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RESUMO

O Aedes aegypti, vetor da dengue e febre amarela, € um inseto cosmopolita, que necessita de
constante monitoramento de suas populacdes. Atualmente, técnicas de georreferenciamento e
andlise genética de populacBes sao ferramentas importantes para os sistemas de vigilancia
epidemiolégica, controle do vetor e diminuicdo da incidéncia da dengue. Assim, este trabalho teve
como objetivo comparar os padrdes de distribuicdo espacial e variacbes genéticas entre 24
populagGes de A. aegypti coletadas na mesorregido do Agreste Paraibano. Os municipios de coleta
foram Alagoa Grande, Alagoa Nova, Campina Grande, Esperanca, Lagoa Seca e Serra Redonda. Os
ovos dos mosquitos foram coletados utilizando-se armadilhas para coleta de ovos, a partir de bairros
com altos indices de infestacdo do vetor — ponto A - e em bairros equidistantes a 500 m, 1.000 m e
1.500 m de distancia do ponto A, constituindo os pontos B, C e D, respectivamente. Os ovos
coletados foram levados ao laboratério para criagcdo do mosquito, identificacdo e determinacdo do
indice de Infestacdo para Armadilha de Oviposi¢éo (IAO). Coordenadas geograficas para cada ponto
de coleta foram obtidas e montada uma matriz de distadncias geograficas com o numero dos
quarteirbes, o total de residéncias e/ou estabelecimentos positivos ou ndo. As andlises de
eletroforese foram realizadas no Laboratério de Entomologia do Nucleo de Bioecologia e Sistematica
de Insetos, da Universidade Estadual de Paraiba (UEPB). Nesse estudo foi observado que o IAO foi
elevado, acima de 20%. A maior incidéncia do vetor foi constatada para o bairro Catolé, ponto C do
municipio de Esperanga, com IAO de 90%. A atividade esterasica foi visualizada através dos
substratos a e B-naftil acetato, possibilitando a visualizagdo de seis regides de a e [-esterase,
denominadas EST-1 a EST-6. A maior variabilidade genética foi observada para as amostras de
A.aegypti do ponto D dos municipios de Serra Redonda e Alagoa Grande, pois correspondem as
localidades com maior proporcdo de locos polimérficos, 66,67% e 50% respectivamente. Foi
constatado um altissimo indice para Armadilha de Oviposicdo dentro dos municipios, bem como

diferencas alélicas entre essas populagoes.

Palavras-Chave: Mosquito da dengue, distribuicdo espacial, esterase, diversidade populacional.



ABSTRACT

The Aedesaegypti, vector of dengue and yellow fever is a cosmopolitan insect that needs monitoring
finds their populations. Currently, georeferencing techniques and genetic analysis of populations are
important tools for epidemiological surveillance systems, vector control and decrease the incidence of
dengue. Thus, this study aimed to compare the spatial distribution and genetic variation among 24
populations of A. aegypti collected in the middle region of the Paraiba’s Agreste. The municipalities
were collecting Alagoa Grande, Alagoa Nova, Campina Grande, Esperanca, LagoaSeca and Serra
Redonda, the eggs of mosquitoes were collected using trap to collect eggs, from neighborhoods with
high rates of infestation of the vector - point A - and neighborhoods equidistant 500 meters, 1000
meters and 1500 meters from the point A, representing the points B, C and D, respectively. The eggs
were taken to the laboratory for breeding places for mosquitoes, identification and determination of the
Index to Infestation Oviposition Trap (IOT). Geographical coordinates of each sampling point were
obtained, mounted on a geographical distance matrix with the number of blocks, the total number of
homes and/or establishments positive or not. The electrophoresis analyzes were performed at the
Laboratory of Entomology in Core Bioecology and Insect Systematics at the UniversidadeEstadual da
Paraiba (UEPB). In this study it was observed that the IOT was raised above 20%. The increasing
incidence of vector was found for the neighborhood Catolé, point C of the City of Esperanca with 10T
90%. The esterase activity was visualized using the substrate a and B-naphthyl acetate, enabling
visualization of six regions of a and (3-esterase called EST-1 to EST-6. The greatest genetic variability
was observed for samples of A. aegypti from the point D of the municipalities of Serra Redonda and
Alagoa Grande, they correspond to places with a higher proportion of polymorphic loci, 66.67% and
50% respectively. It has been found to trap a high index Oviposition within municipalities as well as

allelic differences between these populations.

Keywords: Dengue mosquito, spatial distribution, esterase, population diversity.
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1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera: Culicidae) € um inseto cosmopolita, e
devido a sua alta antropofilia e seu comportamento sinantropico é atualmente o
mosquito que apresenta a maior dispersdo em é&reas urbanas no mundo. Sua
importancia médica estd na capacidade vetorial dos quatro sorotipos do virus da
dengue e do virus amarilico (SILVA et al., 2004). Em funcédo da inexisténcia de
vacinas, o controle desse mosquito € a unica forma de prevencdo dessas
arboviroses.

A amostragem e subsequente controle do A. aegypti € realizado através de
um sistema pontual (FORATTINI, 2002), ignorando que o0s problemas com sua
populacao se desenvolvam ao longo do tempo e do espaco.

Para se obter sucesso no manejo e controle do vetor, é essencial que se
conheca a maneira como suas populagdes se distribuem, pois o esforco amostral e
de controle deve se concentrar nos locais onde estédo distribuidos os insetos e nas
épocas propicias a ocorréncia de surtos populacionais (BARCELLOS et al., 2005).

Informacdes sobre a distribuicAo espacial e georreferenciamento de
populacdes de A. aegypti servem como orientacdo para o desenvolvimento e a
implantacdo das acdes de controle, pois ajudam na descoberta de pontos
vulneraveis do inseto, que podem servir para o0 direcionamento das acdes de
controle (BARBOSA E LOURENCO, 2010), e com isso diminuir os gastos e custos
ambientais decorrentes do uso de técnicas inadequadas.

O controle das populacdes do A. aegypti ocorre prioritariamente por meio de
métodos quimicos. Porém, ndo é incomum a ocorréncia de epidemias de dengue
mesmo apos a aplicacdo de inseticidas, quando h& baixa densidade das populacdes
do vetor. A razdo desse fendbmeno pode ser devido a sua eficiéncia reprodutiva, sua
frequéncia na atividade hematofagica, aos niveis de viremia exigidos na transmissao
do virus, além da variabilidade genética de cada populagdo do vetor (MARCAL-
JUNIOR E SANTOS, 2004).

A caracterizacdo da variabilidade genética presente nas popula¢gdes naturais
€ uma ferramenta de grande utilidade para os programas de controle, pois a
detecgdo de populagdes de vetores geneticamente distintas dentro de uma regiao
pode ter importantes implicagbes na saude publica uma vez que podem estar
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associadas as variagcbes comportamentais, ecoldgicas, estado fisiolégico e
caracteres epidemioldgicos expressos pelo vetor.

A caracterizacdo da biodiversidade molecular, através de marcadores
genéticos, tem demonstrado grande potencialidade para estudos de genética de
populacdes, biologia evolutiva e taxonomia, permitindo a caracterizacdo da
variabilidade e plasticidade genética das populac6es naturais (OOSTERHOUT et al.,
2004). O conhecimento da base molecular dessa flexibilidade genética e os
consequentes mecanismos que garantem a sua diversidade, associado ao
conhecimento da estrutura genética das popula¢cdes de mosquitos, podem contribuir
substancialmente para o desenvolvimento de métodos de controle mais eficazes,
pois fornecem informacdes Uteis sobre o polimorfismo e os padrdes de disperséao
dos genes e dos vetores.

Atualmente, existem varias técnicas disponiveis para detectar polimorfismos
de DNA, das quais podemos destacar: DNA mitocondrial (DNA mt), Polimorfismo do
DNA Amplificado Randomicamente (RAPD), Isoenzimas, Polimorfismo do
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), genes de RNA ribossomal
(RNAr), sequenciamento e Microssatélite. Entre as vantagens apresentadas por
estes marcadores moleculares, se destacam a necessidade de pequena quantidade
de material biolégico, facilidade de realizacdo e automacdo em grande escala
(MITCHELL-OLDS, 1995). Portanto, os marcadores moleculares constituem uma
ferramenta eficiente nos estudos de biologia populacional e quando associado aos
estudos de distribuicdo espacial e biologia do desenvolvimento, fornecem
informagdes fundamentais para a definicdo de estratégias de controle de insetos

vetores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Obter informacgfes sobre a distribuicdo espacial e variabilidade genética de

populacdes de Aedes aegypti coletadas em municipios da Paraiba.

2.2 Objetivos especificos:

|- Caracterizar a distribuicdo espacial de populacdes de A. aegypti;

lI- Avaliar a expressdo do gene de esterase em populacbes de A. aegypti
atraves da eletroforese de Isoenzimas;

Ill- Quantificar a variabilidade genética do gene de esterase nas populacdes
A. aegypti, verificando a presenca de variantes eletroforéticas e estimando indices

de heterozigosidade e polimorfismo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aedes aegypti

Proveniente da Africa, e atualmente distribuido em quase todo o mundo, o
Aedes aegypti € um inseto de grande importancia epidemiologica por ser o principal
vetor dos quatro sorotipos do virus da dengue e da febre amarela urbana (LIMA
JUNIOR, 2007).

Devido principalmente a criadouros artificiais produzidos pelo homem, esse
culicideo, em seu processo evolutivo, passou a viver préximo a habitacdes
humanas, desenvolvendo um comportamento estritamente sinantropico e
antropofilico, tornando-se o0 mosquito mais associado ao ser humano (NATAL,
2002). Essa sinantropia € tdo intensa que o controle da dengue torna-se um grande
desafio, pois além de analisar a relagdo inseto-homem, é necessario estudar as
variaveis do ambiente a que o inseto pertence (BESERRA et al., 2010).

A fémea do A. aegypti realiza a hematofagia na maioria das vezes no
intradomicilio, sendo dificilmente percebida. Quando essa € interrompida antes de
estar totalmente ingurgitada cessa o0 processo, podendo voltar ao mesmo
hospedeiro ou a outro. O resultando dessa variacdo de hospedeiros, é a
disseminacéao do virus a varios deles, o que lhe confere relevante papel como vetor
das arboviroses (BARATA et al., 2001).

De acordo com Donalisio e Glasser (2002), a alta transmissdo da dengue
pode estar relacionada com a maior longevidade do vetor adulto, em condi¢des de
temperatura e umidade da estacdo chuvosa, e ndo de sua densidade. Essa
sobrevida possibilita a probabilidade de as fémeas infectadas completarem o
periodo de replicacéo do virus, tornando-se infectantes.

Entre os fatores que influenciam a transmisséo da dengue estédo as condi¢cdes
climaticas, a domiciliagdo, a dispersdo dos vetores e a resisténcia a inseticidas
(DONALISIO E GLASSER, 2002; GOMES et al., 2005).
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3.2 Padrdes de distribuicdo do Aedes aegypti

O A. aegypti € um mosquito com distribui¢o tropical e subtropical, localizada
entre os paralelos de 45° de latitude norte e 40° de latitude sul. Essa distribuicao,
que se encontra em quase todo o globo terrestre, é decorrente por parte da atividade
humana (FORATTINI, 2002), devido ao rapido crescimento e urbanizacdo das
populacbes, sem infra-estrutura basica de saneamento (REBELO et al., 1999).

Nas regides que sofreram com a invasdo desse culicideo, a presenca do
mosquito assume o aspecto pontilhado, ou seja, com focos delimitados, entre os
quais podem se intercalar regides aonde ele esta ausente. Porém, essa auséncia
poderd ser considerada como temporaria, pois sempre existird o potencial de se
instalarem populacdes desse vetor (FORATTINI, 2002).

Atualmente, o A. aegypti pode ser encontrado em todos os estados do Brasil,
e 0 numero de municipios brasileiros nos quais tem sido assinalada a sua presenca
tem aumentado rapidamente nos Ultimos anos. As pesquisas que visam a andlise da
distribuicdo espacial de insetos vetores, cujo objetivo € o monitoramento e controle,
vém se ampliando nos ultimos anos (BARATA et al., 2001; REBELO et al., 1999;
SANTOS E CARVALHO, 2000).

Vérios sao os fatores envolvidos nos modelos de distribuicbes do A. aegypti,
sendo desde fatores ambientais, tais como o clima, no qual incluem as precipitacées
pluviométricas e, principalmente, a temperatura, até fatores sociais, como a
densidade demogréfica e os niveis socioecondémicos (GLASSER E GOMES, 2002).

Donalisio e Glasser (2002) apontam ser fundamental o desenvolvimento de
atividades de vigilancia entomolégica para o dimensionamento do impacto das
medidas de controle e a orientacdo de ajustes nas ac¢des prescritas pelos programas
de controle de vetores e epidemias. Nesse sentido, técnicas voltadas para a coleta e
o tratamento de informacfes espaciais para um objetivo especifico, pode ser
considerado muito Util na satde publica (ARAUJO et al., 2008).

Barbosa e Lourengo (2010), ao utilizar técnicas de analise espacial em
analise da distribuicdo espaco-temporal da dengue e da infestacdo larvaria no
municipio de Tupa (SP), propiciando a visualizacdo de areas e aglomerados de
recipientes com larvas, indicando que técnicas de geoprocessamento podem
contribuir para agdes de controle.
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Honorio et al. (2009) também analisaram a variagdo sazonal e espacial de
larvas de A. aegypti, e verificaram o padréo de distribuicdo do A. aegypti e do A.
albopictus, gerando mapas que apontaram os locais que indicam a abundancia de
densidade larvaria.

Em estudo realizado em Sao José do Rio Preto (SP), Ferreira e Chiaravalloti
Neto (2007) calcularam a infestacdo de area urbana por A. aegypti e associaram
com 0s niveis socioecondmicos do municipio. Os dados dessa analise foram
geocodificados, gerando mapas, o que melhor lhes conferiu um agrupamento por

setores e a visualizagdo das concentracdes dos indices de infestacéo.

3.3 Variabilidade genética em populacdes de insetos

O A. aegypti por ser um inseto ubiquista, suas popula¢des nos mais diferentes
ambientes passam por processos distintos, os quais podem resultar em
organizacdes genéticas diferenciadas. Esse culicideo, por sua vez, tem sido objeto
de frequentes pesquisas no campo da genética (FORATTINI, 2002), pois
populacbes resistentes a um determinado produto quimico podem surgir como
resultado de fatores genéticos, bioldgicos e operacionais (CARVALHO et al., 2004).

Apbs a terceira epidemia de dengue, em Santiago de Cuba, no ano de 1997,
Bisset et al. (2005), coletaram e observaram diferentes populagbes de A. aegypti
desse municipio, cujas cepas ndo apresentavam diferencas significativas entre as
caracteristicas morfologicas, e diferiam na resisténcia a inseticidas. Analises
genéticas dessas populacdes revelaram que existia um polimorfismo genético entre
as mesmas, o que poderia ter implicacdes para a ecologia e epidemiologia do vetor,
influenciando no seu comportamento e fisiologia.

A heterozigose entre os insetos indica possiveis dificuldades na execucédo de
acOes de controle. Nesse sentido, em acbOes de controle epidemiolégico, é
importante conhecer a estrutura genética e 0S mecanismos que resultam na
diversidade das populacdes (HIRAGI et al., 2009). Esse conhecimento pode auxiliar
no estabelecimento do perfil genético dos insetos e na identificacdo de marcadores
que aponte para populacdes resistentes ou potencialmente vetores de doencas
(QUEIROZ, 2004).

No Brasil, pais que a cada ano sofre com epidemias de dengue, varias
pesquisas sobre a estrutura genética do A. aegypti também tem sido aplicada.
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Paduan et al. (2006), verificaram um alto nivel de polimorfismo e diferenciacao
genética, em onze localidades dentro de seis estados brasileiros. Costa-Ribeiro
(2006) detectou elevada diferenciacdo genética aos niveis intra e interpopulacionais,
de populacdes de A. aegypti em vérios estados do Brasil. Gomes Junior (2005)
encontrou variacdes nos valores de heterozigosidade e polimorfismo em populacdes
de A. aegypti dentro do municipio de Recife, Pernambuco.

A analise da variabilidade genética ndo se restringe apenas a insetos vetores.
Vérios trabalhos avaliam essa variabilidade em insetos pragas, a fim de subsidiar
formas de controle mais eficazes. (BARRETO E QUINDERE, 2000; MONNERAT et
al., 2004; SILVA et al., 2009).

3.4 Utilizacdo de marcadores moleculares para analise genética de

populacdes de insetos

Marcadores moleculares sao caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdadas geneticamente. Com o objetivo de fornecerem
dados que possibilitem determinar a estrutura e variabilidade genética de
populacdes, diversas técnicas sao utilizadas, como o Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos de Restricdo (RFLP), andlise de isoenzimas, Polimorfismo do DNA
amplificado aleatoriamente (RAPD) e sequenciamento de DNA. Essas técnicas, ou
tipo de marcadores moleculares, diferem em termos de sensibilidade, custo,
facilidade de uso, tempo de execucdo e quantidade de DNA necessario
(HODGKINSON et al., 2002).

Rampelotti (2008) diz que o uso de marcadores moleculares tem possibilitado
descobertas nas diferentes éareas da biologia, através da caracterizagdo e
identificacdo de populacdes, racas e/ou espeécies cripticas. O autor relata que
estudos moleculares permitem entender a movimentacdo de bidtipos ou gendtipos
dos insetos, sua estratégia e sucesso reprodutivo bem como o padrao de dispersao
geografica.

Pesquisas com espécimes de populacdbes de campo geograficamente
dispersos séo cruciais para 0 reconhecimento de grupos de organismos
geneticamente distintos ou dentro de espécies cripticas vetores de doencas. O
entendimento de estratégias adequadas e eficazes programas de controle estdo
dependentes dos resultados dessas analises (HODGKINSON et al., 2002). Assim, o
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uso de marcadores nos fornece a base de dados para a analise da genética de
populacoes.

Paduan e Ribolla (2008), realizaram um estudo em 12 populagbes de A.
aegypti a partir de cinco Estados brasileiros, e verificaram que a andlise de variancia
molecular mostrou diferencas significativas na estrutura genética entre colecdes
dentro dos grupos. Andlises genéticas mostraram uma concordancia entre as
distancias geograficas e, principalmente, em relacdo a populacbes do Norte e
Nordeste, em comparacdo com as do Sudeste.

Em um estudo preliminar de genética de populacfes de A. aegypti no México,
Ravel et al. (2001) utilizaram microssatélites e Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos Amplificados (AFLP) para analisar a diversidade genética de
populacdes desse inseto de diferentes bairros de duas cidades. Embora os
microssatélites utilizados mostrassem um polimorfismo limitado, eles permitiram a
discriminagdo dos mosquitos entre o Norte e o Sul de um distrito. E na andlise pelos
marcadores AFLP foi possivel observar a agregacao de individuos da mesma cidade
e do mesmo bairro.

Como jA mencionado acima, com a intencdo de aprimorar as formas de
controle dos insetos, os marcadores moleculares estdo sendo bastantes aplicados
em pesquisas com insetos praga, a exemplo de recentes trabalhos que tém
demonstrado a existéncia de bidtipos de insetos associados a plantas hospedeiras.
Busato et al (2004) utilizaram marcadores AFLP e identificaram bibtipos de
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ocorrendo em lavouras
de milho e arroz. Sosa-Gdémez et al (2004) caracterizaram populacdes de Euschistus
heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), por meio de marcadores RAPD, e
demonstraram que as populagdes estudadas diferem entre si e sdo geograficamente

isoladas.

3.5 Eletroforese de isoenzimas na analise de expressdo génica de

populacdes de insetos

Nos ultimos anos, varias pesquisas envolvendo genética de populagcdes tém
sido realizadas com A. aegypti. Os primeiros estudos realizados para avaliar a

variabilidade nesses mosquitos foram baseados em técnicas de eletroforese em gel
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de amido e poliacrilamida (LIMA JUNIOR, 2007), técnica ja conhecida desde 1930 e
que foi difundida em 1950-1960.

A eletroforese é uma técnica usada para separar e purificar macromoléculas,
como por exemplo, proteinas e acidos nucléicos, que variam em tamanho, carga ou
conformacdo. Ela consiste na movimentacdo de moléculas submetidas a campo
elétrico, em que as proteinas sdo separadas por cargas e peso molecular. E
relativamente simples, rapida e de alto valor informativo (ALFENAS et al., 1991). Os
géis mais usados nesse método sdo o gel de agarose, que € um polissacarideo
extraido das algas, atéxico com baixo poder de resolucéo, e alto grau de separagéo
dos fragmentos; e o gel de poliacrilamida, que é um polimero de acrilamida, téxico e
que ao contrario do gel de agarose, tem um menor grau de separacdo, e um alto
poder de resolucao.

Isoenzimas, por sua vez, sdo as diferentes formas bioquimicas de uma
enzima, com afinidade para um mesmo substrato, as quais podem ser identificadas
por migracdo e coloracdo em gel (PINTO et al.,, 2001). Elas constituem uma
importante fonte de marcadores genéticos, que podem ser empregadas em varios
programas experimentais tedricos e praticos. Apresentam, também, algumas
vantagens, tais como permitir a analise de varios locos simultaneamente; os alelos
de cada loco sdo codominates, permitindo a identificacdo de heterozigotos; medir a
variabilidade a um nivel mais préximo do DNA do que outras caracteristicas
fenotipicas, pois constituem um produto direto da acdo génica; determinar a
diversidade genética dentro e entre populacdes naturais e sua vulnerabilidade
(ALFENAS et al., 1991).

Desta forma, as isoenzimas tém sido utilizadas no estudo de dispersédo de
espécies, na analise de filogenias, no melhoramento de plantas, na identificacdo de
variedades e na selecéo indireta de caracteres.

Na pesquisa de Ribeiro (2006), que teve como objetivo avaliar a estrutura
genética de A. aegypti em carater espaco-temporal, foram utilizados trés
marcadores: isoenzimas, microssatélites e DNA mitocondrial. Os resultados
baseados nos marcadores de isoenzimas e microssatélites evidenciaram baixo fluxo
génico entre as populagcbes de A. aegypti, em escalas microrregional e
macrorregional. O uso de marcadores isoenzimaticos também foi importante na

caracterizacdo e diferenciacdo genética entre as duas subespécies: A. aegypti
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formosus e A. aegypti aegypti (POWEL E TABACHNICK, 1980; WALLIS E
TABACHNICK, 1983; WALLIS E TABACHNICK, 1990).

Augustin et al. (1999) utilizaram eletroforese em gel de poliacrilamida para
andlises de esterase em formigas de col6nias de Acromyrmex heyeri, com o objetivo
de desenvolver um meio seguro de identificacdo de espécies do género
Acromyrmex. Cantagalli et al. (2010), utilizando o mesmo método, analisaram a
estrutura genética de populacdes de Atta capiguara (Hymenoptera: Formicidae) de
12 ninhos coletados em Tapejara no estado do Parana.

Com o objetivo de verificar a variabilidade genética em uma populagdo do
bicho-mineiro com base nos fenétipos isoenzimaticos de a-esterase, nas fases de
desenvolvimento do inseto, Bueno et al. (2003), submeteram as lagartas, crisalidas e
adultos deste inseto a eletroforese em gel de poliacrilamida, onde os dados foram
analisados conforme os polipeptidios formados para as aloenzimas e os fenétipos
foram comparados por estudos filogenéticos entre e dentro de cada fase do inseto.
Assim, dentre algumas das conclusdes, Bueno e colaboradores observaram que
existe uma grande variabilidade genética entre e dentro de cada ciclo de vida do

Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae).
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4 METODOLOGIA

4.1 Distribui¢&o espacial e georeferenciamento de populagdes de Aedes

aegypti

A pesquisa foi conduzida estudando-se populacbes de A. aegypti coletadas
em seis municipios localizados na mesorregido do Agreste Paraibano: 1- Campina
Grande; 2- Esperanca; 3- Lagoa Seca; 4- Alagoa Nova; 5- Alagoa Grande e 6- Serra
Redonda (FIGURA 1)

MUNICIPIOS ONDE FORAM COLETADAS AS AMOSTRAS DO AEDES AEGYPTI

- o - - - -~ = -

LEGENDA A PTTL I  B. . L
ICON
1 Campina Grande 4 Alagoa Grande M::::i:zocz::;mzw
2 Lagoa Seca 5 Alagoa Nova PARALELO DE REFERENCIA-071§'
3 Serra Redonda 6 Esperanca DATUM: SAD 69

Fonte:IBGE

Figura 1: Municipios do Estado da Paraiba em que foram coletadas as amostras de Aedes

aegypti, 2009.
4.1.1 Coleta de Aedes aegypti
As coletas de populacbes de A. aegypti foram realizadas no periodo de 01 de

fevereiro a 03 de abril de 2009, a partir de bairros com altos indices de infestacdo do
vetor de acordo com a Secretaria de Saude de cada municipio — ponto A - e em
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bairros equidistantes localizados a 500m, 1.000m e 1.500m de distancia do ponto A,
constituindo os pontos B, C e D, respectivamente.

Nas areas definidas como pontos A, B, C e D, foram instaladas 30 armadilhas
para coleta de ovos, distribuidas no intra e peridomicilio das residéncias escolhidas
ao acaso (FIGURA 2). As armadilhas foram recolhidas a cada quatro dias apos a
instalagdo. O material coletado foi acondicionado em caixas térmicas de isopor e
trazido para o laboratério para a quantificacdo dos ovos.

As palhetas, contendo os ovos, foram colocadas em bandejas plasticas,
contendo agua destilada. Algumas amostras de larvas (L;) eram montadas em
laminas sob microscopio e para a confirmacao da espécie com a utilizacdo da chave

dicotdbmica contida em Forattini (2002).

Figura 2: Armadilhas para coleta de ovos do A. aegypti, instaladas no intra (A) e

peridomicilio (B).

4.2 Bioensaio de Laboratorio

Os testes eletroforéticos e as criagfes das populagbes de A. aegypti foram
conduzidos no Laboratdrio de Entomologia do Nucleo de Bioecologia e Sistematica

de Insetos da Universidade Estadual de Paraiba (UEPB), em salas climatizadas a
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temperatura de + 26°C e fotofase de + 12 horas (FIGURA 3). A metodologia de
criacdo de A. aegypti seguiu aquela definida em Beserra et al. (2006, 2007) e

Beserra e Castro-Junior (2008).

Figura 3: Sala de criagdo do Laboratério de Entomologia do Nucleo de
Bioecologia e Sistemética de Insetos do Departamento de Biologia/UEPB.

4.2.1 Anélise do gene de esterase através de eletroforese de Isoenzimas

Das vinte e quatro amostras de populacbes de A. aegypti coletadas na
mesorregido do Agreste Paraibano, apenas vinte foram submetidas a eletroforese de
isoenzimas. Por falta de ecloséo das larvas ndo foram possiveis essas analises para
as populacdes do ponto B de Lagoa Seca, do ponto D de Campina Grande e dos
pontos B e D de Esperanca.

As larvas da primeira geracdo de laboratério (F;) de cada populacdo de A.
aegypti (n= 36) foram homogeneizadas em 50 pl de tampéao de extragdo Tris-Hcl 0,5
M, pH 6,8 sob resfriamento, e posteriormente, centrifugadas a 10.000 rpm por 10
min/ 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para microtubos de 2.0 ml com
auxilio de uma pipeta de precisdo e adicionou-se 3uL de azul de bromofenol.
Posteriormente, armazenados em freezer até o0 momento das analises

eletroforéticas.
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Os geéis de poliacrilamida 7,5% em tampéo Tris-glicina pH 8,9 foram
preparados adicionando 9,0 ml de acrilamida, 350 uL de persulfato de aménia, 35 uL
de Temede, 3,5 ml tampdao tris — glicina, 22,5 ml de 4gua destilada. O tampéo de
corrida tris-glicina, pH 8.9 (10x), para o sistema enzimatico examinado, foi feito com
63,2 g de Tris Base; 39,9 g de glicina, adicionando-se aproximadamente 900 ml de
agua destilada, diluindo 1:10 antes do uso.

Foram submetidas a eletroforese nativa em géis vertical de poliacrilamida

7,5% (FIGURA 4), 15uL das amostras armazenadas. A corrida eletroforética foi
conduzida a amperagem 0,70A e voltagem de 170 V / 5h. Posteriormente, o gel foi
submetido a coloracdo histoquimica especifica para o sistema enzimatico Esterase
(EST, EC 3.1.1.1), realizada com 0,015 g de o-naftil acetato, 0,020 g de B-natftil
acetato, 0,050 g de Fast blue RR salt. Os substratos a e o B-naftil acetato foram
diluidos em 2 ml de acetona e 2 ml de agua, e o Fast blue RR salt em 10 ml de
tampao fosfato (C + D), homogeneizou-se a solugdo e completou o volume para 50
ml com tampdao fosfato (C + D). A revelagdo enzimética foi realizada em estufa a
37°C durante 1 hora. O processo de fixacdo foi realizado seguindo a metodologia

descrita por Alfenas et al. (1991).

Figura 4: Eletroforese nativa em géis vertical de poliacrilamida 7,5%.
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4.3 Analise dos dados

Para a confeccdo dos mapas da distribuicdo espacial dos pontos de coleta do
A. aegypti foi utilizada a carta SB-25-Y-C-I como base de escala 1/100.000,
constando os municipios que fazem parte da area de estudo. O material cartografico
esta disponibilizado no portal da AESA (Agéncia Executiva de Gest&o das Aguas do
Estado da Paraiba) e sua modificacéo foi feita a partir de um programa do tipo CAD
(Computer Aided Design).

Para o georreferenciamento dos municipios foi utilizado um GPS Garmin de
navegacao (Sistema de Posicionamento Global), com projecdo UTM e “Datum”
planimétrico SAD 69. As coordenadas dos pontos de coleta do A. aegypti foram
inseridas no mapa ja georreferenciado, para que fosse possivel mostrar sua
distribuicdo real no espaco.

Os numeros de ovos foram tabulados utilizando-se o0 programa
Excel/Windows.

A analise dos zimogramas foi realizada seguindo a nomenclatura descrita por
Tabachnick e Powell (1979), em que locos e alelos foram designados por nimeros.
A avaliagdo quantitativa (densitometria) dos zimogramas ocorreu através da
variacdo na intensidade das bandas observadas nos géis.

As frequéncias alélicas, as taxas de heterozigose e o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg foram calculados através dos programas TFPGA — Tools for
Population Genetic Analysis (MILLER, 1997).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Distribuicédo espacial de populacdes de Aedes aegypti

Os mapas construidos a partir deste estudo mostram a distribuicdo real no
espaco e indicam com precisdo a localizacdo das populacdes de A. aegypti (Figuras
5 a 10), e, com isso, contribuir para a tomada de decisfes que controlem de maneira
efetiva esse vetor na regido de estudo.

As coletas realizadas no municipio de Campina Grande abrangeram o0s
bairros de Centenario (A, B), Sdo José (C) e Santa Rosa (D) (Figura 5), onde foram
recolhidos 449 ovos. Nesse municipio, o ponto B apresentou o maior indice para
armadilha de Oviposicdo (IAO), 37,04%; o menor IAO foi verificado no ponto C,
20,00%.

. DISTRIBUICAQ ESPACIAL DOS PONTOS
> DE COLETA DO AEDES AEGYPTI NA

\ , CIDADE DE CAMPINA GRANDE - PB
. L

INDICE DE INFESTACAO PARA
ARMADILHAS DE OVIPOSICAO (IA0) DO
AEDES AEGYPTI

PONTOA 1AO 3333
PONTOB IAO 37,04
PONTOC IAO 20,00
PONTOD IAO 31,58

Ewrede Serabe Porios de Coleta +

Escala Grifca

Figura 5: Mapa dos locais de coleta no municipio de Campina Grande — PB, 2009.
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Em Esperanca, as coletas abrangeram os bairros do Britador (A), Bela Vista
(B), Catolé (C) e na regido do Sitio Imburana (D) (FIGURA 6), onde foram coletados
2.502 ovos. O IAO foi muito alto para o bairro do Catolé (90%). Esse alto indice pode
ser explicado devido as condicdes precarias de saneamento basico observadas no

local de coleta. Nos demais pontos, o indice variou em 46,43% a 56,66%.

- DISTRIBUICAQ ESPACIAL DOS

W PONTOS DE COLETA DO AEDES

AEGYPTI NA CIDADE DE
ESPERANCA - PB

T
s
wirir

INDICE DE INFESTAGAO PARA ARMADILHAS
DE OVIPOSICAQ (1AQ) DO AEDES AEGYPTI

PONTOA TAO 5666
PONTOR TAO 5132

PONTOC TAD 50,00
PONTOD 1AD 4643

FORTE: PRS0 ALY,

t' LT PR - LR
LEGENDA 1 L | —————

M0 N B
)

i
waw

vrada Etackal —ﬁ— hewa Uitara
PristCie - Escala Grifica

Figura 6: Mapa dos locais de coleta no municipio de Esperanca — PB, 2009.
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As coletas realizadas em Lagoa Seca abrangeram os bairros de Monte Alegre
(A), Centro (B, C) e Novo Horizonte (D) (FIGURA 7), recolhendo-se 1.452 ovos. O
maior IAO nesse municipio foi verificado no ponto C (58,06%). No entanto, todos 0s

demais pontos apresentaram valores proximos a 45% de imdéveis investigados com

a presenca do vetor.

{ DISTRIBUIGAQ ESPACIAL DOS PONTOS DE
COLETADO AEDES AEGYPTI NA CIDADE
DE LAGOA SECA - PB

L
rar

NDICE DE INFESTAAO PARA ARMADILHAS
DE OVIPOSICAO {140) DO AEDES AEGYPTT

PONTOA [AO 30,00
PONTOB TAD 4333
PONTOC 1AQ 5806
PONTOD [AO 4333

e FORTE: PESUISA FRIMARIA

wire

LEGENDA é FRLET FRFES - 67 2

kbl @ Prixatin .|. . A K
EdSord

Figura 7: Mapa dos locais de coleta no municipio de Lagoa Seca — PB, 2009.
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As coletas em Alagoa Nova abrangeram trés areas no Centro da cidade (A, B
e C) e uma no bairro de Nossa Senhora Aparecida (D) (FIGURA 8), com um total de
1.658 ovos coletados. O maior I1AO foi verificado no ponto C (53,33%). Uma grande

quantidade de criadouros do mosquito foi observada nos pontos A, B e C.

o042 | DISTRIBUICAQ ESPACIAL DOS PONTOS DE
354607 | COLETA DO AEDES AEGYPTI NA CIDADE DE
ALAGOANOVA-PB
INDICE DE INFESTACAO PARA ARMADILHAS DE
OVIPOSICAO (1AO) DO AEDES AEGYPTI
e/ oy
KNT0D m%w
PONTOA [AO 5000
PONTOB IAD 4646
PONTOC A0 5333
PONTOD A0 2333
0P 04 02
354607 P
LEGENDA
Estrada Estadual _@_
EstadaSecundéd
Pontos de Coleta +
Jrea Utena

Figura 8: Mapa dos locais de coleta no municipio de Alagoa Nova — PB, 2009.

Em Alagoa Grande, as coletas também foram realizadas em trés areas no

Centro da cidade (A, B e C) e uma no Conjunto Agnaldo Veloso Borges (D)
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(FIGURA 9), com um total de 1.227 ovos coletados. Nesse municipio, o IAO foi igual
ou superior a 60% nos pontos A, B e C. No ponto D observou-se o menor indice,

(42,86%).

ﬂ \ DISTRIBUIGAO ESPACIAL DOS PONTOS
DE COLETA DO AEDES AEGYPTI NA
T e CIDADE DE ALAGOA GRANDE - PB
\ Y ]
% =
[NDICE DE INFESTACAO PARA ARMADILHAS
DEOVIPOSICAQ (1A0) DO AEDES AEGYPTI

A —

\< e
e PONTOA 1AO 6000

D\ RNTOB 140 6466

\ PONTOC 1AO 61,34
/ ¥ PONTOD A0 4286
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Figura 9: Mapa dos locais de coleta no municipio de Alagoa Grande — PB, 2009.

As coletas realizadas no municipio de Serra Redonda abrangeram uma area

no bairro do Mariz Il (A), e as demais no Centro da cidade (B, C e D) (FIGURA 10),
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onde foram recolhidos 2.893 ovos. O IAO foi muito alto nos pontos A, B e C. Nesses
locais foi observada uma grande quantidade de terrenos baldios contendo
“reservatorios artificiais” de agua parada, bem como varias casas com diversos
reservatorios de armazenamento de agua, propiciando lugares favoraveis para a

procriagéo do vetor. O menor IAO foi no ponto D (42,86%).
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Figura 10: Mapa dos locais de coleta no municipio de Serra Redonda — PB, 2009.

O A. aegypti tinha como habitat as florestas, onde realizavam suas posturas

hY

em buracos de arvores e em bromélias. Mas devido a grande quantidade de
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criadouros proporcionados pelo homem, esta espécie tornou-se intimamente urbana
e antropofilica (REBELO, 1999). A distribuicdo desse inseto sofre influéncia de
varios fatores, podendo estar relacionada com as condicbes ambientais e sociais
(DONALISSIO E GLASSER, 2002), o que néo torna a incidéncia desse mosquito um
padrao para as diversas localidades.

Nesta pesquisa, o sistema de informagdo geografica nos possibilitou a
visualizacdo dos dados, nos mostrando com precisdo as areas exatas com
concentracdo do vetor. Araujo (2008) cita que a distribuicdo geografica da dengue
tem sido considerada desigual entre as regides, e dentro das préprias regides, o que
corrobora 0s nossos resultados, uma vez que o indice de armadilha de oviposi¢cdo
mostrou-se diferente entre os municipios e dentro dos municipios (TABELA 1).

Nesse sentido, varios estudos com o intuito de georreferenciar esse culicideo
vém sendo realizados. Barcellos et al. (2005), em busca de modelo de prevencéo
da dengue, utilizam técnicas de georreferenciamento. E analisam as localizacdes
dos casos de dengue e a presenca do A. aegypti em Porto Alegre (RS), os autores
identificaram fatores sécio-ambientais que afetam a presenca de ambos.

Em Sao José do Rio Preto (SP), Costa e Natal (1998) observaram que a
incidéncia da dengue nao apresenta um aspecto homogéneo na cidade. Nesse
caso, o nivel de incidéncia da arbovirose esteve relacionado com determinantes
socioeconbémicos, em que o coeficiente de incidéncia da dengue foi mais elevado em
area com menor nivel socioeconémico. Porém, Barcellos (2005) mostrou que 0s
setores com casos da doenca séo de alta renda.

Alguns trabalhos relacionam e avaliam a disperséo do A. aegypti em relagao
ao clima. Leandro et al. (2010) verificaram que tanto o indice de densidade de ovo,
como o indice de positividade para armadilhas de oviposicdo desse culicideo foi
maior nos meses em que houve um aumento de temperatura e da pluviosidade.
Porém, neste presente estudo esse fator ndo foi levado em consideragdo, uma vez
gue as localidades sdo da mesma regido e que as coletas foram realizadas na

mesma época do ano.
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Tabela 1. Pontos de coleta por Municipios, Coordenadas geogréficas e indice para
Armadilha de Oviposicdo (I1AO).

Powt%gi%igigts)liata Bairros Coordenadas geogréficas IAO
§ A Centenario 8;0501 22528350 33,33
8 B Centenario 8;;01 gf_ggsso 37,04
S D Santa Rosa 8;501 ‘5"'4.41088380 31,58

A Britador 8;0500 éiz.gzso 56,66
o 5
2 B Bela Vista i > 51,52
i Catole 07 01449 S 20,00

D Sitio Imburana 8;;92;‘?3580 46,43
) A Monte Alegre sl oo0 50,00
é B Centro 8;059 2'1-52(2)150 43,33
@© )
E’? c Centro ey e 58,06

D Novo Horizonte 8;059 gi?gglso 43,33
o A Centro el > 60,00
§ B Centro 8259 géS.gé?O 66,66
s Gentro 07" 02 6805 o154
< D Conjunto Agnaldo Veloso 8;;9 2'792%80 42,86
-g A Mariz Il 8;0501‘110482280 72,41
% B Centro 8;0501 i'o_zégoso 73,08
E C Centro 8;;01 4116.06133880 85,71
(% D Centro 8;0501 2.0.7%180 42,86
. A Centro 8;059 431.4.652180 50,00
czgd B Centro 8;;(9 25622 480 46,66
E: C Centro a8 S 53,33
< D Nossa Senhora Aparecida 07°03.644 S 23,33

035° 45. 742 O
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A densidade populacional é outro fator com influéncia na dispersdo do A.
aegypti. No Rio de Janeiro (RJ), Hondrio et al. (2009) verificaram que areas
densamente povoadas eram areas de presenca do A. aegypti. No caso desta
pesquisa, a cidade com menor indice de oviposicdo, Campina Grande, é a de maior
densidade demografica (IBGE, 2010). Porém, os demais municipios apresentaram
em meédia, uma maior densidade nos pontos de coletas e um maior nimero de
pessoas em uma mesma residéncia, como é o caso de Serra Redonda e o ponto C
da cidade de Esperanca. Esse fato gera uma maior quantidade de residuos sélidos
e, consequentemente, um maior nimero de criadouros artificiais. Ha também uma
maior oferta alimentar para hematofagia, uma vez que as fémeas habitualmente
ficam no intradomicilio, proximas a sua fonte alimentar.

O abastecimento de agua também tem sido citado como elemento que
propicia a dispersdo do A. aegypti (CAPRARA et al., 2009; FORATTINI 2002).
Entretanto, nas coletas pode-se observar que ndo € bem a inexisténcia de
abastecimento de 4gua que contribui para a dispersdo do mosquito, mas sim a sua
irregularidade, pois essa caréncia faz com que moradores armazenem agua em
tanques e tambores, sendo esses tipos de depdsitos 0os mais frequentados pelos A.
aegypti. De acordo com Martins et al. (2010), em uma pesquisa realizada em
Fortaleza (CE), observaram a distribuicdo espacial e as caracteristicas dos
criadouros de A. albopictus e A. aegypti.

No presente trabalho foram coletados um total de 10.184 ovos, que foram
encontrados em todos os pontos de todos 0s municipios, ocorrendo de forma
desigual entre eles e dentro deles. As particularidades de cada um irdo influenciar a
ecologia do vetor.

Campina Grande, por apresentar um menor IAO em relacdo as demais
localidades, ndo corre menos risco de epidemias de dengue, pois é a cidade pdélo de
todos esses outros municipios, 0 que potencializa a chance de ocorrerem casos

aléctones.

5.2 Padréao eletroforético do gene de esterase

Um sistema enzimatico, isoenzima esterase, analisado pela técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida, revelou a presenca de seis locos de a e (-
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esterase denominados: Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-5 e Est-6. Os padroes
isoenzimaticos observados em esterase sdo apresentados na figura 11.

Est-6

Est-5
Est-4

| |

Est-3
Est-2
Est-1

|

Figura 11: Frequéncias alélicas observadas em seis locos de esterases em populagbes
naturais de A. aegypti coletados no municipio de Serra Redonda (ponto D) — PB, 2009.

Dois locos apresentaram apenas um alelo (Est-3, Est-6), trés locos
apresentaram dois alelos (Est-1, Est-4, Est-5) e apenas um loco apresentou trés
alelos (Est-2), com predominancia de trés locos em 38% das populacdes, com
intensidade forte, média e fraca observada em varias regides do gel.

Esta heterozigozidade revelada pelo loco Est-2, pode estar desvendando um
processo de selecdo, ou adaptagcdo, de insetos com estas isoenzimas. Porém, isto
s6 pode ser confirmado por meio de estudos experimentais, como por exemplo,
estudos relacionados a resisténcia a inseticidas.

O padrédo dos seis locos avaliados revelou a presenca de 13 alelos (Est-1%,
Est-2!, Est-2%, Est-2%, Est-3', Est-3%, Est-4', Est-4°, Est-5', Est-5% Est-5°, Est-6' e
Est-6%), sendo que o alelo Est-2% foi o Unico presente em todas as populacdes
analisadas, com frequéncias alélicas variando entre 0,083 e 1 (TABELA 2).
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Tabela 2: Frequéncias alélicas observadas em seis locos de esterase em vinte e uma
amostras populacionais de Aedes aegypti.

Populagao/ Frequéncias Alélicas em Esterase
Pontos de Loco 1 Loco 2 Loco 3 Loco 4 Loco 5 Loco 6
Coleta
Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est-
1! 2 22 28 3t 3? 4t 42 5t 52 5 6 62

A 1000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0533 0467 0,000 0,000
Alagoa B 0000 0000 1,000 0,000 0,000 0,000 1000 0,000 0,000 1000 0,000 0611 0,389
Grande C 0000 0000 1,000 0,000 0000 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0000 1,000 0,000
D 1,000 0000 1,000 0000 0,765 0235 0,029 0,000 0000 1000 0,000 0545 0455
A 0000 0000 1,000 0,000 0,000 0000 1000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Alagoa Nova B 0000 0000 1,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0000 0,000 1,000 0,000
C 0000 0000 0889 0111 0,000 0000 0,000 0000 0000 0,000 0,000 1,000 0,000
D 1,000 0000 1,000 0,000 1,000 0000 1,000 0,000 0000 0,868 0,132 0,000 0,000
A 0000 0514 0,00 038 0,000 0000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0682 0318
Serra B 1000 0000 0857 0,143 0,000 0,000 1000 0000 0,000 0452 0548 0,000 0,000
Redonda C 0000 0431 048 0083 0,000 0000 1,000 0000 0000 0,106 0,894 0,000 0,000
D 1,000 0042 0958 0,000 0280 0720 1000 0,000 0000 0596 0404 0611 0,389
) A 0000 0000 0639 0361 0,000 0000 1000 0,000 0094 0578 0,328 0,000 0,000
%”‘gﬁ:j”ea B 0000 0000 1,000 0000 0000 0000 1000 0,000 0000 0500 0500 0,000 0,000
C 0000 0917 0083 0,000 0,000 0000 1,000 0000 0,400 0,167 0,433 0,000 0,000
A 1000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
LagoaSeca C 0,000 0000 1,000 0,000 0000 0000 0167 0833 0000 0243 0757 0,000 0,000
D 1,000 0000 1,000 0,000 0044 0956 1000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Esperanca A 0000 0000 1,000 0,000 0,000 0000 1000 0,000 0000 0,152 0,848 0,000 0,000
C 0000 0194 0806 0000 0000 0000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ROCK 0,000 0,000 1,000 0,000 0000 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

As esterases sao bastante apropriadas para a caracterizacdo da estrutura
populacional, pois sdo enzimas com grande variabilidade entre os insetos e outros
organismos (MARTINS E CONTEL, 2001), inclusive ja foi registrado um numero
variavel de esterases em insetos por meio de eletroforese em géis de poliacrilamida.
Gigliolli (2008), ao estudar besouros da espécie Tribolium castaneum, identificou 19
bandas esterasicas, atribuidas a 11 locos génicos. Guirado e Bicudo (2008), ao
analisar o padréo de esterases em populacdes resistentes e suscetiveis de Aedes
aegypti, observaram 24 bandas associadas a oito locos. Em 10 espécies do grupo
saltans (Diptera: Drosophilidae), 51 bandas esterasicas foram detectadas
(BERNARDO, 2007).

Além da identificacdo das bandas esterasicas e de locos génicos, a analise
de marcadores isoenzimaticos oferece dados importantes a respeito das populacdes
estudadas. Os indices de diversidade genética: proporcéo de locos polimorficos (P)
e heterozigosidade média revelaram diferencas e similaridades entre populagfes de

uma mesma espeécie (TABELA 3).
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Tabela 3: Resumo da variacdo genética observada nas amostras populacionais de Aedes
aegypti.

Total ntensidade dos locos Proporcao de Heterozigosi-

Populacdes de - locos 2.
locos  Fraca| Média | Forte  polimérficos 02d€ Media
AGA 4 1 3 16,67% 0,1244
AGB 4 2 2 16,67% 0,1188
AGC 2 1 1 0,00% 0,0000
AGD 6 3 3 50,00% 0,1521
ANA 3 1 2 0,00% 0,0000
ANB 2 1 1 0,00% 0,0000
ANC 2 1 1 16,67% 0,0988
AND 5 2 2 1 16,67% 0,0459
SRA 3 1 2 33,33% 0,3369
SRB 4 2 2 33,33% 0,1841
SRC 3 1 1 1 33,33% 0,2537
SRD 6 1 5 66,67% 0,2400
CGA 3 1 2 33,33% 0,3369
CGB 3 2 1 16,67% 0,1667
CGC 3 1 2 33,33% 0,2591
LSA 4 1 1 2 0,00% 0,0000
LSC 3 1 2 33,33% 0,2152
LSD 5 1 3 1 16,67% 0,0169
ESPA 3 1 2 16,67% 0,0857
ESPC 2 1 1 16,67% 0,1566
ROCK 1 1 0,00% 0,0000

A maior variabilidade genética foi observada para as amostras de A.aegypti
do ponto D dos municipios de Serra Redonda e Alagoa Grande, pois correspondem
as localidades com maior propor¢do de locos polimorficos, 66,67% e 50%
respectivamente. E entre 0s municipios, a maior variabilidade foi em Serra Redonda.
De acordo com Teixeira et al. (2004), essa variabilidade genética pode estar ligada a
diversidade ambiental.

Ja4 a heterozigosidade média foi maior no ponto A de Serra Redonda e
Campina Grande, 0,3369. Sendo a heterozigosidade média de todas as outras
localidades inferiores a observada por Paiva (2006), que avaliou o polimorfismo do

gene de esterase em dez populagdes de Recife (PE). O autor observou valores de
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heterozigosidade média que variaram de 0,278 a 0,533 em 2004 e, em 2005, de
0,388 a 0,608.

Os padrbes dos locos de esterase detectados na populacdo de Alagoa
Grande (ponto C), Alagoa Nova (pontos A e B) e Lagoa Seca (ponto A) revelaram
monomorfismo em todos o0s locos. A maior parte das populacbes estudadas
apresentou 16,67% de locos polimorficos.

Para analisarmos se as frequéncias génicas e genotipicas permanecem
constantes ao longo das geracfes, foi testado o equilibrio de Hardy-Weinberg para
todas as populacdes separadamente.

Neste estudo, podemos perceber que dez, das vinte populacdes, ndo estao
em equilibrio de Hardy-Weinberg, isto &, elas estdo sofrendo algum tipo de variacéo
na sua composi¢ao genética, que pode ser causada por varios fatores, dentre eles
podemos citar a presenca de migracao, mutacdo, deriva genética ou sele¢édo devido
0 uso inadequado de inseticidas (FRANKHAM, 2008).

Os valores de heterozigosidade observada (Ho) variaram de 0 a 36 (TABELA
4).
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Tabela 4: Estimativa de diversidade genética em populacfes de Aedes aegypti coletadas na

mesorregido do agreste paraibano.

Populacdes N Loco A Ho He x? GL Probabilidade
2 22 28 28,444 0,563 1 ns
ANC 36 23 8 7,111
33 0 0,444
5 22 25 25,596 0,791 1 ns
AND 34 23 9 7,809
33 0 0,596
22 2 8,533
AGA 30 5 23 28 14,933 22,969 1 P < 0,001
33 0 6,533
11 8 10,083
AGB 27 6 12 17 12,833 2,846 1 ns
22 2 4,083
11 20 19,882
3 12 12 12,235 0,013 1 ns
22 2 1,882
11 1 0,029
AGD 34 4 12 0 1,941 34,000 1 P < 0,001
22 33 32,029
11 3 9,818
6 12 30 16,364 22,917 1 P < 0,001
22 0 6,818
11 6 1,000
4 12 0 10,000 36,000 1 P < 0,001
22 30 25,000
LsC 36 22 0 2,064
5 23 17 12,871 3,601 1 ns
33 18 20,064
11 0 0,066
LSD 34 3 12 3 2,868 0,072 1 ns
22 31 31,066
11 9 9,257
12 2 3,600
22 0 0,350
2 13 | 16 | 1388 | % 3 ns
SRA 35 23 5 2,700
33 3 5,207
6 11 13 15,341
12 19 14,318 3,528 1 ns
22 1 3,341
2 22 25 25,714
23 10 8,571 0,972 1 ns
SRB 36 33 0 0,714
5 22 4 6,323
23 20 15,355 2,837 1 ns
33 7 9,323
2 11 0 6,674
12 26 15,069
22 4 8,507
SRC 36 13 5 2583 20,760 3 P < 0,001
23 1 2,917
33 0 0,250
22 0 0,371
SRC 36 5 3 7 5.258 0,465 1 ns
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33 26 26,371
11 1 0,063
2 12 1 2,875 15,312 1 P <0,001
22 34 33,063
3 11 0 1,960
12 14 10,080 3,781 1 ns
22 11 12,960
SRD 3 5 22 7 9,240
23 17 12,519 3,331 1 ns
33 2 4,240
6 11 9 13,444
12 26 17,111 9,715 1 P<0,01
22 1 5,444
22 10 14,694
36 2 23 26 16,611 11,505 1 P <0,001
33 0 4,694
12 6 3,469
22 10 10,695
36 5 13 0 1,969 4,951 3 ns
23 11 12,141
33 5 3,445
22 0 9,000
CGB 36 5 23 36 18,000 36,000 1 P <0,001
33 0 9,000
2 11 15 15,125
12 3 2,750 0,149 1 ns
22 0 0,125
5 11 0 2,400
CGC 18 12 2 2,000
22 0 0,417
13 10 5,200 10,385 3 P <0,05
23 3 2,167
33 0 2,817
22 0 0,758
ESPA 33 5 23 10 8,485 1,052 1 ns
33 23 23,758
11 0 1,361
ESPC 36 2 12 14 11,278 2,098 1 ns
22 22 23,361

Legenda: N — nimero de larvas analisadas; A — alelos; Ho — heterozigosidade observada;
He — heterozigosidade esperada; y? — qui-quadrado; GL: grau de liberdade; Ns: no

significativo.

Os niveis de diferenciacdo genética das populacbes (Fs) foram calculados

aos pares com base na frequéncia e variaram de 0 a 1 (TABELA 5), os quais estéo

bem acima dos valores descritos por Paiva (2006) nos anos de 2004 (Fs; = 0,0385) e

2005 (Fst = 0,0405). Quando o valor de Fs € igual a um, a populacdo esta

estruturada e provavelmente ndo ocorre fluxo génico. Nesta pesquisa, poucas

populacdes apresentaram niveis de diferenciacdo préximos a um, isto quer dizer que

na maioria dos casos a populacdo ndo esta estruturada.
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Tabela 5: Niveis de diferenciacdo genética (Fs) das populacdes de Aedes aegypti. P:
populacgéao.
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Uma matriz binaria para presenca (1) ou auséncia (2) de locos foi gerada a
partir dos dados. A partir desta matriz foi possivel construir um dendograma (Figura
12) para estimar a divergéncia para as populagdes estudadas.
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Figura 12: Dendograma revelando a andlise de agrupamento entre populacdes de A. aegypti
provenientes da Paraiba, baseado na presenca e auséncia de locos de esterases, pelo
método UPGMA.

No dendograma pode-se observar cinco grupos distintos. A populacdo de
Alagoa Grande e Lagoa Seca sdo as Unicas que possuem um ponto de coleta em
que todos os locos foram monomorficos. A porcentagem de locos polimorficos
também foi semelhante, 20% e 16%, respectivamente.

A populagéo de Serra Redonda ficou isolada por ter a maior quantidade de
locos polimorficos, 41%. Sua proximidade com o grupo das populagdes 1 e 5, deve-
se ao fato de que as populacbes de Serra Redonda e Alagoa Grande serem as
Gnicas que possuem em um ponto de coleta seis locos: Est-1, Est-2, Est-3, Est-4,
Est-5, Est-6.

Alagoa Nova formou um terceiro grupo e é a unica que possui dois locos
monomaorficos. Ja as populacdes de Campina Grande e Esperanca sédo semelhantes
devido a presenca da mesma sequéncia dos locos Est-2, Est-4 e Est-5. Apenas o
ponto C de Esperanca ndo possui esse ultimo loco.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram diferentes frequéncias do
gene esterase nas populacdes de A. aegypti, que de acordo com Siquieroli (2004) as
diferencas de atividade nos locos de esterase podem resultar de diferengas de
altitude, longitude, bem como nos métodos de controle quimico. Esse fato sugere
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gue um estudo mais aprofundado do polimorfismo do gene esterase pode auxiliar na
caracterizacdo de populacdes do estado da Paraiba consideradas resistentes e

susceptiveis.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Ha um alto indice de distribuicdo na atividade do Aedes aegypti dentro dos
seis municipios estudados.

A técnica de isoenzimas em gel de poliacrilamida pode ser utilizada para
detectar diferentes frequéncias dos alelos de esterase em A. aegypti.

As diferencas alélicas podem estar relacionadas com fatores ambientais ou

ao uso de inseticidas.
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