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1 INTRODUCAO

Os culicideos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera e familia Culicidae,
conhecidos como mosquitos ou pernilongos. Até o momento foram descritas
aproximadamente 3.610 espécies, sendo que a regido Neotropical detém 31% destas
(HARBACH, 2007; RUEDA, 2008; RAFAEL, 2012). No Brasil ja foram registradas cerca de
470 espécies e os biomas mais estudados sdo a Amazonia e a Mata Atlantica (GUEDES,

2012).

Estes insetos sempre foram considerados impertinentes devido ao incomodo causado
pelas suas picadas, porém, somente a partir do século XIX tiveram inicio os estudos da
possivel relagdo destes animais com a transmissdo de doencas. Em 1879 ocorreu a primeira
confirmagdo do potencial vetor dos mosquitos, sendo que um espécime foi considerado vetor

do helminto causador da filariose bancroftiana (FORATTINI, 2002).

Sabe-se que existem diversos agentes etiologicos que sdo transmitidos por mosquitos
através de sua saliva, sendo que as doencas causadas sao em sua maioria arboviroses ¢
parasitoses, e, dentre estas, as mais comuns sdo a dengue, a maldria, a febre amarela,
encefalites e filariose (JONES et al, 2004, PUSHPANATHAN; JEBANESAN;
GOVINDARAIJAN, 2006; FANG, 2010).

A maior parte dessas doencas ¢ transmitida por culicideos das tribos Anophelini (e.g.
Malaria) e Aedini (e.g. dengue, febre amarela). Essas tribos estdo incluidas nas subfamilias
Anophelinae e Culicinae, respectivamente. Dentre os varios géneros de culicideos dessas
tribos, pode-se citar Anopheles, Aedes, Haemagogus, Psorophora, entre outros (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994). Esses culicideos tém como principais hospedeiros vertebrados como
bovinos, equinos, aves, roedores, gambas, humanos, entre outras fontes (FORATTINI et al.,

1987; FLORES-MENDONZA et al., 1996; SILVA et al, 2012

Como o objetivo de controlar as doencas causadas por estes insetos ¢ descobrir mais
sobre sua biologia, muitos estudos vém sendo realizados afim de se obter conhecimento sobre
os padroes de alimentagao dos culicideos por meio da identificacao dos possiveis hospedeiros.
A grande maioria desses trabalhos ¢ realizada através de métodos imunolédgicos (TEMPELIS,
1975), principalmente com teste de precipitina, que ¢ baseado em imunorreacdes de

precipitacdo dos antigenos (DEANE; VERNIN; DAMASCENO, 1949). Entretanto, os



métodos imunoldgicos possuem algumas restricdes, como o fato de ter que haver a produgdo
de antisoro de alta qualidade contra todas as espécies incluidas no ensaio, bem como o risco

de uma possivel reatividade cruzada das proteinas do soro de espécies mais relacionadas

(RURANGIRWA et al., 1986).

Devido a essa problematica, outro método para verificagdo da origem do sangue
contido no sistema digestivo dos culicideos esta sendo feito, ele ¢ baseado na utilizacdo de
PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase, do inglés, Polymerase Chain Reaction) para
identificacdo precisa do sangue do hospedeiro. Para esse método, o DNA Mitocondrial vem
sendo amplamente utilizado, em especial o pertencente a regido do gene que codifica a
enzima Citocromo Oxidase I (COI), que ¢ uma proteina que realiza transferéncia de elétrons
durante o processo de fosforilagdo oxidativa, que € a principal ferramenta para o método de

DNA Barcoding (NGO; KRAMER, 2003; ALBERTS et al., 2010).

Portanto, para se obter conhecimentos a respeito do controle de determinados agravos
a saude, é necessaria a realizagdo de estudos direcionados a biologia dos culicideos, como
seus habitos de atividade, possiveis locais de oviposicao, e também, estudos relacionados aos
seus provaveis hospedeiros. Esses dados fornecem importante subsidio no momento da

tomada de decisdes a respeito de como melhor controlar as espécies vetoras.

2 JUSTIFICATIVA

Os culicideos possuem uma secre¢do salivar muito complexa, composta por
anestésicos e anticoagulantes, o que facilita seu repasto sanguineo, e, durante esse processo,
virus, protozodrios e metazoarios podem ser transmitidos diretamente do fluido salivar aos
capilares do animal hospedeiro (REITER, 2001). Sendo assim, estes insetos podem ser
transmissores de diversas doengas para os animais, inclusive o ser humano.

Com base nessa importancia epidemiologica que os culicideos tém, ¢ de extrema
relevancia se ter conhecimento a respeito de seu ciclo de vida, podendo ser levado em
consideragdo aspectos relacionados a sua preferéncia por determinados hospedeiros, o que
pode ser um indicador de como um ciclo de uma determinada doencga estd ocorrendo. Assim,
conhecer o habito alimentar de mosquitos torna-se importante, pois a partir disso podem ser

desenvolvidas medidas mitigatorias que auxiliarao no controle de algumas doengas.



Para identificacdo da fonte alimentar dos culicideos, os testes mais utilizados sdo
baseados em analises imunoldgicas (TEMPELIS, 1975). No Brasil, os tunicos estudos
relacionados a esta drea foram realizados com o teste de precipitina (DEANE; VERNIN;
DAMASCENO, 1949; DEANE, 1951; FORATTINI et al., 1987; FLORES-MENDONZA et
al., 1996; GOMES et al., 2001; GOMES et al., 2003; ALENCAR et al., 2005; ZIMMERMAN
et al., 2006; ALENCAR et al., 2008; LOROSA et al., 2010; ALENCAR et al., 2012).

Entretanto, o método que utiliza PCR vem se tornando uma 6tima alternativa para a
rapida e eficiente identificagdo dos hospedeiros de mosquitos (NGO; KRAMER, 2003). Mais
recentemente, 0 DNA Barcoding estd sendo utilizado em estudos relacionados; ele tem por
objetivo estabelecer um fragmento de 648 pares de base do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase Subunidade I (COI) como um método universal para identificagdo taxondémica das

espécies existentes (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

Alcaide e colaboradores (2009) propuseram um método universal relacionado ao DNA
Barcoding para identificacdo de hospedeiros de varios artropodes através de seu sangue
ingurgitado, com a criacdo de dois primers universais, um para identificagdo de eucariotos em
geral (3'- 57) e outro para identificacdo de varias classes de vertebrados (5'- 3"). Com essa
técnica desenvolvida, eles conseguiram identificar mais de 40 hospedeiros, entre mamiferos,

aves e répteis.

Estudos como estes sdo extremamente relevantes, uma vez que, além de poder se obter
o conhecimento a respeito dos habitos hematofagicos dos culicideos, pode-se ainda analisar a
comunidade de mosquitos presentes em locais que ainda ndo foram realizados estudos com os
mesmos. Outrossim, pode haver uma relagdo entre os dados bioticos e os dados abiodticos,
estes ultimos poderiam talvez explicar o porqué de uma determinada preferéncia por

hospedeiros por parte dos culicideos.

A temperatura, por exemplo, ¢ um fator que pode influenciar na abundancia dos
mosquitos, assim como na disseminacdo viral e dinamica em geral das populagdes de
culicideos (MADDER; SURGEONER; HELSON, 1983; RUIZ et al., 2010). Assim, como ha
influéncia dos fatores abidticos na atividade dos culicideos, podera haver, em determinadas
épocas do ano, atividades diferenciadas de alguns hospedeiros, o que fara com que esses

insetos realizem o repasto sanguineo possivelmente em uma maior variedade de animais.



Ja foram feitos alguns estudos com Culicidae na Floresta Estadual do Palmito,
entretanto, um estudo relacionado a verificacdo de fonte alimentar ndo foi ainda realizado.
Um estudo assim torna-se de grande relevancia, principalmente devido ao fato de haver a
necessidade de se ter conhecimento sobre possiveis espécies que podem estar atuando como

vetoras (culicideos) e reservatorios (vertebrados) de doengas.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Verificar a fonte alimentar dos culicideos das tribos Anophelini e Aedini na Floresta

Estadual do Palmito, Paranagua, Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar quais animais estdo atuando como hospedeiros dos culicideos das tribos

Anophelini e Aedini;

e Verificar a influéncia dos fatores abidticos no comportamento hematofagico dos

culicideos;

e Analisar a possivel relagdo dos culicideos na veiculagdo de agentes etiologicos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

Area provavel de estudo: Floresta Estadual do Palmito, localizada no municipio de

Paranagua, PR.



4.2 PERIODO DE COLETA

As coletas de mosquitos serdo mensais, iniciando em maio de 2014 , estendendo-se até

abril de 2015.

42 METODOS DE COLETA, ARMAZENAMENTO E IDENTIFICACAO DOS
CULICIDEOS

Os culicideos serdo coletados com auxilio de aspirador de Nasci, que visa aspirar os
insetos que estdo repousando em meio a vegetacdo arbustiva. As coletas com aspirador de
Nasci serdo realizadas em trés pontos especificos da area, a serem determinados com auxilio
de GPS, no periodo matutino das 10h as 11h30min e¢ no periodo vespertino das 13h as
14h30min e das 16h as 17h30mnin.

Ap0s coletados, os culicideos serdo acondicionados em uma caixa de isopor com gelo
para as andlises moleculares posteriores, assim, serdo entdo encaminhados para o laboratorio
de Entomologia Médica e Veterinaria do departamento de Zoologia da Universidade Federal
do Parana. Em seguida, os exemplares coletados serdo identificados a nivel especifico em
mesa refrigerada, com o auxilio de microscopio estereoscopico e chaves de identificacao
contidas em Consoli e Oliveira (1994), Forattini (2002) e Lane (1953a, b). Depois de

identificados, os exemplares serdo preservados a -80°C até a extragdo de DNA ser realizada.

4.3 METODOS PARA ANALISE MOLECULAR

4.3.1 Extracio de DNA

O protocolo para extragdo de DNA serd o mesmo utilizado por Alcaide et al. (2009).

Os culicideos ja identificados serao colocados em placas de Petri sobre a mesa refrigerada,



onde serd retirado seu abdomen com auxilio de uma lamina fina, e, em seguida este sera
macerado em um eppendorf estéril, juntamente com uma solucdo de lise, constituida por
25mM NaOH e 0,2 mM de EDTA. Apds, essa solugdo serd incubada a 95°C por 30 minutos.
Apo6s incubagdo, a solucdo serd armazenada em gelo por cinco minutos e depois sera
adicionado 50 pl de uma solu¢do neutralizadora, composta por 40 mM de Tris-HCI. A
solug@o formada juntamente com o abdomen macerado de cada mosquito sera processada em

placas contendo 96 pogos (Corning™ Thermowell PRC).

Sera utilizado um pool de mosquitos para cada andlise, ou seja, os culicideos
classificados como membros da mesma espécie terdo seus abdomens retirados e serdo

processados juntamente na mesma solugao.

4.3.2 Primers

Os primers (iniciadores) a serem utilizados foram desenvolvidos por Alcaide et al.
(2009). Apos analisarem a sequéncia do gene mitocondrial codificador da enzima Citocromo
C Oxidase I (COI) de vertebrados das classes Mammalia, Reptilia, Amphibia ¢ Aves, bem
como a sequéncia do mesmo gene de mais de seis mil artropodes, desenharam um primer
universal sentido 5- 3° (M13BC-FW 5- TGT AAA ACG ACG GCC AGT-HAA YCA
YAA RGA YAT YGG NAC-3"), bem como um primer reverso, sentido 3'- 5° que permite
identificacdo especifica de vertebrados (BCV-RV1 5'-GCY CAN AYY ATN CYY RTR

(T)(A) -37).

4.3.3 Amplificacao do DNA e Sequenciamento

Para o processo de amplificacio do DNA serdo utilizados os seguintes ciclos e
temperaturas no termociclador de acordo com Alcaide et al. (2009): ciclo inicial de
desnaturagdo a 94°C por quatro minutos, 35 ciclos de 40 segundos a 45°C, um minuto a 72°C
e 40 segundos a 94°C, seguida por uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. O protocolo para

quantificagdo exata de cada substancia necessaria para a amplificagdo ainda sera formulado.



O sequenciamento sera realizado na Universidade de Sao Paulo, no departamento de

Genoma Humano.

4.4 OBTENCAO DE DADOS ABIOTICOS

Serdo coletados os dados abioticos para verificar se pode haver alguma relagdo entre
os mesmos e a procura de determinados hospedeiros por parte dos culicideos. Os dados de
todas as coletas serdo obtidos diretamente do website do INMET (Instituto Nacional de
Meteorologia). Serdo verificadas as temperaturas minimas e maximas, umidade, pluviosidade,
velocidade do vento (m/s), radiagao (kJ/Mz) e pressdo atmosférica, todos analisados no dia da
coleta, assim como 21 dias e sete dias anteriores as coletas de mosquitos. Os dados serdo

obtidos da esta¢do da Ilha do Mel (PR), que ¢ a mais proxima da area a ser pesquisada.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para o presente trabalho sera feita Analise de Correspondéncia Candnica (CCA, do
inglés, Canonical Correspondence Analysis) ¢ um tratamento matematico de ordenagdo, que
permite com que as comunidades de determinadas espécies sejam posicionadas em um
grafico, no qual as mais similares entre si, no que diz respeito a composicao de espécies e
abundancia, aparecem em locais proximos. E pelo contrario, quando as populagdes diferem
com relagdo a esses caracteres, elas localizam-se em locais distintos no grafico (BEGON;

TOWNSEND; HARPER, 2007).

A Analise de Correspondéncia Candnica também propicia com que sejam analisados
os fatores abioticos relacionados a abundancia e riqueza de determinadas espécies (BEGON;
TOWNSEND; HARPER, 2007). Ou seja, de acordo com um determinado padriao de
pluviosidade acumulada, umidade e temperatura, por exemplo, essa técnica de ordenamento
gerard uma tabela e um grafico com eixos que expressam a relevancia desses fatores na

abundéncia e aparecimento de algumas espécies nas campanhas.



O teste de Monte Carlo, que utiliza um teste randémico, sera realizado para verificar a
significancia dos resultados dados pelos eixos da CCA. Estas analises serdo feitas com auxilio

do software PC-Ord 5.10.

5 ORCAMENTO

Produto Valor

Material de Consumo

Gasolina 455,00

Insumos e Biologia Molecular 10.000,00

Servicos de Terceiros

Sequenciamento 5.000,00

TOTAL 15.455,00
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