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RESUMO

O género Anopheles compreende cerca de 500 espécies, das quais, menos de 50
sao transmissoras do agente etiolégico da malaria. A identificagdo dos anofelinos
tem sido um desafio para a taxonomia, principalmente porque muitas espécies
pertencem a complexos de espécies cripticas. A identificagdo das espécies e
caracterizagdo dos complexos tém grandes implicagdes para a epidemiologia da
malaria e para o estabelecimento de medidas de controle. Anopheles cruzii € um
importante vetor na regido Sul e Sudeste do Brasil, sendo que algumas evidéncias
morfoldgicas, citogenéticas e moleculares apontam A. cruzii como um complexo de
espécies cripticas. Analises das seqUéncias do espagador ITS2 tém sido
amplamente utilizadas em estudos taxondmicos, surgindo como um método
adicional na identificacdo de espécies cripticas. Em vista da possibilidade de A.
cruzii compreender um complexo, foram analisadas as seqiéncias do espagador
ITS2 para uma amostra da populagdo da Floresta Estadual do Palmito — Paranagua
— PR e comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank de amostras de
Juquiazinho e Peruibe, no estado de Sao Paulo. O sequenciamento revelou dois
tipos de sequéncia ou genoétipos. O gendtipo Paranagua 1 é diferente em 1,84% da
populagdo de Juquiazinho e 1,61% da populagéo de Peruibe. O gendétipo Paranagua
2 diverge em 10,3% e 10,1% destas duas popula¢des respectivamente. Variagdes
entre individuos identificados por ambos os gendétipos nao foram observadas. As
populagdes de Paranagua e do estado de S&o Paulo podem ser diferenciadas pela
restricio com a enzima Hpy188Il. Os dois gendétipos de Paranagua podem ser
diferenciados pela restricdo com as enzimas Taql ou Hincll. A existéncia destes dois
gendtipos evidencia a possivel presenca de espécies cripticas, porém os
significados destas diferengas devem ser esclarecidos através de novos estudos,
que conciliem metodologias e abordagens mais abrangentes.



1 INTRODUGAO

As espécies do género Anopheles Meigen s3o conhecidas por transmitirem
os protozoarios do género Plasmodium, o agente etiologico da malaria. Segundo
HARBACH (2004), o género é composto por 444 espécies formalmente nominadas e
40 com nomes provisérios (dados de Jutho de 2004), classificadas em quatro
subgéneros: Anopheles Meigen, Cellia Theobald, Nyssorhynchus Blanchard e
Kerteszia Theobald (SALLUM et al., 2000). A distribuicdo destes mosquitos varia
desde ambientes desérticos até florestas tropicais (CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994). Dentre as espécies de anofelinos, menos de 50 sio consideradas
importantes vetores, isto porque aIgum"as ndo se alimentam de sangue humano,
outras ndo vivem o tempo necessario para que o ciclo de vida do parasito se
complete ou ndo suportam a fase de esporogonia ou s&o raros na natureza (BEIER
& VANDERBERG, 1998).

Numerosos esfor¢os tém sido despendidos na identificagdo das espécies do
género Anopheles, j& que a maioria delas pertencem a complexos de espécies
cripticas (COLLINS et al.,, 2000). A variagdo criptica geralmente ndo vem
acompanhada de mudang¢as morfoloégicas evidentes, mas pode ser uma fonte
emergencial de plasticidade evolutiva e fisiolégica (GIBSON & DWORKIN, 2004).
Neste sentido, as diferencas bioldgicas entre membros de um complexo podem ser
determinantes quanto a potencialidade vetorial (WALTON et al., 1999).

No complexo Anopheles oswaldoi por exemplo, foi observado que Anopheles
(Nyssorhynchus) oswaldoi Peryassu é mais susceptivel a infecgao por Plasmodium
vivax Grassi & Feletti do que Anopheles (Nyssorhynchus) konderi Galvdo &
Damasceno (MARRELLI et al., 1999a). Diferencas quanto a resisténcia a inseticidas
também foram investigadas. O exemplo classico ocorreu no Zimbabue, no inicio dos
anos 70, com espécies do complexo Anopheles (Cellia) gambiae Giles, que foram
testados quanto a resisténcia/susceptibilidade ao BHC (benzeno hexaclorado). Os
individuos mortos e vivos foram identificados por bandeamento de cromossomos
politénicos como Anopheles (Cellia) arabiensis Patton. Contudo, a identificagéo
através de ensaios imunoenzimaticos revelou que todos os sobreviventes eram A.

arabiensis, um importante vetor do complexo, e que todos os mortos eram Anopheles



(Cellia) quadriannulatus Theobald, ndo envolvidos com a transmissdo da doencga
(GREEN, 1981, apud COLLINS et al., 2000; MARRELLI, 2000).

A identificag@o das espécies bem como a caracterizacdo dos complexos, é
portanto, uma ferramenta essencial para a epidemiologia (WALTON et al., 1999) e,
associada a compreensdo da estrutura genética das populagbes, detecgéo e
monitoramento da resisténcia a inseticidas e aos estudos ecologicos e
comportamentais, podem contribuir de maneira significativa com a elaboragéo de

estratégias eficientes para o controle da malaria (COLLINS et al., 2000).

1.1 Malaria

Desde a antiguidade a maléaria se apresenta como uma das maiores causas
de morte em todo o mundo. Foram encontradas em registros historicos referéncias a
esplenomegalia e febre periddica, indicando a ocorréncia da malaria hd mais de
4000 anos em regides entre os rios Tigre e Eufrates, na india (1500 a 800 a.c) e no
Egito (ha 3000 anos). Nao ha registros da preseng¢a da malaria no novo mundo
antes da chegada de colonizadores e exploradores europeus. Acredita-se que a
forma mais grave da doenga, transmitida por Plasmodium falciparum Welch, foi
introduzida nas Américas através do trafico de pessoas provenientes da Africa. Em
meados de 1800 a malaria ja estava distribuida por todas as partes do globo
(SHERMAN, 1998).

A malaria é a doenga infecciosa mais importante no mundo. Atinge cerca de
300 a 500 milhdes de pessoas por ano. Dentre os individuos infectados 1,5 a 2,7
milhdes evoluem a morte (WHO, 1998). A malaria esta presente em aproximadamente
105 paises e ocorre em maior frequéncia nas regides de clima quente, tropicais e
subtropicais (FORATTINI, 1962). Atualmente mais de 40% da populagdo mundial vive
em areas endémicas (SUH et al., 2004). Cerca de 90% dos casos mundiais de
infecgdes e mortes decorrentes desta doenga ocorrem na Africa. Nas Américas o foco
da doenca é a regido da bacia Amazénica onde concentram-se dois tergos dos casos,
em parte por conta da mineragdo e colonizagdo. No Brasil, a regido Amazobnica ¢
responsavel por 99% dos casos registrados (TADEI & THATCHER, 2000).



A maléria esta intimamente relacionada a problemas sécio-econémicos,
devido as condigbes precarias de moradia, alimentagdo e pouco acesso a
tratamento medico (TRIGG & KONDRACHINE, 1998; SUH et al., 2004). Em locais
onde ha alta endemicidade é comum que os habitantes desenvolvam resisténcia
imune. Portanto, a alta prevaléncia deve-se as infecgdes em criancas, mulheres
gravidas e pessoas suscetiveis, geralmente viajantes, que ndo possuem imunidade
e consequentemente desenvolvem sintomas mais severos da doenga (FORATTINI,
1962). Surtos epidémicos ndo sdo incomuns e podem ser resultado de mudancas
climaticas como aumento de umidade e altas temperaturas, desastres naturais,
guerras, movimentos migratérios e politicas de controle ineficientes (TRIGG &
KONDRACHINE, 1998).

A descoberta do agente etiolégico e a forma de transmissdo da malaria
merecem destaque na historia da ciéncia. Segundo SHERMAN (1998), os primeiros
estudos foram em 1879, quando Edwin Klebs e Corrado Tomassi-Crudelli isolaram
uma bactéria da urina de um paciente com malaria e a denominaram de Bacillus
malarie. Outros pesquisadores tentaram cultiva-la em sangue de pacientes
infectados, mas n&o obtiveram sucesso. Em 1880 Charles Louis Alphonse Laveran,
observando ao microscopio o sangue de um soldado que sofria de febre
intermitente, identificou corpos em forma de fuso rodeados por granulos
pigmentados (hemosoina), caracterizando assim o agente causador da malaria.
Andlises de diversas amostras permitiram a identificagdo dos atualmente conhecidos
gametécitos masculinos e femininos e trofozoitos. Posteriormente outros
pesquisadores determinaram que o parasito pertencia ao género Plasmodium.

Ronald Ross, em 1897, forneceu outra grande contribuigdo, estudando a
malaria em aves, onde descobriu que a transmissado do parasito ocorria através da
picada de mosquitos. Anos depois, Grassi, Bastianelli e Bignami confirmaram a
transmissao em humanos através da forma proposta por Ross e demostraram que

os anofelinos eram os vetores da malaria humana (SHERMAN, 1998)



1.2 Principais vetores da malaria no Brasil

De acordo com FORATTINI (1962), para que uma espécie seja
considerada um importante vetor de malaria é necessario que o seu tempo de vida
seja suficiente para que o ciclo vital do parasito se complete e ao mesmo tempo
ser susceptivel a infecgdo, ter habito antropofilico, frequentar o ambiente
doméstico e ser capaz de manter a densidade populacional relativamente alta.

Existem no Brasil mais de 50 espécies de anofelinos, porém aquelas
consideradas vetores eficientes pertencem somente aos subgéneros Nyssorhynchus
e Kerteszia (DEANE, 1986).

a) As espécies pertencentes ao subgénero Nyssorhynchus se desenvolvem em
lagoas, rios, represas, lagos ou onde ha reservatérios de agua em ambiente terrestre
(FERREIRA, 1964).

Anopheles darlingi Root € o principal vetor no Brasil (DEANE, 1986). Exerce
um papel fundamental na transmissédo da doenga em todo o interior do pais
(FERREIRA, 1964), destacando-se na regido Amazénica. Nao ocorre no extremo Sul
e regides mais secas do Nordeste (DEANE, 1986). Pode ser encontrada no litoral
norte da América do Sul, mas é tipicamente um vetor de interior (FORATTINI, 1962).
E uma espécie altamente susceptivel a infeccdo por plasmédios (REY, 1991), é
encontrada frequentemente no ambiente doméstico, apresentando alto grau de
antropofilia (FORATTINI, 1962; DEANE, 1986). Demonstra plasticidade quanto ao
horario de atividade hematofagica, variando de um local para outro, o que pode ser
considerada uma caracteristica que confere maior potencialidade vetorial
(VOORHAM, 2002). A densidade pode aumentar em virtude das atividades humanas
como a construgdo de represas, agudes, etc. e elevadas precipitagdes, possibilitando
a ocorréncia de surtos graves (FORATTINI, 1962).

Anopheles aquasalis Curry é o principal vetor nas regides litoraneas do Brasil
e responde, junto ao A. darlingi, por quase toda a transmisséo acima do paralelo 25°S.
Ocorre desde o extremo Norte até o Sul do Estado de S&o Paulo e ndo € encontrada

nos estados do Sul do Brasil e naqueles ndo banhados pelo mar (FERREIRA, 1964).



A zoofilia € mais evidente que a antropofilia, mas o aparecimento em altas densidades
condiciona a esta espécie um importante papel na transmissdo da malaria
(FORATTINI, 1862). Possui raio de v6o de 8 km, um valor expressivo em comparagao
com os outros anofelinos (REY, 1991). Na maioria das vezes é exofilica e crepuscular,

mas podem adentrar nas casas e picar humanos durante a noite (DEANE, 1986).

b) Espécies pertencentes ao subgénero Kerteszia: Esses anofelinos
caracterizam-se pelo desenvolvimento em aguas que se acumulam em
bromeliaceas, sdo freqlientes no litoral, onde a Floresta Atlantica abriga grande
quantidade e variedade destas plantas. O regime de chuvas equilibrado ao longo do

ano, com maximo no verao favorece a ocorréncia dos Kerteszia (FERREIRA, 1964).

Anopheles bellator Dyar & Knab contribui com a transmisséo nos Estados de
S&o Paulo, Parana e Santa Catarina (FERREIRA, 1964). FORATTINI et al. (1999)
constataram endofilia relativamente alta e grande tendéncia em frequentar residéncias
que se encontravam a cerca de 20 m da Floresta Atlantica no Estado de Sao Paulo.
Estes mosquitos apresentam caracteristicas em comum com Anopheles cruzii. Séo
encontrados dentro e fora do domicilio, picando o homem durante o dia e a noite no
interior ou exterior da mata (FERREIRA, 1964). A. cruzii suga durante o dia com maior
freqliéncia do que A. bellator (DEANE, 1986). A endofilia parece ser maior em A.
bellator (FORATTINI et al., 1996). Em outro estudo feito por FORATTINI et al. (2000.)
observou-se que estas duas espécies retornam ao ambiente natural logo apos
fazerem o repasto nas residéncias, com raio de véo variando em torno de 1500
metros (REY, 1991). A. cruzii e A. bellator exercem acrodendrofilia e zoofilia (DEANE,
1986) , a potencialidade vetorial destas espécies esta relacionada com a densidade,
alta incidéncia domiciliar e antropofilia (FERREIRA, 1964).

Anopheles cruzii Dyar & Knab é considerado um vetor potencial no Sul e
Sudeste do Brasil e geralmente tem distribuigdo sobreposta com A. bellator. A. cruzii
é bastante representativa nos Estados de Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Rio
de Janeiro (FERREIRA, 1964). E uma espécie predominantemente litoranea, que
pode ser encontrada desde o Rio Grande do Sul até o Nordeste (ARAGAO, 1964).

As caracteristicas compartilhadas com A. bellator citadas anteriormente retratam a



importadncia desses vetores na epidemiologia da malaria. Um aspecto
epidemiologico interessante desta espécie é a veiculagdo do plasmédio entre
macacos, outros mamiferos e aves (DEANE, 1986; FERREIRA & LUZ, 2003). Estes
mosquitos se dispersam do solo para a copa das arvores e vice-versa, sugerindo
possibilidade de infec¢bes esporadicas no homem pelo plasmédio dos macacos
(DEANE et al., 1984).

1.2.1 Consideragdes sobre a malaria no Parana

De forma geral, A. cruzii e A. bellator sdo responsaveis pela transmissédo no
litoral e na parte a leste da Serra do Mar e A. darlingi no interior do Estado, nas
porgoes Norte, Noroeste e Oeste. A. cruzii e A. bellator sdo comuns em Antonina,
Guaraquegaba, Morretes, Guaratuba e Paranagua (RACHOU, 1954). A. darlingi é
encontrada freqientemente ao longo dos rios Paranapanema e Parana até o rio
Guaira, e também nos seus tributarios préximos de sua foz. As vezes se dispersa
por longas extensdes rio acima (FERREIRA & LUZ, 2003).

Segundo os relatos de FERREIRA & LUZ (2003), em 1944 a malaria era
altamente incidente no litoral e no interior do Estado do Parana, tendo queda
acentuada em 1948. Por volta de 1955 e 1962 houve um novo aumento no numero
de casos na regido litoranea. Com o fechamento da barragem da hidrelétrica de
Itaipu, a suspensao das dedetizagdes e a migragao de pessoas infectadas do Norte
do pais e do Paraguai, mesmo depois da malaria ter sido considerada “erradicada”
em 1976, favoreceram um surto em 1989. Os autores ressaltam que onde houver
movimentos de pessoas provenientes de regides endémicas, a malaria pode ser
reintroduzida em qualquer localidade do Estado onde os transmissores estiverem
presentes. Nos anos de 1990, 1995 e 2001 registrou-se um aumento no numero de
casos. A reintrodugdo da malaria ndo foi registrada no litoral paranaense, bem como

no restante do Estado, exceto na regido do lago de ltaipu.



1.3 Complexos de espécies cripticas no Brasil

As ‘especies cripticas sdo . consideradas morfologicamente muito
semelhantes ou indistiguiveis, mas podem divergir em outras caracteristicas
biologicas (FUTUYMA, 2002), condicionadas pelas diferengas genéticas entre elas.
Estas espécies podem ser reunidas em complexos de espécies cripticas. Em uma
sintese feita por ROSA-FREITAS et al. (1998) em relagdo aos complexos de
anofelinos no Brasil, A. darlingi é indicada como uma espécie monotipica, hipotese
reforcada por MANGUIN et al. (1999) estudando populagdes da América do Sul. A.
aquasalis e Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari Galbadon, esta UGltima nao
relacionada a transmissdo no Brasil, possivelmente formam complexos. A.
albitarsis € um complexo formado por pelo menos quatro espécies cripticas, porém
nao esta determinado o papel de cada um na transmissdo da malaria. Anopheles
(Nyssorhynchus) triannulatus Neiva & Pinto € um complexo formado por pelo
menos trés espécies cripticas e A. oswaldoi, um potencial vetor em algumas
localidades da Amazénia, € formado por pelo menos duas espécies cripticas, A.

oswaldoi sensu stricto e A. konderi.

1.3.1 Anopheles cruzii

Variagdes morfologicas, citogenéticas e moleculares entre as populagbes de A.
cruzii apontam para a existéncia de um complexo de espécies cripticas.

Diferencas morfologicas entre larvas de populagdes do estado do Rio de
Janeiro e Santa Catarina foram observadas, indicando a possibilidade de espécies
diferentes (ZAVORTINK, 1973).

MALAFRONTE et al. (1997) obtiveram as seqliéncias da regido ITS2 e parte
dos genes 5,8S e 28S de populagdes do Vale do Ribeira (Juquiazinho, Shangrila e
Sete Barras) e regido Litoranea (Peruibe e Cananéia) do estado de Sao Paulo e
verificaram um polimorfismo de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
para a enzima Nrul.

Estudos citogenéticos em populagbes de Sao Paulo e Santa Catarina

revelaram dois padrdes de bandeamento de cromossomos politénicos, designados A e



B, que na auséncia de heterozigotos indicam a presenga de duas entidades (RAMIREZ
& DESSEN, 2000a). Posteriormente identificou-se um terceiro padrao de bandeamento,
forma C, em duas populagdes do estado de SZo Paulo, sugerindo trés espécies
cripticas denominadas provisoriamente A, B e C (RAMIREZ & DESSEN, 2000b).

Andlises dos perfis isoenzimaticos em amostras de populagées dos estados
de Sao Paulo, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Bahia mostraram que a populagéo
do Nordeste difere significativamente das demais e que possivelmente constitui uma
especie distinta ou populagédo isolada (CARVALHO-PINTO & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 2004).

Estudos moleculares através das técnicas de PCR-RAPD e PCR-RFLP para
0 marcador ITS2 foram realizados por CALADO (2005) em populagdes dos estados
do Paranda, Santa Catarina e Sao Paulo. Os resultados de PCR-RAPD mostraram
um grande numero de bandas polimoérficas dentro e entre as populagdes e nao
foram detectadas bandas especificas relacionadas ao local de coleta. Os dados de
distancia genética e identidades genéticas sugerem uma Unica espécie. O
tratamento com enzimas de restrigdo na regido ITS2 e parte dos genes 5.8S e 28S
nao evidenciou variagao intraespecifica e os resultados entre as populagdes foram
bastante semelhantes. )

Apesar dos estudos ja conduzidos, o complexo A. cruzii permance a ser
esclarecido e para tanto, a integragdo de diferentes abordagens e metodologias sdo

essenciais.

1.4 Estrutura e evolugdo do DNA ribossémico

A utilizacdo de caracteres morfoldgicos geralmente apresentam pouca
resolugdo para a distingdo de espécies cripticas, desta forma, métodos baseados
em dados moleculares adquiriram grande importancia na resolugdo de problemas
taxondmicos. Técnicas que envolvem a utilizagdo de DNA mostraram-se eficientes
uma vez que os individuos de ambos os sexos e em todos os estagios de
desenvolvimento podem ser identificados, os exemplares podem estar preservados
em isopropanol, frescos ou congelados (MARRELLI, 2000). Uma das abordagens



comumente utilizada é o seqiienciamento de regides codificadoras do RNA
ribossomal (rRNA), denominada rDNA.

O rDNA de eucariotos é uma familia de multigenes composta por unidades
de transcrigdo repetidas em tandem separadas por espacadores. Cada unidade
contém os genes que codificam para as subunidades ribossémicas, espagadores
transcritos externo (ETS), interno (ITS) e espagadores intergénicos (IGS). O
espacgador interno transcrito 1 (ITS1) separa as sequéncias codificadoras das
subunidades 18S e 5,8S e 0 ITS2 separa a regido 5,8S da 28S (FRITZ et al., 1994;
NAHUM, 2001). A figura 1 representa a organizagao geral do rDNA de eucariotos.

As sequéncias do rDNA sao responsaveis pela sintese dos RNAs
ribossémicos, os mais abundantes produtos de transcricdo de uma célula (GORAB,
2001). O arranjo destas sequéncias em multiplas copias no genoma pode refletir a
necessidade da sintese destes produtos em grandes quantidades (NAHUM, 2001).
O numero de copias, tamanho e localizagdo cromossOmica variam entre as
espécies. Em Drosophila melanogaster por exemplo, os genes do rDNA estao
localizados nos cromossomos X e Y, com tamanho aproximado de 8 kb para cada
unidade e cerca de 200 copias por genoma hapléide (SINGER & BERG, 1991).

Dentro de uma familia de multigenes, as sequéncias geralmente exibem
uma extraordinaria similaridade entre individuos de uma espécie enquanto divergem
entre espécies proximas (MUIR et al., 2001; LI, 1997; LIAO, 2000). Isto sugere que a
evolugao ocorre de forma nao independente, ou seja, os membros de uma familia
multigénica evoluem em conjunto dentro de uma espécie (LI, 1997). Este processo é
conhecido como evolugdo em concerto (DOVER, 1982). Mecanismos que promovam
a homogeneizagao das sequéncias entre as unidades de repeticédo foram propostos,
dentre 0os quais os mais importantes sdo o crossing-over desigual e a converséo
génica (LI, 1997), que envolvem a transferéncia nao reciproca de informacgao
genética (POLANCO et al., 1998).

Como as sequéncias de nucleotideos envolvidas nestes processos sao
muito semelhantes ou até mesmo iguais, hd a tendéncia de ocorrerem
recombinagdes entre seqliéncias que se pareiam desalinhadamente dentro e entre
cromossomos homologos ou ndo (DOVER, 1982). Na conversdo génica, duas

seqliéncias similares interagem por recombinagdo onde ndo ha pareamento



absoluto entre todos os nucleotideos e o resultado é a conversdo de uma sequéncia
pela outra (LI, 1997; LIAO, 1999).

0] -crossing-over desigual € uma recombinagdo que pode criar delegdo em
uma cromatide e duplicagdo da seqiéncia correspondente na outra cromatide
(DOVER, 1982). Este processo promove a expansio e contragdo dos membros da
familia multigénica e que ao longo do tempo levam & homogeneizagdo destas
sequéncias nos cromossomos (LEWIN, 2000).

Através dos processos de homogeneizagdo, novas variantes podem se
espalhar pelas unidades de repetigdo e se tornarem fixas em uma populagdo ou
espécie (DOVER, 1982). A taxa de evolugéo depende da taxa de mutagdes que sao
incorporadas e da taxa de fixagdo das mesmas (COEN et al., 1982; TAUTZ et al.,
1987). A homogeneizagao é rapida e indiscriminada. Se uma copia de sequéncias
repetidas adquire uma nova mutagdo, ha baixa probabilidade de ser fixada pelo
processo de homogeneizagdo, se ocorrer individualmente, mas aumenta
proporcionalmente em relagdo ao numero de cépias que obtiveram as novas
mutagdes. Deste modo, toda a unidade de repeticdo evolui como um Unico gene, isto
é, diverge entre espécies da mesma forma que outros genes (DIETHARD TAUTZ,
comunicagao pessoal). A conseqiiéncia € que ha grande similaridade nas familias de
multigenes em uma dada populagado ou espécie e divergéncia entre as espécies.

Determinadas regides do rDNA estao sujeitas a pressdes seletivas distintas, o
qgue implica em diferentes graus de conservagéo e portanto podem ser utilizadas para

fins taxonémicos especificos (MUIR et al., 2001).
1.4.1 Caracteristicas do espacgador |TS2

O sequienciamento da regido ITS2 do rDNA tem sido bastante empregado em
estudos taxondmicos de anofelinos, contribuindo para a identificagédo de espécies
cripticas (FRITZ et al., 1994; HACKETT et al, 2000; KEGNE et al, 2003,
MALAFRONTE et al., 1999; MARRELLI et al., 1999b; WILKERSON et al., 2004).

A ampla utilizagdo de ITS2 pode ser atribuida ao fato de possuir regides
flanqueadoras bem conservadas, possibilitando a amplificagdo com primers universais
(SCHLOTTERER et al., 1994), o tamanho e o elevado nimero de cbpias, que facilitam
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a amplificagdo e o sequenciamento (WALTON et al., 1999) e o grande nimero de
seqliéncias ja depositadas no GenBank, que permitem inimeras comparagées.

Em analises taxonémicas, &€ desejavel que um marcador molecular nao
apresente excesso de variagdo, pois o0 elevado numero de polimorfismos
intraespecificos dificulta as comparagdes com outras espécies. Por outro lado, trechos
altamente conservados podem ser pouco informativos (MEYER, 1997). Portanto, é
fundamental que se conhega o modo de evolugdo da molécula e como ela pode
divergir. Estudos em Saccharomyces cerevisae indicaram que a regido ITS2 esta
ativamente envolvida no processamento do RNA 26S (VAN DER SANDE et al., 1992),
0 que sugere alguma pressdo seletiva que mantenha certas regides conservadas.
Neste sentido, SCHLOTTERER et al. (1994) estimaram que aproximadamente 40%
das seqliéncias dos espagadores ITS de Drosophila ndo estao livres para divergir e
que mais da metade evolui proximo a taxa de evolugdo neutra de sequéncias em
Drosophila.

Desta forma, através da evolugdo em concerto do rDNA novas mutagdes
podem se espalhar e tornarem-se fixas rapidamente (TAUTZ et al., 1987), permitindo
a distingao entre espécies muito proximas (WALTON et al., 1999). Contudo, a
completa homogeneizagdo depende do balango entre a taxa de mutagbes e a taxa
com que ocorrem 0s mecanismos de homogeneizagao. Se a taxa de homogeneizagéo
for inferior, espera-se encontrar variagdo intraespecifica ou intragenémica, o que
dificulta as anélises taxonémicas (SCHLOTTERER et al., 1994).

11



IGS: Espacador intergénico, separa as unidades de repeticao.

ETS: Espacador transcrito externo.

18S: Gene que codifica para a subunidade 18S do rRNA.

5.8S: Gene que codifica paia a subunidade 5,8S do rRNA.

28S: Gene que codifica para a subunidade 28S do rRNA.

ITS1: Espacador transcrito interno 1, separa os genes 18Se 5,8S
ITS2: Espacgadortranscrito interno 2, separa 0s genes 5,8 e 28S.
CP16 e CP17: Oligonucieotideos inidadores (ver materiais e métodos).

Figura 1. Organizacéo do rDNA de eucariotos (modificado de SINGER & BERG, 1991).



2 OBJETIVOS

Em consequéncia da importancia epidemiolégica e da possibilidade de
compreender um complexo de espécies cripticas, este trabalho tem como objetivo
analisar a variabilidade da regido ITS2 em amostras da populagéo de A. cruzii em

area de preservagao florestal na Planicie Litoranea do Estado do Parana.

2.1 Objetivos especificos

* Obter sequéncias que compreendem a regido ITS2 e parte dos genes
5,85 e 28S de A. cruzii.

* Avaliar a similaridade das seqiiéncias obtidas quanto a variabilidade
intrapopulacional.

* Comparar as seqiiéncias obtidas com as dispostas no GenBank para

avaliar as diferengas interespecificas e interpopulacionais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo e coleta

As amostragens foram feitas na Floresta Estadual do Palmito, situada no
municipio de Paranagud - PR, entre as coordenadas 25°35'S e 48°32'0, com uma
area de 500 ha, atualmente administrada pelo Instituto Ambiental do Parana. O local
compreende principalmente Florestas de Restinga, com diferentes graus de
interferéncia e pequenas por¢gdes de manguezais. O clima predominate é o Af
segundo Kdeppen, caracterizado como clima superimido, sem estacdo seca e
auséncia de geadas, com temperaturas médias anuais de 18°C e precipitacdo média
do més mais seco de 60 mm (IAPAR, 1978).

A captura dos anofelinos foi realizada através da técnica pouso homem,
manejando o aspirador manual movido a bateria com intuito de reter os mosquitos
gue se aproximam para sugar o operador. As coletas foram realizadas nos periodos
matutino e crepuscular com duracdo determinada pelo nimero de exemplares de A.
cruzii capturados. As amostragens foram feitas em locais aleatérios, em area de
Floresta sombreada e Umida e sub-bosque repleto de bromélias. Os mosquitos
foram acondicionados em potes cilindricos e ao final da coleta, colocados dentro de
gaiolas enroladas com pano umedecido e transportados ao laboratério de

Entomologia Médica e Veterinaria, no Departamento de Zoologia da UFPR.

Figura 2. Area de acesso a Floresta Estadual do Palmito (Foto: Ana Dalla Bona.)
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3.2 ldentificagao morfologica

Os individuos coletados foram identificados ao nivel de espécie, mediante
observagéo direta dos caracteres morfolégicos ao microscopio esteroscopico, com
base nas chaves dicotdmicas classicas para Anophelinae (CONSOLI E
LOURENGCO-DE-OLIVEIRA et al., 1994; FORATTINI, 2002). Os mosquitos foram
separados e enviados para o Nucleo de Fixagao de Nitrogénio no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR para a realizagdo dos experimentos

descritos a seguir.

3.3 Extragao de DNA

A extracdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo desenvolvido por
CHEUNG et al. (1993) com algumas modificagdes. Os insetos frescos foram
macerados individualmente em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml contendo 160 pl
de tampéao de extragdo (Tris-HCI 200 mM pH 8.0; NaCl 2 M; EDTA 70 mM),
adicionados 20 pl de SDS 10% e incubados a 60°C por 1h. Apés resfriamento até a
temperatura ambiente, foram adicionados 50 pl de fenol cloroférmio alcool
isoamilico (25:24:1). A solugao foi centrifugada por 15 min a 13000 rpm, o
sobrenadante foi transferido a um novo tubo de 1,5 ml onde se adicionou 80 ul de
acetato de amoénio 7,5 M e 300 ul de etanol 96%. As amostras foram
homogeneizadas por inversdo e levadas ao congelador a -20°C durante 2 h para
precipitacdo do DNA. Apos centrifugagdo por 15 min a 13000 rpm, descartou-se o
sobrenadante, o precipitado foi lavado com etanol 70% e seco em estufa a 37°C. O
DNA foi ressuspendido em 20 ul de agua Milli-Q estéril e armazenado a -20°C. As
concentragdes e qualidade do DNA foram determinadas em espectrofotometro
Beckman DU7000 em 260 e 280 nm.
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3.4 Amplificagdao do DNA

A regido ITS2 do rDNA foi amplificada pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). As reagdes foram feitas em tubos de 200 ul com volume final de 50 wl. Utilizou-
se 100 a 200 ng de DNA gendmico, tampao de PCR (1x), MgCl, (2 mmol/l), dNTPs (0,2
mmol/l), Tag DNA polimerase (2,5 U) e 10 pmol dos primers CP16 (5-GCGGGTA-
CCATGCTTAAATTTAGGGGGTA-3) e CP17(5-GCGCCGCGGTGTGAACTGCAGGA-
CACATG-3') (MALAFRONTE et al., 1997). |

As reagbes foram conduzidas em um termociclador Thermocycler (Eppendorf)
com os seguintes ciclos de temperatura: um ciclo de desnaturagao a 94°C por 5 min, 40
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a 50°C por 2 min, extensdo a
72°C por 1 min e um ciclo final a 72°C por 5 min.

Apbs a andlise por eletroforese, os produtos de DNA amplificado foram
precipitados em tubo de microcentrifuga de 500 pl, adicionando-se 32 ul de acetato de
amoénio 7,5 M e 120 ul de etanol 96%. A solugdo foi homogeneizada por inversao e
centrifugada por 15 min a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado, o pellet lavado
com 500 upl de etanol 70% e centrifugado por 5 min a 13000rpm. O DNA foi seco em

estufa a 37°C e ressuspendido em 20 pl de agua Milli-Q estéril.

3.5 Eletroforese

Os produtos da reagdo de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% com tampéo de corrida TBE 1X concentrado (Tris-base 89 mmol/l, acido
bérico 89 mmol/l e EDTA 2 mmol/l pH 8). Para aplicagdo das amostras foram
utilizados 2 w de solugdo FSUDS [azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol
0,25% (p/v), Ficoll 25% (p/v), SDS 0,5% (p/v), Tris-HCI 10 mmol/l pH 8 e EDTA 1
mmol/l pH 8] e 2 ul do DNA amplificado. Apos eletroforese a 60 V por 1 h, o gel foi
corado em solugdo de brometo de etideo 0,5 ug/ml, vizualizado em transiluminador de
luz ultravioleta (312 nm) e registrado fotograficamente através do sistema de video Bio

Chemi System (UVP Bio Imaging Systems).
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3.6 Sequienciamento de DNA

O sequenciamento foi baseado no método de terminagdo de cadeia por
incorporagéo de dideoxiribonucleotideos (SANGER et al., 1977). Foram utilizados
entre 50 e 100 ng do produto de PCR purificado de uma amostra de 22 individuos
Utilizou-se 5 pmol de um dos oligonucleotideos (CP16 ou CP17) e 3 ul da mistura
para sequenciamento “DYEnamic ET sequence premix terminator” (DYEnamic ET
DYE Terminator Kit: Thermo Sequenase || DNA polymerase, DYEnamic ET DYE
terminators —.Amersham Biosciences), com volume final de 13,5 ul. As reagdes
foram realizadas em termociclador Thermocycler (Eppendorf) com os seguintes
parametros: 94°C por 30 seg., 50°C por 45 seg. e 60°C por 1 min e 30 seg.,
repetidos 35 vezes.

Apds as reacgbes, os produtos foram purificados completando-se o volume
para 20 ul com agua Milli-Q estéril, adicionados 2 pl de acetato de amédnio 7,5 M e
65 ul de etanol 96%. Apéds centrifugagéo por 15 min a 13000 rpm, o precipitado foi
lavado com etanol 70%, centrifugado por 6 min a 13000 rpm e o sobrenandante
descartado. As amostras foram secas em estufa a 37°C e submetidas a eletroforese
no Sequenciador Automatico de DNA ABI377 (Perkin-Elmer).

3.7 Analise das seqtiéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando-se o programa ClustalW
(THOMPSON et al,, 1997), analisadas e editadas com auxilio dos programas
MacVector® 8.1 Trial (Accelrys) e BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioe-
dit.html). As sequéncias consenso foram comparadas com aquelas dispostas no
GenBank (AF035227 e AF027165) através do programa BLASTN (ALTSCHUL et
al., 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar dos poucos estudos realizados até o momento, tem sido proposto
que A. cruzii possa constituir um complexo de espécies cripticas. Uma das
primeiras evidéncias foi a observacdo de diferengas morfologicas nas larvas de
populagbes dos estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina (ZAVORTINK, 1973).
Analises dos padrées de bandeamento de cromossomos politénicos foram
realizadas em populagdes de Sao Paulo e Santa Catarina e os autores sugerem
trés espécies cripticas (RAMIREZ & DESSEN, 2000a,b). Através dos perfis
isoenzimaticos, CARVALHO-PINTO & LOURENGO-DE-OLIVEIRA (2004)
observaram uma diferenca significativa em uma populagdo da Bahia quando
comparada com as de Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio de Janeiro. Por outro lado,
os estudos feitos por CALADO (2005) com populagbes do Parana, Santa Catarina
e Sao Paulo através das técnicas de PCR-RAPD e PCR-RFLP nao indicaram a
presenga de espécies cripticas nestes locais. Analises das seqiéncias do
espacgador 1TS2 ainda sdo escassas para as espécies do subgénero Kerteszia e
nao permitem uma analise mais detalhada. Estas seqiéncias foram determinadas
para A. cruzii em populagdes do estado de Sao Paulo onde foram encontradas
diferengas em 5 nucleotideos, incluindo um polimorfismo de RFLP para a enzima
Nrul (MALAFRONTE et al., 1997). Analises da regido ITS2 foram também foram
feitas para A. cruzii, A. bellator, Anopheles (Kerteszia) homunculus Komp e
Anopheles (Kerteszia) laneanus Correia & Cerqueira em locais do estado de Sao
Paulo (MALAFRONTE et al, 2003). Entretanto, estas sequéncias ndo estdo
depositadas em bancos de dados de seqliiéncia publicos.

Com o objetivo de fornecer mais informagdes referentes a A. cruzii quanto
a possivel presenga de espécies cripticas, uma amostra da populagdo da Floresta
Estadual do Palmito (Paranagua - PR) foi caracterizada através do
seqienciamento da regido ITS2. Foram coletados 22 individuos no periodo
matutino e crepuscular, os exemplares tiveram seu DNA total extraido e

quantificado. A quantidade de DNA obtida variou desde 1 até 6 ug por individuo,
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suficiente para realizar o seqienciamento da regido ITS2. O DNA gendbmico de
todos os individuos foi utilizado para amplificacdo de ITS2 através de PCR (Fig. 3)
seguido do seqlienciamento do produto obtido, utilizando-se os mesmos primers
da reacdo de PCR. Ambas as fitas de DNA foram lidas e para cada individuo foram
realizadas de 4 a 8 reacBes para produzir seqUéncias de alta confiabilidade. As
seqiéncias obtidas de cada individuo foram alinhadas utilizando-se o programa
MacVector e Bioedit (ver material e métodos) para gerar uma seqliéncia consenso
individual. Estas sequUéncias foram alinhadas e permitiram a identificacdo de dois
gendtipos diferentes, designados Paranagua 1 e 2 (Fig. 4). Em sete individuos da
amostra, nao foi possivel obter seqUéncias de alta qualidade em toda sua
extensao, entretando, foi suficientemente boa para permitir a distincdo entre os

gendtipos.

Figura 3. Regido ITS2 e parte dos genes 5,8S e 28S amplificada por PCR para os
22 individuos coletados. O marcador de peso molecular utilizado foi o GeneRuler™

1lkb DNA Ladder (Fermentas). Os individuos indicados possuem o gendtipo 2.

O gendtipo 1 foi identificado em 18 individuos enquanto o gendétipo 2 foi
detectado em quatro individuos. N&o foi observada variacdo dentro dos respectivos
grupos, ou seja, os 18 individuos identificados pelo gendtipo 1 apresentaram

seqliéncias idénticas entre si, assim como os 4 individuos identificados pelo
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genodtipo 2. Estes resultados indicam que houve completa homogeneizagdo das
sequéncias através do mecanismo de evolugdo em concerto. A taxa de
homogeneizagao dos espagadores ITS ndo é constante entre as espécies e por
isso a variagdo intraespecifica ou intrapopulacional deve ser sempre analisada
(SCHLOTTERER et al. 1994). Variagbes intraespecificas e intraindividuais na
seqliéncia da regido ITS2 ndo tem sido de fato observadas com freqiiéncia para
especies do género Anopheles (BEEBE et al, 1999; PROFT et al., 1999;
MARRELLI ef al., 2005; HACKETT et al., 2000).

O alinhamento dos dois genétipos obtidos nese trabalho com as duas
seqléncias de ITS2 de A. cruzii depositadas no banco de dados GenBank
(AF027165 e AF035227) mostra que Parangua 1 difere das populagées de Séao
Paulo apenas nas posigdes 107, 109-111, 197-200 e 216-217. A posi¢do 107 € uma
transversdo C—G enquanto nas outras posi¢des ha insergdes ou delecbes (indels).
Diferentemente de Paranagua 1, o gendtipo 2 exibe diferencas em um grande
numero de posigdes, que incluem transi¢des, transversdes e indels (Fig. 4)

Com o objetivo de avaliar o grau de divergéncia entre os dois gendtipos
observados nesta-populagéo e as seqUéncias de ITS2 de A. cruzii depositadas no
GenBank, todos os polimorfismos observados foram contados e sua freqiéncia foi
determinada-em porcentagem em relagdo ao numero total de bases seqiienciadas
(435 pb). Paranagua 1 possui 436 pb, diferindo 1,84% da populagéo de Juquiazinho
(AF035227) e 1,61% daquela de Peruibe (AF027165). A seqiiéncia Paranagua 2
contém 423 pb e difere 8,5% do gendtipo 1, 10,3% em relagdo a Juquiazinho e
10,1% da populagao de Peruibe. '

A delimitagcdo exata entre o espagador ITS2 e os genes 5,8S e 28S descrita
na literatura varia entre as espécies de anofelinos. Neste trabalho, a regido ITS2
esta indicada na figura 4 com base nos resultados de FRITZ et al. (1994).

Parl ATGAACACCGATACGTTGAACGCATATTGCGCATCGCACGACACAGTGCG 50
Par2 ATGAACACCGATACGTTGAACGCATATTGCGCATCGCACGACACAGTGCG 50

1

1
Per 1 ATGAACACCGATACGTTGAACGCATATTGCGCATCGCACGACACAGTGCG 50
Juq 1 ATGAACACCGATACGTTGAACGCATATTGCGCATCGCACGACACAGTGCG 50

khkkkhkhkhhhhkhhkhhkkkkhkkkhkhhkkhhkhhdkhkkhkhhkhhrhdhdhrrhhkkxk ik
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Parl 51 ATGTACACATTTTTGAGTGCCCATCCTCACCGCATAGCCAACTATCGGGC 100
Par2 51 ATGTACACATTTTTGAGTGCCCATCCTCACCGCATAGCCAACTATCGGGC 100
Per 51 ATGTACACATTTTTGAGTGCCCATCCTCACCGCATAGCCAACTATCGGGC 100
Juq 51 ATGTACACATTTTTGAGTGCCCATCCTCACCGCATAGCCAACTATCGGGC 100

khkhkdkhhkhkhhkhkhkkhkhhhkhkhkhkhhkdhhhhkhhkhkkhhhhhkhkkkdhhhhhdkhkhhk

Parl 101 CCGCAAGGGCTCCGATGCATAGTGATGCGTTGCCCGGCCTCGCGGCTGGT 150
Par2 101 CCGCAAGGGCTCCGATGCATATTGATGTGTTGCCCGGCCTCGCGGCTGGT 150
Per 101 CCGCAACG---CCGATGCATAGTGATGCGTTGCCCGGCCTCGCGGCTGGT 147
Jug 101 CCGCAACG--~CCGATGCATAGTGATGCGTTGCCCGGCCTCGCGGCTGGT 147

*kkkkkk * khdkhkhkhkhkkhkkhkhk Khhkhkk khkdhhkhhkrkhkhkhkdkhhkhhhkhkkkxhkkk

Parl 151 CAATCATTGAAACTGTGTGCGTAGGAGGGGCCGACCGGAGCGTGCGCGCG 200
Par2 151 CAATCATTGAAACTGTGTGCGTAGGAGGGGCCGACCGGAGCGTACGCGCG 200
Per 148 CAATCATTGAAACTGTGTGCGTAGGAGGGGCCGACCGGAGCGTGCGCGC- 196
Juqg 148 CAATCATTGAAACTGTGTGCGTAGGAGGGGCCGACCGGAGCGTGCG---- 193

dkhkhkhkhkkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkkhkkhhkhhkdhhhkrkhkkdbhkd *%k

Parl 201 AGGTCCGCTTTCGCGAGTGTCTTCCGTCACGGCTGAGCCACCTTACGACT 250
Par2 201 AGGTCCGCTTTCGCGAGTGTCTTCCGTCACGGCCGAGCCACCTTACGACT 250
Per 197 AGGTCCGCTTTCGCG--TGTCTTCCGTCACGGCTGAGCCACCTTACGACT 244
Jug 194 AGGTCCGCTTTCGCGAGTGTCTTCCGTCACGGCTGAGCCACCTTACGACT 243

hkhkkhkkkhkhkkkkkkkkkk kkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkk kkkhkkdhhhkhkhkhkhkkhkk

Parl 251 CTCACCAGGAACCCCCGTGGTGCAGATCTTTATCGAACGACCCAACGCGT 300
Par2 251 CTCACCAGAGA--—————- AGGTAAAT----- TCGAACGACCCCACGCGT 287
Per 245 CTCACCAGGAACCCCCGTGGTGCAGATCTTTATCGAACGACCCAACGCGT 294
Juq 244 CTCACCAGGAACCCCCGTGGTGCAGATCTTTATCGAACGACCCAACGCGT 293

d Kk kokokok ok * * k k*k kkkkhkhkhkkhkkhkk khkkkkk

Parl 301 TCGGTGGCTTGAGCGCAGTGACGACGGAGCGGGAAGACACCAGAGTATCG 350
ParZ 288 TCGGTGGCTTGTGCGCTGCGACGATAGAGCGGGAAGACACCAGAGTATCG 337
Per 295 TCGGTGGCTTGAGCGCAGTGACGACGGAGCGGGAAGACACCAGAGTATCG 344
Jug 294 TCGGTGGCTTGAGCGCAGTGACGACGGAGCGGGAAGACACCAGAGTATCG 343

kkkkkkkkkkk khkkk * *hkkkx LR R R R SRR EEEESE RS EEEEEES]

Parl 351 CTTGAGAGCGGGATGCCTCGCGTGCACGTCGACGGCGC-GGTCCCACACA 399
Par2 338 TTTGAGAGCGCGA-ACCTGGCGTGCACGGCGACGGTGCAGGTCCCACACA 386
Per 345 CTTGAGAGCGGGATGCCTCGCGTGCACGTCGACGGCGC-GGTCCCACACA 393
Juqg 344 CTTGAGAGCGGGATGCCTCGCGTGCACGTCGACGGCGC-GGTCCCACACA 392

khkkkkhkkhdk k% kkk kkhkkhkkhkhkhkkhk hhkkhkkhkk kk kkkkkkkkkkk

!
Parl 400 CATCCTATAGTGGGCCTCAAATAATGTGTGACTACCC 436
Par2 387 CATCCTCTAGTGGGCCTCAAATAATGTGTGACTACCC 423
Per 394 CATCCTATAGTGGGCCTCAAATAATGTGTGACTACCC 430
Jug 393 CATCCTATAGTGGGCCTCAAATAATGTGTGACTACCC 429

khkhkkkk Fhkhkhkhhkkhhhkhkkkhkkkhhhhhhhhdhdhhkdhk

Figura 4. Alinhamento das sequéncias da regido ITS2 de Anopheles cruzii obtidas

para a Floresta Estadual do Palmito — Paranagua e aquelas depositadas no
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GenBank (AF027165 - Peruibe e AF035227 - Juquiazinho). As setas indicam a
delimitag&o do espagador de acordo com FRITZ et al. (1994).

Nao ha consenso acerca do grau de divergéncia entre as seqiiéncias de
ITS2 que possa servir como critério para distingdo de espécies cripticas de
anofelinos. O complexo Anopheles minimus é composto por pelo menos duas
especies cripticas denominadas A e C (SHARPE et al., 2000). Estas duas espécies
foram coletadas em populagdes da China e Tailandia e puderam ser identificadas
pela diferenga de 5,8% nas seqiéncias de ITS2 (ZHOU et al., 2002). Dentro do
complexo A. gambiae, cinco espécies foram distinguidas por diferengas de 0,4 a
1,6% (PASKEWITZ et al., 1993). As espécies cripticas Anopheles (Anopheles)
freeborni Aitken e Anopheles (Anopheles) hermsi Barr & Guptaranij ndo sao
distinguiveis morfologicamente, por bandeamento de cromossomos politénicos e
polimorfismos de fragmentos de restricdo do DNA mitocondrial, e apresentaram
diferengas em 11 posigdes (3,6%) neste espacador (PORTER & COLLINS. 1991).
Em seis espécies do complexo Anopheles maculipennis, as diférengas encontradas
variaram de 7,3% a 24% (PROFT et al., 1999).

MARRELLI et al. (1999b) analisaram as seqiéncias de ITS2 de A. oswaldoi
nos estados do Espirto Santo, Acre, Ronddénia, Amazonas, Amapa e de Ocamo
(Venezuela) e Yurimaguas (Peru). O maior grau de divergéncia observado foi para a
populagédo do Peru, que difere entre 12,1 e 13% das populagbes Brasileiras e
Venezuelana. Os autores propdem quatro grupos, que podem corresponder a quatro
espécies cripticas. Um grupo é formado pelas amostras do Acre, Amazonas e
Rondbnia, que apresentaram similaridades superiores a 99%. O segundo grupo é
composto por espécimes do Amapa e Venezuela, com 100% de similaridade, e os
mosquitos do Espirito Santo e do Peru formando grupos separados.

Resultados semelhantes aos anteriormente descritos foram encontrados por
FRITZ et al. (1994) em A. nuneztovari, analisando nove populagdes da América do
Sul. Apesar da diferenga de apenas 13 nucleotideos, foi possivel reunir as
populagdes analisadas em trés grupos. 1) Coldmbia, Venezuela e Bolivia, sendo que
as sequéncias da Colémbia e Venezuela séo idénticas e diferem em apenas dois

nucleotideos daquela da Bolivia. 2) Suriname e Brasil (Boa Vista), com seqléncias
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idénticas e 3) duas populagdes do Brasil (Utinga e Velha Timboteua, no Para),
também com seqliéncias idénticas. Além destes trés grupos, estes autores
verificaram que na populagdo de Puraquequara (Amazonas) dois individuos
apresentaram sequéncias iguais as do grupo 2 e um individuo possuia sequéncia
que difere em apenas dois nucleotideos do grupo 3. Estes dois tipos de seqiiéncias
no mesmo local sugere imigragdo de individuos provenientes destes dois grupos. Os
resultados de MARRELLI et al. (1999b) e FRITZ et al. (1994) mostram que as
populagbes mesmo habitando zonas ecolégicas diferentes e regides muito distantes,
podem exibir_ sequéncias idénticas, o que provavelmente as define como espécies
unicas. Se para populagdes geograficamente distantes é possivel obter estes
resultados, pressupondo a existéncia de uma Unica espécie, seria razoavel esperar
pouca ou nenhuma variagdo dentro da populagdo de Paranagua. Contudo as
variagdes observadas sdo relativamente significantes e podem sugerir a existéncia
de espécies cripticas neste local. Neste caso, seria necessario que em estudos
posteriores sejam estabelecidos pardmetros sobre o grau de variagdo intraespecifica
que A. cruzii pode apresentar.

As diferengas observadas na populagao da Floresta Estadual do Palmito em
relagdo as populagdes do estado de Sao Paulo permitem consideragdes sobre a
existéncia de espécies cripticas. Tais diferengas podem representar apenas
variagdes intraespecificas ou a presenga de duas entidades na populagdo de
Paranagua, que podem ter divergido simpatricamente ou mesmo o resultado de
imigracéo, conforme observaram FRITZ et al., (1994). O fato é que o genotipo
Paranagua 2 apresenta um grau de divergéncia marcante, sugerindo uma possivel
espécie criptica. As diferengas entre Paranagua 1, Juquiazinho e Peruibe estdo
confinadas a 8 e 7 nucleotideos respectivamente, e nao s&o suficientes para aponta-
las como espécies cripticas, com base somente nestes dados. Contudo, esta
hipétese ndo deve ser desconsiderada ja que o0 mesmo numero de polimorfismos foi
suficiente para distinguir cinco espécies do complexo A. gambiae (PASKEWITZ et
al., 1993).

Neste trabalho foram seqlenciados 22 individuos, dos quais 13 foram
confirmados como fémeas. Os individuos restantes provavelmente sao fémeas

porém ndo tiveram o sexo confirmado. Em algumas espécies de Anopheles o rDNA
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ocorre em um locus Unico, no cromossomo X (COLLINS et al. 1987). Considerando
que em A. cruzii o espagador ITS2 seja herdado desta forma, em nenhuma das 13
seqléncias obtidas a partir de fémeas foram obtidas evidéncias da ocorréncia de
cruzamento entre individuos com gendtipos diferentes, ou seja, nenhuma fémea
heterozigota foi observada. Considerando a freqiiéncia dos dois genétipos
(Paranagua 1, 0,82 e Paranagua 2, 0, 18) e assumindo que a populag&o se encontra
em equilibrio de Hardy-Weinberg, o nimero esperado de fémeas heterozigotas é de
aproximadamente 4, na amostra analisada. Isto sugere que os dois genotipos
observados séo provenientes de individuos reprodutivamente isolados e reforca a
hipétese de existéncia de espécies cripticas de A. cruzii nesta populagéo.

A. homunculus, A. bellator e A. laneanus pertencem ao subgénero Kerteszia
(HARBACH, 2004) e s&o espécies bastante préoximas de A.cruzii. O seqiienciamento
do marcador ITS2 destas espécies em diferentes populagbes poderia gerar
informagdes relevantes quanto ao grau de diferenca entre espécies proximas do
subgénero Kerteszia, auxiliando na interpretagdo das variagdes entre as populagées
de A. cruzii. Aparentemente, o Unico estudo deste tipo foi feito por MALAFRONTE et
al. (2003). Individuos coletados no estado de Sao Paulo tiveram suas seqiiéncias
determinadas. A diferenga observada entre A. cruzii e A. bellator foi de 1,5% e entre
A.cruzii e A. homunculus foi de 9,5%.

Com o objetivo de avaliar o grau de divergéncia entre as quatro seqiéncias
de ITS2 de Anophe/es cruzii e de outras espécies de Anopheles foi realizada uma
analise utilizando o programa ClustalW, que produziu o dendrograma mostrado na
figura 5. Para construir este dendrograma foram utilizadas as seqiéncias de ITS2
dispbniveis de A. cruzii e de trés outras espécies de Anopheles, estas do subgénero
Nyssorhynchus. Conforme esperado, as espécies do subgénero Nyssorhynchus
agruparam separadamente de A. cruzii, uma vez que pertencem a subgéneros
diferentes. Nota-se também que o gendtipo Paranagua 2 é o mais divergente do
grupo de A. cruzii. Entretanto, esta diferenga ndo é suficiente para indicar a
existéncia de espécie criptica pois ndo existem sequéncias disponiveis de outras
espécies do subgénero Kerteszia. Andlises mais abrangentes da populagéo da
Floresta do Palmito e de outras populagdes serdo necessarias para definir o grau de

variacao intraespecifica na regido 1TS2 de A. cruzii.
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Abenarrochil
___________ Arangelil
— Arangeli2
— flbenarrochi2
—Anuneztovari

paranagua2

paranagual
- Acruziiduqui
— AcruziiPeruibe

Figura 5. Dendrograma produzido a partir das sequéncias de ITS2 de trés espécies
de Nyssorynchus disponiveis no GenBank e as sequéncias disponiveis para
Kerteszia. A. benarrochi 1 (AF462383), A. benarrochi 2 (AF462384), A. rangeli 1
(AF462381), A. rangeli 2 (AF462382), A. nuneztovari (AF461749).

Com a intencao de fornecer um método de identificacdo mais rapido e
menos oneroso dos diferentes gendtipos encontrados na populacdo da Floresta
Estadual do Palmito, o perfil de restricdo tedrico da regido ITS2 foi analisado. Para
isso as seqliéncias disponiveis foram analisadas quanto a presenca de sitios de
restricdo que produzissem diferentes perfis, capazes de diferenciar os diferentes
genotipos existentes tanto na Floresta do Palmito quanto nas populacfes de Sao
Paulo. Os individuos coletados na Floresta Estadual do Palmito podem ser
distinguidos dos de S&o Paulo pela presenca de um sitio de restricdo para a enzima

na posicdo 112 (Fig. 4), o qual esta ausente nas seqiéncias de Juquiazinho
e Peruibe. Conforme previsto por MALAFRONTE et al. (1997), a populacdo de
Peruibe é diferenciada de Juquiazinho pela auséncia do sitio para a enzima Nru\. Os
gendtipos de Paranagua podem ser distinguidos entre si pela presenca de dois sitios
para a enzima Tagql e um sitio para a enzima HincW em Paranagua 1, enquanto
Paranagua 2 possui apenas um sitio para Tagl e nenhum para HincW. Andlises de
restricdo com estas duas enzimas foram feitas por CALADO (2005) em individuos
coletados em Paranagua (llha do Mel e Floresta Estadual do Palmito) e ndo foram
observadas diferencas no perfil de restricdo. Os individuos analisados por CALADO

(2005) apresentaram um perfil de restricdo para as enzimas utilizadas, compativel
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com o gendtipo Paranagua 1, o mais abundante na amostra realizada no presente
trabalho.

O seqlienciamento da regido ITS2 de individuos da espécie A. cruzii da
Floresta Estadual do Palmito fornece resultados preliminares que indicam a provavel
existéncia de espécies cripticas. Entretanto, a elucidagado do significado biolégico
das diferencas observadas deve ser acompanhada de estudos multidisciplinares,
que envolvem analises morfologicas, moleculares, ecoldgicas, comportamentais, etc.
Desta forma, a utilizagdo de um marcador molecular deve servir como método
adicional numa abordagem muito abrangente, que visa compreender a estrutura das

populag¢des e determinar o status taxondmico de Anopheles cruzii.
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5 CONCLUSOES

1. O sequenciamento da regido ITS2 de A. cruzii a partir de uma amostra de 22
individuos da populagdo da Floresta Estadual do Palmito produziu dois tipos de

sequéncia, Paranagua 1 e Paranagua 2.

2. Dezoito individuos apresentaram o geno6tipo 1 e quatro apresentaram o genétipo

2, ndo sendo observada variagdo dentro dos dois grupos.

3. O genodtipo 1 apresenta 436 pb e diferengas de 1,84% e 1,61% quando
comparado com as sequéncias de Juquiazinho e Peruibe respectivamente. O
genotipo 2 possui 423 pb e difere em 10,3% da populagdo de Juquiazinho, 10,1%

em relagao a Peruibe e 8,5% do gendtipo 1.

4. Anadlises com enzimas de restricao revelaram que as populagdes de Paranagua e
do estado de Sao Paulo podem ser diferenciadas através da restricdo com a enzima
Hpy188l e os gendétipos Paranagua 1 e 2 podem ser diferenciados pela restrigéo

com as enzimas Taql ou Hincll.

5. As diferencas observadas, por si s6, ndo sao suficientes para afirmar que os
genotipos 1 e 2 pertencem a espécies cripticas, mas sdo evidéncias que estimulam
uma investigacdo mais aprofundada utilizando-se diferentes abordagens e

metodologias.
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