisualizar ambos os alelos
pertencentes a um determinddous de microssatélite de um individuo heterozigota;ets
no caso em que houver alelos nulos. Por isso esteésadores sdo denominados de co-
dominantes. Associado a co-dominancia, o fato destearcadores também serem
multialélicos faz com que eles sejam consideradwsocos que possuem 0 mais elevado
contetdo de polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA998). Os marcadores do tipo
microssatélite sdo bastante informativos para estde estruturacdo genética de populacdes
naturais. Odoci mais adequados para estas analises devem atersdseguintes critérios:
apresentar heranca Mendeliana co-dominante, sengofico, ndo estar sujeito a pressao de
selecéo (seletivamente neutro), estar associadlomaoamente, ndo apresentar alelos nulos e
ser abrangente no genoma (EDILLO et al., 2007).

Os microssatélites podem ser utilizados com inumpropositos inclusive em estudos
espaciais e temporais sobre variabilidade e esagdo genética de populacées de mosquitos
vetores de doencas. Tais estudos ja foram reabzeolm diferentes populacdes de espécies
vetoras comoCulex quinquefasciatuFONSECA et al., 2006; FONSECA; LAPOINTE;
FLEISCHER, 2000)Cx. pipiens(tHUANG; MOLAEI; ANDREADIS, 2008),Aedes aegypti
(HUBER et al., 2002) Anopheles gambiaéPINTO et al., 2002, 2003) An. arabiensis
(KENT; MHARAKURWA,; NORRIS, 2007; WONDJI et al., 260). Atualmente 24oci de
microssatélites estdo descritos para a espéxiequinquefasciatu¢EDILLO et al., 2007;
FONSECA; ATKINSON; FLEISCHER, 1998; SMITH et al.0@5), entretanto apenas 12
deles obedeceram aos seis critérios referidos ragzdo anterior, 0 que os torna Uteis para
andlises de estruturacao genética em populactesisatEDILLO et al., 2007; FONSECA et
al., 2006; FONSECA; LAPOINTE; FLEISCHER, 2000; SMEt al., 2005).

2.5 Programa de controle da filariose em Recife/PE

Durante os anos de 1999 e 2000, foi realizado @méinto para estudar a prevaléncia
da filariose por microrregido na cidade de RecEe/d intuito de definir as areas prioritarias
para consolidacdo do programa de controle de ddariem Recife/PE (RECIFE, 2005). O
Distrito Sanitario Il foi o que apresentou a magwevaléncia no municipio, com destaque
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para os bairros de Agua Fria e Alto Santa Terezitdwalizados na microrregido 2. Estes
apresentaram respectivamente prevaléncias de &21087% (RECIFE, 2003).

Em marco de 2003, a Prefeitura de Recife iniciou pnograma de controle da
filariose visando a sua eliminacéo, no qual foraonmvidas medidas de combate ao vetor
Culex quinquefasciatus o tratamento quimioterapico em massa da populagdana com a
DEC. Aqui serdo detalhadas apenas as acdes volpada controle do mosquito as quais
sdo responsaveis pela diminuicdo do risco de triasém desta doenca. O programa integrou
métodos mecanicos (reparo e/ou eliminacdo dosauriad do vetor), métodos bioldgicos
(aplicacdo bimestral de produtos a base do bidigavBacillus sphaericuse atividades de
educacdo em saude, com participacdo efetiva da radate, no intuito de garantir a
continuidade das ag¢fes. Além disso, o programaobusealiar o impacto de suas atividades
através de indicadores entomolégicos (densidadeadguitos adultos, densidade relativa de
larvas e pupas, indice de imoveis com criadourgsdiee de infeccéo vetorial) (RECIFE,
2003) e do monitoramento da susceptibilidadeCdo quinquefasciatugo B. sphaericus
(ensaiosin vivo de formas pré-imaginais do inseto, coletadas ea é&ob intervencdo para
célculo das Cig e Clg) (SILVA-FILHA et al., 2008).

Entre os anos de 2001 e 2002, previamente ao idixi®rograma de Controle da
Filariose, foram realizadas atividades como o dealaento de criadouros, delimitacdo e
zoneamento da area, estabelecimento de indicadeiesfo de estacdes de captura de alados
e levantamento de dados entomoldgicos na micr@wedydo Distrito Sanitario Il . O objetivo
desta etapa foi selecionar o local de implantac&xezucdo das acbes do programa bem
como suas formas de avaliacdo e monitoramento BtritDi Sanitario I, anteriormente
apontado como local de maior prevaléncia na cidadéireas selecionadas para intervencao
piloto do programa foram Agua Fria, Alto Santa Térka e outros 11 bairros circunvizinhos
(Linha do Tiro, Beberibe, Porto da Madeira, Fundaajueiro, Campina do Barreto, Arruda,
Bomba do Hemetério, Alto José do Pinho, Morro dadeaéo e Alto José Bonifacio). Estes
locais foram eleitos para a realizagdo do inquégmidemiologico, do tratamento
quimioterapico da populacdo humana com a DEC e parac¢bes de controle vetorial
(RECIFE, 2003).

A area de intervencao piloto foi subdivida em zaaavaliacdo (ZA) e zona de
barreira (ZB). A ZA, localizada apenas em Agua ,Fdarresponde ao nicleo da area de
intervencdo de controle vetorial e foi seleciongm@ma o monitoramento dos indices
entomoldgicos, no intuito de avaliar o impacto dasdidas de controle adotadas. A ZA

corresponde a regiao de maior prevaléncia dedgdarem todo o Distrito Sanitario 1. A ZB,
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gue circunda a ZA, apresenta uma extensao tealitqtie garante uma protecdo contra a
introducdo de mosquitos de areas circunvizinhasc&astos metros a partir da ZA seriam
suficientes para garantir a sua protecédo. Estardist representaria apenas uma parte dos
bairros limitrofes referidos acima, entretanto,ide\a razdes operacionais, a delimitacédo foi
feita considerando o limite de cada bairro, o queleu a extensao territorial da ZB (figura
4). Ambas as zonas foram submetidas as mesmaseint@es de controle vetorial, no

entanto, a coleta dos dados entomoldgicos foi &gemas na ZA (RECIFE, 2003).

Area (limite real)
= 8,604 Km?

o*| Limite real da érea de intervengéo |

. Zona de barreira (ZB) ‘
L J

o| Zona de avaliagdo (ZA) ‘

# Estagdes de captura
{mosquitos adultos)

Figura 4 - Mapa da éarea de intervencéo piloto do programaaidrale da filariose indicando a zona de
avaliacao (ZA), a zona de barreira (ZB), distan@d Betros a partir da ZA, e o limite real escolhtdono ZB.

Fonte: Recife (2003).

Nota: Na ZA, nicleo da area de intervengdo piloto, estélicadas as estacdes onde foram instaladas as
armadilhas luminosas para captura de mosqa@itdex quinquefasciatusdultos.

Em 2003 foi firmada uma parceria entre o CentrdPdequisas Aggeu Magalhaes/
Fiocruz e a Secretaria de Saude da Prefeitura déeReo ambito deste programa, € 0 nosso
grupo vem empregando ferramentas moleculares pamdorar o efeito das a¢des de controle
vetorial em Agua Fria. Através do diagndstico molag Cartaxo et al. (2007) observaram
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reducdo no percentual de infeccdo pelo parasitopppslacfes do vetor. Em um estudo
anterior, utilizando marcadores neutros, mostraquas variacdes temporais na diversidade
genética intrapopulacional podem ser Uteis com@riggnta para acompanhar flutuacées na
composicdo genética de uma populaca@dejuinquefasciatusob intervencéo de controle
vetorial. Entretanto, as técnicas empregadas (RESTP e sequenciamento do gene que
codifica a citocromo oxidase Il e RAPD) néo revatarum alto polimorfismo requerido a
este tipo de abordagem (CARTAXO, 2006). Isto sosc# necessidade de utilizar outro
marcador neutro mais sensivel, uma vez que asddeles das populacdes de mosquitos sédo
muito grandes. Apenas um marcador molecular baspotimorfico seria capaz de apresentar
a sensibilidade necesséria para detectar uma iadesrepresentativa de uma populagéo tao
numerosa. A proposta do presente trabalho €, portavaliar o impacto das intervencdes de
controle vetorial, que estdo sendo realizadas eoaAgia, sobre a diversidade genética bem
como verificar se elas estdo resultando em umatesicdo genética da populacédo@e
guinquefasciatusao longo de diferentes momentos. Para tal fiadedforam empregados um
marcador neutro do tipo microssatélite e um mancatd pressdo de selecdo Bo

sphaericusgenecqml
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3 JUSTIFICATIVA

Populacdes de mosquitos sdo capazes de se restabaigapidamente apos sofrerem
reducdes nas suas densidades, uma vez que as ns&snmasstrategistas. Por isso, 0 continuo
monitoramento e a avaliacdo dos efeitos das eginat@dotadas destacam-se como pontos
fundamentais nos programas de controle de mosquietsres de doencas (REGIS;
NIELSEN-LEROUX, 2000). De acordo com a OMS, a faleaum sistema de monitoramento
eficiente € um dos principais responsaveis pelasganos programas de controle da filariose
(SPECIAL PROGRAMME FOR RESEARCH AND TRAINING IN TR&OCAL
DISEASES, 2002).

Geralmente, os impactos causados pelas intervededesntrole sobre populacbes de
mosquitos sdo avaliados e monitorados atraves wldises entomologicos, capazes de
mensurar as densidades das formas jovens e/o@adGIOMES, 2002; REGIS et al., 1995,
2000). Andlises voltadas para a detec¢cdo do delsememto de resisténcia, tanto a
inseticidas quimicos (COLEMAN et al., 2008; LINDBDA et al., 2005) como bioldgicos
(RAO et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 1995), readidas geralmente através de bioensaios,
também sdo amplamente utilizadas para monitorar geogramas. Alguns autores tém
empregado ainda ferramentas moleculares em estledlgenética de populagbes, a fim de
avaliar a diversidade e estruturacdo genética gulagdes de diferentes espécies de insetos
vetores expostas a inseticidas (CHEVILLON et aB93 LENORMAND et al., 1999;
PINTO et al., 2002, 2003; WONDJI et al., 2005).

A proposta do presente trabalho é utilizar umarddgem alternativa, através do
emprego de ferramentas moleculares, com a finadidkd avaliar os efeitos causados pelo
programa de combate vetorial em Agua Fria. Estedestisa, portanto, verificar se tais acées
foram capazes de impactar a diversidade genétiqgaopialacdo de€Culex quinquefasciatus
Desta maneira, estudos moleculares poderdo ses Gbeno ferramentas auxiliares aos

métodos convencionais na avaliacdo do desempestesd@ogramas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

As acdes no ambito do programa de controle vetesid@#o sendo capazes de impactar

a diversidade genética da populaca@déex quinquefasciatuse Agua Fria?
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5 HIPOTESE

As acOes de controle vetorial estdo causando ad@iedda diversidade genética, o
aumento da frequéncia de um marcador sob presssaleigEio e contribuindo para o aumento
da diferenciacéo genética da populacacdiex quinquefasciatuge Agua Fria ao longo do

tempo.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto das a¢gbes no ambito do programecahtrole vetorial sobre a
diversidade genética da populacdoQldex quinquefasciatude Agua Fria no decorrer do

programa, de junho de 2003 a setembro de 2006.

6.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os parametros de diversidade genéticay@drala analise de microssatélites, na

populacdo d€x. quinquefasciatude Agua Fria, ao longo do programa de controle;

b) Avaliar os parametros de diversidade genética dwe ggml na populacdo deCx.

quinquefasciatusle Agua Fria, ao longo do programa de controle;

c) Determinar a correlacdo entre 0 marcador neutror@ssatélites) e marcador sob pressao
de selecdo (germ3) ao longo do programa de combateGao quinquefasciatusm Agua

Fria.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 Area de estudo

O estudo foi realizado com amostras de uma populad& mosquitoCulex
quinquefasciatuprovenientes do bairro de Agua Fria (Recife/PBF@a'03" Sul; 34°55'00"
Oeste). Este bairro, localizado no Distrito Sarotdl, € um dos mais populosos da cidade
(RECIFE, 2005), sendo composto por 44.020 habsante0.900 domicilios (RECIFE, 2008).
O bairro de Agua Fria foi selecionado para impleétedo Programa de Controle da Filariose
por apresentar uma significativa prevaléncia deodfilaremia (6,21%) e ser considerado de
alto risco socio-ambiental (RECIFE, 2003). Apenaszona de avaliacdo do programa de
controle, com &rea de aproximadamente 1,14 komam contabilizados em torno de 3.000
criadouros d€€x. quinquefasciatuéSILVA-FILHA et al., 2008). Este conjunto de cr@agos
era composto principalmente por fossas, cistercasais, caixa de inspecédo e caixas de
passagens entre outros como canaletas, valetas@s{RECIFE, 2003).

As intervencdes para reducdo da populacdo vetorémbito do programa, foram
iniciadas em margo de 2003. Estas incluiram o cepéou eliminacdo dos criadouros do
mosquito, aplicacdo bimestral do biolarvicBacillus sphaericug monitoramento através de
indicadores entomoldgicos (densidade relativa deasae pupas, densidade de mosquitos
adultos e indice de imodveis com criadouros) (RECHD3). Em cada tratamento utilizou-se,
por criadouro, de 3 a 5 gfrdo biolarvicida Vectolex G (Valent Bioscien&sproduto a base
deB. sphaericuscepa 2362 (SILVA-FILHA et al., 2008).

7.2 Amostragem

Agentes de Saude da Prefeitura de Recife coletaras, larvas e pupas deulex
quinquefasciatugm fossas localizadas em sete diferentes resanoi bairro de Agua Fria
(figura 5), cuja distancia minima entre elas foid@emetros e a distancia méaxima foi de 865
metros. Tais coletas foram realizadas em seisetifes momentos: junho/2003, agosto/2003,
dezembro/2003, abril/2004, junho/2004 e outubrof20@mostras de mais duas coletas,
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relativas aos meses de maio/2005 e setembro/26G6n fgentiimente cedidas pelo grupo da
Dra. Maria Helena Neves Lobo Silva Filha para estaudo, totalizando oito diferentes
momentos avaliados. A primeira coleta foi feitasp@s meses do inicio do tratamento com
o agenteBacillus sphaericusTodo o material foi enviado ao Laboratério de tCale de
Vetores do Centro de Pesquisas Aggeu MagalhdesA(@Pdriocruz) e mantido, em
temperatura de 27 °C e umidade 80%, até a emeagdosiadultos. Estes foram armazenados

a —20 °C para subsequente extracdo de DNA.

Figura 5 —Mapas do Brasil, da cidade de Recife e do baierdgua Fria, sendo que, neste Gltimo, encontram-
se destacados todos os sete locais de coleta miaasfovens da espédiulex quinquefasciatugo longo dos
diferentes momentos de estudo.
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Além das amostras ja referidas acima, 20 amost@agepientes do municipio de
Fazenda Nova também foram utilizadas caubgrouppara a construcéo da arvore dg, F
através do método deeighbor-joining conforme descrito adiante para a andlise de
microssatélite. Fazenda Nova é um distrito ru@alizado no estado de Pernambuco, que
estd situado a aproximadamente 180 km de Recifa &®a nunca foi exposta a um
programa a um programa de controle vetorial utilittaa bactéria entomopatogénigacillus

sphaericus

7.3 Extracao de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada utilizandmtia individuos adultos machos
como fémeas. Os mosquitos foram macerados indivictirde em uma solucdo preparada
com 400ul de tampéo de lisfNaCl 0.4 M, EDTA 2 mM e Tris-HCI 10 mM pH 8.0), 7i2de
SDS 10% e 7 de proteinase K (10 mg/mL). Posteriormente, imeiibe o0 homogenato a 65
°C por aproximadamente 8 h e, ap0s este periodizitto suspensdo do DNA adicionando-se
420 uL de NaCl 5 M. A mistura foi homogeneizada rapidateenum agitador seguida por
uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 20 min. Ao fidekcartou-se @ellet Apos estes
procedimentos, o DNA foi precipitado pela adicadosig@ropanol e incubado a -20 °C durante
1 h. Passado este tempo, a solucdo foi centrifugad4.000 rpm durante 20 min e o
sobrenadante foi descartado, restando apenaslet Este foi lavado com etanol 70%, e
posteriormente seco num liofilizadgiEppendorf). Apés os procedimentos descritos
anteriormente, o sedimento foi recuperado em30@e tampéao TE (Tris 10 mM e EDTA 1
mM). Ao final do procedimento, preparou-se um gebdarose 0,8% a fim de se visualizar a
gualidade das amostras processadas. Estas forasasarom brometo de etidio, submetidas
a eletroforese por 50 minutos a 120 V, em um tanTio (Tris 45mM, &cido bérico 45mM
e EDTA 1mM pH 8,0), e visualizadas em um transihador ultravioletgVilber Lourmat’).

7.4 Estudo com marcador neutro
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7.4.1 Amplificacdo de microssatélites

Inicialmente foram testados 1l1lbci de microssatélites para o estudo: CQ29
(FONSECA; ATKINSON; FLEISCHER, 1998), CxqGA12, Cx§& CxqGT6b, CxqGT8,
CxqGT17 (SMITH et al, 2005), CxgGT108, CxqCA118xgBTGY9, CxqCTG1l0 e
CxqCAG101 (EDILLO et al., 2007). A selecao dedtes para o teste foi feita considerando
agueles que estavam em equilibrio de Hardy-Weinlbeig apresentaram desequilibrio de
ligacdo, ndo apresentaram alelos nulos e que fdesuaritos como bastante polimorficos.
Apenas quatro (CxqGT6b, CxqCA118, CxqCTG10 e Cxq€A13 dosloci escolhidos néo
se enquadravam nos critérios acima, entretantanfeestados em virtude das amplitudes de
tamanhos de seus alelos, as quais permitiam ggefadesem combinados aos outtosi
selecionados (figura 6). Aeci CxqGT6b e CxqCA118 ndo obedeceram aos critérios po
apresentarem um desvio significativo do equililleaHardy-Weinberg (EDILLO et al., 2007;
SMITH et al., 2005) enquanto que losi CxqCTG10 e CxqCAG101 foram apontados como
pouco polimérficos (EDILLO et al., 2007) para a é&sp Culex quinquefasciatu®©s testes
foram feitos com 12 amostras desta espécie, prentnde Agua Fria.

Apoés os testes foram utilizados apenabb@ de microssatélites (CQ29, CxqGT8,
CxgATG9, CxqCTG10 e CxqCAG101) para o estudo eaades para estas escolhas estdo
detalhadas no item resultados. As amplificacdemnfarealizadas em 323 amostras utilizando
osprimersforward ereverseCQ29 (FONSECA; ATKINSON; FLEISCHER, 1998), CxqGT8
(SMITH et al., 2005), CxgATG9, CxqCTG10 e CxqCAGIEDILLO et al., 2007), sendo
gue apenas oforward foram marcados com fluoréforos. @simers CQ29, CxqGT8 e
CxgATG9 foram marcados com o fluoroforo Cy5 (flism@ncia azul) enquanto psimers
CxgqCTG10 e CxqCAG101 foram marcados com o fluomi@y5.5 (fluorescéncia verde).
Cada reacao foi feita para um volume final de 2Quilizando tampéo NiH1X [16 mM
(NH4)>SOs, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8) e estabilizador 0,01%)] (Bie®), 0,05 mM de cada
dNTP (Bioliné®), primers (Eurofins MWG Operof) e MgCh (Bioline®) com concentracées
diversas (tabela 1), 0,15 mg/ml Albumina séricaim®\BSA) (Promedd, 0,5 U de Taq
DNA polimerase (Biolin®) e 1pl do DNA molde. Vale salientar que nao fdizgda BSA
apenas na amplificacdo dacus CQ29. Para cada grupo de reacdes foram feitosotest
negativos, os quais eram constituidos de todosagentes supracitados com exce¢do do
DNA molde, no intuito de checar a possibilidadedetaminacéo.



Figura 6 - Amplitude de variagdo nos tamanhos dos alelos,aesple bases, descrita pardatl de microssatélites na espé€ialex quinquefasciatus

Amplitude de tamanhos dos fragmentos (pb)

Locus 77 89 91 100 114 122 126 128 136 141 145 161 1640 17474 184 188 214 249 262 282
CQ29 164 188

CxqGA12 91 145

CxqGT4 141 161

CxgGT6b 128 136

CxqGT8 i 122

CxgATG9 184 262
CxqCTG10 89 174

CxgqCAG101 174 249

Fonte: adaptado de Edillo et al. (2007), Fonseca €2806), Fonseca; Atkinson; Fleischer (1998), Foaskapointe; Fleischer (2000) e Smith et al. (2005)
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Tabela 1 - Loci de microssatélites analisados no estudo, com as mspectivas seqlencias mhimers
repeticdes dos microssatélites e concentracdeaddmaimer e do MgC} utilizados nas amplificagdes.

Locus Sequéncias Repeat Concentracdo Concentracao
dosprimers amplificado primer (UM) MgCl, (mM)
CQ29 F TGGGAGAGCATAGTTTCAGG (GT),GA(GT)10 0,2 15
R TGCTCAGGAGACTCTACTGG
CxgGT8 F TGTTGCATCTTCCCAGTAGC (GT)s 0,2 2
R CCGCGCTAAATTACAAAATACAC
CxgATG9 F CCACTCAAACTAAAACACCACA (ATG), 0,2 15
R AATGCCATAACCATCGTCAT
CxgCTG10 F CGTTCTCCAACTGTCATCTTTC (CTGLTTG(CTG), 0,5 15
R AACCGAAATCGGAAGGTATTAA
CxgCAG101 F CAATCAGGGAACCTCAATC (CAG)s 0,5 25

R GGGACTGGGTATTAGGAGAC
Nota: F, primerforward e R,primer reverse

As solucdes foram amplificadas em um termociclaGeneAmp 2700 (Applied
Biosystem$) programado para diferentes condicdes conformptag@es dos procedimentos
descritos por Fonseca, Atkinson e Fleischer (1,998)ith et al. (2005) e Edillo et al. (2007).
Para docusCQ29 as reacgdes foram feitas em 30 ciclos de 9®P@0 seg, 60 °C por 1 min
e 72 °C por 1 min, precedidos por uma etapa d€3®P 5 min e sucedidos por outra etapa a
72 °C por 5 min. As condictes de amplificacdo pa@us CxqGT8 foram: uma fase inicial
de 96 °C por 5 min, seguida por 45 ciclos de 9pRC30 seg, 54 °C por 40 seg e 72 °C por 40
seg e, por fim, uma extensao final de 72 °C poiirb Rara osgoci CxgATGY9, CxqCTG10 e
CxqCAG101 a fase inicial foi de 94 °C por 5 minwgdg por 35 ciclos de 94 °C por 40 seg,
58 °C por 40 seg e 72 °C por 30 seg e uma fadedné&2 °C por 15 min.

ApoOs cada reacado de PCR, adicionou-se uma caudA pok produtos amplificados
em decorréncia de diferengas nos tamanhos dos dragmobtidos entre a extensao das fitas
positivas e negativas do DNA. O procedimento coisig preparacdo de um solugdo com
tampdo NH 0,33X [5,33 mM (NH), SOy, 22,33 mM Tris-HCI (pH 8.8) e 0,003%
estabilizador] (Biolin&), 0,07 mM de cada dNTP (Biolifig 2,5 mM de MgGl (Bioline®),
0,75 U de Taq DNA polimerase (Biolifjlee 20 ul do produto de PCR. A mistura foi
submetida a uma etapa de extensao a temperatiza W&por 30 min em um termociclador
GeneAmp 2700 (Applied Biosysteff)s
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7.4.2 Separacao por tamanho de fragmentos e idegéb dos alelos de microssatélites

Apés a adicdo da cauda poli-A, foi preparada umaturda para cada amostra
separadamente contendo aliquotas dos produtos Redé?€entes a cada um dos ciheo
de microssatélites. De cada mistura retirou-se, 4g1uais foram adicionadas a 35,5 pl de
GenomeLab Sample Loading Soluti@eckman Coulté) e a 0,5 pl d&SenomelLab DNA
Size Standard Kit-40@Beckman Coultéd, resultando em uma solucdo final de 40 pl,
relativa a cada amostra especifica. ApoOs tais gnomntos, foi realizada a genotipagem,
através da separacdo por tamanho de fragmentoglifbventes alelos de cadacus e
deteccdo de suas fluorescéncias, utilizando o seiitlr CEQ 8000 (Beckman Couftr
As andlises dos eletroferogramas gerados foraasfai programa CEQ 80@&ries Genetic
Analysis SysterfBeckman Coulté).

7.4.3 Andlise dos dados de microssatélites

Os parametros de variabilidade genética avaliadasstudo foram nimero de alelos e
suas frequéncias, riqueza de alelos e heterozapbsidsperada ou diversidade génica (NEI,
1987). Todos foram estimados gocus nos oito diferentes momentos de coleta através do
programa FSTAT versao 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). Aezp de alelos @rRé uma medida do
namero de alelos independente do tamanho amodisdim, tal estimativa permite
comparacoes entre amostras com diferentes tamaas$tastoi uma estratégia proposta por El
Mousadik e Petit (1996) e Petit, El| Mousadik e PA®98) para lidar com o problema, uma
vez que a quantidade de alelos observados em umstrangé fortemente influenciada pelo
tamanho amostral. A heterozigosidade esperagg {@&inbém denominada diversidade génica
(NEI, 1987), € uma medida de extensdo de diversigatética amplamente utilizada. Ela é
calculada baseando-se na freqiéncia dos alelos.

Além dos parametros supracitados, avaliou-se arediféacdo genética entre 0s
momentos de coleta, estimada pelo indice de fix&gaoEste indice reflete a proporcao de
variabilidade genética encontrada entre populagdeddo a subdivisdo populacional
(estruturacdo genética) (SOLFERINI; SELIVON, 200@% valores de dr foram calculados
segundo o método de Weir e Cockerham (1984) at@dwgsograma FSTAT verséo 2.9.3.2
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(GOUDET, 1995). E importante destacar que, deviblmixos valores de heterozigosidade
encontrados paralocusCxgCTG10 em comparacéo aos outaus, foi necessario fazer uma
correcdo dos indicessfutilizando o programa RecodData versao 0.1 (MEIRMA 2006).

O célculo da corre¢do consistiu na divisdo de ¢btido no programa FSTAT pelo valor
gerado no programa RecodData. Isto resultou em gnedfrigido o qual foi utilizado em
todas as comparacdes. A associacao entre difec@najgenética e o tempo de separacao entre
as coletas foi verificada pelo teste de Mantel,sm®rando 5.000 permutacdes, através do
suplemento POPTOOLS versao 3.0.6, acessorio dobtiirEXCEL (HOOD, 2008). O teste
de Mantel foi realizado através da comparacédo emir& matriz com o tempo de separacao
entre os diferentes momentos de estudo (tabela @na matriz com os valores dgrF
corrigido. Além disso, foi construida uma arvoreaats do método deeighbor-joining
utilizando o programa Phylip versdo 3.68 (FELSENBIE2008) e a sua visualizacdo foi
realizada pelo programa TreeView versdo 1.6.6 (PAGI®6). Esta arvore foi construida
utilizando os valores desi-e a mesma serviu para mostrar, através de umesegpacao

gréfica, a ocorréncia ou ndo de agrupamentos estneomentos de coleta.

Tabela 2- Matriz mostrando o tempo de separacdo, em mesgs, os diferentes momentos de estudo.
1% Coleta 2%Coleta 3 Coleta 4°Coleta 5% Coleta 6% Coleta 7°Coleta 8% Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)

1% Coleta
(Jun/03)
2% Coleta
(Ago/03)
3? Coleta
(Dez/03)
4% Coleta
(Abr/04)
5% Coleta
(Jun/04)
6% Coleta
(Out/04)
72 Coleta
(Mai/05)
8% Coleta
(Set/06)

10 8 4

12 10 6 2

16 14 10 6 4

23 21 17 13 11 7

39 37 33 29 27 23 16

O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi testgiira caddocus pelo indice de
fixacdo ks, através do FSTAT versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 199%lokés negativos ded~
apontam para um excesso de heterozigotos enquaateatpres positivos sao indicativos de

um déficit de heterozigotos. Testes para detecedtedequilibrio de ligacdo foram realizados
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através do programa GENEPOP versao 4.0 (RAYMONDURBSET, 1995). Para tanto,
utilizou-se o algoritmo de cadeia de Markov, que dena comparacdo de todos 0s possiveis
pares ddoci em cada momento de coleta separadamente, e paidoyde Fisher, utilizando

o teste do qui-quadrado, que compara todos osveisgares deci na populacéo total.

7.5 Estudo com marcador sob presséo de selecao

7.5.1 Amplificacdo do fragmento do gergml

O estudo utilizando o marcador sob pressao dedseleg feito pela amplificacdo de
um fragmento do gereyml, para deteccao dos alelmgnle cqmkec Este ultimo codifica o
receptor com a dele¢do de 19 nucleotideos, deswit®komao et al. (2006). Nesta etapa do
estudo foram utilizadas as mesmas 323 amostrasaprente empregadas nas andlises de
microssatélites. Oprimers Cpg2F (5-CGAGAATTCATGCAGGACTTCAAAGAG-3) e
CpglR (5-GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC-3'), descrgopor Chalegre at al.
(2009), foram utilizados para amplificar uma porgogene sob presséo de seleg¢do. Estes
anelam nas regides flanqueadoras da delecdo daid8otideos no genegml e foram
desenhados a partir da sequiéncia do abptokec da coldnia resistente CqRL1/2362, descrita
por Romao et al. (2006).

As reacoes de PCR foram preparadas para um vdloaiale 25ul, de acordo com
Chalegre et al. (2009), utilizando 0,2 mM de cadTP (Invitroger), 1,6 uM de cada
primer (Invitrogerf), 2 U de Taq DNA Polimeragénvitrogert), tampdo 1X (KCl 50 mM e
Tris-HCI 20 mM pH 8.4) (Invitroge®), 1,4 mM de MgGl (Invitrogert) e 2ul do DNA total
do mosquito, extraido conforme citado no item F@&ram feitos controles negativos para
cada grupo de reac¢fes, onde se utilizou todosagemées necessérios a PCR com excecao do
DNA molde. As amplificacdes foram feitas num terinzclor T3000 (Biometld
programado param ciclo inicial de94 °C por 3 min, seguido de 34 ciclos a 94 °C Posdy,

55 °C por 50 seg e 72°C por 120 seg e, ao finah etapa de 72 °C durante 10 min
(CHALEGRE et al., 2009). As amplificacdes das amassteferentes aos meses de maio/2005
e setembro/2006 para o gesggnlforam realizadas pelo grupo da Dra. Maria Helenaele
Lobo Silva Filha segundo Chalegre et al. (2009).
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7.5.2 Identificacdo dos alelegmle cqmkec

A andlise dos produtos de PCR do gegenlfoi feita de acordo com as diferencas de
tamanho, em pares de bases, para identificacaogelodtipos susceptiveis e resistentes.
Assim, os produtos de PCR foram submetidos a uetao@drese sob poténcia de 120 V,
durante 120 minutos, em gel de agarose 2% coraddcometo de etidio, e visualizados em
um transiluminador ultravioletJVP®). HA possibilidade de serem encontrados 3 difesent
genotipos: um fragmento de 208 pb correspondergénad/iduos homozigotos sem delecao
(gendtipo susceptivel), um de 189 pb que corresp@us individuos homozigotos com a
delec&o (gendtipo resistente) e amostras com aodhémgmentos referentes aos individuos

heterozigotos (gendtipo susceptivel).

7.5.3 Andlise dos dados do gemgnl

Apé6s a identificacdo dos diferentes genotipos, rdet®u-se 0 numero e as
frequéncias dos alelos bem como a heterozigosidsglerada para cada momento de coleta.
Estes parametros de variabilidade genética fordouledos através do programa FSTAT
versao 2.9.3.2 (GOUDET, 2002). A diferenciacao tjeaéentre as amostras para o gene
cqmlfoi obtida pelo indice de fixacaaf seguindo o modelo de Weir e Cockerham (1984).
Os calculos foram realizados pelo programa FSTA$Ta®2.9.3.2 (GOUDET, 2002). A fim
de permitir uma comparacdo com os dados de mitédisss, os indices dest utilizados
para o estudo do marcador sob pressdo de selepd@rtaforam corrigidos no programa
RecodData versdo 0.1 (MEIRMANS, 2006), de acordm @ procedimento supracitado.
Também foi realizada uma analise de correlagdo copnoposito de comparar ambas as
matrizes de distancia (estimativa der para o genegmle tempo de separacdo entre as
coletas), pelo teste de Mantel com 5.000 permusagdidizando o acessorio POPTOOLS
versao 3.0.6 (HOOD, 2008). Conforme ja citado niudss de microssatélites, o teste de
Mantel baseou-se na comparacdo entre uma matrizccaempo de separacdo entre 0s

diferentes momentos de estudo (tabela 2) e umaznecatn os valores dosk-corrigido.
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7.6 Comparacédo entre os microssatélites e o gergenl

O estudo comparativo entre o marcador neutro (ssatelite) e o marcador sob
pressédo de selecdo (gertprl), ao longo dos diversos periodos de tempo comslds, foi
realizado por um teste parcial de Mantel. Esteaseilb no uso de trés matrizes e seu objetivo
é testar a correlagdo entre duas delas sob aeir@iecia de uma terceira matriz. Tal correlagédo
foi estimada pelo programa ZT (BONNET; VAN DE PEERQ2) através da comparagao
entre as matrizes desfdo microssatélite e do gemgni sob interferéncia da matriz do

tempo de separacao entre as coletas.
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8 RESULTADOS

8.1 Estudo com microssatélites

A partir dos resultados gerados com os testes #ldscll de microssatélites, apenas
seis deles (CQ29, CxqGT8, CxqGT108, CxgATGY9, CxqCd® CxqCAG101) mostraram-
se apropriados para o estudo. I0d CxqGA12 e CxgGT6eb foram excluidos pois as suas
amplificacbes geraram produtos com baixa conceiraglém disso, a amplitude dos alelos
do locus CxqGT6b se sobrepbs a diei CQ29, CxqGT108 e CxqCAG101 (figura 7), e
como ele ja havia apresentado previamente um dsgymificativo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (SMITH et al., 2005), decidiu-se elimiwadlo estudo. Aocus CxqGT4 foi
descartado uma vez que néo foi possivel ampliiogah nenhuma das 12 amostras testadas.
A amplificacdo ddocusCxqGT17 gerou trés fragmentos de aproximadamétie2l/0 e 510
pares de bases. Possivelmente estes dois Ultorers fragmentos inespecificos e por esta
razao olocus CxqGT17 também foi excluido do estudo. Os tamamtussalelos ddocus
CxgCA118 se sobrepuseram aosldous CxqATG9 (figura 7), e como este primeiro foi
descrito por Edillo et al. (2007) como apresentanaondesequilibrio de Hardy-Weinberg, o
locusCxgATG9 foi utilizado em detrimento docusCxqCA118.

Apos a fase de testes, foi iniciada a etapa desandds alelos pertencentes a cada um
dos seisloci selecionados, através da genotipagem. Os ressiltdds eletroferogramas
mostraram que 0s picos gerados pelos produtos &erBf€rentes atbcus CxqGT108 néo
apresentaram intensidades suficientes para congmm@m 0s picos gerados pelos outros
cincoloci. A primeira causa para tal resultado foi porqueimer utilizado na amplificacao
do locus CxqGT108 foi marcado com um fluoréforo preto (VRED D2 Sigm&), o qual
apresenta uma fluorescéncia mais fraca em compmaseagazul e ao verde. A outra razéo foi
porque a concentracdo obtida para os produtos &ede€tdocusfoi inferior aos dos outros
cincoloci. Devido aos referidos problemadpousCxgGT108 também foi excluido, restando
apenas o%oci CQ29, CxgGT8, CxgATGY9, CxgCTG10 e CxqCAG101. Aufey 8 mostra
alguns dos eletroferogramas gerados pela analiseradgnentos dos cincdoci de

microssatélite.



Figura 7 —Amplitude de variagdo nos tamanhos dos alelosfi@ia), em pares de bases, descrita pataciile microssatélites na espéCielex quinquefasciatus variagdo nos
tamanhos dos alelos (cores cinza, azul e verdepages de bases, encontradas para as amostrasipnies de Agua Fria nestes meshoos

Amplitude de tamanhos dos fragmentos (pb)
Locus

7 85 89 91 95 100 113 114 121 122 126 128 136 14145 160 161 164 170 174 175 180 181 184 188 198 21914 243 249 250 262 264 282

164 188

CQ29

175 181

Cxq o1 145
GA12 113 141

Cxq 141 161
GT4

Cxq 128 136
GT6b 160 180

Cxq 77 122
GT8 85 121

Cxq
GT17

GT108 126 164

CA118

214
282
210 250
Cxq 184 262
ATG9 243 264
249
198

Cxq 89 174
CTG10 95 113

Cxq 174
CAG101 180

Fonte: adaptado de Edillo et al. (2007), Fonseca €R8D6), Fonseca; Atkinson; Fleischer (1998), Foaskapointe; Fleischer (2000) e Smith et al. (2005)
Nota: As amplitudes de fragmentos em azul séo relateatoci CQ29, CxqGT8 e CxqATGY, cujgsimersforam marcados com o fluoréforo Cy5, enquantoapigerdes sao
referentes adeci CxqCTG10 e CxqCAG101, cujgsimersforam marcados com o fluoréforo Cy5.5.
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Figura 8 — Eletroferogramas gerados para quatro individunsespécieCulex quinquefasciatuatravés da
analise de fragmentos paralosi CxqGT8 (picos azuis iniciais da esquerda paraeita), CxqCTG10 (picos
verdes iniciais da esquerda para a direita), CQR®$ azuis centrais), CxqCAG101 (picos verdedraes) e

CxgATG9 (picos azuis finais da esquerda para ataljre

No total 323 amostras foram analisadas para caddognainco diferentdeci (CQ29,
CxqGT8, CxqATGY9, CxqCTG10 e CxqCAG101). O numeroatitos porlocus (tabela 3)
variou entre tréslgcus CxqCTG10) e 12l¢gcus CxqgGT8). As freqiiéncias alélicas para cada
um dos cinco diferentefoci de microssatélites estdo mostradas na tabela &aior
frequéncia alélica obtida foi de 0,972 para o alé)@ dolocus CxgqCTG10 e a minima de
0,002 para os alelos 180 dacus CQ29, 85 dolocus CxqGT8, 243, 245, 257, 264 do
CxgATG9 e 180 ddocusCxqCAG101 (tabela 3).

Ao longo do estudo foram observados 14 alelossr@iedela 3) na populacéo Ge.
quinquefasciatusde Agua Fria que, de acordo com a definicdo de ukam(1983),
correspondem aqueles cujas freqiéncias relativasné@riores a 0,01. Foram detectados
apenas dois alelos raros na 12 coleta (alelos 2¥5 elolocus CxqATG9), os quais foram
encontrados exclusivamente neste momento, ambodregiéncia total de 0,002. Um fato

semelhante ocorreu no 2° momento de estudo, qusnadbservou apenas os alelos 261 do
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locusCxgATG9 e 113 ddocusCxqCTG10 como sendo raros, ambos com frequénumiais t
de 0,003. Na Bcoleta, o nimero de alelos raros detectados dplmu o surgimento de
guatro novos alelos raros. Destes, apenas um @etivlocus CxqGT8) foi exclusivo da 32
coleta, enquanto que os trés restantes (alelosdd8lbcus CQ29, 113 e 115 ddocus
CxqGT8) foram encontrados em outros momentos agptdsceleta. A 42 coleta também foi
marcada pelo aumento no nimero de alelos raros. fli’llm observados cinco alelos raros,
dos quais um havia sido previamente detectado tetacanterior (alelo 115 ddéocus
CxqGT8) e os outros quatro foram exclusivos destmemto (alelos 180 docusCQ29, 257

e 264 ddocuscxgATG9 e 180 déocusCxqCAG101).

A primeira reducdo no numero de alelos raros soOofiservada a partir do 5°
momento, quando se relatou a ocorréncia de apenaaalo raro (113 ddocus CxqGT8).
Este alelo foi detectado em Agua Fria pela prime#ana 32 coleta e a sua frequiéncia baixou
de 0,03 para 0,01 na 52 coleta. A partir deste mwrele ndo foi mais detectado nas coletas
subsequentes. Na 62 coleta, dois alelos raros fotmervados sendo um deles (alelo 198 do
locusCxgCAG101) exclusivo deste momento e o outro jJashsido encontrado na 32 coleta
(alelo 181 dolocus CQ29). O numero de alelos raros voltou a ser idduaa 72 coleta,
guando se detectou apenas um (alelo 11®das CxqGT8). Este provavelmente surgiu na
populacdo de Agua Fria a partir do 7° momentopwisie 0 mesmo néo havia sido detectado
previamente. O alelo 116 docus CxgGT8 também foi encontrado na 82 coleta, sendoaq
sua frequéncia reduziu de 0,1 para 0,067 quandpa@uo a coleta anterior. Apenas este
unico alelo raro foi descrito no 8° momento dedstu

Além dos alelos raros, também foram detectado®®otym freqiéncias muito baixas,
de 0,014 e 0,012, respectivamente, para os alélbg 117 ddocusCxqGT8 e de 0,013 para
o alelo 249 ddocusCxgATG9 (tabela 3). A queda mais brusca foi regdd para o alelo 107
do locus CxqGT8, cuja frequéncia foi reduzida de 0,05 nadléta para 0,01 na 42 coleta,
desaparecendo completamente no periodo subseqdénds. freqiiéncias dos alelos 117 do
locusCxgGT8 e 249 ddéocus CxgATG9 apresentaram um decréscimo mais brandhQi
na 12 coleta, para 0,01, na 62 coleta, desapa@cEsdmomentos seguintes. As reducdes na
frequéncia e consequentes desaparecimentos deigesldlos sugerem que o programa de
controle esta provocando uma reducdo na diversidadética da populacdo de mosquitos

vetores de Agua Fria.
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Tabela 3 -Numero e freqiiéncia de alelos encontrados pa@wadios cinctoci de microssatélite avaliados.

(continua)
Freqiiéncia dos alelos
Locus e 12 22 32 42 52 62 72 g2
alelos Coleta Coleta  Coleta  Coleta  Coleta  Coleta Coleta  Coleta Total
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
CQ29
175 0,255 0,213 0,276 0,357 0,367 0,408 0,45 0,286 0,316
176 0,041 0,043 0,051 0,051 0,031 0,051 0,05 0,143 0,049
178 0,051 0,043 0,031 0,02 0,041 0,02 0 0 0,032
179 0,653 0,702 0,633 0,561 0,561 0,5 0,5 0,571 970,5
180 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
181 0 0 0,01 0 0 0,02 0 0 0,005
N, 4 4 5 5 4 5 3 3 6
N 49 47 49 49 49 49 10 14 316
CxqGT8
85 0 0 0,01 0 0 0 0 0 0,002
93 0,43 0,48 0,49 0,5 0,49 0,49 0,75 0,567 0,492
95 0,03 0 0,03 0,01 0,07 0,02 0 0 0,025
97 0,28 0,25 0,26 0,296 0,29 0,276 0,05 0,3 0.269
105 0,12 0,15 0,11 0,122 0,09 0,153 0,05 0,067 0,11
107 0,05 0,03 0 0,01 0 0 0 0 _ 0,014
113 0 0 0,03 0 0,01 0 0 0 0,006
115 0 0 0,01 0,01 0 0 0 0 0,003
116 0 0 0 0 0 0 0,1 0,067 0,006
117 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0 0 __ 0,012
119 0,05 0,05 0,05 0,02 0,02 0,02 0 0 0,033
121 0,02 0,03 0 0,02 0,01 0,031 0,05 0 0,019
Ny 8 7 9 9 8 7 5 4 12
N 50 50 50 49 50 49 10 15 323
CxqATG9
243 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0,002
245 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0,002
249 0,02 0,02 0,02 0 0,01 0,01 0 0 _ 0,013
250 0,23 0,1 0,204 0,204 0,198 0,177 0,222 0,167 18€0,
253 0,33 0,44 0,347 0,316 0,292 0,302 0,056 0,3 290,3
257 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
259 0,05 0,09 0,02 0,051 0,063 0,042 0 0 0,049
260 0,21 0,15 0,163 0,224 0,177 0,24 0,444 0,333 2080,
261 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0,003
262 0,14 0,18 0,245 0,184 0,26 0,229 0,278 0,2 80,20
264 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
N, 8 7 6 7 6 6 4 4 11

N 50 50 49 49 48 48 9 15 318
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Tabela 3- Namero e freqiiéncia de alelos encontrados @ata em dos cinclmci de microssatélite avaliados.
(concluséo)

Frequéncia dos alelos
Locuse 1a 2a 3a 4a 5a 6:-1 7a 8a
alelos Coleta  Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta  Coleta  Coleta Total
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)

CxqCTG10
95 0,02 0,02 0,04 0,02 0,02 0,02 0 0,067 0,025
107 0,98 0,96 0,96 0,98 0,98 0,98 1 0,933 0,972
113 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0,003
Na 2 3 2 2 2 2 1 2 3
N 50 50 50 49 50 49 10 15 323
CxqCAG101
180 0 0 0 0,01 0 0 0 0 0,002
186 0,69 0,76 0,68 0,694 0,72 0,653 0,85 0,833 10,71
192 0,31 0,24 0,32 0,296 0,28 0,316 0,15 0,167 30,28
198 0 0 0 0 0 0,031 0 0 0,005
Na 2 2 2 3 2 3 2 2 4
N 50 50 50 49 50 49 10 15 323
Média 5loci
N, 4.8 4,6 4.8 5,2 4.4 4,6 3 3 7,2

Nota: n,, nimero de alelos ptwcus N, tamanho amostral.

Os valores em negrito correspondem aos alelos eansssublinhados aqueles que foram encontrados em
baixa frequéncia.

Os valores da média da riqueza de alelog @htre os cinco diferentdsci de
microssatélites apresentaram um declinio gradualifgiativo ao longo do programa de
controle vetorial. Este pardmetro decresceu de ahlor vnaximo de 3,42, registrado na
primeira coleta, até atingir um valor minimo de02,80 Gltimo momento de estudo (tabela 4).
Este declinio nos valores do parametdpresentou uma forte correlacdo (Pearson; r= -
0,930, p=0,0008) com o tempo decorrido no esttigoré 9).
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Tabela 4 - Riqueza de alelos medida para cémtaus de microssatélite e média da riqueza de alela erst
cinco locus nos diferentes momentos de estudo, baseado nmtian@mostral minimo de nove individuos

dipléides.

Riqueza de alelos (B

Locus 1% Coleta 2°Coleta 3%Coleta 4% Coleta 5°Coleta 6° Coleta 7% Coleta 8 Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
CxqCTG10 1,329 1,658 1,554 1,335 1,329 1,335 1 81,84
CxgqCAG101 1,999 1,996 2 2,183 1,999 2,459 2 1,994
CxqGT8 5,305 4,68 4,981 4,33 4,626 4,276 4,695 3,69
CQ29 3,205 3,15 3,288 3,165 3,022 3,316 2,9 2,99
CxqATGY9 5,262 5,322 4,628 4,979 4,875 4,728 4 3,993

Média 5loci 3,42 3,3612 3,2902 3,1984 3,1702 3,2228 2,919 42,90

3.5

3.3

31

2.9

Média da riqueza de alelos

2.7

2.5
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (meses) desde a primeira coleta

Figura 9 - Média da riqueza de alelos JRpara os cincdocus de microssatélites avaliados nos diferentes
momentos de estudo, iniciado a partir do primeiés e coleta.

A meédia do parametro heterozigosidade esperadd @dtre os cincoloci de
microssatélites apresentou uma leve evidéncia a@#inde no decorrer do programa de
controle vetorial. Foram observadas flutuacdes vadgres de H (tabela 5), intercalando
momentos de decréscimos acentuados (22 e 72 ¢a@etasnomentos de aumentos (32, 62 e 82
coletas). O menor valor dezH0,4032) foi obtido na®7coleta, o qual foi bastante discrepante
em relacdo ao restante dos momentos avaliadosjas exibiram uma estreita amplitude,
com variacées de valores entre 0,4676, haoketa, e 0,5094, na 62 coleta. Apesar do leve
declinio observado para o parametrg ffigura 10), ndo foi constatada uma correlacao

estatisticamente significativa (Pearson; r=-0,3880,342) com o tempo.
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Tabela 5 - Heterozigosidade esperada obtida para ¢aclas de microssatélite e média da heterozigosidade
esperada entre os cinlozi nos diferentes momentos de estudo.
Heterozigosidade esperada (F)

Locus 12 Coleta 2% Coleta 3% Coleta 4*Coleta 5% Coleta 6% Coleta 72 Coleta 8 Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
CxqCTG10 0,04 0,079 0,078 0,04 0,04 0,04 0 0,129

CxqCAG101 0,432 0,369 0,439 0,435 0,408 0,478 0,267 0,286
CxqGT8 0,722 0,686 0,683 0,652 0,669 0,666 0,444 593,
CQ29 0,511 0,464 0,527 0,561 0,555 0,588 0,583 30,59
CxqATG9 0,78 0,74 0,758 0,78 0,78 0,775 0,722 0,755
Média 5loci 0,497 0,4676 0,497 0,4936 0,4904 0,5094 0,4032 7124
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Figura 10 - Média da heterozigosidade esperadg @htida para os cindoci de microssatélites avaliados nos
diferentes momentos de estudo, iniciado a partpridoeiro més de coleta.

A diferenciagdo genética temporal, obtida pelas pavagbes par-a-par através do
indice de kr, foi muito baixa, uma vez que, estas resultaram agrenas seis valores
estatisticamente diferentes (p05). Destes valores, cinco envolveram compasagom a 72
coleta, conforme mostrado na tabela 6. Apés agodes de Bonferroni, entretanto, nenhum
dos valores dedt apresentou diferenca estatisticamente significaafgartir da visualizagao
da arvore, obtida pelo método weighbor-joining foi possivel perceber uma relagdo, embora
imperfeita, entre a diferenciacdo genética e o terama vez que, foi obtido um agrupamento
entre amostras adjacentes no tempo e as maiosrerdifacbes foram referentes as 22 e 72

coletas (figura 11). Também foi possivel observa, @pesar das amostras referentes as duas
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Ultimas coletas estarem agrupadas (maio/ 2005eenbed/ 2006), o nivel de diferenciacéo
relativo & 72 coleta (maio/ 2005) em relacdo asasutoletas de Agua Fria é comparavel ao
das amostras dout group proveniente de Fazenda Nova, as quais foram aclast a
aproximadamente 200 km de Recife (figura 11).

N&o foi observada correlacédo (Mantel; r= 0,190087) entre os indices derfe a
distancia temporal transcorrida entre os diversasnemtos estudados. Tal resultado foi
gerado pela comparacdo entre as matrizes sglecdfrigido (tabela 6) e a do tempo de
separacao entre as coletas (tabela 2). Apesar daocdrréncia de associacdo entre a
diferenciacdo genética e o tempo, a partir da saéle regressao, foi possivel visualizar dois
padrées de tendéncia em destaque relativos as cagdpa envolvendo a 22 e a 72 coleta
(figura 12).

Tabela 6 — Valores de diferenciacdo genéticar(Eorrigido) entre os diversos momentos de colei@g@hal
inferior) e seus respectivos niveis de significar§p) (diagonal superior), obtidos através da edtim total para
os cincoloci de microssatélites.
1°Coleta 2*Coleta 3?Coleta 4% Coleta 5°Coleta 6% Coleta 7°Coleta 8 Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)

1% Coleta (Jun/03) - 0,56607 0,40179  0,81429 0,47857  0,258930,00714 0,10536
2% Coleta (Ago/03) 0,002897 - 0,09107 0,39107 0,04821 0,05536 0,00536 0,09107
3% Coleta (Dez/03) -0,01033  0,002897 - 0,69107 0,88393  0,432140,0125 0,25179
4% Coleta (Abr/04) -0,00733 0,015787 -0,00911 - 0,92143  0,97321 0,07320,57857
5% Coleta (Jun/04) -0,00079 0,019386 -0,01007 -0,01437 - 0,76786 0,01071 0,10000
6% Coleta (Out/04) 0,006039 0,033438 -0,00181 -0,01625 -0,0128 - 0,03929 0,26964
7% Coleta (Mai/05) 0,106231 0,136989 0,0932810,066853 0,060358 0,052531 - 0,19107

8% Coleta (Set/06) 0,007229 0,015451 0,002931 -0,00759 -0,00485 -09010,017161 -
Nota: Os valores em negrito referem-se aqueles estatis¢nte significantes.
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Fazenda Nova (out group)

T2 coleta (Maio/ 2005)

8* coleta (Set/ 2006)

5% coleta (Jun/ 2004)

‘{ 4% coleta (Abr/ 2004)

5% coleta (Out/ 2004)

3% coleta (Dez/ 2003)

1% coleta (Jun/ 2003)

2% coleta (Ago/ 2003)
ool

Figura 11 - Diferencia¢do genética temporal em Agua Friargsgntada por uma arvore que foi construida pelo

método deneighbour-joining baseada nos valores dg.F
Nota: As amostras procedentes do municipio de Fazermwe,Nocalizado aproximadamente a 200 km de

Recife, foram utilizadas conmut group
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Figura 12 - Analise de regressdo entre a diferenciacdo genétédia (Er corrigido), para os cinctoci de
microssatélites, e o tempo de separacao entrdetaxo

Nota: Os pontos em vermelho destacam apenas as cordpanagr-a-par com a 22 coleta, os que estédo era verd
destacam as comparacdes par-a-par com a 72 epnlgdato cinza mostra a comparacao entre a 22 ea@ela e

0S pontos azuis mostram as comparagdes entreedaodstantes.
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Os resultados dos indices de, Feferentes ao total deci de microssatélites,
apontaram para um significativo déficit de hetegots nos 5° (k= 0,103, p= 0,0215) e 6°
(Fis= 0,186, p= 0,0003) momentos de coletas, vistoaguealores significantes desForam
positivos em ambas as coletas (tabela 7). O défeciheterozigotos pode ser causado pela
ocorréncia de endocruzamento, efeito Wahlund oa pristéncia de alelos nulos. Os dois
primeiros efeitos influenciam todo o genoma, aspagie, so os alelos nulos sdo capazes de
afetar apenakcusindividuais. Um alelo nulo é aquele resultantendgacdes ocorridas nas
regides flanqueadoras dpemersde microssatélites, as quais impossibilitam a Hivgtao
deste alelo. Assim, apesar do alelo nulo exidgrnéo é capaz de ser detectado.

Observou-se, no entanto, que as deficiéncias aedzéjotos foram causadas apenas
pelo locus especifico CQ29 (tabela 7). Esta constatacdo sugertanto, que tais déficits
foram obtidos em decorréncias de possiveis alaltssnpertencentes docus CQ29. Tal
problema, entretanto, ndo foi previamente reporemiooutros estudos que utilizaram este
mesmo locus (FONSECA et al.,, 2006; FONSECA; ATKINSON; FLEISCRE 1998;
FONSECA; LAPOINTE; FLEISCHER, 2000). Estes resutacsdo indicativos de que a
populacdo deCx. quinquefasciatusie Agua Fria encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg, ao longo de todo o periodo avaliado, uemque, os déficits de heterozigotos

foram decorrentes de alelos nulos e ndo das aliliespossiveis causas acima mencionadas.

Tabela 7— Valores do coeficiente de endocruzamentg),(Eom seus respectivos niveis de significancia (p)
para cada um dos cintmci de microssatélite nos diferentes momentos de estudo

Coeficiente de endocruzamento (k)

Locus 1% Coleta 2% Coleta 3%Coleta 4% Coleta 5°Coleta 6° Coleta 7% Coleta 8% Coleta
(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
CxqCTG10 -0,01 0,492 -0,032 -0,011 -0,01 -0,011 ND -0,037
p 0,9883 0,0235 0,9428 0,9873 0,99 0,989 ND 0,9653
CxqCAG101 0,028 0,023 -0,093 -0,127 0,117 0,146 120, -0,167
p 0,556 0,5745 0,3623 0,259 0,308 0,1678 0,8413 610,6
CxqGT8 -0,164 -0,166 0,033 -0,19 0,103 0,112 0,1 349
p 0,0288 0,0278 0,389 0,0258 0,1488 0,147 0,4873 0,0583
CQ29 0,241 0,174 0,225 0,2 0,301 0,375 0,314 0,037
p 0,0233 0,0843 0,0338 0,0575 0,0103 0,0018 0,214 0,5283
CxgATG9 0,077 0,055 -0,023 0,031 -0,041 0,14 0,231 -0,06
p 0,1933 0,2785 0,4638 0,3863 0,3588 0,055 0,2345 ,4768
Média 5loci 0,031 0,023 0,032 -0,017 0,103 0,186 0,179 -0,12
p 0,242 0,2855 0,2448 0,4078 0,0215 0,0003 0,0903 0,4763

Nota: ND, resultados ndo disponiveis.
Os valores em negrito referem-se aquesdeisticamente significantes.
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Os resultados das anélises de desequilibrio dgéligmostraram que apenas 4 das 80
comparacdes entre todos os possiveis parexideealizadas considerando cada momento de
estudo separadamente, apresentaram valor signdi¢ax0,05). As comparacdes entre cada
par delocus considerando conjuntamente todo o periodo estydadstraram que ndo houve
desequilibrio de ligacédo entre mxi estudados (p> 0,05) (tabela 8), ou seja, 0s ekt
indicaram que estdsci tém segregacao independente. Os resultados opetls analises de
desequilibrio de ligacdo serviram ainda como sepadicional para desconsiderar o
endocruzamento e o efeito Wahlund como os respeisselo déficit de heterozigotos,
conforme observado pela analise do indice deTanto o endocruzamento como o efeito
Wahlund podem causar desequilibrio de ligacdo detgruma populacéo, pois membros de
populacdes diversas apresentam diferentes prothedb@ls de carregar certas combinagdes de
alelos. Por outro lado, quando o déficit de heigaias é causado por alelos nulos, espera-se
gue haja um equilibrio de ligacdo. Isto se devdadm de que todos os individuos tém a
mesma probabilidade de carregar o alelo nulo egpréanto, a distribuicdo entre os alelos de

diferentedoci ndo é perturbada (WONDJI et al., 2005).

Tabela 8 - Comparacdes entre cada par ldeus para deteccdo de desequilibrio de ligacdo, corside

conjuntamente os cindoci de microssatélites nos 8 momentos estudadosgatdavteste do qui-quadrado.
2

Pares delocus X g.l. p
CTG10 e CAG101 12,318 14 0,581
CTG10e GT8 13,708 14 0,472
CAG101 e GT8 20,179 16 0,212
CTG10 e CQ29 7,005 14 0,935
CAG101 e CQ29 19,302 16 0,253
GT8 e CQ29 19,001 16 0,269
CTG10 e ATG9 15,273 14 0,36
CAG101 e ATG9 17,215 16 0,372
GT8 e ATG9 16,38 16 0,427
CQ29 e ATGY 13,037 16 0,67

Nota: p, nivel de significancia.
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8.2 Estudo com o genegml

A amplificagcdo do fragmento do geregml foi realizada com as mesmas 323
amostras previamente empregadas nas analises dessaiglites. Como resultado, foram
detectados todos os trés possiveis genétipos ndgedp de Agua Fria (figura 13). Ao longo
dos oito momentos estudados, foram observados sper@ individuos homozigotos para o
alelo cqmkec, Oou seja, apenas cinco amostras referiram-se igidods resistentes aB.
sphaericus dentre as quais uma, duas, uma e uma amostrasn f@rovenientes,
respectivamente, das 3%, 52, 62 e 82 coletas. Aigso, foram observados 20 individuos
heterozigotos susceptiveis, portadores do alglokec 0S quais foram pertencentes as 22
(trés amostras), 32 (seis amostras), 42 (quatrcstaasp, 52 (quatro amostras) e 62 (trés

amostras) coletas.

<+—200 pk
200 pt —»

100 pk —» <+—100 pt

Figura 13 - Perfis dos produtos de PCR do geggnl visualizados em gel de agarose 2% e corados com
brometo de etidio.

Nota: Pocos 2 a 4: individuos homozigotos sem deleg@mdipo susceptivel). Pogos 5 a 7: individuos
homozigotos com delecédo (gendtipo resistente). $£8c¢a 10: individuos heterozigotos (gendétipo susee.
Pocos 1 e 11: ladder 100 pb (New England Bidlabs

Apos a identificagdo dos gendtipos, foram calcidads frequéncias dos alelos de
resisténciadqgmXkeg) e de susceptibilidadeqm na populacdo déulex quinquefasciatude
Agua Fria, a qual esteve exposta ao tratamento RosphaericusA frequéncia do alelo

cqgmZXkec flutuou sem apresentar um padrdo evidente dutadteo periodo avaliado (tabela



CARTAXO, M. F. S. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GERIETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 69

9). Em decorréncia do amplo intervalo de confiamigiido para as frequiéncias deste alelo, &
possivel concluir, entretanto, que ndo houve umdamga estatisticamente significativa na

frequéncia do alelogmXkec durante todo o periodo avaliado (figura 14).

Tabela 9 —Frequéncias alélicas, numero de alelos e hetarsidigde esperada obtidos para o gegqral nos
diferentes momentos de estudo.

Momentos Frequéncia do alelo  Frequéncia do alelo

Heterozigosidade

de estudo cgmlgec cgml N Ma esperada (H)
12 Coleta (Jun/03) 0 1 50 1 0
22 Coleta (Ago/03) 0,03 0,97 50 2 0,059
32 Coleta (Dez/03) 0,08 0,92 50 2 0,149
42 Coleta (Abr/04) 0,041 0,959 49 2 0,079
52 Coleta (Jun/04) 0,08 0,92 50 2 0,149
62 Coleta (Out/04) 0,051 0,949 49 2 0,098
72 Coleta (Mai/05) 0 1 10 1 0
82 Coleta (Set/06) 0,067 0,933 15 2 0,133

Total 0,046 0,954 323 2 -

Nota: N, tamanho amostral,mimero de alelos péwcus

0.25

o
()

0.15

Jun/2003 Ago/2003 Dez/2003 Abr/2004 Jun/2004 Out/2004 Maio/2005 Set/2006

FreqUénciado alelo cqmlgec

Meses de coletas

Figura 14 —Variac@o temporal na freqiiéncia do alelo de rexi@&€qmkec
Nota: As barras de erros séo referentes a um intedeatmnfianca de 95%.

A heterozigosidade esperada g[Hrelativa ao genecgml também apresentou

flutuacbes sem um padrao claro no decorrer do anogrde controle, cuja faixa de valores
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variou entre 0 (12 e 72 coletas) e 0,149 (32 e détas). Valores discrepantes de
heterozigosidade esperada foram percebidos na B2 eoletas, quando seus valores
praticamente dobraram em relacdo aos momentos ataetnte anteriores, e na 72 coleta,
guando a heterozigosidade esperada voltou a s&racariforme ocorrido no inicio do estudo
(tabela 9). O parametro heterozigosidade esperaia apresentou uma correlacao
estatisticamente significativa (Pearson; r= 0,33#80,554) com tempo transcorrido desde o

inicio das coletas (figura 15).

0.16
0.14
0.12

0.1 V'S
0.08
0.06 &

0.04

Heterozigosidade esperada

0.02

0 & \ 4
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (meses) apos o inicio das coletas

Figura 15 - Heterozigosidade esperada obtida para gemel avaliada nos diferentes momentos de estudo,
iniciados a partir do primeiro més de coleta.

As comparacgfes par-a-par realizadas pelo indicEsgleesultaram em apenas dois
valores estatisticamente diferentes (1€5), todos eles envolvendo comparagdes com a 12
coleta, o que mostra que a diferenciacdo genétiopdral foi muito baixa (tabela 10). Apos
as correcbes de Bonferroni, entretanto, nenhumvdémes de Er apresentou diferenca
estatisticamente significante. Nao foi observada@acéo significativa (Mantel; r= -0,068,
p= 0,502) entre os indices derfpara o genegmle a distancia temporal transcorrida entre
0os momentos estudados (figura 16). Tal resultadogévado pela comparacdo entre as

matrizes de §rcorrigido (tabela 10) e a do tempo de separacde astcoletas (tabela 2).
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Tabela 10 -Valores de diferenciacdo genética(Eorrigido) entre os diversos momentos de cole&g@hal
esquerda abaixo) e seus respectivos niveis defisigriia (p) (diagonal direita acima), obtidos aé= da
analise do genegml

12 Coleta 22Coleta 3*Coleta 42Coleta 5°Coleta 6% Coleta 72Coleta 82 Coleta

(Jun/03) (Ago/03) (Dez/03) (Abr/04) (Jun/04) (Out/04) (Mai/05) (Set/06)
12 Coleta (Jun/03) - 0,25714 0,0125 0,06429 0,04286 0,06071 ND 0,24821
2% Coleta (Ago/03) 0,021018 - 0,27857 0,70179 0,26964 0,58036 0,6553®,66964
3% Coleta (Dez/03) 0,074446 0,014061 - 0,37321 ND 0,63214 0,26429 1
42 Coleta (Abr/04) 0,033097 -0,00881 0,002371 - 0,40893 1 0,6 0,70714
5% Coleta (Jun/04) 0,071652 0,011832 -0,01587 0,000339 - 0,625 0,41607 1
6% Coleta (Out/04) 0,040046 -0,00738 -0,00685 -0,01218 -0,00879 - 0,55 1
72 Coleta (Mai/05) 0 -0,01208 0,016922 -0,00449 0,007728 -0,01098 - 1
8% Coleta (Set/06) 0,099453 -0,01332 -0,03401 -0,0239  -0,03987  -0,036%50,03196 -
Nota: ND, resultados ndo disponiveis.
Os valores em negrito referem-se aqguesdestisticamente significantes.
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Figura 16 - Andlise de regresséo entre a diferenciacdo gen@iir corrigido) e o tempo de separagéo entre as
coletas para o gergm1

Nota: Os pontos vermelhos destacam apenas as companaaBaspar com a 12 coleta e 0s pontos azuis
mostram as comparagdes entre as coletas restantes.
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8.3 Comparacéao entre os microssatélites e o gergenl

Os resultados da comparagéo entre as matrizessdeoFigido dos cincdoci de
microssatélites e do gemgmlsob interferéncia da matriz do tempo de separagie as
coletas, realizada através do teste parcial de é¥jamiostraram que ndo houve associacao
(teste parcial de Mantel; r=-0,05 , p= 0,06) entraarcador neutro e o marcador sob pressao
de selegdo. Estes resultados indicam que a sefiecalelocgmiec ndo esta direcionando a

perda de diversidade do marcador neutro, visuaiatidhves dos microssatélites.
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9 DISCUSSAO

O presente trabalho forneceu evidéncias de queogramna de controle vetorial
realizado em Agua Fria causou uma perda de disasidgienética na populacéo Galex
guinquefasciatysdurante os anos de 2003 e 2006, entretantorexhigdo na diversidade foi
gradual e ndo dramética. Apenas uma sutil estigdorgenética temporal foi observada na
populacdo de Agua Fria, ou seja, ndo foi observado aumento significativo na
diferenciacdo genética durante todo o periodo adaliAlém disso, ndo houve evidéncia de
que a utilizacdo ddacillus sphaericusem Agua Fria estivesse selecionando o alelo de
resisténciacqgmkec Uma vez que, ndo se observou uma tendéncia tampar sua
freqiéncia. Desta maneira, 0 conjunto de resultadhs®rvados permite concluir que os
mesmos sao consistentes com um substancial impaosado pelo programa de controle
sobre a populacéo vetora de Agua Fria.

Atividades voltadas para o combate de mosquitsr®s, que podem incluir medidas
de controle fisico, quimico e/ou biolégico, quarmem sucedidas, ocasionam reducdes na
densidade populacional destes insetos. Regis €1985, 2000) demonstraram com clareza
este fato ao avaliarem populacdes@e quinquefasciatysas quais estiveram sujeitas as
mesmas acdes de controle que vém sendo atualnmaptegadas no combate a populagéo
vetora de Agua Fria. Os impactos sobre a densigagelacional podem resultar em
alteracbes na composicao genética de uma popul@a@Bmudancas podem ser percebidas
pela perda de diversidade e aumento da diferercg@dética de genes neutros. Um exemplo
do fato mencionado acima foi mostrado por Hubealet(2002), em um estudo sobre a
variacado genética temporal de populacoedeldes aegyptio Vietnd. Através da andlise de
isoenzimas e microssatélites, eles demonstraranmdguaate as estacdes chuvosas, quando
foram registradas altas densidades de mosquito®)étma se observou uma reducdo de
diferenciacdo genética, ao passo que, nas estagdisssecas, foram registradas grandes
depressdes nestas populagdes, associadas a umadmeéiferenciacdo genética (HUBER et
al., 2002).

Diante do que foi previamente exposto, teria sidssfvel detectar, a partir dos
resultados obtidos para o marcador neutro, umacédmos valores dos parametros de
diversidade genética e um aumento de diferenciaggmpulacdo d€x. quinquefasciatugde
Agua Fria ao longo do programa. No que diz respaitanalise de microssatélites, foi

observado, entre 2003 e 2006, um declinio gradgalfisativo nos valores do parametro



CARTAXO, M. F. S. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GERIETICA DE UMA POPULAGAO DECulex quinquefasciatus 74

riqueza de alelos @ o0 qual apresentou também uma correlacdo egtatstnte
significativa com o tempo (Pearson; r= -0,930, p8008). Os valores do parametro de
heterozigosidade esperadag(Hhpresentaram um declinio sutil, entretanto, nduvé uma
correlagcdo temporal significativa (Pearson; r=88,3p= 0,342) para este parametro. Tais
resultados foram possivelmente decorrentes do itmpeausado pelo programa sobre a
diversidade genética da populacéo de Agua Fria.

A diferenciacdo genética temporal do marcador pewbtida pelo indice dr, foi
muito baixa, apresentando apenas seis valoressastahente diferentes. No entanto, a partir
da visualizacéo da arvore derfoi possivel perceber uma relacdo, embora imparfentre a
diferenciacdo genética e o tempo, uma vez quepliido um agrupamento entre amostras
adjacentes no tempo. As amostras mais diferencifidlamm aquelas referentes as 22 e 72
coletas. Este resultado indica que, possivelmen®, momento foi 0 mais impactado pelas
acOes do programa. Além disso, a grande diferefxcigenética observada no 7° momento,
comparavel com as amostras de Fazenda Nova, cue fwletadas a aproximadamente 200
km de Recife, sugere que esta coleta tenha sitieendiada pelo pequeno tamanho amostral
avaliado. Apesar destas constatacées ndo foi admereorrelacdo (Mantel; r= 0,190, p=
0,187) estatisticamente significativa entre osdeslide Er e a distancia temporal transcorrida
entre os momentos avaliados.

De acordo com Cornuet; Luikart (1996), quando upfaufacao é submetida a eventos
causadores de afunilamento, o niumero de aleloscipalmente os raros, decresce mais
rapidamente do que as frequiéncias alélicas. Cocacnlo da B é baseado no numero de
alelos e os de He kst sé@o baseados nas frequéncias alélicas, espeuva-s& intervencdes no
ambito do programa de controle em Agua Fria proeagunicialmente, uma diminuic&o nos
valores de Rpara, em seguida, aumentarem os gieeFdepois reduzirem os valores de H
De fato, no presente trabalho, @ i 0 Unico parametro que apresentou uma assa@ciaca
temporal evidente estatisticamente. O paramegrod® chegou a apresentar uma correlacéo
com o tempo e o indicesf demonstrou apenas uma estruturacdo sutil. O donjde
resultados obtidos pelo marcador de microssat&ligeere que esteja ocorrendo um impacto
sobre a diversidade genética da populaca@@xdejuinquefasciatuao longo do tempo, porém
tal impacto ainda ndo é drastico, uma vez que, réatepdde ser percebido com evidéncia
atraveés dos parametros de éiFst.

Os resultados obtidos através do estudo de midédigss possibilitaram também se
fazer inferéncias sobre a ocorréncia de possiwasites de migracdo em determinados

momentos ao longo do programa de controle. Por pier intervalo entre a 22 e 32 coleta é
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sugestivo de ter sido influenciado pelo fendmenanitgracdo, uma vez que, apos ter sido
precedido por uma reducéo da jpara um valor de 0,4676 na 22 coletagattbiu para 0,497
na 32 coleta, recuperando o mesmo valor que tiohainio do estudo. Também houve um
crescimento de dois alelos raros na 22 coletaquaatio alelos raros na 32 coleta. Do total de
alelos raros encontrados na 32 coleta, trés delasfobservados em momentos subsequentes
sugerindo que os mesmos podem ter sido incorporadaspulacdo de Agua Fria. Outro
intervalo que sugere o evento de migracdo é o teroppreendido entre a 52 e a 62 coleta. O
parametro R apresentou uma queda constante e gradual desdiio do estudo, com
excecao da 62 coleta, quando se observou um auswgiiatingindo um valor de 3,2228. O
resultado obtido pelo parametrg tdmbém sugeriu o0 mesmo fato, uma vez que, o seu val
subiu de 0,4904 na 52 coleta para 0,5094 na 6&cakingindo o maior valor degHle todo o
periodo avaliado.

De acordo com as situacgfes supracitadas, a migrfacamnsiderada como uma
provavel causa para o aumento de diversidade gargi marcador microssatélite em alguns
momentos do estudo, que estavam sendo antecedidasducdo de diversidade genética.
Tais resultados sugerem a ocorréncia de quebreesadm de controle do programa vetorial e
apontam a necessidade de se expandir as acoesgtarpa para outras areas na cidade de
Recife. Diversos trabalhos utilizando marcadoreteoutares neutros ja relataram o papel da
migracdo sobre a estruturacdo genética de popuslagéediferentes espécies de insetos
vetores (HUBER et al., 2002; KENT; MHARAKURWA; NORR 2007; RONGNOPARUT
et al., 1999). Um estudo, realizado com uma popolafricana deAnopheles arabiensis
submetida a um programa de controle baseado naegmpe mosquiteiros impregnados com
inseticida quimico, também apontou a imigracdo cancausa para o aparecimento de alelos
raros quase um ano apdés o programa alcancar unetwebde 100% das residéncias
(WONDJI et al., 2005).

Eventos de migracdo compreendem o fluxo de indoddentre areas adjacentes a
regido de estudo. Além disso, outra questao impiara relatada é a existéncia de reflgios,
que sado criadouros reais e potenciais, existerdedrea de intervencdo, os quais ndo sao
tratados pelas acdes dos programas. O papel daga®fé crucial para limitar o éxito das
atividades de controle vetorial, conforme mostrado Regis et al. (2000), ao realizar um
estudo com uma populacdo @x. quinquefasciatysem Jardim Brasil (Olinda), também
submetida a a¢Oes de controle com o us®&.dgphaericusNaquela populagao, as reducgdes
mais significativas observadas nos indices de nitmsgforam alcancadas apenas quando o

numero de criadouros registrados e tratados foliadgy de aproximadamente 150 para 325,
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apos um recadastramento, que duplicou a area @etaecbtratada com o agente biologico de
controle. Outra situacdo abordada neste mesmohmba o papel de uma lagoa existente
em Jardim Brasil (Olinda) que, devido a falta desiggmentos, ndo pbde ser tratada
adequadamente comBy sphaericusservindo como area de reflgio para o desenvohtine
dos ovos deCx. quinquefasciatusNas areas proximas a lagoa, foram observadasadiaes
sem reducdes significativas no nimero de mosquaild$asso que, nas estacdes de captura
mais distantes da lagoa, ocorreu um decréscim@tbde 45 mosquitos/quarto/noite para
um valor de apenas 10 mosquitos/quarto/noite no aeésoleta subsequente, chegando a
atingir nos ultimos momentos de tratamento valorEsiores a cinco mosquitos/quarto/noite
(REGIS et al., 2000).

Paralelamente aos efeitos causados pela diminumeadensidade populacional, o
emprego de inseticidas quimicos e biologicos tamBéoapaz de promover a selecdo de
individuos portadores de genes e/ou alelos envadvidbm mecanismos de resisténcia, em
resposta as perturbacdes sofridas. Com o passampm, € possivel que ocorram alteracdes
na composicao genética das populacdes, refereosegemes sujeitos a pressao de selecéo.
Tais mudangas podem resultar no aumento das fregidénle alelos de resisténcia e,
consequentemente, da diversidade genética, assmo,cno aumento da diferenciacéo
genética. Chalegre et al. (2009), por exemplo, minaam altas freqiéncias do alelo
cqgmkec envolvido com a resisténcia aB. sphaericus em populagbes deCx.
guinquefasciatusao comparar areas tratadas e nao tratadas cormagéaite bioldgico.
Lenormand et al. (1999) também reportaram aumerdedreqiéncias de alelos envolvidos
com mecanismo de resisténcia a inseticidas quindocante a exposicao de populacbes de
Cx. pipiensa organofosforados (OPSs).

De acordo com o exposto acima, seria esperado tacona populacdo de€x.
quinquefasciatusle Agua Fria, um aumento na freqiiéncia do algiokec e na diversidade
genetica, representada pelo parametro de hetesidigie esperada, bem como o aumento da
diferenciacdo genética, mensurada pelo marcadametidn & pressdo de selecdo (gene
cgml. A partir dos resultados, observou-se que a &ega do alelo de resisténcdgmkec
flutuou sem apresentar um padréo evidente, entogtaeus valores ndo foram considerados
como estatisticamente diferentes, ou seja, coselyjue, em decorréncia do amplo intervalo
de confianca obtido, a freqliéncia do aletpnkec foi constante ao longo dos trés anos
avaliados. Assim, ndo foi detectada evidéncia de qualelocgmkec estivesse sendo
selecionado na populagdo de Agua Fria, uma veznguese observou tendéncia temporal na

frequéncia deste alelo. E importante salientaraamuee o valor de zero, referente a freqiiéncia
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do alelocgmXkec obtido na 72 coleta, foi devido ao tamanho amabatraliado, uma vez que,
Chalegre et al. (2009) detectaram, anteriormenteg freqiéncia de 0,053, ao avaliar 325
amostras, provenientes da mesma area e coletadaesmo més (maio/2005). Também nao
foram observadas tendéncias temporais relativapaa@dmetro heterozigosidade esperada
(Pearson; r= 0,248, p= 0,554) e a diferenciacaetgen(Mantel; r= -0,068, p= 0,502) para o
marcadoicgml

Chalegre et al. (2009) demonstraram, através désesmapor bioensaios, que a
populacdo de Agua Fria continua susceptiveBasphaericusuma vez que, os niveis de
susceptibilidade foram similares entre uma col&uaceptivel de laboratério (CqSF) e a
populacdo de Agua Fria sob controle co. sphaericusOs resultados do presente trabalho
também apontam para esta direcdo, uma vez queaioses valores da frequéncia do alelo
cqmkec foram devidos principalmente aos 20 individuosettatigotos susceptiveis (a
heranca deste alelo é recessiva). Apesar diss@mnitaramento da frequiéncia deste alelo &
importante, uma vez que, ele pode estar na faseolageja, naquele periodo em que o
crescimento é muito lento, praticamente impercepticvausado principalmente pelos
individuos heterozigotos que sdo portadores deaspama copia do alelo de resisténcia
cqmkec Assim, a resisténcia na populacdo de Agua Frardeser alcancada apenas quando
a frequéncia do alelogmZXkec atingir um crescimento exponencial, ao superaraafase lag,
causado principalmente pelo surgimento de um nusgiciente de individuos homozigotos
resistentes, portadores de duas copias do alelst#énciagmkec

Uma importante questao, que ja foi relatada enratites estudos, no que diz respeito
a genes envolvidos com mecanismos de resisténaiacérréncia de eventos de migracdo. A
migragcdo exerce um importante papel capaz de amaaca¢cdes de controle vetorial nos
casos em que o0s imigrantes sejam portadores des ganealelos capazes de conferir
resisténcia aos mosquitos contra os inseticidas.oBwo lado, a introducédo de individuos
susceptiveis pode prevenir ou retardar o desemaehtio de resisténcia. Possiveis problemas
relacionados a introducéo de genes envolvidos ceamsmos de resisténcia a inseticidas
quimicos foram relatados por Lenormand et al. (J9Bs focaram seu estudo na descricédo
dos papéis antagdnicos da migracdo e da selec@lyiglos na dinamica local del@ci de
resisténcia a inseticidas quimicdsé¢ e Esten, em populacbes déx. pipienstratadas e nao
tratadas com OPs no sul da Franca. Os resultadsisaran que a selecdo proporcionou um
aumento na freqiéncia de alelos de resisténciay@arthado por um custo biolégico, que foi
percebido apos a interrupgdo das agfes de comtrtdal. J4 o fluxo génico teve o efeito de

reduzir as frequéncias dos alelos de resisténciare®s expostas a inseticidas quimicos,
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causando uma homogenizagao nas populacd€g.dapienssujeitas a selecdo, e de aumentar
a frequéncia dos alelos de resisténcia em areadrai@olas (LENORMAND et al., 1999).
Recentemente, Chalegre et al. (2009) reportaraqiiérecias relativas do aletmmkec de
0,0029 em Fazenda Nova e de 0,0061 em PeixinhoBasarreas ndo tratadas cd@n
sphaericussendo a primeira situada a 180 km de Recifeegargla a 3 km de proximidade
de Agua Fria. A migracéo foi apontada como a prelvéxplicacéo para deteccdo de maiores
frequéncias de alelos de resisténcia em Peixinh@smdp comparada as freqiéncias em
Fazenda Nova (CHALEGRE et al., 2009). Estas obgéessugerem que é possivel ocorrer
fluxo génico de individuos portadores de alelossdeceptibilidade de diferentes areas em
Recife para o bairro de Agua Fria. Este fendmerte pportanto, retardar o desenvolvimento
da resisténcia na populacdo, prevenindo o aparatinie individuos homozigotos para o
alelocgmXkec Além da ocorréncia de migracdo a partir de acgasinvizinhas, outro fator
importante é a existéncia de criadouros ndo suboset pressdo de selecdo no interior da
area de intervencdo do programa, uma vez que, sstesm de refagios para os individuos
susceptiveis ao agente de controle empregado.

Atualmente, os indices entomoldgicos, empregadasa patimar densidades das
formas jovens e adultas, sdo amplamente utilizadasvaliacdo da eficacia de programas de
controle de mosquitos vetores. Entretanto, a skidsidle destes métodos pode apresentar
limitacbes em decorréncia das popula¢gbes das dv@spécies de mosquitos vetores serem
muito grandes e r-estrategistas. Desta maneiragded observadas nos valores dos indices
entomologicos podem nao ser capazes de mensurdifeasncas estatisticas entre as
condicbes anteriores, no decorrer e posterioreg@ss de controle utilizadas, uma vez que,
estas populacdes tém o potencial de se recupenagidlemente apds sofrerem impactos
sobre as suas densidades. Estudos com marcadotesula@s podem ser capazes de
fornecer importantes informacfes a respeito darsid@de genética de populacdes de
mosquitos vetores. A manutencéo da diversidadepériante para tais populacdes, uma vez
que, alguns genes podem facilitar adaptacdoes asrmvadicbes ambientais ou a respostas
contra o uso de inseticidas quimicos e biologi€usanto maior for a perda de diversidade,
menor é a chance de sobrevivéncia da populacaegposta as alteracdes no meio em que
vivem. Desta maneira, o0 emprego de estudos comahanes moleculares, como ferramenta
complementar aos indices entomolégicos, pode craba tentativa de se obter informacdes
mais acuradas a respeito dos impactos provocadtus ppegramas de controle vetoriais.

Algumas tentativas j& foram realizadas no intugonensurar o impacto causado por

atividades de combate a insetos vetores de doexicagés de estudos genéticos com
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marcadores neutros. Pinto et al. (2002), por exemyillizaram estudos de microssatélites
para avaliar os possiveis efeitos a longo prazond@ campanha, que empregou o inseticida
quimico DDT, sobre a estrutura genética de popekcde Anopheles gambiaenos
arquipélagos de Principe e de Sdo Tomé, na Affioaam registradas drasticas reducées
sobre as densidades do vetor no interior das resaedurante a borrifacédo intradomicilar de
DDT, entre 1980 e 1982. As amostras empregadastaodaeforam coletadas 16 anos apos o
término das intervengdes de controle, em ambosazeg e estas populacdes apresentaram
altos valores de tamanho efetivo da populacdg é\Nndo foram confirmados efeitos de
gargalos recentes. Os resultados também mostraranesjas populacdes aparentaram estar
em equilibrio a pelo menos 3.316 geracdes, apralamante 276 anos, indicando que elas
estiveram estaveis desde a época da campanhaadeagio até o final do periodo avaliado
naquele estudo. A habilidade em explorar recurstesreos foi apontada como suposicao para
explicar a estabilidade durante a campanha deieagd doAn. gambiaenestes paises
(PINTO et al., 2002). Outro estudo realizado panmtdiet al. (2003), considerando seis
diferentes localidades dentro do arquipélago de ®amé (Africa), corroborou que a
aplicacao do DDT, entre 1980 e 1982, apesar dedezido a densidade populacionalAtn
gambiaeno pais, nao foi suficiente para reduzir o se(PINTO et al., 2003).

Um terceiro trabalho, semelhante ao presente esealizado em Agua Fria, foi
desenvolvido por Wondji et al. (2003). Eles procama avaliar o impacto causado pelo uso
de mosquiteiros tratados com o inseticida piregr@ieltametrina sobre a estrutura genética de
uma populacdo dénopheles arabiensiesm uma vila localizada em Camardes (Africa).
Nenhum dos parametros de diversidade genéticaadeasli(hetreozigosidades esperada e
observada e numero de alelos fomug apresentou diferencas estatisticamente signtsan
antes e apos a utilizacdo dos mosquiteiros impoegn@om o inseticida. Também foi
observado o aparecimento de alelos raros nas amasferentes ao ultimo momento de
estudo (WONDJI et al., 2005), assim como ocorreu agopulacdo dé€x. quinquefasciatus
de Agua Fria. Wondji et al. (2005) relataram qu&smo que o uso do inseticida tenha
provocado uma alta taxa de mortalidade, o tamaahmogulacdo remanescente foi suficiente
para manter a estabilidade dos parametros de \lmi@ae genética desta populagéo.

Além dos exemplos mencionados acima, no que seerafs estudos genéticos com
marcadores neutros, também sdo encontrados esjudaampregam marcadores submetidos
a pressdo de selecdo para avaliar as consequérolascadas pelo uso de inseticidas
guimicos ou bioldgicos. Trabalhos jA mencionaddgrammente, como os realizados por
Lenormand et al. (1999) e Chalegre et al. (200@mprem tal objetivo. Outro exemplo
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interessante foi um estudo realizado por Chevidibal. (1995), que analisou a estrutura e a
dindmica de genes sob pressdo de selecdo, comparsncbm marcadores neutros. A
pesquisa foi feita com populacdes@e. pipiensprovenientes do norte da Espanha e sul da
Franca. Para o estudo avaliou-se a dinamica do §sie; que codificaas esterases
envolvidas com a degradacao ou sequestro de AQRsgeneAce responsavel por codificar
acetilcolinesterases alteradas que perdem a dedesilel ao inseticida quimico. As analises do
marcador neutro foram feitas por perfis eletrofoo& de cincolocus enzimaticos. As
amostras foram coletadas intercalando-se pontokapiam sido expostos ao tratamento com
inseticidas OPs, desde o ano de 1970, com areas tmatadas. Os resultados dos marcadores
neutros apontaram uma homogenizacéo entre estakpoes, provavelmente decorrentes de
um intenso fluxo génico, ao longo de toda a aresstiedo (extensao de 850 km). Ja no que se
refere aos marcadores sob presséo de selecdoymbser uma grande heterogeneidade,
alguns alelos apresentaram-se amplamente disp@sograficamente enquanto outros
estiveram restritos ou com altas freqiiéncias apeaasareas tratadas com OPs. A vasta
distribuicdo de certos alelos envolvidos com mexraos de resisténcia aos inseticidas
guimicos esta correlacionada com o controle de uitmsgem larga escala, que seleciona tais
alelos, e com o fendbmeno de migracdo. Quando ounoatas taxas de migracdo, alelos de
resisténcia sao importados para areas nao trataalasos de susceptibilidade sdo exportados
as areas tratadas. Tal processo resulta em umsdeaccéde susceptibilidade em ambientes
nao expostos aos inseticidas quimicos, a menossfas alelos de resisténcia tenham um
custo, ou seja, se eles forem capazes de redfinressda populacdo (CHEVILLON et al.,
1995).

A cidade de Recife apresenta condi¢cbes soécio-amalisemastante favoraveis a
reproducao e a expansao de populagbes de mosdquitosanizacdo de Recife gerou espacos
intra-urbanos extremamente contrastantes, interdalafavelas com luxuosos edificios
situados muitas vezes no mesmo bairro da cidadéavetas, formadas por aglomerados de
casas mal construidas, geralmente em regifes agaesprovidas de servigco de saneamento
oferecem as condi¢cdes adequadas a proliferacasp#gaieCx. quinquefasciatusAliados a
esta desorganizacao social, encontram-se os condites ambientais. A cidade de Recife é
cortada por rios e canais e boa parte de seudtasrd constituido por aterros de mangue, o
gue deixa esta cidade sujeita a alagamentos per®dALBUQUERQUE, 1993). Altas
temperaturas e umidade durante todo o ano tambéonefzem a reproducéo desta espécie
vetora. O regime pluviométrico, que consiste empamodo constante de densa intensidade

de chuvas entre marco e agosto, seguido por uragdestaracterizada por chuvas esparsas,
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também contribui para a situacdo (REGIS et al.51.9® associacéo de todas estas condi¢cdes
dificulta a eliminacédo dos criadouros distribuidmslongo da cidade bem como favorece a
estabilidade das popula¢des @g. quinquefasciatug permitem manutencdo de um fluxo
génico entre diferentes areas de Recife.

Estudos realizados com populacdeLaequinquefasciatugrovenientes de diferentes
bairros de Recife, sujeitos ou ndo a acdes de demvetorial, ja foram capazes de mostrar
como tais populacdes estdo bem adaptadas as cemdigdio-ambientais desta cidade, o que
permite a manutencao de elevadas densidades deiitngséor exemplo, Silva et al. (1994),
através de um estudo com sistemas aloenzimaticospararam amostras de 5 diferentes
bairros em Recife e mostraram que a diferenciagaétga (k1) entre as populacdes @.
quinquefasciatusia cidade nado € significativa. Os canais, prifgipate durante a estacdo
chuvosa, e 0os meios de transportes foram apontmine possiveis facilitadores para a
dispersdo de ovos e mosquitos adultos, respectivemeao longo da cidade de Recife
(SILVA et al., 1994). Ao estudar uma populacadCe quinquefasciatuso bairro do Coque
(Recife), Regis et al. (1995) registraram valonmesee120 e 60 mosquitos/quarto/noite, o que
reflete as condi¢cdes ambientais existentes na Apgs. o0 inicio das a¢des para controle fisico
e biolégico (uso dd. sphaericusda espéci€x. quinquefasciatuso Coque, a densidade
populacional sO6 veio a reduzir drasticamente, paralores proximos a 20
mosquitos/quarto/noite, apdés 12 tratamentos. Mesmseim, ainda houve aumentos
moderados neste indice entre o° 27 o 30 tratamentos, com valores proximos a 50
mosquitos/quarto/noite (REGIS et al., 1995). Regial. (2000) realizaram um outro trabalho
com uma populacdo dex. quinquefasciatuambém submetida a acbes de controle com o
uso doB. sphaericusem Jardim Brasil (Olinda). Anteriormente ao usobdatéria, foram
registradas flutuacées na densidade entre aproamaate 20 a 50 mosquitos/quarto/noite.
No inicio do tratamento com o agente entomopatagéioi observado um valor de quase 40
mosquitos/quarto/noite com reducédo da densidadeddios que chegou a alcancar valores
minimos inferiores a 10 mosquitos/quarto/noite aklisnos momentos de estudo. Conforme
descrito no inicio da discusséo, outro ponto ingrag do referido trabalho foi mostrar como
0 éxito das atividades de controle vetorial podemimitados em consequéncia da cobertura
da area tratada nao ser suficiente para eliminariadouros da espédigx. quinquefasciatys
possibilitando a existéncia de refugios para pasterseus ovos (REGIS et al., 2000).

A densidade populacional do mosqui@x. quinguefasciatu® um componente
determinante na eficiéncia de transmissdo dadsarie deve ser avaliada com cuidado em

programas de erradicacdo desta doenca, uma vemagigede 15.000 picadas por fémeas do
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vetor infectadas s&8o necessarias para estabelecafeecdo em um novo paciente
(HAIRSTON; MEILLON, 1968). Isto sugere que em areasn alta infestacao vetorial, a
interrupcdo da transmissdo da doenca serda muite dificil. Portanto, a quantificacdo
estimada da densidade populacional do vetor deafaourada € essencial no ambito de
programas de controle da filariose.

Os indices anuais de densidade de adultos, obssrvadpartir dos mosquitos
coletados nas estacdes de captura que foram dhetate zona de avaliagdo em Agua Fria,
apresentaram um decréscimo ao longo do programrampo nivel de magnitude deste
decréscimo ainda é desconhecido. No ano anterigniai@ do programa (2002), o indice
anual de densidade de adultos foi de 11,51 mosdgitarto/noite. Este numero foi reduzido
para 8,43 mosquitos/quarto/noite em 2003, anoahtid programa, e chegou a atingir um
valor de minimo de 2,48 mosquitos/quarto/noite mo @ 2007. O indice anual de densidade
de mosquitos/quarto/noite apresentou ainda valdeed,87, 3,84 e 8,88, respectivamente,
para os anos de 2004, 2005 e 2006 (MELO-SANTOS,&007). De acordo com o conjunto
de resultados obtidos no presente trabalho, obsesoque a diversidade genética da
populacdo d€x. quinquefasciatude Agua Fria apresentou uma queda gradual sigtiific
para o parametroqRiurante os trés anos do estudo e que as acOesr@iadoram suficientes
para causar uma estruturacéo evidente na popudagauestdo. Além disso, ndo houve um
aumento significativo na frequéncia do alelo destéasciacqmkec Assim, conclui-se que,
apesar das reducgfes nas densidade de adultosjessrex; ambito do programa de controle
vetorial ainda ndo foram suficientes para causiug@es drasticas na composi¢cao genética da
populacdo deCx. quinquefasciatu®m Agua Fria. Os resultados deste trabalho também
apontam para a necessidade de se continuar o marnénto da frequéncia do alelgmiec
nesta populacdo, uma vez que o mesmo pode esparioalo lag. Ser4 necessario um tempo
de estudo maior como esforco para mensurar os togawais drasticos causados pelas

medidas de controle vetorial no ambito do Progrden@ontrole da Filariose em Recife.
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10 CONCLUSOES

a) As acles do programa de controle vetorial causarandeclinio gradual significativo na
diversidade genética, observado através do pardnrejueza de alelos R e uma
estruturacao sutil, através do indice de difer@dciagenética @), na populacdo d€ulex
quinquefasciatusde Agua Fria, 0os quais sd0 consistentes com o cimpeausado pelo
programa de controle sobre a populacao vetora;

b) A exposicdo da populacio @x. quinquefasciatude Agua Fria adacillus sphaericus
induziu uma flutuacdo, sem diferenca estatisticaensignificativa, nos valores da frequéncia
do alelocgmXkec devida principalmente aos individuos heterozigatasceptiveis, o que
sugere que o status de susceptibilidade continoes, wez que a heranca deste alelo é
recessiva, entretanto, o seu monitoramento € impterpois tal alelo pode estar na fase lag

esperada para alelos recessivos;

c) Aumentos nos valores dos parametros de diversigetética, detectados em alguns
momentos avaliados, sugerem que pode estar havenxadogénico na populacdo de Agua
Fria, através de eventos de migracdo de areamveirinhas e/ou a partir de refagios nao
tratados, o que aponta para ocorréncia de quebpesado de controle, além de sugerir a

necessidade de se expandir 0 programa para outEsde Recife;

d) Os resultados sugerem que as abordagens com m@&@Tadwleculares sdo mais
adequadas para avaliar os efeitos em longo prapoodgamas de controle vetorial, uma vez
gue, durante os trés anos avaliados, nem todoarémptros de diversidade genética foram
drasticamente impactadosgE Fsy) para o0 marcador microssatélites e aumento néérezg

do alelocgmZXecfoi devido principalmente aos individuos heteromig susceptiveis.
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Apéndice A —Parecer do Comité de Etica

Titulo do Projeto: Avaliagdo da diversidade genética de uma populacdo de
Culex quinquefasciatus proveniente de area sob intervencéo para controie
vetorial

Pesquisador responsavel: Marina Falcéo de Souza Cartaxo

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentagdo ao CEP: 17/06/2008
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Registro no CAAE: 0045.0.095.000-08

PARECER N° 036/2008

O Comité avaliou e considera que o Projeto em questdo n&o envolve
procedimentos relacionados as exigéncias de conduta ética envolvendo seres
humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, Resolucdo CNS 196/96 e

complementares.
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