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RESUMO 

 

Culex quinquefasciatus é vetor de muitos agentes etiológicos de doenças humanas, incluindo 

Wuchereria bancrofti, o parasita que causa a filariose linfática, uma doença endêmica no 

Estado de Pernambuco (PE), Brasil. A elevada densidade deste mosquito pode causar 

problemas secundários que têm impacto na saúde e qualidade de vida das pessoas expostas; 

por isso, o controle desta espécie é importante. O objetivo do trabalho foi identificar se 

existem e quais são os mecanismos de resistência a inseticidas químicos e a diversidade 

genética de populações naturais de Culex quinquefasciatus coletadas em PE. As avaliações 

foram feitas por meio de bioensaios, ensaios bioquímicos para mensurar a atividade das 

enzimas de detoxificação e ensaios moleculares para estimar a frequência da mutação 

presente no gene da acetilcolinesterase (ace-1), associada à resistência a organofosforados 

(OPs) e carbamatos (CMs). A diversidade genética das populações foi avaliada utilizando 16 

marcadores microssatélites. Ovos de Culex foram coletados em seis municípios de PE: Olinda 

(Peixinhos e Alto da Conquista), Recife (Água Fria), Jaboatão dos Guararapes, Ipojuca, 

Glória do Goitá e Santa Cruz do Capibaribe. Os resultados mostraram que apenas a população 

proveniente de Santa Cruz do Capibaribe (SC) apresentou alteração na susceptibilidade (RR = 

7,2 vezes), com nível de resistência moderado ao temephos, enquanto as outras populações 

analisadas não mostraram alteração na susceptibilidade ao inseticida. Quanto aos testes 

bioquímicos, apenas em SC foi observado um aumento na atividade de todas as esterases 

estudadas e indícios de insensibilidade da acetilcolinesterase. A frequência da mutação G119S 

no alelo de resistência ace-1 (G119S) foi de 0,11 em SC e zero nas outras populações. O 

número de alelos por locus variou entre 2 e 15. Alguns desses alelos foram exclusivos de 

algumas localidades. O percentual de variabilidade genética encontrado foi maior dentro das 

populações do que entre as populações e os resultados indicam excesso de heterozigotos. 

Estes dados mostram que embora não haja programas nacionais para o controle de Culex, esta 

espécie apresenta mecanismos de resistência que estão sendo mantidos em populações 

naturais como um resultado da exposição acidental ao inseticida, o que poderia prejudicar as 

ações de controle que podem ser implantadas no futuro. 
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ABSTRACT 

 

Culex quinquefasciatus is the vector of many agents of human diseases, including Wuchereria 

bancrofti, the parasite that causes bancroftian filariasis, an endemic disease in Pernambuco 

State (PE), Brazil. The high density of this mosquito can also cause secondary problems that 

have an impact on health and quality of life of exposed people; ergo the control of this species 

is important. The aim of this work was to identify resistance mechanisms to insecticide and 

the genetic diversity of C. quinquefasciatus natural populations collected in PE. Evaluations 

were made by bioassays, biochemical assays to measure the detoxification enzymes activity 

and molecular assays to estimate the frequency of acetylcholinesterase mutation (G119S), 

associated with temephos resistance. The genetic diversity was evaluated by 16 

microsatellites. Culex eggs were collected from six regions in Pernambuco State Olinda 

(Peixinhos and Alto da Conquista), Recife (Água Fria), Jaboatão dos Guararapes, Ipojuca, 

Glória do Goitá and Santa Cruz do Capibaribe. The results showed that only Santa Cruz do 

Capibaribe population showed a change in susceptibility (RR = 7.2 fold), a moderate level of 

resistance to temephos, and the others populations analyzed showed no change in insecticide 

susceptibility. To biochemical assay, only in Santa Cruz was observed an increase of all 

esterase activity studied and evidence of acetylcholinesterase insensitivity. The G119S 

mutation frequency in the ace-1 gene was 0.11 in this population and zero in the others 

analyzed. The number of alleles per locus varied between 2 to 15. Some of these alleles were 

only observed in particular localities. The percentage of genetic variability was higher within 

populations than between populations and the results indicate excess of heterozygote. These 

data show that although there are no national programs to Culex control, this species has 

resistance mechanisms that are being maintained in natural population as a result of incidental 

exposure to the insecticide, which could undermine control actions that may be deployed in 

the future. 
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1 CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA 

 

Culex quinquefasciatus é vetor exclusivo do verme filarial Wuchereria bancrofti nas 

Américas, o agente etiológico da filariose linfática, uma doença ainda endêmica na Região 

Metropolitana do Recife (RMR). Também pode ser vetor de diversos arbovírus de encefalites 

humanas, como o vírus do Nilo Ocidental, responsável por epidemias nos Estados Unidos e 

que já foi isolado no Caribe, Colômbia, Argentina. Devido à inexistência de vacinas 

específicas para a prevenção dessas doenças, torna-se necessário o controle do vetor.  

Desde 1940, o emprego de inseticidas químicos tem sido a ferramenta mais utilizada 

no controle de insetos. O uso de inseticidas da classe dos organoclorados, organofosforados, 

carbamatos e piretróides, por um extenso período de tempo, levou à seleção de diversas 

populações de insetos resistentes, dificultando ainda mais o controle de doenças endêmicas 

como a filariose, malária, leishmaniose, entre outras. Os mecanismos mais comuns de 

resistência são o aumento da capacidade metabólica das enzimas de detoxificação como 

esterases, oxidases e glutationa S-transferases (GSTs), e/ou diminuição da sensibilidade do 

sítio-alvo do inseticida. Para espécies de Culex, foram descritos três loci que apresentam os 

principais alelos de resistência aos inseticidas organofosforado e carbamato. Dois desses loci, 

Est-2 e Est-3, apresentam genes que conferem resistência ao inseticida pela superprodução de 

esterases (resistência metabólica), que é alcançada pela amplificação ou pela regulação gênica 

positiva. O terceiro locus, ace-1, codifica uma acetilcolinesterase e os alelos de resistência de 

ace-1 possuem mutações pontuais que acarretam na diminuição da ligação do inseticida ao 

sítio-alvo (alteração do sítio-alvo). 

No Brasil, alguns municípios utilizam de forma pontual o larvicida biológico 

Bacillus sphaericus para o controle de C. quinquefasciatus, e já foram descritas populações 

com alterações na susceptibilidade a esta bactéria. Contudo, não existe um programa nacional 

de controle de Culex, diferente do observado o mosquito Aedes aegypti, vetor do vírus da 

dengue e da febre amarela, cujo organofosforado temephos foi, no período de 1996 a 2011, o 

larvicida de primeira escolha no Plano Nacional para Controle da Dengue (PNCD). A 

utilização de inseticidas químicos, apesar de dirigida aos criadouros preferenciais desta 

espécie, representados por reservatório de água potável como caixas d’águas, tonéis, cisternas 

e outros, possivelmente também atinge as populações de Culex, porém estudos sobre a 

influência desses compostos nestas populações foram pouco explorados.  
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A proposta deste trabalho foi identificar se as populações naturais de C. 

quinquefasciatus do Estado de Pernambuco estão resistentes a inseticidas químicos e quais 

mecanismos estão envolvidos ou modulando esta resistência, além de avaliar a diversidade 

genética dentro e entre as populações coletadas. O modelo utilizado no estudo apresenta 

características ideais para a avaliação da resistência e variabilidade genética em populações 

naturais de C. quinquefasciatus e pode trazer importantes contribuições para o 

estabelecimento de estratégias de detecção e manejo da resistência.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Culex quinquefasciatus SAY, 1823 (Diptera: Culicidae) 

 

2.1.1 Distribuição, biologia e ecologia 

 

C. quinquefasciatus é considerado um mosquito trópico-cosmopolita que ocorre nas 

porções meridionais da Ásia, África, Américas (do sul dos EUA ao norte da Argentina) e na 

Oceania. No Brasil, sua distribuição é abrangente e sua abundância é influenciada pela 

presença humana e urbanização (FORATTINI et al., 1993). É um inseto holometábolo, sendo 

o adulto alado e as formas pré-imaginais aquáticas. O seu ciclo biológico tem duração média 

entre 10 a 12 dias, desde a eclosão das larvas até a emergência do adulto, porém a duração do 

ciclo depende de fatores como disponibilidade de alimento, temperatura, luz e umidade 

(CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994).  

Após a cópula, a fêmea, que é hematófaga, realiza o repasto sanguíneo geralmente à 

noite ou durante o período vespertino. Quando atingida a repleção, a fêmea procura um local 

de repouso até a oviposição, que ocorre entre 48 e 72 horas após o repasto. Os ovos são 

depositados diretamente sob a lâmina d’água dos criadouros, agrupados em número de 150 a 

250, sob a forma de jangada (CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). A seleção do 

local de oviposição é o principal fator de distribuição da espécie, que é influenciado pelo 

feromônio de oviposição presente na superfície apical dos ovos que tem a capacidade de atrair 

as fêmeas para os criadouros já colonizados (BARBOSA et al., 2007; LAURENCE; 

PICKETT, 1985). 

O desenvolvimento pré-imaginal ocorre no ambiente aquático e é composto por 

quatro estádios larvais (L1, L2, L3 e L4) e um de pupa (Figura 1). As larvas são filtradoras e 

alimentam-se preferencialmente na superfície dos criadouros. As pupas não se alimentam, 

mas permanecem ativas, movimentando-se quando o ambiente é perturbado e os adultos 

alimentam-se de seiva vegetal. As fêmeas são também hematófagas e a alimentação sanguínea 

está relacionada à maturação de seus ovos. Embora possam realizar o repasto sanguíneo em 

aves ou em outros animais, as fêmeas são predominantemente antropofílicas (CONSOLI; 

LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). 

O sequenciamento do genoma de C. quinquefasciatus está completo, sua anotação 

está em andamento e já foram descritos 22.629 genes, destes 18.883 são codificadores de 

proteínas, sendo este número maior do que o número de genes descritos para Ae. aegypti e 
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Anopheles gambiae (ARENSBURGER et al., 2010; REDDY; LABBÉ; CORBEL, 2012). 

Logo, é importante entender como este número elevado de genes interfere na preferência pela 

alimentação sanguínea, transmissão de patógenos, na adaptação das populações de Culex aos 

criadouros que são, na maioria das vezes, poluídos e também na resposta aos inseticidas 

(BARTHOLOMAY et al., 2010; REDDY; LABBÉ; CORBEL, 2012).  

Os criadouros preferenciais do mosquito C. quinquefasciatus são coleções de água 

estagnada do nível do solo, rica em matéria orgânica em decomposição e detritos, tais como 

valetas, fossas, córregos, caixas de inspeção de esgoto, entre outros. Após a emergência, os 

adultos permanecem, preferencialmente, próximos ao local onde ocorreu a oviposição, no 

ambiente peridomiciliar ou dentro das casas, para que as fêmeas possam buscar o repasto 

sanguíneo (CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). Um estudo realizado por 

Oliveira (1996), em uma área endêmica para filariose no Recife, demonstrou que o número de 

adultos no ambiente domiciliar depende do número de criadouros no intra e peridomicílio, e 

que sua densidade é maior no período chuvoso, provavelmente devido ao aumento do número 

dos criadouros. Nesta área, foram registradas densidades que flutuaram entre 20 e 60 adultos 

por quarto por noite, sendo que nos períodos de chuva este número foi maior do que 100 

mosquitos (REGIS et al., 1995). 

 

 

Figura 1. Ciclo biológico do mosquito Culex quinquefasciatus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Adultos (1). As fêmeas depositam na água ovos agrupados sob a forma de jangada (2), após a eclosão há 

quatro estádios larvais (3), em seguida é atingido o estágio de pupa (4), que dará origem aos adultos (1). 

Fonte: (1) Action Nature (2008); (2) Gulf Coast Mosquito Control (2006); (3) Wildlife Trust (2006); (4) 

Fotosearch (2008).  
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2.1.2 Importância vetorial 

 

 C. quinquefasciatus pode ser vetor de patógenos de doenças e causa um grande 

desconforto à população humana devido ao elevado número de picadas durante a hematofagia 

das fêmeas. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2011a), a espécie é 

vetor exclusivo da filariose bancroftiana nas Américas. Esta parasitose é endêmica em várias 

regiões tropicais, com estimativa de 120 milhões de indivíduos infectados em 81 países e mais 

de um bilhão de pessoas vivendo em áreas de risco de contrair a infecção (WHO, 2011a). A 

transmissão ativa da filariose nas Américas foi evidenciada em quatro países: Brasil, 

República Dominicana, Guiana e Haiti. No Brasil, a Região Metropolitana do Recife (RMR), 

localizada no Estado de Pernambuco, apresenta focos endêmicos da filariose linfática desde 

1990.  

No Brasil, a doença é causada pelo verme nematoda Wuchereria bancrofti 

(Spirurida: Onchocercidae) e sua transmissão se dá através da picada da fêmea do mosquito 

C. quinquefasciatus. O ciclo biológico de W. bancrofti é do tipo heteroxênico, possuindo 

hospedeiro intermediário (mosquito) e definitivo (homem) (REY, 2001). A infecção vetorial 

ocorre quando a fêmea do mosquito realiza o repasto sanguíneo e ingere microfilárias, forma 

jovem de W. bancrofti, presentes no sangue periférico do indivíduo infectado. No mosquito, 

as microfilárias perdem a bainha e transformam-se em larva de primeiro estágio (L1), estas 

larvas atravessam a parede do intestino e migram para os músculos torácicos, havendo mais 

duas mudas e, cerca de duas semanas após o repasto sanguíneo, atingem o estágio de larva 

infectante (L3) e migram para as glândulas salivares do mosquito por movimento ativo (REY, 

2001).  

Quando a fêmea de C. quinquefasciatus realiza novamente o repasto sanguíneo, as L3 

se desprendem do aparelho bucal e penetram ativamente na pele do hospedeiro humano, 

através da lesão causada pela picada do mosquito, alcançam a corrente sanguínea e se alojam 

nos vasos linfáticos aferentes, onde se desenvolvem até a fase adulta. Quando macho e fêmea 

se encontram no mesmo vaso linfático ocorre a fase reprodutiva. A longevidade dos adultos 

nos vasos linfáticos pode atingir de 8 a 10 anos (FONTES, 2003). 

Um programa global para eliminação da filariose proposto pela OMS foi iniciado em 

2000 e, para tal, a associação de medidas como o tratamento em massa (TM) da população 

humana com uma droga microfilaricida é recomendada para interromper o ciclo de 

transmissão da doença (OTTESEN et al., 2008; WHO, 2011a). Entretanto, um número de 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Spirurida&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Larva
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entraves biológicos e operacionais tem ameaçado o sucesso do TM, por exemplo, o elevado 

número de pessoas que rejeitam o tratamento, o que levou a questionar se somente o TM seria 

suficiente para eliminar a doença. Estas dificuldades surgem em áreas onde Culex é o 

principal vetor, uma vez que este mosquito exibe algumas “limitações” como, por exemplo, o 

número de microfilárias (mf) que se desenvolvem até o estágio infectivo é reduzido à medida 

que a quantidade de mf ingeridas aumenta. Isto significa que a capacidade vetorial é maior 

quando o número de mf em cada alimentação sanguínea é baixo, o que é esperado após um 

TM. Em consequência, a FL transmitida por Culex representa o maior desafio para o controle 

da doença (OTTESEN et al., 2008). 

C. quinquefasciatus também tem sido incriminado como vetor de arbovírus de 

importância para saúde pública. Foi encontrado naturalmente infectado com vírus causadores 

de encefalites como St. Louis, Venezuelana (Panamá) e Oropouche (Pará), e tem sido 

incriminado como vetor de arbovírus em áreas rurais e urbanas. Outro exemplo é a 

transmissão da encefalite causada pelo Vírus do Nilo Ocidental (VNO), um arbovírus do 

gênero Flavivirus, que tem como hospedeiro principal as aves migratórias, sendo transmitido 

ao homem por mosquitos infectados, sobretudo do gênero Culex. Epidemias nos Estados 

Unidos ocorrem desde 1999 e o vírus já foi isolado no Caribe, Colômbia, Argentina e, 

recentemente, foram encontrados cavalos com sorologia positiva para o vírus no Brasil 

(BERROCAL et al., 2006; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 

2003; MORALES et al., 2006, PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Cerca de 80% das 

pessoas que se infectam com o VNO não apresentam sintomas clínicos ou desenvolvem a 

doença, com período de incubação da infecção pelo VNO de dois a 14 dias (CENTERS FOR 

DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003). As características clínicas são febre, dor 

de cabeça, fadiga e, em algum casos, rachadura na pele e dor nos olhos, porém, quando o 

sistema nervoso é afetado pode causar meningite e encefalite, podendo levar a morte 

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003). 

Como a disseminação do VNO pode ocorrer através de aves migratórias, deve haver 

vigilância ambiental de animais tidos como reservatórios e vetores para impedir a entrada e 

dispersão do VNO no país (LUNA; PEREIRA; SOUZA, 2003). Há uma estimativa de 

ampliação mundial da transmissão de arboviroses e mosquitos do gênero Culex podem ter um 

papel estratégico, devido a sua abundância em áreas urbanas. Além do papel de vetor, a alta 

densidade de Culex e o incômodo associado a sua picada durante a hematofagia também 

http://www.cdc.gov/niosh/topics/westnile/
http://www.cdc.gov/niosh/topics/westnile/
http://www.cdc.gov/niosh/topics/westnile/
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podem provocar problemas secundários que têm um impacto na saúde e qualidade de vida das 

populações expostas. 

 

  2.2 Controle populacional de vetores 

 

Um controle de culicídeos exige estratégias que levem em consideração a biologia e 

ecologia do inseto, pois fatores como o curto ciclo biológico e o elevado número de 

criadouros encontrados em áreas urbanas dificultam o controle da densidade populacional dos 

insetos vetores (REGIS et al., 1995). O controle pode ser realizado por meio de métodos 

físicos, como saneamento, adicionar microesferas de poliestireno na superfície das fossas e 

vedá-las, entre outros, além do emprego de inseticidas químicos ou biológicos. Estes métodos 

visam reduzir os níveis populacionais desses insetos, interrompendo o ciclo de transmissão de 

doenças e o incômodo causado pela picada dos mosquitos. 

 

2.2.1 Controle Biológico 

 

O controle biológico baseia-se na utilização de predadores, parasitas, competidores, 

patógenos ou toxinas resultantes do metabolismo de agentes biológicos. Podem ser utilizados 

peixes, insetos, nematódeos, protozoários, fungos, vírus e bactérias entomopatógenas 

(BECKER et al., 2003). No conceito de controle biológico, entende-se que esses agentes são 

seletivos e considerados inócuos para outros invertebrados não-alvo, para o ambiente, para o 

homem e outros vertebrados (BECKER et al., 2003).  

Nenhum dos vírus entomopatógenos conhecidos são eficazes no controle de dípteros, a 

maioria é patógena para insetos da ordem Lepidoptera (BECKER et al., 2003). Pesquisas têm 

sido desenvolvidas para avaliar o papel de muitas espécies de fungos no controle biológico de 

mosquitos. A espécie Lagenidium giganteum é considerada um agente de controle biológico 

em potencial desde o início da década de 70. Estudos demonstraram a eficácia desse fungo 

para espécies de C. pipiens, C. tarsalis, An. gambiae e Ae. aegypti (GOLKAR et al., 1993; 

WOODRING; KAYA; KERWIN, 1995). Os problemas mais frequentemente encontrados na 

utilização de fungos como entomopatógenos têm sido a baixa especificidade, a alta dosagem 

necessária e as dificuldades de cultivo in vitro (BECKER et al., 2003; CONSOLI; 

LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). 
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As bactérias entomopatógenas, por sua vez, são utilizadas desde os anos 60 para o 

controle de insetos praga na agricultura. O seu uso para o controle de dípteros tomou impulso 

com a descoberta da propriedade inseticida de Bacillus sphaericus (Bs) (KELLEN et al., 

1965) e do isolamento de B. thuringiensis sorovar. israelenses (Bti) (GOLDBERG; 

MARGALIT, 1977). A propriedade inseticida destas bactérias é devida, primariamente, a 

proteínas inseticidas produzidas durante a fase de esporulação.  Estudos têm demonstrado que 

populações de Culex podem desenvolver resistência aos biolarvicidas à base de Bs quando 

submetidas à forte pressão de seleção, sob condições de laboratório ou de campo, porém, 

continuaram susceptíveis a Bti (AMORIM et al., 2007; PEI et al., 2002; YUAN et al., 2003).  

Uma nova abordagem para o controle biológico de mosquitos vetores de patógenos 

tem sido recentemente proposta, a qual utiliza a bactéria endossimbiótica intracelular 

Wolbachia pipientis, presente em 70% das espécies de insetos no mundo (RUANG-

AREERATE et al., 2003). A incompatibilidade citoplasmática (IC) é uma das manipulações 

reprodutivas causada pela bactéria. A IC ocorre na cópula entre indivíduos que diferem no 

tipo de linhagem da Wolbachia e resulta na morte embrionária precoce da prole (CHARLAT; 

CALMET; MERCOT, 2001). Como o mosquito Ae. aegypti não é naturalmente infectado pela 

bactéria, por isso, pesquisadores produziram infecções artificiais nesta espécie com a 

transfecção da linhagem wAlb, que infecta naturalmente Ae. albopictus, levando à elevadas 

taxas de IC, diminuindo a população do vetor (XI et al., 2005). O projeto ‘Eliminar a Dengue: 

Desafio Brasil’ tem como objetivo cessar a transmissão do vírus da dengue pela introdução de 

Ae. aegypti infectado com a  linhagem wMel, que infecta Drosophila melanogaster, junto às 

populações locais de mosquitos, o que pode levar à IC e diminuição de baixos níveis 

populacionais do inseto vetor; a fase inicial do projeto será conduzida no Rio de Janeiro 

(HOFFMANN et al., 2011; ILICCIEV, 2012; MCMENIMAN et al., 2008; WALKER et al., 

2011). 

 

2.2.2 Controle Genético 

 

Com o avanço das pesquisas no campo da Biologia Molecular, a técnica de 

silenciamento gênico via RNA de interferência (RNAi) tem sido bastante estudada como 

potencial alternativa para o controle de insetos (WHYARD; SINGH; WONG, 2009). O RNAi 

é um mecanismo de regulação que ocorre naturalmente na maioria das células eucarióticas e, 

em plantas e animais, é uma defesa importante contra ataque de vírus (MOLNAR et al., 2005; 



Populações de Culex quinquefasciatus Say, 1983 (Diptera:Culicidae)...                               AMORIM, L.B. 

 

 

22 

SUN; TSAO, 2008). Este mecanismo é capaz de promover a inativação gênica após a 

transcrição do RNA mensageiro, o que permite silenciar a atividade de genes específicos, 

controlar o fluxo de informação genética na célula, além de identificar a função destes genes 

(FIRE et al., 1998). Esta técnica pode ser usada para reduzir a competência vetorial ou 

diminuir a população dos insetos, pois é possível bloquear a transmissão de patógenos, gerar 

machos inférteis ou silenciar genes responsáveis pela síntese de quitina (PARADKAR et al., 

2012; THAILAYILA et al., 2011; ZHANG; ZHANG; ZHU, 2010). 

A utilização de mosquitos transgênicos para o controle de doenças pode ser possível 

devido a mecanismos que levam ao bloqueio da transmissão do patógeno, redução do número 

de picadas, aumento da mortalidade da prole e aumento da mortalidade dos mosquitos 

induzida pela infecção (MEDLOCK et al., 2009). Uma variação da técnica do inseto estéril, a 

liberação de insetos carregando um gene letal dominante (RIDL – Release of Insects carrying 

a Dominant Lethal gene), está sendo utilizada com sucesso na Bahia para o controle de Ae. 

aegypti (LIMA, 2012). Esta linhagem, denominada de RIDL OX513A, produz mosquitos que 

carregam um gene responsável pela morte das larvas durante seu desenvolvimento. Esta 

técnica consiste na inserção de um gene que codifica uma proteína ativadora de transcrição 

que, quando expresso, atua na ativação de um segundo gene inserido na linhagem modificada, 

produzindo um produto letal ao mosquito. Porém, na presença de tetraciclina, a 

funcionalidade deste fator de transcrição é reprimida, o que leva a regulação condicional da 

ativação do gene letal (WILKE et al., 2009). As liberações de Ae. aegypti machos 

transgênicos na Bahia foram iniciadas em fevereiro de 2011, sendo um dos mecanismos 

utilizados para o combate ao vetor (LIMA, 2012; OLIVEIRA; CARVALHO; CAPURRO, 

2011).  

 

2.2.3 Controle Químico 

 

Com o advento da agricultura, diversos compostos orgânicos e inorgânicos foram 

utilizados para o controle de insetos. Segundo Mariconi (1988), os inorgânicos são 

classificados em fluorados (fluoreto de sódio, criolita) arsenicais (arsênico branco, cálcio e 

chumbo) e miscelânea (sulfatos, carbonatos, entre outros). Dentre os inseticidas orgânicos, 

cujas substâncias ativas são provenientes de plantas, destacam-se o alcaloide nicotina, isolado 

de espécies de Nicotiana, o qual é agonista do receptor nicotínico da acetilcolina; além da 

rotenona, isolada de espécies do gênero Derris e Lonchocarpus e inibe o complexo da cadeia 
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de transporte de elétrons na mitocôndria (CASIDA; QUISTAD, 1998; SOLOWAY, 1976). Os 

compostos inorgânicos são bastante tóxicos; além disso, são sensíveis à luz e sua obtenção 

tem elevado custo, não sendo viável a sua utilização em campo.  

Estes inseticidas foram amplamente substituídos no controle de pragas após a 

descoberta dos primeiros produtos orgânicos sintéticos em meados da década de 30 até os 

anos 70 (CASIDA; QUISTAD, 1998). O uso de compostos da classe dos organoclorados 

(OC), organofosforados (OP), carbamatos (CM) e piretróides (PY) teve um sucesso sem 

precedentes em várias campanhas de controle de vetores, sobretudo de espécies implicadas na 

transmissão da malária (BRADLEY, 1998). Porém, o meio ambiente tem sofrido com a 

utilização descontrolada destes compostos químicos, pois, além de causarem enorme impacto 

ambiental, depois de certo tempo perdem o largo espectro de atividade. Além disso, já foram 

descritas diversas espécies de artrópodes resistentes às quatro classes de inseticidas químicos 

citadas. 

A partir dos estudos básicos de fisiologia dos insetos, a pesquisa por inseticidas 

alternativos, com sítio-alvo diferente dos inseticidas orgânicos sintéticos, levou à utilização de 

substâncias capazes de interferir nos processos da metamorfose e reprodução dos insetos 

(BECKER et al., 2003). Neste caso, surgiram os inseticidas que são reguladores de 

crescimento de insetos (IGR – Insect Growth Regulator) que podem ser divididos em duas 

categorias: os hormonais e os não-hormonais (GRAF, 1993). Os IGRs hormonais, como 

metoprene, hidroprene, piriproxifen e fenoxicarb, interferem no sistema endócrino 

provocando retardo no desenvolvimento do inseto e a morte. Já os IGRs não hormonais, como 

diflubenzuron e triflumuron, atuam sobre a formação do exoesqueleto dos insetos interferindo 

na síntese de quitina, molécula que constitui a cutícula e matriz peritrófica da maioria dos 

insetos e, dos ovários e ovos de algumas espécies (GRAF, 1993; MANSUR et al., 2010; 

MERZENDORFFER; ZIMOCH, 2003). O Plano Nacional para Controle da Dengue (PNCD) 

indica que nas localidades nas quais existam populações de Ae. aegytpi resistentes aos 

inseticidas de 2ª geração, estes sejam substituídos por IGRs, como o metoprene e 

diflubenzuron, ou por bactérias entomopatógenas (BRASIL, 2009a).  

Novas moléculas com atividade tóxica ao sistema nervoso de artrópodes foram 

desenvolvidas, buscando reduzir o efeito da resistência cruzada, além de aumentar a 

seletividade contra insetos, reduzir a toxicidade para outras espécies e apresentar alta eficácia, 

o que possibilita aplicações em campo em concentrações menores e mais espaçadas.  Dentre 

alguns exemplos, podem-se citar os neonicotinoides, derivados da molécula de nicotina, que 
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agem como agonistas dos receptores nicotínicos da acetilcolina, promovendo a abertura dos 

canais de sódio, o que gera um colapso do sistema nervoso e morte (TOMIZAWA; CASIDA 

2005).  O espinosade foi o primeiro inseticida comercial entre as espinosinas, moléculas 

isoladas do actinomiceto Saccharopolyspora spinosa (HUANG et al., 2009), que tem como 

mecanismo de ação o estímulo do receptor colinérgico, o que induz ativação alostérica 

persistente dos receptores nicotínicos de acetilcolina, levando à morte dos insetos devido à 

prolongada contração muscular (PERRY; BATTERHAM; DABORN, 2011). Um recente 

trabalho realizado no México demonstrou a eficácia do espinosade no controle de Ae. aegypti, 

Ae. albopictus, C. quinquefasciatus e C. coronator, mesmo após a recolonização do ambiente 

(MARINA et al., 2012).   

 

2.3 Inseticidas orgânicos sintéticos 

 

2.3.1 Organoclorados 

 

A partir de 1940, o evento da descoberta dos inseticidas químicos de síntese 

provocou uma revolução que abriu espaço para que esta ferramenta passasse a ser a mais 

utilizada no controle de insetos (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Os organoclorados (OC) 

foram os primeiros inseticidas sintéticos produzidos com amplo uso agrícola e domiciliar. São 

moléculas de hidrocarbonetos derivadas do clorobenzeno (DDT), ciclohexano (BHC, lindane) 

ou do ciclodieno (aldrin, dieldrin, endolsufan). O modo de ação destes compostos ainda não 

foi completamente elucidado, porém, sabe-se que atuam por ingestão e/ou contato, impedindo 

a transmissão nervosa normal (COATS, 1990). Os OCs derivados do clorobenzeno e do 

ciclohexano atuam nos canais de sódio, fazendo com que sua conformação fique 

permanentemente aberta, mesmo após a passagem do impulso. Aqueles derivados do 

ciclodieno atuam sobre os receptores do neurotransmissor inibitório do ácido gama-

aminobutírico (GABA), não permitindo a entrada de íons de cloro no neurônio. Estas 

interferências levam a impulsos repetitivos, o que gera contração muscular, convulsões e 

provoca paralisia no inseto (knockdown), que pode ser seguida de morte  (COATS, 1990; 

D’AMATO; TORRES; MALM, 2002). 

O DDT foi o inseticida escolhido pela OMS para o controle das diferentes 

populações de insetos vetores de doença e foi amplamente utilizado no processo de 

erradicação da malária nas décadas de 50-60 (HEMINGWAY; RANSON, 2000).  Porém, teve 

a utilização descontinuada e proibida, principalmente no controle de pragas agrícolas, pois 
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tem como uma de suas principais características a capacidade de acumular-se nas células 

gordurosas dos humanos e de outros animais, além de ser muito estável, podendo persistir nos 

organismos e no ambiente por até 30 anos (OPAS, 1996). Porém, o DDT é um dos 12 

inseticidas recomendados pela OMS e continua sendo utilizado no controle da malária na 

África, apenas para pulverização residual de interiores, devido ao elevado poder residual 

(WHO, 2011b). No Brasil, é proibida a utilização dos OCs na agricultura desde 1985, e em 

1998, foi proibido para uso em campanhas de saúde pública (BRASIL, 2009b). A Lei nº 

11.936/09, instituída em 2009, proíbe a fabricação, a importação, a manutenção em estoque, a 

comercialização e o uso de DDT no Brasil (BRASIL, 2009b). Os OCs ainda desempenham 

um papel importante no presente, como desempenharam no passado, em programas de 

controle da Malária (CASIDA; QUISTAD, 1998). 

 

2.3.2 Organofosforados 

 

Os inseticidas que contêm fósforo em sua composição ou organofosforados (OPs) 

são classificados em três categorias, baseadas em sua natureza química: os derivados de 

grupos fenil (temephos, fenitrothion, entre outros), os alifáticos (malathion, vapona, vidrin, 

entre outros) e os heterociclícos (clorpirifos, metil- clorpirifos) (BRAGA; VALLE, 2007). As 

duas primeiras categorias necessitam passar por uma etapa de bioativação, pois são 

administradas na forma de pró-inseticidas. Ocorre uma reação de oxidação por intermédio das 

Oxidases de Função Mista (MFOs), no qual o metabólito gerado possui toxicidade maior que 

o composto original (FUKUTO, 1990; MARONI et al., 2000).  

Esta classe de inseticidas age por contato e/ou ingestão, ligando-se ao centro 

esterásico da enzima acetilcolinesterase (AChE), impossibilitando-a de hidrolisar o 

neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e ácido acético, pois a enzima é fosforilada 

pelo inseticida, ficando inativa.  A presença continuada da acetilcolina nas terminações 

nervosas interfere no mecanismo de transmissão neuronal, no qual o estímulo do sistema 

nervoso central é contínuo, ocasionando paralisia e morte do inseto (BRAGA; VALLE, 2007; 

SUCEN, 2001).  

Por serem biodegradáveis e não se acumularem nos tecidos dos animais e vegetais, 

os OPs foram amplamente utilizados em programas de controle, substituindo os OCs. Porém, 

estes compostos são quimicamente instáveis, o que requer aplicações periódicas, em ciclos 

bimestrais (BRAGA; VALLE, 2007). Além disso, mesmo em doses relativamente baixas, são 

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2009/Lei/L11936.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2009/Lei/L11936.htm
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mais tóxicos para os vertebrados do que os OCs (BECKER et al., 2003). O malathion é 

amplamente utilizado como adulticida em programas de controle de vetores na Saúde Pública, 

aplicado em ultrabaixo volume (UBV).  

Para o controle das larvas, temephos (O,O,O’,O’-tetrametil O,O’-ditiop-fenileno 

fosforotionato) (Figura 2) é amplamente utilizado nos programas de controle, numa 

concentração de 1 ppm de princípio ativo absorvido em grão de areia, numa formulação 

contendo 1% desta substância, esta formulação promove a liberação do ingrediente ativo 

lentamente para a água e prolonga o efeito do tratamento (ENVIRONMENTAL 

PROTECTION AGENCY, 2009). É o único OP aprovado pela OMS para uso em água de 

consumo humano, devido à baixa solubilidade em água e a baixa toxicidade ao ser humano 

(WHO, 2009). Como o temephos é um composto hidrofóbico, certa quantidade das moléculas 

deve ser adsorvida na matéria orgânica e nas paredes do recipiente, reduzindo a concentração 

na água e no período residual de controle das larvas.  À medida que a concentração do resíduo 

diminui, o temefós adsorvido na matéria orgânica e nas paredes do recipiente tende a retornar 

à água e sob condições abióticas é estável à hidrólise por cerca de 30 dias 

(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2009; HUGHES et al., 1980).  

 

Figura 2. Estrutura química do organoclorado temephos. 

 

 

 

Fonte: WHO, 2011c. 

 

2.3.3 Carbamatos 

 

 

Os carbamatos (CMs) são inseticidas orgânicos derivados do ácido carbâmico e, 

assim como os OPs, inibem a enzima AChE. Porém, o processo de inibição é por 

carbamilação e a ligação deste inseticida à enzima é mais instável, sendo reversível (SUCEN, 

2001). Foram introduzidos no mercado consumidor desde 1950 e existem hoje 

aproximadamente 14 tipos diferentes de inseticidas CMs disponíveis (BRAGA; VALLE, 

2007). Os CMs mais conhecidos são: Propoxur, Aldicarb e Bendiocarb. O conhecido 

“chumbinho”, utilizado como raticida, pertence a esse grupo (Aldicarb). Devido ao menor 
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odor de algumas formulações, os CMs tendem a ser mais utilizados para uso intradomiciliar 

quando comparado aos OPs. 

 

2.3.4 Piretróides 

 

Os piretróides (PYs) são compostos naturais obtidos a partir do pirétro, extraídos do 

crisântemo (Chrysanthemum cinerariaefolium), sendo seus análogos sintéticos, como a 

aletrina, resmetrina, cipermetrina e deltametrina, produzidos em laboratório (ELLIOTT et al., 

1973). Podem ser divididos em dois grupos: os de baixa toxicidade e que possuem alto efeito 

knockdown nos insetos, como aletrina e metoflutrina, e aqueles que são altamente tóxicos, 

como a cipermetrina e deltametrina (KAWADA et al. 2009). Estão sendo, atualmente, 

amplamente utilizados no controle dos insetos por serem biodegradáveis, não cumulativos e 

por raramente provocarem intoxicação em vertebrados terrestres (BRAGA; VALLE, 2007). 

Porém, para os animais aquáticos são extremamente tóxicos (WHO, 1990). Os inseticidas PY 

atuam tanto no sistema nervoso periférico quanto no sistema nervoso central e o alvo são os 

canais iônicos de sódio dependente de voltagem (BECKER et al., 2003). A ligação do PY ao 

canal de sódio acarreta no prolongamento da abertura deste canal o que leva ao aumento do 

período de permeabilidade do sódio na membrana. Agem nos insetos com rapidez causando 

paralisia imediata e mortalidade. Junto aos OPs, malathion e temephos, é a classe de inseticida 

mais utilizada nos programas de controle do Brasil, sendo a deltametrina e cipermetrina os 

compostos mais utilizados para controle de insetos vetores (BRAGA; VALLE, 2007). 

 

2.4 Resistência  

 

O maior problema na entomologia aplicada e que ainda não foi totalmente resolvido 

é a evolução da resistência a inseticidas em populações de artrópodes (TABASHNIK; 

CROFT, 1982). Por conta da utilização em larga escala de inseticidas sintéticos por décadas, 

as populações de insetos vêm sendo expostas e selecionadas a diferentes produtos, reduzindo 

a probabilidade da existência de uma população ainda não teve contato com algum tipo 

inseticida (BECKER et al., 2003). A OMS (1998) define a resistência como a tolerância de 

uma linhagem a doses de um produto que é letal para a maioria dos indivíduos em uma 

população normal da mesma espécie. Já foram detectadas populações de insetos resistentes a 

todas as classes de inseticidas, incluindo Bs e IGRs (BRAGA; VALLE, 2007). Por isso, 
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Whalon e McGhaghey (1998) redefiniram resistência como um processo microevolucionário, 

no qual a alteração genética selecionada pelo uso do inseticida produz populações com 

diferenciado modo de manejo. 

Em 1951 foi registrado o primeiro caso de populações de Anopheles resistentes ao 

organoclorado DDT e estudos têm demonstrado que diversas ordens de artrópodes 

apresentavam resistência a uma ou mais classes de inseticidas químicos (GEORGHIOU, 

1990; GEORGHIOU; LAGUNES-TEJEDA, 1991). Liu et al. (2004) observaram que 

populações de C. quinquefasciatus do Alabama e da Flórida estavam resistentes a OPs, como 

o malathion, além de apresentar resistência cruzada a outras classes de inseticidas. Na 

Argentina o temephos é usado em programas de controle de Ae. aegypti desde 1998, com 

aplicações sistemáticas desde 2002. Um estudo realizado em 2008 mostrou que estas 

populações apresentaram uma razão de resistência na ordem de 3,9 vezes ao temephos 

(LLINÁS et al., 2010). 

A redução da sensibilidade dos insetos aos inseticidas pode ocorrer devido a 

diferentes mecanismos como modificações comportamentais, redução da penetração do 

inseticida pela cutícula do inseto, aumento da capacidade de metabolização dos inseticidas 

(resistência metabólica) ou ainda pode ocorrer alterações nos sítios alvo dos inseticidas 

(HEMINGWAY; RANSON, 2000). A resistência a inseticidas é caracterizada por uma 

variedade de modificações moleculares, tais como alterações na transcrição, amplificação de 

genes e/ou mutações pontuais em regiões codificantes, que resultam no aumento da expressão 

de enzimas de detoxificação ou na sensibilidade reduzida da proteína alvo do inseticida, 

afetando o metabolismo do inseto (LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007; VONTAS; 

RANSON; ALPHEY, 2010). Os dois principais mecanismos de resistência aos OPs em 

populações de Culex são: o aumento da atividade de enzimas de detoxificação (BROGDON; 

McALLISTER, 1998) ou a perda da sensibilidade da acetilcolinesterase (TOMA et al., 2011; 

WEILL et al., 2003). A identificação dos alelos que conferem resistência é fundamental, pois 

um dos fatores que influenciam a evolução da seleção de resistência é a frequência inicial 

desses alelos de resistência nas populações.  
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2.4.1 Resistência comportamental 

 

 

A resistência comportamental pode ser determinada por ações que influenciam a 

resposta do inseto a pressões seletivas exercidas por um determinado inseticida, podendo estar 

relacionadas à adaptação do inseto ao ambiente (HOY; HEAD; HALL, 1998). Neste caso, o 

inseto pode reconhecer a presença do xenobiótico e evitar o contato como, por exemplo, 

reduzindo a entrada em domicílios e escapando dos efeitos letais do inseticida (MATHENGE 

et al., 2001). A população de insetos mantém a susceptibilidade ao inseticida, porém muda o 

seu comportamento evitando o contato com o mesmo. De acordo com Dobzhansky (1951), a 

resistência a inseticidas caracteriza-se por ser pré-adaptativa, genética e hereditária e, como o 

ambiente tem efeito no comportamento dos insetos, a grande dificuldade é demonstrar a 

herdabilidade do caráter relacionado à resistência comportamental. 

   

 

2.4.2 Redução na taxa de penetração 

 

O mecanismo de redução da taxa de penetração do inseticida pela cutícula ocorre 

devido às alterações fisiológicas do inseto e na química da exocutícula, no qual a composição 

proteica do exoesqueleto tem papel relevante para esse mecanismo.  Embora confira baixos 

níveis de resistência isoladamente, quando associada a outros mecanismos de resistência 

representa maior relevância no processo de resistência (BRAGA; VALLE, 2007). A base 

genética desse mecanismo está relacionada a genes secundários e, normalmente, esta 

característica confere pouca resistência, na ausência de outro mecanismo de resistência, não 

sendo significativa para as ações de programas de controle (ROUSH; DALY, 1990). Este 

mecanismo foi observado em populações de C. quinquefasciatus e C. tarsalis resistentes a 

organofosforados (APPERSON; GEORGHIOU, 1975; STONE; BROWN, 1969). 

 

 

 

 

 

 

http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_co45_b.htm
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2.4.3 Resistência metabólica 

 

A biotransformação inclui diversos sistemas enzimáticos, os quais atuam em uma 

variedade de substratos. Muitas destas enzimas têm a função de converter estruturas tóxicas 

em menos tóxicas, além de converter químicos lipofílicos em estruturas hidrofílicas que são 

rapidamente excretadas pela célula (LISKA, 1998). 

A resistência metabólica tem sido associada à biotransformação dos inseticidas de 2ª 

geração pelo aumento da atividade de detoxificação promovida, principalmente pelas enzimas 

pertencentes às classes das Oxidases de Função Mista (MFOs), Esterases (ESTs) e Glutationa 

S-transferases (GSTs) (HEMINGWAY; RANSON, 2000). A biotransformação ocorre em três 

fases pela ação de enzimas detoxificantes (Figura 3). Na fase I, as enzimas irão reconhecer e 

atuar diretamente sobre o xenobiótico, levando à modificação química da molécula. As 

principais enzimas envolvidas nesta fase são as MFOs, responsáveis pela reação de oxidação, 

e as ESTs que reconhecem os grupos ésteres e hidrolisam a molécula. Quando não excretados, 

os produtos resultantes dessas reações podem sofrer reação de conjugação na fase II, e 

enzimas como as GSTs ligam a glutationa ao composto que foi ativado na fase I, tornando-o 

mais solúvel; a fase III consiste na compartimentalização e/ou excreção dos metabólitos para 

fora da célula (LISKA, 1998). Mutações que levam a amplificação dos genes que codificam 

enzimas de detoxificação ou alteração no perfil transcricional destes genes podem acarretar no 

aparecimento da resistência em diversas espécies de mosquitos (LI; SCHULER; 

BERENBAUM, 2007).  

Em C. quinquefasciatus foram identificados 302 genes relacionados com enzimas de 

detoxificação, sendo 71 esterases, 196 citocromo P450 e 35 GSTs citosólicas (YAN et al., 

2012). Além disso, os autores identificaram que a expansão gênica em Culex, em relação a 

outras espécies de dípteros, ocorreu nas famílias das esterases e citocromo P450, e os genes 

das α-esterases, esterases do hormônio juvenil e as subfamílias CYP325 e CYP4 (oxidases) 

apresentaram uma maior expansão no genoma (YAN et al., 2012). 
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Figura 3 – Processo de biotransformação e excreção de xenobiótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: A biotransformação pode ocorrer em três fases: na fase I ocorre a modificação química da molécula e as 

principais enzimas envolvidas são as oxidases de função mista (MFO) e esterases (ESTs). A reação de 

conjugação ocorre na fase II e, entre outras, as enzimas glutationa S-transferases ligam a glutationa ao composto 

que foi ativado na fase I, tornando-o mais solúvel; a fase III consiste na compartimentalização e/ou excreção dos 

metabólitos para fora da célula (LISKA, 1998).  

Fonte: CARVALHO, 2008.  

 

2.4.3.1 Oxidases de Função Mista  

 

As enzimas citocromo P450, uma classe diversificada de enzimas pertencentes ao 

sistema de Oxidases de Função Mista (MFO), têm papel fundamental na detoxificação e/ou 

ativação de xenobióticos como drogas, pesticidas, toxinas de plantas, entre outros. Também 

estão envolvidas no metabolismo de compostos endógenos como hormônios, ácidos graxos e 

esteroides (LIU et al., 2011). As MFOs são codificadas pelos genes CYP (Cytochrome P450) 

e, por catalisar numerosas reações oxidativas, podem ser designadas na literatura por uma 

variedade de nomes, além de MFO: enzima citocromo P450, citocromo P450 

Monooxigenases, dentre outros (FEYEREISEN, 1999). A nomenclatura da superfamília das 

MFOs é baseada na similaridade das sequências de aminoácidos e foi descrita por Nerbert 

(1993), o qual designa todos os genes com o prefixo CYP, seguido por um numeral para a 

PNPA 
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família, uma letra para a subfamília, e outro numeral para o gene individual (HEMINGWAY; 

RANSON, 2000).  

Devido à grande variedade de xenobióticos degradados pelo sistema MFO, estas 

enzimas são altamente especializadas em insetos, estando envolvidas no metabolismo de 

todos os inseticidas e possuem um papel importante no metabolismo do hormônio juvenil e 

ecdisona (FEYEREISEN, 1999; HEMINGWAY; RANSON, 2000; LI; SCHULER; 

BERENBAUM, 2007). Uma única MFO consegue metabolizar mais de 20 diferentes 

substratos, além disso, um único composto xenobiótico pode ser metabolizado por múltiplas 

enzimas MFO (BERGÉ; FEYEREISEN; AMICHOT, 1998; FEYEREISEN, 1999). São 

hemeproteínas que utilizam o NADPH como cosubstrato e estão ligadas à membrana, 

localizadas na fração microssomal do retículo endoplasmático (microssomais) e nas 

mitocôndrias de todos os organismos, inclusive nos insetos (FEYEREISEN, 1999; 

HEMINGWAY; RANSON, 2000; KORSLOOT; van GERTEL; van STRAALEN, 2004).  

O desenvolvimento da resistência aos inseticidas pode ocorrer devido à detoxificação 

destes compostos pelo aumento no número de proteínas ou da atividade das P450, sendo 

resultado da superexpressão constitutiva dos genes CYP nos insetos resistentes (KASAI et al., 

2000; ZHU et al., 2008).  A expressão de alguns genes CYP em insetos pode ser induzida por 

ambos compostos exógenos e endógenos, fenômeno conhecido por ‘indução’ e, até o 

momento, já foram identificadas mais de 1.700 CYP em insetos (FEYEREISEN, 2006; 

NELSON, 2009). A modulação da expressão gênica pode ser refletida na necessidade do 

inseto de conservar energia e sua habilidade de se adaptar rapidamente às mudanças do 

ambiente através do aumento da atividade das enzimas de detoxificação, porém, isto só irá 

acontecer quando ocorre estímulo químico, que pode ser tanto endógeno quanto exógeno 

(ZHU et al., 2008).  

Populações de C. quinquefasciatus resistentes a inseticidas apresentaram elevada 

expressão de vários genes CYP por superexpressão constitutiva ou indução por piretróides; 

logo, estes são fatores importantes no aumento do nível de detoxificação e na resistência aos 

inseticidas (KOMAGATA; KASAI; TOMITA, 2010; LIU et al., 2011; ZHU et al. 2008). 

Yang e Liu (2011) identificaram 204 genes P450 em todo o genoma de C. quinquefasciatus, 

muitos desses foram positiva (CYP6AA7 e CYP4C52v1) ou negativamente modulados 

(CYP6BY3), tanto no estágio de larva quanto de adultos, sugerindo uma relação com a seleção 

de resistência a permetrina. Estes dados indicam que múltiplos genes CYP não estão apenas 

envolvidos na resistência a inseticidas, mas também são coresponsáveis pela detoxificação 
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dos mesmos, e estarem relacionados com a resposta homeostática dos mosquitos as mudanças 

no ambiente celular (YANG; LIU, 2011). 

 

2.4.3.2 Esterases  

 

As esterases (ESTs) abrangem um conjunto amplo de enzimas que apresentam 

atividade hidrolítica multifuncional e catalisam a hidrólise de um grande número de ésteres 

(WALKER; MACKENESS, 1983). Nos insetos, com base na sensibilidade aos substratos que 

as esterases hidrolisam in vitro, dois grupos podem ser distinguidos: as  α-esterases, que 

hidrolisam preferencialmente o α-naftil-acetato e as β-esterases, que hidrolisam 

preferencialmente o β-naftil-acetato. São diferenciadas em quatro classes: as carboxilesterases 

(EC 3.1.1.1), as acetilesterases (EC 3.1.1.6), as arilesterases (EC 3.1.1.2) e as colinesterases 

que são classificadas em duas subclasses, a acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) e 

pseudocolinesterase (EC 3.1.1.8) (OAKESHOTT et al., 1993). As ESTs apresentam 

importante papel metabólico nos insetos, participam do controle dos níveis de hormônio 

juvenil, da regulação de mecanismos reprodutivos, de processos digestivos, além de estarem 

envolvidas na resistência aos inseticidas (BROGDON; McALLISTER, 1998; MIKHAILOV; 

TORRADO, 2000; VERMUT et al., 1998).   

No caso da resistência metabólica aos inseticidas, a classe das carboxilesterases age 

na degradação do inseticida pela amplificação do número de genes e/ou pelo aumento da 

atividade enzimática, por conta dos mecanismos de regulação gênica no qual ocorre o 

aumento da síntese do produto (MOUCHÈS et al., 1990; OAKESHOTT et al., 1993). As 

ESTs que hidrolisam o substrato acetato de p-nitrofenil (PNPA) também estão relacionadas à 

resistência metabólica; porém, o acetato de p-nitrofenil é um substrato mais genérico e, na 

quantificação, abrange as enzimas  α-esterases e β-esterases (HEMINGWAY, 1998). As ESTs 

mais conhecidas que estão envolvidas na resistência de Culex aos OPs pertencem ao super 

locus Est, composto por dois loci, Est-2 e Est-3, e a resistência ao inseticida ocorre devido à 

superprodução de esterases, alcançada pela amplificação ou pela regulação gênica positiva 

(RAYMOND et al., 1998). Muitos alelos do locus Est já foram mundialmente identificados e 

13 deles foram relacionados com a resistência aos OPs – Ester
B1

, Ester
1

, Ester
2
, Ester

4
, Ester

5
 

Ester
8
, Ester

9
, Ester

10
, Ester

11
, Ester

B6
, Ester

B7
, Ester

B12
, Ester

A13 
(BEN et al., 2008, 2009; 

BERTICAT et al., 2000; CUI et al., 2006, 2007; RAYMOND et al. 1998, 2001; ZHANG et 

al., 2012).    
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2.4.3.3 Glutationa S-transferases 

 

As glutationa S-transferases (GSTs) pertencem a uma família multifuncional de 

enzimas que catalisam a conjugação da molécula de glutationa a várias outras moléculas e, em 

plantas e animais, são as principais enzimas da Fase II dos processos de biotransformação de 

compostos endógenos e exógenos (CHELVANAYAGAM; PARKER; BOARD, 2001; 

KASAI et al., 2009). Suas funções também incluem transporte de compostos intracelulares, 

sinalização de moléculas e proteção contra estresse oxidativo (CHO et al., 2001; SAWICKI et 

al., 2003; SINGH et al., 2001). As GSTs catalisam a conjugação da glutationa com o centro 

hidrofílico das substâncias tóxicas e, geralmente, a consequência destas reações é o aumento 

da solubilidade dos compostos, contribuindo para sua excreção (ENAYATI; RANSON; 

HEMINGWAY, 2005; LISKA, 1998). As GSTs são classificadas em três categorias 

principais: citosólica, microssomal (proteínas de membranas associadas ao metabolismo de 

eicosanoides e glutationa - MAPEG), e GSTs mitocondriais (CHE-MENDOZA; PENILLA; 

RODRIGUEZ, 2009).  

Nos insetos foram descritas GSTs citosólicas e microssomais, das quais as citosólicas 

são as principais responsáveis pela detoxificação dos inseticidas (CHE-MENDOZA; 

PENILLA; RODRIGUEZ, 2009; LUMJUAN et al. 2007). As GSTs citosólicas são enzimas 

diméricas de aproximadamente 25 kDa e podem ser dividas em seis classes: Delta, Epsilon, 

Omega, Sigma, Theta, Zeta e Iota, sendo as duas primeiras GSTs exclusivas de artrópodes 

(RANSON et al., 2001; 2002; REDDY et al., 2012). Um estudo recente identificou 35 GSTs 

citosólicas e cinco microssomais em C. quinquefasciatus, destas 65% pertenciam às classes 

Delta e Epsilon e estão relacionadas com a detoxificação de inseticidas (REDDY; PRASAD; 

RAGHAVENDRA, 2011; REDDY et al., 2012). Os autores identificaram e anotaram 14 

genes da classe Delta, 9 da Epsilon, 1 da Omega, 1 da Sigma, 6 da Teta, 1 da Iota e 5 

microssomais (REDDY; PRASAD; RAGHAVENDRA, 2011).  

 

2.4.4 Resistência por alteração do Sítio-Alvo 

 

Os inseticidas de 2ª geração têm como alvo o sistema nervoso dos insetos e 

apresentam alta especificidade pelo sítio ativo; logo, se houver alguma alteração nesses locais 

ocorre o impedimento da ligação ou a interação com o inseticida será dificultada, levando à 

resistência (KARUNARATNE; HEMINGWAY, 2001; SODERLUND; KNIPPLE, 2003). 
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Foram descritos três diferentes mecanismos de resistência por alteração no sítio-alvo: 

mutações no gene da acetilcolinesterase, no receptor do neurotransmissor ácido -amino 

butírico (GABA) e no canal de sódio (HEMINGWAY; RANSON, 2000). 

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsável pela degradação de acetilcolina, 

neurotransmissor que promove a propagação do impulso nervoso quando presente na fenda 

sináptica, o que induz a abertura de canais de sódio na célula pós-sináptica. Em seguida, após 

o término do estímulo, a acetilcolina é clivada pela AChE. Os inseticidas OPs e CMs têm 

estruturas análogas à acetilcolina, ligam-se covalentemente a um resíduo de serina no sítio 

ativo da AChE, inibindo-a e conduzindo a um acúmulo de acetilcolina nas sinapses, o que 

causa a morte dos insetos por excitação continuada (HEMINGWAY; RANSON, 2000; 

KONO; TOMITA, 2006). Foram descritas algumas mutações nos genes da AChE no qual o 

produto gênico é insensível à ação dos inseticidas em diversas espécies de insetos 

(DJOGBENOU et al., 2007; MUNHENGA et al., 2008; WEILL et al., 2004).   

Em Culex o locus ace-1 codifica uma AChE e já foram identificadas três diferentes 

substituições de aminoácidos da proteína, resultando na diminuição da ligação do inseticida 

com o sítio-alvo devido a uma única mutação no gene que acarreta mudança de um 

aminoácido na proteína: G119S em Culex vishnui e C. pipiens, F290V em C. pipiens e, 

F331W em C. tritaeniorhynchus (ALOUT et al., 2007; 2009; NABESHIMA et al., 2004; 

WEILL et al., 2004).  

Os receptores do ácido -amino butírico (GABA) pertencem a uma superfamília de 

receptores presentes nas junções sinápticas do sistema nervoso central e nas sinapses 

neuromusculares de insetos. Após a transmissão de um impulso nervoso, o neurotransmissor 

inibitório GABA reestabelece o estado de repouso do sistema nervoso central, pois há um 

aumento na permeabilidade da membrana aos íons cloro, o que desencadeia o mecanismo 

inibitório do sistema nervoso (HEMINGWAY; RANSON, 2000).  Os ciclodienos agem 

antagonizando o efeito de GABA, impedindo a entrada dos íons Cl
-
 no neurônio, no qual 

resulta em hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, levando à morte do inseto 

(HEMINGWAY; RANSON, 2000).  As avermectinas atuam competindo com o 

neurotransmissor GABA pela ligação aos os receptores, porém esta ligação é irreversível o 

que gera toxicidade, seguida de morte do inseto (HEMINGWAY; RANSON, 2000).  Foram 

identificadas duas mutações no gene do receptor de GABA, A302S e A302G, que acarretaram 

na resistência em populações de Culex e Anopheles (ASIH et al., 2012; DU et al., 2005; 

TANTELY et al., 2010). 
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O canal de sódio é uma proteína transmembrana que consiste de quatro domínios 

homólogos, no qual cada domínio possui seis hélices e loops ligando as hélices e os domínios 

entre si (DONG, 2006). DDT e PYs ligam-se a uma das subunidades dos canais de sódio, 

modificando-os individualmente e mantendo-os abertos por mais tempo, promovendo um 

aumento do fluxo de sódio para o interior da membrana e a manutenção da fase de 

despolarização. Potenciais de ação repetitivos são desencadeados quando a despolarização 

atinge um limite, levando os insetos à morte por hiperexcitação (DONG, 2006).  

Mutações no gene do canal de sódio levam à resistência em diversas espécies de 

insetos, conhecida como knockdown resistance (kdr), geralmente causada por uma 

substituição de uma leucina (1014) no segmento hidrofóbico do domínio II, reduzindo a 

afinidade do sítio alvo para os inseticidas (DONG, 2006; O’REILL et al., 2006). Outra 

mutação no mesmo domínio, que ocasiona na substituição do aminoácido metionina por uma 

treonina, resulta num aumento elevado da resistência aos dois tipos de inseticidas (DDT e 

PYs), fenótipo conhecido por super kdr. Em Culex e Anopheles duas substituições, L1014F e 

L1014S, foram identificadas estando envolvidas com a resistência aos PYs (MARTINEZ-

TORRES et al., 1998, 1999; RANSON et al., 2000; XU et al., 2011; ZHOU et al., 2009). 

Como diferentes inseticidas apresentam o mesmo sítio-alvo, a identificação precoce dessas 

mutações em populações naturais é importante para o manejo da resistência, com a utilização 

de inseticidas com sítio-alvo diferente.  

 

2.5 Diversidade genética 

 

Devido às diversas modificações do ambiente, populações de uma espécie podem ser 

subdivididas em grupos e, ao longo das gerações, pode ocorre à diferenciação genética entre 

estas subpopulações. A diferenciação surge pela seleção natural de diferentes genótipos ou 

por processos aleatórios de transmissão dos alelos de uma geração a outra em cada 

subpopulação e, a habilidade de adaptação de um organismo depende de sua variabilidade 

genética (EXCOFFIER, 2001; MÜLLER; MARCONDES; NAVARRO-SILVA, 2010).  

De acordo com o princípio de Hardy-Weinberg, as frequências gênicas não se 

alteram nas populações infinitamente grandes e panmíticas, e as proporções genotípicas 

atingem um equilíbrio mantendo uma relação constante entre si ao longo do tempo 

(BEIGUELMAN, 1994). O desvio desse equilíbrio pode ser demonstrado pelo cálculo do 

número de heterozigotos esperados para uma população e, quando há excesso de homozigotos 
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na população, a heterozigosidade observada na população (Ho) é menor do que a esperada 

(He). A heterozigosidade pode ser considerada uma medida de variabilidade genética a qual 

depende do número de alelos e de suas frequências na população. A He de um locus é 

equivalente à Ho, considerando-se apenas as populações em completo equilíbrio. Fatores 

como endogamia e deriva gênica influenciam os valores de heterozigotos na população 

(BEIGUELMAN, 1994).   

Existem numerosas técnicas moleculares disponíveis para avaliar a diversidade 

genética, como a utilização de marcadores moleculares de fácil uso e que distingue locus com 

alelos codominantes, fornecendo maior informação genética por locus e que possibilitam 

inferir sobre a heterozigosidade de uma população, o que os tornam valiosos para avaliação da 

endogamia (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Além disso, os marcadores devem 

fornecer valores não ambíguos e preferivelmente com alta variação, pois a utilização desses 

marcadores é realizada na tentativa de estimar o número de modificações dos nucleotídeos 

entre alelomorfos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 

Microssatélites (simple sequences repeats - SSRs) são regiões do genoma que 

possuem de uma a seis bases de comprimento repetidas em tandem e possuem uma elevada 

taxa de mutação, que varia entre 10
-3

 e 10
-6 

por locus por geração (KASHI; KING; SOLLER, 

1997). Estas mutações ocorrem durante a replicação, na qual ocorre ganho ou perda de 

repetições nucleotídicas, por um mecanismo de deslizamento da DNA polimerase, e cada 

alelo de um microssatélite referem-se ao número de repetições encontradas que quando 

amplificadas via PCR, estas sequências apresentam grande variação de comprimento ou de 

alelos entre os indivíduos (LI et al., 2002, 2004).  

Os microssatélites possuem expressão codominante, são multialélicos e apresentam 

alto grau de polimorfismo genético; por isso, têm sido considerados os marcadores ideais para 

estudos genéticos de populações (LEHMANN; HAWLEY; COLLINS, 1996). Também 

possuem efeito sobre a regulação da atividade gênica, organização da cromatina e, 

recombinação e replicação do DNA (LI et al., 2002). Mecanismos como erros durante a 

recombinação com o crossing-over desigual, falhas durante a replicação ou reparo do DNA e 

retrotransposons, são candidatos para explicar como essas regiões altamente repetitivas e com 

elevado nível de mutação surgem no genoma (LI et al., 2002, 2004).  

Segundo Oliveira et al. (2006), os microssatélites são classificados pelo número de 

nucleotídeos do motivo repetido, podendo ser mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotídeos; 

além disso, também podem ser classificados de acordo com a sequência repetitiva 
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(microssatélites perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou compostos). Os perfeitos consistem 

de um único motivo de repetição, não havendo interrupção na sequência (CACACACA); os 

imperfeitos apresentam nucleotídeos diferentes no meio da sequência (CACATCA); além 

disso, quando uma pequena sequência altera o padrão da repetição, interrompendo a 

sequência do microssatélite (CACACATTGGCA), são chamados de interrompidos, enquanto 

os microssatélites compostos consistem de dois ou mais motivos repetitivos diferentes 

(CACACAGTGTGT).  

Esta classificação não é fácil de ser identificada, pois os microssatélites 

frequentemente estão flanqueados por sequências de nucleotídeos semelhantes, diferente do 

restante do DNA envolvente, o que dificulta o estabelecimento de fronteiras (OLIVEIRA et 

al., 2006). O processo evolutivo dos microssatélites é complexo e pode ser influenciável por 

fatores como o tamanho e composição do motivo, o número e a estrutura das repetições, a 

natureza da região flanqueadora dos alelos, e da taxa de recombinação (ELLEGREN, 2000).  

Atualmente, os microssatélites são bastante utilizados em estudos de genética de 

populações para determinação do grau de relação entre indivíduos de uma mesma espécie, 

avaliação dos níveis de endogamia e o tamanho efetivo de uma população, ocorrência de 

gargalos populacionais, de fluxo gênico entre as populações, além de estudos filogeográficos 

e filogenéticos (LI et al., 2002). Diversos trabalhos relacionados com emprego de 

microssatélites em estudos com indivíduos da família Culicidae já foram realizados, nos quais 

foram avaliadas a capacidade vetorial, a dispersão, a variabilidade genética inter e 

intrapopulacional, entre outros (MÜLLER; MARCONDES; NAVARRO-SILVA, 2010). 

Kilpatrick et al. (2010) encontraram diferenças na estruturação genética entre indivíduos do 

complexo C. pipiens, coletados em Nova York e Massachusetts, infectados com o VNO 

daqueles que não estavam infectados, e também observaram que populações de locais 

geograficamente próximos, a competência vetorial variou de forma sincrônica, sugerindo que 

fatores ambientais e a genética populacional podem influenciar na competência vetorial.  

O sequenciamento do genoma do C. quinquefasciatus está completo e, segundo 

Reddy, Labbé e Corbel (2012), não é apenas outro genoma para comparação genômica, pois 

esta espécie apresenta diversas particularidades quanto à resistência a inseticidas e capacidade 

vetorial. Diversos estudos estão sendo realizados utilizando marcadores microssatélites para 

diferenciar subespécies do complexo C. pipiens, além de analisar a diversidade genética em 

populações de diversas localidades e comparar esta diversidade com outras espécies, como 

Ae. aegypti e An. gambiae (HICKNER et al., 2010; KENT; HARRINGTON; NORRIS, 2007; 
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KOTHERA et al., 2009, 2012; REUSKEN et al., 2010; WEITZEL et al., 2009). Neste estudo, 

foram utilizados 16 marcadores microssatélites e avaliados diversos parâmetros para 

identificar a variabilidade genética e o fluxo gênico entre sete populações de C. 

quinquefasciatus coletadas em Pernambuco. 



Populações de Culex quinquefasciatus Say, 1983 (Diptera:Culicidae)...                  AMORIM, L.B.            40 

 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

Culex quinquefasciatus é uma espécie de mosquito vetor de agentes etiológicos 

causadores de doenças de interesse médico, frequentemente presente em elevadas densidades 

populacionais em áreas urbanas, causando grande incômodo à população humana, associado 

às picadas durante a alimentação sanguínea; portanto, são necessárias medidas para mantê-lo 

sob controle. Não há programas nacionais de controle desta espécie, porém, a cidade do 

Recife, em Pernambuco, utiliza o larvicida Bacillus sphaericus (Bs) para controle de Culex 

desde 2003 e avaliações semestrais dessa população identificaram alterações em sua 

susceptibilidade ao Bs.  

Entretanto, os municípios brasileiros utilizam inseticidas químicos para o controle do 

mosquito Aedes aegypti desde 1996, com a implantação do Programa Nacional de Controle da 

dengue (PNCD). A ampla utilização destes compostos, sobretudo o temephos, larvicida da 

classe dos organofosforados, tem levado a seleção de populações de A. aegypti resistentes a 

estes inseticidas.  Apesar de apresentarem criadouros diferentes, os inseticidas aplicados para 

o controle de A. aegypti podem selecionar resistem nas populações de C. quinquefasciatus, 

visto que, geralmente, o destino final da água utilizada para consumo humano (criadouro de 

A. aegypti) é nos esgotos (criadouro de C. quinquefasciatus). 

A resistência aos inseticidas é um grande desafio para o seu manejo, mas ao mesmo 

tempo, é um sistema ideal para estudar o processo da microevolução e da adaptação ao meio 

ambiente. A identificação dos alelos de resistência é importante para estudar a evolução de 

mutações adaptativas nos insetos e das interações gênicas ao longo desse processo. Esses 

alelos podem ser utilizados como marcadores para dissecar o processo populacional em uma 

escala microevolutiva.  

O sequenciamento do genoma do C. quinquefasciatus está completo e sua anotação 

está em andamento, portanto, este é um momento oportuno para explorar esta fonte de 

informação e desenvolver ferramentas que são de fundamental importância tanto para o 

controle do vetor como também para os pesquisadores investigarem a biologia básica da 

espécie. 
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4 HIPÓTESES 

 

 Populações naturais de Culex quinquefasciatus coletadas no Estado de Pernambuco 

(PE) apresentam susceptibilidade alterada ao inseticida químico temephos utilizado no 

passado e para o atual controle de Aedes aegypti. 

 

 As populações de Culex quinquefasciatus no Estado de PE representam uma unidade 

panmítica, com alto fluxo gênico entre elas.  
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

Identificar se existem e quais são os mecanismos de resistência a inseticidas 

químicos presentes em populações naturais de Culex quinquefasciatus coletadas no Estado de 

Pernambuco (PE). 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar a susceptibilidade in vivo de larvas de Culex quinquefasciatus ao larvicida 

organofosforado temephos de seis localidades de PE; 

 

b) Quantificar a atividade das enzimas relacionadas com a detoxificação de inseticidas 

químicos em populações de C. quinquefasciatus; 

 

c) Identificar mutações previamente descritas no gene de resistência da 

acetilcolinesterase (ace1) e estimar suas frequências em populações de C. 

quinquefasciatus de PE; 

 

d) Descrever o grau de diversidade genética presente neste gene; 

 

e) Caracterizar a diversidade genética e o grau de diferenciação das populações de Culex 

por meio de marcadores microssatélites; 
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6 METODOLOGIA 

 

6.1 Áreas de estudo  

 

Os espécimes de Culex quinquefasciatus foram obtidos a partir de ovos coletados em 

bairros situados em seis municípios do estado de Pernambuco (PE), como apresentado no 

mapa 1. Quatro destes municípios encontram-se na Região Metropolitana do Recife (RMR), 

onde os bairros selecionados foram: (1) Água Fria (AF) no Recife; (2) Alto da Conquista 

(AC) em Olinda; (3) Cavaleiro em Jaboatão dos Guararapes (JB) e (4) Nossa Senhora do Ó 

em Ipojuca (IP) situados a 6 km, 10 km, 24 km e 54 km da cidade do Recife, respectivamente. 

Os outros dois municípios foram: (5) Glória do Goitá (GG) e (6) Santa Cruz do Capibaribe 

(SC), localizados a 60 km e 190 km do Recife, respectivamente. As características de cada 

município estão apresentadas na Tabela 1, e a cobertura de saneamento básico em 

Pernambuco é de apenas 30% do território, sendo Recife o município que apresenta o maior 

território coberto (IBGE, 2008). Todos os municípios estão incluídos no Plano Nacional para 

Controle da Dengue (PNCD), apresentando, portanto, histórico de uso do temephos no 

controle de Aedes aegypti, o mosquito vetor do vírus dengue. 

 

Tabela 1 – Características demográficas e microrregião de seis municípios do Estado de 

Pernambuco. 
 

Cidade População 

(hab.) 

Área 

(Km
2
) 

Densidade demográfica 

(hab/ Km
2
) 

Microrregião 

Recife 1.537.704 218,43 7.037,61 Litoral 

Olinda 377.779 41,68 9.068,36 Litoral 

Jaboatão dos 

Guararapes 

644.620 258,69 2.493,06 Litoral 

Ipojuca 83.862 527,10 151,39 Litoral 

Glória do Goitá 29.019 231,83 125,17 Zona da Mata 

Santa Cruz do 

Capibaribe 

87.582 335,30 261,23 Agreste 

Fonte: IBGE, 2010. 
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6.2 Populações naturais e colônias de mosquitos  

 

A colônia susceptível de laboratório (PX), proveniente do bairro de Peixinhos – 

Olinda/ PE, tem sido mantida sob condições de laboratório por mais de um ano, 

aproximadamente 14 gerações e foi utilizada neste estudo como padrão de susceptibilidade ao 

temephos.  

As populações naturais de C. quinquefasciatus foram obtidas, entre agosto de 2009 e 

dezembro de 2010, a partir da coleta de ovos através de armadilhas de oviposição BR-OVT 

(BARBOSA et al., 2007), instaladas randomicamente no peridomicílio e intradomicílio de 30 

residências de cada bairro situado nos municípios citados no item 7.1 (Figura 4).  A 

permanência das armadilhas em campo foi de aproximadamente três semanas consecutivas 

para coletar, no mínimo, 100 jangadas (conjunto de ovos agrupados) para estabelecer cada 

população em laboratório. Para o estabelecimento da população de laboratório (PX), foram 

realizadas coletadas de cerca de 500 jangadas na localidade, nos períodos entre 2007 e 2008. 

Esta população foi mantida em laboratório por mais de 14 gerações, antes do início deste 

trabalho.  

Todas as colônias foram mantidas sob condições controladas de temperatura (± 26 

ºC), umidade (± 80%) e fotoperíodo (12h:12h luz/escuro) no insetário do Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães-FIOCRUZ/PE, como descrito previamente (PEI et al., 2002). Larvas das 

gerações F1 e F3 foram avaliadas por meio de bioensaios, além disso, fêmeas com até cinco 

dias de emergência foram estocadas à –70°C para os ensaios bioquímicos e extração de DNA. 

A população de AF tem sido avaliada quanto a seu nível de suscetibilidade ao 

biolarvicida Bacillus sphaericus (Bs) (SILVA-FILHA et al., 2008) e um estudo recente 

mostrou que nenhuma diferença significativa na susceptibilidade a Bs, após 24 tratamentos, 

foi observada entre a população de AF e a colônia susceptível de laboratório (CHALEGRE et 

al., 2009). 
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Mapa 1 – Mapa do Brasil (A) e do Estado de Pernambuco (B). 

Nota: Os números indicam as cidades onde as jangadas de Culex quinquefasciatus foram obtidas. 1 – Olinda 

(Peixinhos e Alto da Conquista); 2 – Recife; 3 – Jaboatão dos Guararapes; 4 – Ipojuca; 5 – Glória do Goitá; 6 – 

Santa Cruz do Capibaribe. 

Fonte: AMORIM et al., 2013. 

 

 

Figura 4 - Instalação da armadilha BR-OVT no intra e peridomicílio de uma residência em 

Ipojuca, Pernambuco, Brasil. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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6.3 Bioensaio de dose-resposta 

 

O bioensaio é a principal ferramenta para monitorar a susceptibilidade in vivo das 

larvas de culicídeos aos inseticidas empregados para seu controle. Para estimar o nível de 

susceptibilidade ao temephos em cada população, esses ensaios foram realizados de acordo 

com o procedimento padrão descrito pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 1981), com 

pequenas modificações, como a idade e quantidade das larvas por cada recipiente. Cada 

ensaio foi realizado utilizando, no mínimo, três replicatas de grupos de 20 larvas do 3º 

estádio, em recipientes com 100 mL de água destilada, tratados com diluições seriadas do 

inseticida, compreendendo seis a dez concentrações, além do grupo controle testado apenas 

com etanol e água. Cada bioensaio foi repetido ao menos três vezes e as médias das 

concentrações letais para 50% e 95% das larvas (CL50, CL95), expostas durante 24 h ao 

temephos, foram estimadas pela análise de probit (FINNEY, 1971) usando o programa SPSS 

8.0 para Windows.  

A razão de resistência (RR) foi determinada a partir dos valores de CL50 ou CL95 da 

população de campo e de laboratório (PX). O critério de Mazzarri e Georghiou (1995) foi 

utilizado para classificar o nível de resistência das populações testadas em: baixa (RR < 5), 

moderada (5 < RR < 10) ou alta (RR > 10). Todas as populações citadas acima foram 

avaliadas por bioensaio, com exceção de AC que foi utilizada apenas no sequenciamento do 

gene da acetilcolinesterase e avaliação da diversidade genética.  

 

6.4 Ensaios bioquímicos 

 

A atividade das enzimas de detoxificação e insensibilidade da acetilcolinesterase foi 

medida usando, aproximadamente, 120 fêmeas não alimentadas com sangue e com idade de 

até um dia de emergência. Após os resultados dos bioensaios, para este teste bioquímico fora 

analisadas apenas amostras da população de campo susceptível (AF) e uma população de 

campo com resistência moderada ao temephos (SC). As atividades das enzimas esterases (α-, 

β-esterases e PNPA-esterase), glutathiona S-transferases (GST), oxidases de função mista 

(MFO) e acetilcolinesterase (AChE) foram avaliadas de acordo com o protocolo do Ministério 

da Saúde (BRASIL, 2006). Como controle interno, todos os ensaios bioquímicos foram 

realizados inicialmente com a linhagem de referência susceptível (PX), servindo como 

parâmetro enzimático comparativo e cada ensaio foi repetido duas vezes. Foram utilizadas 
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microplacas de 96 poços e, para a leitura da absorbância, foi utilizado o espectrofotômetro 

leitor de microplacas (Versa-Max, da Molecular Devices). 

Para cada ensaio, 40 fêmeas da população testada foram distribuídas individualmente 

em microtubos de 1,5 mL contendo 30 µL de água Milli-Q, numerados e acondicionados 

sobre uma bandeja com gelo (Figura 5a-b). Além destas, cinco fêmeas da população 

referência de laboratório (PX) foram utilizadas como controle padrão do ensaio. Em seguida, 

adicionou-se 270 µL de água em cada tubo e foram distribuídas alíquotas de 25 µL e 20 µL 

para os testes da AChE e MFO, respectivamente (Figura 5c). O restante do homogenato foi 

centrifugado a 12.000 g por 60 segundos e, por fim, as alíquotas de 10 µL e 15 µL foram 

distribuídas para avaliar a atividade das esterases e GSTs, respectivamente. Estes ensaios 

foram repetidos por mais duas vezes, totalizando uma amostra de 120 fêmeas de cada 

população e para cada indivíduo, existia uma réplica na placa. 

O substrato utilizado em cada ensaio incluiu α e β naphthyl para α-Est e β-Est, 

respectivamente, p-nitrophenil PNPA para PNPA-Est, glutationa reduzida para GST, TMBZ 

(3,3’, 5,5’-tetramethil-benzidine dihidrochloride) para MFO, iodeto de acetilcolina para 

atividade da AChE, e o inseticida propoxur foi usado para inibir a atividade e medir a 

insensibilidade da AChE. O percentual de indivíduos analisados com atividade enzimática 

maior do que o percentil 99 de PX foi usado para classificação da população como inalterada 

(≤ 15%), alterada (> 15% e ≤ 50%) ou muito alterada (> 50%) (Montella et al., 2007). As 

análises estatísticas foram realizadas por meio do software GEN5. 

 

Figura 5 - Etapas para homogeneização de fêmeas de Culex quinquefasciatus, coletadas no 

Estado de Pernambuco, para avaliar a atividade das enzimas de detoxificação e 

insensibilidade da acetilcolinesterase. 

 

Nota: A - Distribuição das fêmeas em microtubos de 1,5 mL, numerado, acondicionados numa bandeja com 

gelo. B - Homogeneização das fêmeas e C - Distribuição das alíquotas em placas de 96 poços. 

Fonte: AUTORA, 2013.     

 

 

 

 

A B C 
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6.5 Extração do DNA genômico 

 

DNA genômico foi extraído de mosquitos fêmeas das populações estudadas, com até 

cinco dias de emergência, usando DNazol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), como 

recomendado pelo fabricante. O mosquito foi macerado, individualmente, em 100 L do 

reagente DNAzol® e homogeneizado por 1 minuto. As amostras foram centrifugadas a 

10.000 g por 10 minutos. Aproximadamente 130 L do sobrenadante foram transferidos para 

um novo tubo e precipitado com 50 L de etanol ultrapuro, homogeneizado por 30 segundos e 

centrifugado a 10.000 g por 5 minutos. Em seguida, após descarte do etanol, o sedimento 

contendo o DNA foi lavado em 100 L de etanol 75% e centrifugado novamente por 1 minuto  

a 10.000 g. Após a retirada do etanol, o sedimento foi deixado para secar a temperatura 

ambiente por 15 minutos. As amostras de DNA foram, então, resuspensas em 50 l TE® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). 

 

6.6 PCR e sequenciamento do gene ace1 

 

A mutação pontual no gene ace-1 mundialmente conhecida como uma substituição 

de uma Glicina por uma Serina (G-S) na posição 119 da proteína acetilcolinesterase (G119S), 

é responsável pela insensibilidade a inseticidas da classe dos OPs e CMs em populações de 

Culex. Para avaliar se esta mutação está presente nas amostras de Culex estudadas, exceto em 

amostras provenientes de GG, foram realizadas reações de PCR utilizando primers 

específicos que amplificam um fragmento de 457 pares de bases (pb), dentro do exon 3 do 

gene ace-1, incluindo a mutação pontual (LABBÉ et al., 2007a): CpExdir 5´-CGA CTC GGA 

CCC ACT CGT -3´e CpExrev 5´-GAC TTG CGA CAC GGT ACT GCA -3´.  As reações 

foram feitas em volume final de 25 μL contendo 0,2 μM de cada dNTP, 2,5 unidades de Taq 

DNA Polimerase® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 ng de DNA molde e 1,6 μM de cada 

primer. Cada reação de PCR foi realizada em termociclador BIOMETRA® sob as seguintes 

condições: desnaturação a 94 ºC por 5 minutos, 30 ciclos (94 ºC por 1 min, 60 ºC por 1 min, 

72 ºC por 2 min), seguido por uma etapa final de 72 ºC por 10 min. Os produtos amplificados 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etídeo (10 

mg/L) e visualizado em um transiluminador UV (UVP, Upland, CA, EUA). 

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit GFX™ PCR DNA e Gel Band 

Purification (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia), de acordo com o fabricante, e 

sequenciados em ambos os sentidos. O sequenciamento foi realizado utilizando 10 ng de 
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amplicon e 3,2 pmol de cada primer (CpExdir e  CpExrev) em sequenciador de 16 capilares 

ABI 3100 (Applied Biosystems, CA, EUA). A PCR para o sequenciamento baseou-se no 

método Dideoxi de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSEN, 1997) com a utilização do kit 

para sequenciamento BigDye Terminator vs 3.1 (Applied Biosystems, CA, EUA) seguindo as 

indicações do fabricante. 

Os cromatogramas das sequências (reads) foram analisados usando o PHRED como 

ferramenta do programa Codon-Code Aligner versão 3.7.1. (CodonCode Corporation, 

Dedham, MA) e aqueles com qualidade ≥ 20 foram utilizados para geração de sequências 

consensos pelo programa. O software DnaSP foi usado para estimar a diversidade 

nucleotídica e haplotípica das sequências (LIBRADO; ROZAS, 2009). 

 

6.7 Caracterização da diversidade genética utilizando marcadores microssatélites 

 

Neste estudo, foram utilizados 16 marcadores microssatélites (Quadro 1) 

(HICKNER, dados não publicados) para analisar a variabilidade genética entre e dentro das 

sete populações analisadas. A seleção destes foi realizada considerando os seguintes 

parâmetros: se estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg, não apresentaram desequilíbrio de 

ligação, não apresentaram alelos nulos e são polimórficos. Foram enviadas amostras de DNA 

de 50 indivíduos, de cada população, para a Universidade de Notre Dame, porém, para este 

processo foram analisados 30 indivíduos de cada amostra. 

 

6.7.1 Amplificação e separação dos microssatélites 

 

Para amplificação dos 16 microssatélites, foram utilizados primers marcados com 

fluoróforos NED (amarelo), HEX (verde) ou 6-FAM (azul) (DNA Technologies and Applied 

Biosystems, EUA), apresentados no Quadro 1 (HICKNER et al., dados não publicados).  Os 

primers foram reunidos em grupos multiplex e abrangeram todos os três cromossomos de C. 

quinquefasciatus (Figura 6).  As PCRs foram realizadas em placas de 96 poços (Dot 

Scientific, Burton, MI) em um volume final de 25 µL. Cada reação continha 1x Taq buffer (50 

mM KCl, 10 mM Tris pH 9.0, 0.1% Triton X), 1,5 mM MgCl2, 200 M dNTPs, 5 pmoles de 

cada primer, 1 unidade de Taq DNA polimerase e 20 ng do DNA genômico. Os tamanhos dos 

amplicons variaram entre 128 e 253 pb. Cada reação foi realizada em um termociclador 

Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) sob as seguintes condições: desnaturação a 

94
 
ºC por 5 minutos, 30 ciclos de 94 ºC por um minuto, 60 ºC por 1 minuto e 72 ºC por 2 
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minutos; seguidos por uma etapa final de 72 ºC por 10 minutos. Para validação de cada 

multiplex, a detecção dos amplicons foi realizada em gel de agarose 2% para análise dos 

fragmentos.  

Os produtos de PCR foram diluídos 1:40, em média, em água esterilizada, em 

seguida, 1 L  da diluição foi adicionada em placas de 96 poços contendo 9 L de Formamida 

HiDi Formamide
® 

e Rox 400HD
®  

(ambos da Applied Biosystems
®
, Foster City, CA, EUA). 

As amostras foram misturadas suavemente e desnaturadas por 2 minutos a 95 °C, e colocadas 

imediatamente no gelo. Todas as placas foram cobertas, prevenindo a degradação dos primers 

marcados que são sensíveis à luz. As análises dos fragmentos foram realizadas usando o ABI 

3730 Genetic Analyzer com o pacote do software GeneMapper
®
 v.4.0. 

 

Quadro 1 - Microssatélites utilizados para genotipagem de sete populações de Culex 

quinquefasciatus coletadas no Estado de Pernambuco. 
 

Grupo Locus Cromossomo Fluorócromo 

CX1 C127TC1 1 NED 

 C185CAG1:3 3 HEX 

 C205CGA1:3 3 6-FAM 

 C56GCA1:2 1 6-FAM 

    

CX2 C48CGA1 3 HEX 

 C45AG1:2 3 NED 

 C139CT1 2 6-FAM 

 C108CAG2 2 HEX 

    

CX3 C32AG1 2 HEX 

 C21TTG1 3 6-FAM 

 C13TC1 2 NED 

 C177CGT1 2 HEX 

    

CX4 C47GA1 1 6-FAM 

 C213CA1 1 6-FAM 

 C65AC1 3 HEX 

 C38AC1 3 6-FAM 
Fonte: HICKNER, dados não publicados. 
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Figura 6 - Localização esquemática dos primers de microssatélites mapeados nos três 

cromossomos do mosquito Culex quinquefasciatus. 

 

Fonte: HICKNER, dados não publicados. 
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6.7.2 Análise dos dados de microssatélite 

 

A variabilidade genética entre as populações de C. quinquefasciatus coletadas em 

Pernambuco foi estimada através do cálculo da heterozigosidade observada e esperada, além 

da riqueza alélica (Rs) por locus. Desvios no equilíbrio de Hardy-Weinberg foram calculados 

usando o programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2005). A diversidade gênica foi estimada pelo 

cálculo dos três parâmetros da estatística F de Wright (1978) (FIS, FIT e FST) ou descritos por 

Weir e Cockerhan (1984), que pode indicar o excesso ou déficit de heterozigoto usando o 

programa ARLEQUIN v. 3 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).  

O FIS é o coeficiente de endocruzamento intrapopulacional, o FIT é o coeficiente de 

endocruzamento total dentro de uma população e o FST é o coeficiente de diversidade 

genética, a correlação de genes de um indivíduo vindo de diferentes subpopulações. O 

isolamento por distância foi estimado pelo programa GENEPOP 4.0.7 (ROUSSET, 2008), 

utilizando a correção entre as distâncias genéticas.  

A correção de Bonferroni foi usada para ajustar os valores de probabilidade para 

testes múltiplos (RICE, 1989). A verificação da existência de bottleneck ou gargalo de garrafa 

nas populações foi realizada com o auxílio do programa BOTTLENECK 1.2.02 (PIRY; 

LUIKART; CORNUET, 1999), utilizando o teste mutacional bifásico. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Susceptibilidade ao temephos 

 

A susceptibilidade das populações de Culex quinquefasciatus ao temephos avaliadas 

neste estudo foi determinada por meio de bioensaios de dose-resposta, exceto para a 

população de Alto da Conquista (AC).  Indivíduos provenientes de Água Fria (AF) 

apresentaram CL50 similar à colônia susceptível de laboratório (Peixinhos – PX), com CL50 = 

0,006 mg/L e RR = 1, o que demonstra sua susceptibilidade ao temephos (Tabela 2). Para a 

amostra de Glória do Goitá (GG) a suscetibilidade ao temephos apresentou uma pequena 

alteração comparada à PX. Com CL50 = 0,009 mg/L e CL95 = 0,023, resultando em RR50 = 1,5 

e RR95 = 2,3 vezes, apesar desta diferença, a população de GG mantém seu status de 

susceptibilidade ao referido inseticida (Tabela 2). Por outro lado, a população de Santa Cruz 

do Capibaribe (SC) apresentou um nível moderado de resistência ao temephos, com CL95 = 

0,072 mg/L e RR = 7,2 (Tabela 2).  

Um segundo lote de temephos foi utilizado para avaliação das populações de campo 

provenientes de Ipojuca (IP) e Jaboatão dos Guararapes (JB) e, por isso, uma nova avaliação 

de PX foi realizada com o inseticida. O novo lote do inseticida apresentou CL50 = 0,0033 

mg/L (Tabela 2), sendo um pouco mais ativo do que o lote usado para avaliar AF, SC e GG.  

Os resultados de CL50 mostram que as amostras de IP e JB apresentaram-se um pouco mais 

susceptíveis do que PX devido às variações naturais dos resultados dos bioensaios, porém 

estas apresentam CL95 = 0,005, semelhante à PX, com RR = 1 (Tabela 2).  

Historicamente, as seis localidades usaram diferentes quantidades do inseticida 

temephos e a tabela 3 apresenta a quantidade total do larvicida (em kg) usado, por localidade, 

nos últimos cinco anos. Este dado foi fornecido pela Secretaria de Saúde do Estado de 

Pernambuco. É importante ressaltar que SC utilizou mais de 40.000 kg de temephos durante 

quatro anos (2007-2010).  Vale ressaltar que o PNCD sugeriu a substituição do larvicida 

temephos pela bactéria Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) no ano de 2011. Jaboatão e 

Recife cessaram a utilização do mesmo desde 2002, utilizando apenas o Bti para o controle de 

Ae. aegypti.  
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Tabela 2 - Toxicidade do temephos contra larvas de 3º/4° estádio de Culex quinquefasciatus. As populações analisadas foram: uma colônia de 

laboratório susceptível (PX) e cinco populações de campo coletadas no Estado de Pernambuco: Água Fria (AF), Santa Cruz do Capibaribe (SC), 

Glória do Goitá (GG), Ipojuca (IP) e Jaboatão dos Guararapes (JB). 

 

População Número de 

larvas 

CL50 (IC 95%)
 a
 RR CL50

b
 CL95 (IC 95%)

 a
 RR CL95

b
 

PX 1.140 0,006 (0,005 – 0,006) 1,0 0,01 (0,009 – 0,011) 1,0 

AF 1.140 0,006 (0,005 – 0,007) 1,0 0,018 (0,009 – 0,027) 1,8 

SC 1.260 0,036 (0,033 – 0,041) 5,8 0,072 (0,064 – 0,083) 7,2 

GG 1.080 0,009 (0,008 – 0,011) 1,5 0,023 (0,018 – 0,038) 2,3 

PX 1.360 0,0033 (0,003 – 0,0036) 1,0 0,005 (0,005 – 0,006) 1,0 

IP 1.020 0,0019 (0,0018 – 0,0022) 0,6 0,005 (0,004 – 0,006) 1,0 

JB 1.140 0,002 (0,0012 – 0,0018) 0,57 0,005 (0,003 – 0,009) 1,0 

a Concentração letal (mg/L) para 50% e 95% das larvas após 24 horas de exposição. IC = Intervalo de confiança. 

b Razão de resistência da CL50 e CL95 para a colônia susceptível e as populações de campo. 

Fonte: AUTORA, 2013.
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Tabela 3 - Utilização do temephos (kg) em seis municípios do Estado de Pernambuco para 

controle do mosquito Aedes aegypti de 2007 a 2011. 
 

Cidade/ Ano 2007 2008 2009 2010 2011 

Recife 0 0,745 0,171 0 0,417 

Olinda 9.662,8 11.438,1 11.891,9 0 0,002 

Jaboatão dos Guararapes 0 0,02 0 0 0 

Ipojuca 947,49 1.013,23 905,69 218,28 2,713 

Glória do Goitá 1.319,7 1.392,1 1.268,3 1.063,5 836,66 

Santa Cruz do Capibaribe 54.829,7 62.619,2 62.029,9 40.770,1 8.504,02 

Fonte: Dados fornecidos pela Secretaria de Saúde do Estado de Pernambuco, 2013. 

 

7.2 Ensaios bioquímicos 

 

Os resultados dos ensaios bioquímicos realizados com as populações de AF, SC e a 

colônia de laboratório (PX) estão apresentados na Tabela 4 e Gráfico 1. Indivíduos de AF não 

mostraram alteração na atividade enzimática quando comparados com a colônia de PX, nem 

insensibilidade da AChE. Por outro lado, indivíduos de SC mostraram elevada atividade das 

esterases e insensibilidade da acetilcolinesterase, comparados com PX. Os níveis de atividade 

das esterases não específicas (PNPA-Est) foram maiores em 55% dos indivíduos de SC, em 

relação à PX; além destas, 30% e 17% dos indivíduos de SC apresentaram elevada atividade 

de α- e β-esterases, respectivamente, quando comparadas à PX (Tabela 4, Gráfico 1). A 

proporção de indivíduos com AChE insensível foi de 15% (Tabela 4, Gráfico 1), enquanto a 

atividade das GST e MFO não foi significativamente diferente de PX (Tabela 4, Gráfico 1).   
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Tabela 4 - Atividade enzimática observada em três populações de Culex quinquefasciatus provenientes do Estado de Pernambuco, Brasil – 

Peixinhos (PX): colônia de laboratório susceptível; Água Fria (AF) – colônia de campo susceptível; Santa Cruz do Capibaribe (SC) colônia de 

campo que apresentou resistência moderada ao temephos mensurada por bioensaios. 
 

População α-esterase 

(nmol/mg ptn/min) 

β-esterase 

(nmol/mg ptn/min) 

Esterases-PNPA  

(Δabs/mg ptn/min) 

GST 

(nmol/mg ptn/min) 

MFO 

(nmol/mg ptn/min) 

AChE 

(% act)
a
 

 N Mediana % 99 N Mediana % 99 N Mediana % 99 N Mediana % 99 N Mediana % 99 N Mediana % 99 

PX 107 205,7 504,2 111 242,5 654,9 104 6,3 14,6 115 1,8 3,1 116 59,5 82,5 121 17,4 29,3 

AF 115 156,5 2,0 119 209,9 2,0 86 4,2 2,0 118 1,6 1,0 114 49,3 4,0 94 13,3 10,0 

SC  117 384,2 30,0 112 408,9 17,0 118 16,3 55,0 118 1,6 0 105 46,6 4,0 109 16,7 15,0 

 
Nota: N= número de fêmeas;  

% > p99: taxa populacional com atividade enzimática maior do que Peixinhos;  

(% > p99) < 15: atividade enzimática inalterada;  
(% > p99) ≥ 15 < 50: atividade enzimática alterada;  

(% > p99) ≥ 50: atividade enzimática altamente alterada; 

 ataxa indivíduos com atividade enzimática na presença do inseticida propoxur. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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Gráfico 1 - Perfil da atividade enzimática em populações de Culex quinquefasciatus 

susceptível (Água Fria) e com resistência moderada (Santa Cruz) ao temephos, provenientes 

do Estado de Pernambuco, Brasil, comparadas com a atividade da população de laboratório 

susceptível (Peixinhos). 

 

Nota: A linha representa a atividade média para esses indivíduos.  

Fonte: AUTORA, 2013. 
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7.3 Mutação no gene ace1 

 

O fragmento de 457 bp do gene ace-1 foi amplificado em 190 indivíduos das seis 

populações estudadas, com exceção de GG. Após avaliar a qualidade das sequências e excluir 

aquelas com baixa qualidade, 115 sequências consenso foram obtidas com 374 bp: 16 de PX, 

36 de SC, 19 de AF, 12 de AC, 11 de JB e 21 de IP. Um total de 35 sítios foi polimórfico. Das 

115 sequências analisadas, foram identificados 19 haplótipos diferentes (Figura 7). Estas 

sequências foram submetidas ao GenBank com os números de acesso de JX412929 a 

JX412947. Não foram detectados indels (inserção ou deleção) nestas sequências. A 

diversidade haplotípica (Hd) foi 0,842 ± 0,019, e a diversidade nucleotídica () foi 0,00467. 

Quatro indivíduos homozigotos para a mutação G-A, que gera a substituição G119S na 

proteína, foram identificados em SC, com uma frequência do alelo ace-1
R
 = 0,11. Além desta 

mutação, nove polimorfismos foram observados nas sequências alinhadas, que representam 

nove mutações sinônimas nos sítios 3, 9, 15, 21, 48, 123, 243, 297 e 312 (Figura 7).  
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Figura 7 - Diversidade haplotípica no gene ace1 em populações de Culex quinquefasciatus provenientes do Estado de Pernambuco.  (Continua) 
 

                   10         20         30         40         50         60         70         80         90         100                   

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

HP1      AGTGGAAAGAAGGTGGACGCATGGATGGGCATTCCGTACGCGCAGCCTCCGCTGGGTCCGCTCCGGTTTCGACATCCGCGACCCGCCGAAAGATGGACCG  

HP2      ..C.................................................................................................  

HP3      ....................................................................................................  

HP4      ...............................................C....................................................  

HP5      ....................................................................................................  

HP6      ....................................................................................................  

HP7      ...............................................C....................................................  

HP8      ....................C...............................................................................  

HP9      ...............................................C....................................................  

HP10     ...............................................C....................................................  

HP11     ........A......................................C....................................................  

HP12     ........A......................................C....................................................  

HP13     ........A......................................C....................................................  

HP14     ........A...........................................................................................  

HP15     ........A......................................C....................................................  

HP16     ........A.....T................................C....................................................  

HP17     ....................C..........................C....................................................  

HP18     ...............................................C....................................................  

HP19     ...............................................C....................................................  

 

                  110       120        130        140        150        160        170         180        190        200          

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

HP1      GTGTGCTGAACGCGACCAAACCACCCAACTCCTGCGTCCAGATCGTGGACACCGTGTTCGGTGACTTCCCGGGGGCCACCATGTGGAACCCGAACACACC  

HP2      ......................G.............................................................................  

HP3      ....................................................................................................  

HP4      ......................G.............................................................................  

HP5      ....................................................................................................  

HP6      ......................G.............................................................................  

HP7      ......................G.............................................................................  

HP8      ......................G.............................................................................  

HP9      ......................G.............................................................................  

HP10     ....................................................................................................  

HP11     ......................G.............................................................................  

HP12     ......................G.............................................................................  
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Figura 7 - Diversidade haplotípica no gene ace1 em populações de Culex quinquefasciatus provenientes do Estado de Pernambuco.   

                                    (Continua) 
 

 

                  110       120        130        140        150        160        170         180        190        200          

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

HP13     ....................................................................................................  

HP14     ....................................................................................................  

HP15     ......................G.............................................................................  

HP16     ......................G.............................................................................  

HP17     ......................G.............................................................................  

HP18     ....................................................................................................  

HP19     ......................G.............................................................................  

 

 

                  210       220        230        240        250        260        270         280        290        300          

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

HP1      GCTCTCGGAGGACTGTCTGTACATCAACGTGGTCGTGCCACGGCCCAGGCCCAAGAATGCCGCCGTCATGCTGTGGATCTTCGGGGGTGGCTTCTACTCC  

HP2      ........................................................................................A...........  

HP3      ..........................................A.........................................................  

HP4      ....................................................................................................  

HP5      ....................................................................................................  

HP6      ....................................................................................................  

HP7      ..........................................A.........................................................  

HP8      ....................................................................................................  

HP9      ....................................................................................................  

HP10     ....................................................................................................  

HP11     ....................................................................................................  

HP12     ..........................................A.....................................................T...  

HP13     ....................................................................................................  

HP14     ....................................................................................................  

HP15     ................................................................................................T...  

HP16     ....................................................................................................  

HP17     ....................................................................................................  

HP18     ................................................................................................T...  

HP19     ................................................................................................T...  
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Figura 7 - Diversidade haplotípica no gene ace1 em populações de Culex quinquefasciatus provenientes do Estado de Pernambuco.  

            (Conclusão) 
 

 

                  310        320        330        340        350        360        370       

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

HP1      GGGACTGCCACGCTGGACGTGTACGACCACCGGACGCTGGCCTCGGAGGAGAACGTGATCGTAGTTTCGCTCCA  

HP2      ..........................................................................  

HP3      ..........................................................................  

HP4      ...........A..............................................................  

HP5      ...........A..............................................................  

HP6      ..........................................................................  

HP7      ..........................................................................  

HP8      ..........................................................................  

HP9      ..........................................................................  

HP10     ..........................................................................  

HP11     ..........................................................................  

HP12     ..........................................................................  

HP13     ..........................................................................  

HP14     ..........................................................................  

HP15     ..........................................................................  

HP16     ..........................................................................  

HP17     ..........................................................................  

HP18     ..........................................................................  

HP19     ..........................................................................  

 

Nota: A mutação que gera a substituição G119S está destacada. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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7.4 Diversidade genética das populações de Culex quinquefasciatus por meio de 

microssatélites 

 

7.4.1 Variabilidade genética e Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

 

Para mensurar a diversidade genética de populações de C. quinquefasciatus coletadas 

em Pernambuco, foram analisadas 210 amostras, sendo 30 de cada população (PX, SC, AF, 

AC, IP, JB e GG), para cada um dos 16 diferentes loci de microssatélites para cada um dos 16 

diferentes loci de microssatélites, a fim de determinar o nível de fluxo gênico entre as 

populações e avaliar o risco de dispersão dos genes de resistência. Todos os loci foram 

polimórficos para ao menos uma população. Um locus é considerado polimórfico quando o 

alelo mais comum tem frequência inferior a 0,9. Neste caso, o locus C48CGA1 foi 

monomórfico para todas as populações, exceto AC, por isso os resultados foram excluídos das 

análises finais.  

Como a riqueza de alelos (RS) é uma medida independente do tamanho amostral, os 

valores da média Rs entre os 15 loci foram maiores nas populações de JB e AC, e o menor 

valor foi observado na população de AF (Tabela 5). Foram encontrados 90 alelos nas 

amostras estudadas e o número de alelos por locus variou de dois (locus C56GCA1) a 15 

(locus C139CT1) (Tabela 5; 6). O tamanho dos alelos variou de 102 pb (locus C127TC1) a 

307 pb (locus C65AC1), como mostra a Tabela 6. Dos 90 alelos possíveis, considerando todos 

os marcadores, as populações apresentaram: IP (52 alelos), PX (51 alelos), AF (47 alelos), SC 

(48 alelos), GG (52 alelos), JB (66 alelos) e AC (63 alelos).  

 Com exceção de GG, todas as populações apresentaram alelos exclusivos, que estão 

sublinhados na Tabela 6, sendo JB a população que apresentou o maior número (4) IP e AC 

apresentaram três, AF dois e as populações de SC e PX apresentaram apenas um alelo 

exclusivo (Tabela 6).  

As frequências alélicas para cada locus de microssatélite estão apresentadas na 

Tabela 6 e variaram de 0,0167 a 1,0.  O Gráfico 2 apresenta a distribuição das frequências dos 

alelos dos loci de microssatélites analisados. Dos 90 alelos encontrados, foram observados 12 

alelos raros (em negrito na Tabela 6), pois, de acordo com a definição de Kimura (1983), 

apresentaram frequência relativa inferior a 0,01 e, destes, nove são alelos exclusivos.                  
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Tabela 5 - Riqueza de alelos medida para cada locus de microssatélite e média da riqueza de 

alelos entre os 15 loci avaliados nas populações de Culex quinquefasciatus provenientes do 

Estado de Pernambuco, baseado no tamanho amostral mínimo de 14 indivíduos. 

  

  Riqueza de alelos (Rs)/População 

Locus N IP PX AF SC GG JB AC 

C127TC1 9  5,080  4,366  2,000  5,738  3,393  6,058  5,172 

C185CAG1 7 2,882  2,963  1,998  3,000  2,995  2,393  3,393 

C205GGA1 4 1,998  2,000  2,000  2,000  3,000  3,322  2,837 

C56GCA1 2  1,000  1,000  1,000  1,961  1,720  1,926  1,000 

C13TC1 3 1,755  1,868  1,000  1,000  1,000  1,982  1,720 

C177CGT1 3 1,974  2,393  2,998  3,000  2,995  2,393  2,999 

C21TTG1 3 1,000  1,000  2,000  1,908  2,000  2,430  1,996 

C32AG1 5 3,000  2,969  3,636  2,993  3,366  3,466  2,996 

C108CAG2 9 4,869  3,500  2,995  2,968  3,561  3,889  3,823 

C45AG1 4 3,986  3,908  2,979  2,583  3,000  3,000  2,996 

C139CT1 15 5,404  5,866  6,388  5,686  5,000  8,499  8,188 

C213CA1 6 3,500  2,991  3,934  3,532  4,400  5,539  5,183 

C38AC1 6 3,000  3,000  3,729  3,961  3,186  3,466  3,483 

C65AC1 10 5,251  5,497  5,715  3,000  3,653  5,958  6,944 

C47GA1 4 2,999  2,996  3,000  3,000  2,855  3,737  2,999 

Média dos 15 loci 6 3,179 3,087 3,024 3,088 3,074 3,870 3,715 

 

Nota: Ipojuca – IP; Peixinhos – PX; Água Fria – AF; Santa Cruz do Capibaribe – SC; Glória do Goitá – GG; 

Jaboatão dos Guararapes – JB; Alto da Conquista – AC. 

           N = número de alelos por locus. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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Tabela 6 - Frequência de alelos por locus de microssatélite encontrados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas em Pernambuco.

                             (Continua) 
 

Locus Alelo    Tamanho (pb)    IP    PX    AF    SC    GG    JB    AC Total 

 

 

 

 

C127TC1 

1 102     0     0     0 0,1875     0 0,0333     0 0,0208 

2 110 0,0357 0,0333 0,2143 0,0625 0,2000 0,0500 0,0667 0,0964 

3 112 0,6429 0,6000 0,7857 0,2500 0,7167 0,6667 0,6500 0,6406 

4 114     0     0     0 0,0312 0,0667 0,1000 0,1500 0,0521 

5 117 0,0179     0     0 0,0312     0     0 0,0167 0,0078 

6 127 0,1786 0,2667     0 0,4375     0 0,0500 0,0667 0,1224 

7 129 0,0536 0,0667     0     0 0,0167 0,0333 0,0500 0,0339 

8 131     0     0     0     0     0 0,0667     0 0,0104 

9 137 0,0714 0,0333     0     0     0     0     0 0,0156 

N       28    30    28    16    30    30    30    196 

C185CAG1 

1 151 0,4107 0,4833 0,8571     0     0     0 0,7000 0,3641 

2 152 0,0536 0,0833 0,1429     0     0     0 0,2167 0,0744 

3 154 0,5357 0,4333     0     0     0     0 0,0667 0,1538 

4 157     0     0     0     0      0     0 0,0167* 0,0026 

5 227     0     0     0 0,3684 0,1333 0,0167     0 0,0590 

6 230     0     0     0 0,1579 0,1667 0,0667     0 0,0513 

7 233     0     0     0 0,4737 0,7000 0,9167     0 0,2949 

N      28    30    28    19    30    30    30    195 

C205CGA1 

1 123 0,8571 0,6667 0,6852 0,6731 0,5500 0,5333 0,8621 0,6875 

2 125     0     0     0     0 0,2667 0,0167 0,0517 0,0500 

3 126 0,1429 0,3333 0,3148 0,3269 0,1833 0,0500 0,0862 0,2025 

4 136     0     0     0     0     0 0,4000     0 0,0600 

N      28    30    27    26    30    30    29    200 

C56GCA1 1 200 1,0000 1,0000 1,0000 0,9231 0,9667 0,9333 1,0000 0,9752 

2 207     0     0     0 0,0769 0,0333 0,0667     0 0,0248 

N      28    30    28    26    30    30    30    202 
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Tabela 6 - Frequência de alelos por locus de microssatélite encontrados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas em Pernambuco. 

                     (Continuação) 

Locus Alelo    Tamanho (pb)*    IP    PX    AF    SC    GG    JB    AC Total 

C13TC1 

1 139 0,0357 0,0517     0     0     0     0     0 0,0124 

2 172     0     0     0     0     0  0,1000 0,0333 0,0199 

3 173 0,9643 0,9483 1,0000 1,0000 1,0000 0,9000 0,9667 0,9677 

N      28    29    28    26    30    30    30    201 

C177CGT1 

1 227     0 0,0167 0,2500 0,3684 0,1333 0,0167 0,1667 0,1231 

2 230 0,0893 0,0667 0,1429 0,1579 0,1667 0,0667 0,2833 0,1385 

3 233 0,9107 0,9167 0,6071 0,4737 0,7000 0,9167 0,5500 0,7385 

N      28    30    28    19    30    30    30    195 

C21TTG1 

1 190 1,0000 1,0000 0,8036 0,9423 0,8167 0,9000 0,8667 0,9030 

2 193     0     0     0     0     0 0,0167*     0 0,0025 

3 196     0     0 0,1964 0,0577 0,1833 0,0833 0,1333 0,0945 

N      28    29    28    26    30    30    30    201 

C32AG1 

1 152 0,4821 0,4483 0,5000 0,6346 0,8667 0,5500 0,5833 0,5821 

2 154 0,3393 0,4655 0,4107 0,1154 0,0667 0,2333 0,2833 0,2736 

3 156     0     0 0,0536 0,2500 0,0333 0,2000 0,1333 0,0945 

4 158 0,1786 0,0862     0     0     0 0,0167     0 0,0398 

5 166     0     0 0,0357     0 0,0333     0     0 0,0100 

N      28    29    28    26    30    30    30    201 

 1 215 0,0385*     0     0     0     0     0     0 0,0054 

 2 218 0,0192*     0     0     0     0     0     0 0,0027 

 3 219 0,1923 0,2321 0,1481     0     0     0 0,0862 0,0968 

 4 222 0,0192     0     0     0     0     0 0,0517 0,0108 

C108CAG1 5 228     0     0     0     0 0,0238 0,0833     0 0,0161 

 6 234     0 0,0179*     0     0     0     0     0 0,0027 

 7 237 0,3462 0,3929 0,7222 0,5600 0,6667 0,6833 0,7586 0,5914 

 8 240 0,3846 0,3571 0,1296 0,3600 0,0476 0,1667 0,1034 0,2231 

 9 243     0     0     0 0,0800 0,2619 0,0667     0 0,0511 

N      26    28    27    25    21    30    29    186 
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Tabela 6 - Frequência de alelos por locus de microssatélite encontrados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas em Pernambuco. 

                       (Continuação) 

Locus Alelo    Tamanho (pb)*    IP    PX    AF    SC    GG    JB    AC Total 

C45AG1 

1 166 0,6667 0,5192 0,5926 0,2500 0,2273 0,5172 0,5000 0,4716 

2 168 0,0952 0,1923 0,0926 0,7292 0,5227 0,2241 0,3704 0,3125 

3 170 0,1190 0,0577     0        0     0     0     0 0,0227 

4 172 0,1190 0,2308 0,3148 0,0208 0,2500 0,2586 0,1296 0,1932 

N      21    26    27    24    22    29    27    176 

 

 

 

 

 

 

C139CT1 

1 168     0     0 0,0926 0,0435 0,0357 0,0357 0,0800 0,0435 

2 170     0     0     0     0     0 0,1071 0,1200 0,0373 

3 172 0,6842 0,6200 0,3519 0,3913 0,2857 0,5179 0,3800 0,4658 

4 180 0,0263 0,0200     0     0     0     0     0 0,0062 

5 182     0     0     0     0     0     0 0,0200* 0,0031 

6 184     0     0     0 0,2174     0     0     0 0,0311 

7 187 0,1053 0,0800     0     0     0 0,0357 0,0600 0,0404 

8 189 0,0526 0,1400 0,2037     0     0 0,0536 0,2200 0,1056 

9 191 0,0263 0,0800     0 0,0435 0,0714 0,0357 0,0200 0,0373 

10 193 0,1053 0,0200 0,1481 0,2174 0,2500 0,0536 0,0400 0,1087 

11 195     0 0,0400     0     0 0,3571 0,0893     0 0,0528 

12 197     0     0     0 0,0870     0 0,0357 0,0200 0,0217 

13 199     0     0 0,1296     0     0 0,0357     0 0,0280 

14 201     0     0 0,0556     0     0     0 0,0400 0,0155 

15 203     0     0 0,0185*     0     0     0     0 0,0031 

N      19    25    27    23    14    28    25     161 
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Tabela 6 - Frequência de alelos por locus de microssatélite encontrados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas em Pernambuco. 

                        (Continuação) 

Locus Alelo    Tamanho (pb)*    IP    PX    AF    SC    GG    JB    AC Total 

C213CA1 

1 139     0     0 0,0714     0 0,2167 0,0517 0,1667 0,0746 

2 141 0,0179     0     0     0 0,2167 0,0345 0,0167 0,0423 

3 144     0     0 0,1250 0,0192 0,0167 0,1552 0,0333 0,0498 

4 146 0,4286 0,5500 0,6786 0,6346 0,5167 0,4655 0,4667 0,5323 

5 148 0,3393 0,3333     0 0,2308 0,0167 0,2241 0,1500 0,1841 

6 150 0,2143 0,1167 0,1250 0,1154 0,0167 0,0690 0,1667 0,1169 

N      28    30    28    26    30    29    30    201 

 

 

C38AC1 

1 161     0     0 0,0893 0,2692 0,0333 0,1667 0,2931 0,1194 

2 163 0,2143 0,3000 0,2679 0,0769 0,2333 0,5333 0,1897 0,2637 

3 165 0,4286 0,3667 0,6071 0,4231 0,7167 0,2833 0,4828 0,4726 

4 166     0     0     0 0,2308     0 0,0167 0,0172 0,0348 

5 167 0,3571 0,3333     0     0     0     0 0,0172 0,1020 

6 169     0     0 0,0357     0 0,0167     0     0 0,0075 

N      28    30    28     26    30    30    29    201 

C65AC1 

1 278 0,0357 0,0357     0     0 0,0167 0,0370 0,1034 0,0333 

2 280 0,4643 0,6071 0,2500 0,2400 0,5167 0,4815 0,4655 0,4359 

3 284 0,1786 0,1786 0,0714     0     0 0,0370 0,0517 0,0744 

4 286 0,1607 0,0179 0,4821 0,4000 0,4167 0,1481 0,1897 0,2590 

5 288     0 0,0179 0,0536 0,3600 0,0333 0,2222 0,0690 0,1026 

6 289     0 0,0357     0     0 0,0167 0,0185 0,0345 0,0154 

7 297 0,0179*     0     0     0     0     0     0 0,0026 

8 303 0,1429 0,1071 0,0714     0     0 0,0556 0,0172 0,0564 

9 305     0     0     0     0     0     0 0,0690 0,0103 

10 307     0     0 0,0714     0     0     0     0 0,0103 

N      28    28    28    25    30    27    29    195 
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Tabela 6 - Frequência de alelos por locus de microssatélite encontrados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas em Pernambuco. 

                   (Conclusão) 

Locus Alelo    Tamanho (pb)    IP    PX    AF    SC    GG    JB    AC Total 

C47GA1 

1 232 0,1607 0,1333 0,4464 0,4231 0,2667 0,2931 0,1833 0,2687 

2 234 0,5179 0,4833 0,2143 0,3462 0,6833 0,4655 0,6167 0,4801 

3 236 0,3214 0,3833 0,3393 0,2308 0,0500 0,2069 0,2000 0,2463 

4 238     0     0     0     0     0 0,0345*     0 0,0050 

N      28    30    28    26    30    29    30    201 
 

Nota: pb = pares de base. 

          IP = Ipojuca; PX = Peixinhos; AF = Água Fria; SC = Santa Cruz do Capibaribe; GG = Glória do Goitá; JB = Jaboatão dos Guararapes; AC = Alto da Conquista. 

          N = número de indivíduos de cada população analisados; 

          Os valores sublinhados correspondem aos alelos exclusivos e os em negrito aos alelos raros. 

          *Alelos raros que são exclusivos de uma população. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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Gráfico 2 - Distribuição das frequências dos alelos encontrados para os loci de microssatélites 

analisados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas no Estado de Pernambuco. 

(Continua) 
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Gráfico 2 - Distribuição das frequências dos alelos encontrados para os loci de microssatélites 

analisados nas populações de Culex quinquefasciatus coletadas no Estado de Pernambuco. 

           (Conclusão) 
                                                                      

  
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Nota: Ipojuca – IP; Peixinhos – PX; Água Fria – AF; Santa Cruz do Capibaribe – SC; Glória do Goitá – GG; 

Jaboatão dos Guararapes – JB; Alto da Conquista – AC. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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Os resultados da heterozigosidade observada e esperada (HO e HE), além do 

coeficiente de endogamia intrapopulacional (FIS) estão apresentados na tabela 7. A Ho variou 

de 0,06 em GG (C56GCA1) e AC (C13TC1) a 0,88 em AC (C139CT1) e JB (C65AC1). Já a 

He variou de 0,06 em GG (C56GCA1) e AC (C13TC1) a 0,79 em AF e AC (C139CT1). O FIS 

é estimado com base na heterozigosidade observada e esperada, e para cada locus houve 

excesso ou deficiência de heterozigotos, dependendo da população. Em seis populações houve 

excesso de heterozigotos (valores negativos), exceto em JB, no qual houve uma deficiência de 

heterozigotos (Tabela 7).  

PX, IP e SC mostraram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) para todos os 

loci estudados (Tabela 7). A população GG apresentou desvio do EHW para o locus C32AG1 

e C139CT1, no qual se verificou valores de FIS positivos, indicando deficiência de 

heterozigotos que provavelmente foi a causa dos desvios. Por outro lado, a população de AF 

apresentou desvio no locus C139CT1, porém, com valores de FIS negativos, indicando 

excesso de heterozigotos (Tabela 7). A análise realizada pelo programa BOTTLENECK 

demonstrou que todos os loci apresentaram-se em equilíbrio mutação-deriva, considerando-se 

o modelo TPM no teste de WILCOXON, não sendo detectado efeito de gargalo recente. 
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Tabela 7 – Análise intrapopulacional de populações de Culex quinquefasciatus provenientes do Estado de Pernambuco. 
 

 IP PX AF SC GG JB AC 

Locus HO HE FIS HO HE FIS HO HE FIS HO HE FIS HO HE FIS HO HE FIS HO HE FIS 

C127TC1 0,67 0,55 -0,22 0,56 0,57 0,01 0,42 0,34 -0,25 0,87 0,72 -0,21 0,46 0,44 -0,04 0,60 0,54 -0,11 0,50 0,55 0,09 

C185CAG1 0,53 0,55   0,02 0,60 0,58 -0,03 0,28 0,24 -0,14 0,47 0,63 0,25 0,50 0,47 -0,06 0,13 0,15 0,15 0,60 0,46 -0,29 

C205GGA1 0,28 0,24 -0,14 0,60 0,45 -0,33 0,25 0,43 0,41 0,34 0,44 0,23 0,73 0,60 -0,22 0,33 0,56 0,08 0,24 0,25 0,04 

C56GCA1 ND ND  ND ND ND ND ND ND ND 0,15 0,14 -0,06 0,06 0,06 -0,02 0,13 0,12 -0,05 ND ND ND 

C13TC1 0,07 0,07 -0,02 0,10 0,09 -0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,13 0,18 0,27 0,06 0,06 -0,02 

C177CGT1 0,10 0,16   0,35 0,16 0,15 -0,05 0,53 0,55 0,04 0,47 0,63 0,25 0,50 0,47 -0,06 0,13 0,15 0,15 0,60 0,50 -0,00 

C21TTG1 ND ND ND ND ND ND 0,25 0,32 0,22 0,12 0,11 -0,04 0,36 0,30 -0,21 0,16 0,18 0,10 0,26 0,23 -0,14 

C32AG1 0,75 0,63 -0,19 0,72 0,58 -0,24 0,64 0,58 -0,09 0,65 0,53 -0,23 0,16 0,24 0,33 0,53 0,61 0,13 0,66 0,57 -0,17 

C108CAG2 0,57 0,70   0,18 0,64 0,67 0,05 0,48 0,44 -0,07 0,40 0,56 0,29 0,61 0,49 -0,25 0,53 0,50 -0,06 0,44 0,41 -0,09 

C45AG1 0,61 0,53 -0,17 0,57 0,64 0,11 0,44 0,55 0,19 0,54 0,41 -0,31 0,86 0,62 -0,39 0,44 0,62 0,28 0,59 0,60 0,02 

C139CT1 0,63 0,51 -0,22 0,68 0,59 -0,15 0,85 0,79 -0,06 0,86 0,75 -0,15 0,50 0,74 0,34 0,75 0,71 -0,05 0,88 0,79 -0,11 

C213CA1 0,64 0,66 0,03 0,66 0,58 -0,14 0,60 0,51 -0,18 0,57 0,54 -0,07 0,60 0,64 0,08 0,75 0,71 -0,06 0,76 0,71 -0,07 

C38AC1 0,50 0,65 0,23 0,70 0,67 -0,03 0,64 0,56 -0,15 0,76 0,70 -0,09 0,46 0,43 -0,07 0,43 0,61 0,30 0,44 0,65 0,35 

C65AC1 0,78 0,71 -0,09 0,67 0,59 -0,14 0,82 0,69 -0,17 0,72 0,66 -0,08 0,60 0,56 -0,06 0,88 0,70 -0,27 0,68 0,73 0,06 

C47GA1 0,75 0,61 -0,22 0,63 0,61 -0,03 0,78 0,65 -0,21 0,69 0,66 -0,05 0,60 0,46 -0,29 0,62 0,66 0,07 0,63 0,55 -0,14 

Média 0,52       0,50        -0,04  0,56       0,52        -0,07  0,53      0,51     -0,04 0,54     0,53      -0,02 0,50      0,46      -0,07  0,43      0,46      0,09 0,52     0,50      -0,02 

Nota: Ipojuca – IP; Peixinhos – PX; Água Fria – AF; Santa Cruz do Capibaribe – SC; Glória do Goitá – GG; Jaboatão dos Guararapes – JB; Alto da Conquista – AC. 

           Heterozigosidade Observada e Esperada (HO e HE); Índice de endogamia (FIS).  

          ND: Não determinado, pois o locus é monomórfico na população. Dados em negrito mostram aqueles que estão em desequilíbrio de Hardy-Weinberg (P < 0,05). 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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7.4.2 Análises Interpopulacionais 

 

A variabilidade genética se distribuiu, conforme avaliado pela AMOVA, em um 

percentual de variação de 90,85 dentro das populações e 13,38 entre as populações (Tabela 8). 

Assim, 86,62% da variação total foram atribuídas à diferenciação dentro das populações, no 

qual a variação restante (13,38%) foi significativamente diferente de zero (FST = 0,133; p < 

0,05). O FIS obtido indica excesso de heterozigotos (FIS = - 0,48) e o FIT equivale ao desvio das 

frequências da He sob o pressuposto de Equilíbrio de Hardy-Weinberg em relação à 

população inteira (FIT = 0,091). Os valores de FST estão apresentados na Tabela 9.  Quando 

comparadas duas a duas, as populações que apresentaram frequências alélicas semelhantes 

também apresentaram baixo valor de FST. Portanto, valores altos de FST significam que as 

frequências alélicas são muito diferentes. Estes valores foram calculados para 12 loci, pois os 

loci C108CAG2, C45AG1 e C139CT1 apresentaram muitos dados ausentes para o cálculo, 

mesmo sendo polimórficos em todas as populações. O valor de FST mais baixo foi encontrado 

entre as populações de PX e IP, e o maior foi encontrado entre as populações de JB e AF.  

As matrizes de distância genética forneceram dendrogramas com a mesma topologia 

geral na análise de agrupamento utilizando o algoritmo Neighbor-Joining, com dois grupos 

que apresentaram suporte estatístico (bootstrap – 10.000) superior a 50% (Gráfico 3). O 

grupo, contendo as populações JB, GG e SC, apresentou um suporte estatístico de 85%. 

Apesar de JB estar geograficamente mais próximo de IP, esta última se agrupou a PX e 

apresentou um suporte estatístico de 99% (Gráfico 3). As populações de AC e AF estão 

próximas geograficamente e se agruparam com suporte estatístico de 65% (Gráfico 3). 

 

 

Tabela 8. Análise de variância molecular para sete populações de Culex quinquefasciatus 

coletadas em Pernambuco. 
 

Fonte de Variação Graus de 

Liberdade 

Soma dos 

quadrados 

Percentagem de 

variação 

Interpopulacional 6 144 13,38 

Intrapopulacional 202 518 90,85 

Total 208 662  

Índices de fixação FIS = -0,048 FST = 0,133 FIT = 0,091 

Nota: As populações coletadas foram - Ipojuca; Peixinhos; Água Fria; Santa Cruz do Capibaribe; Glória do 

Goitá; Jaboatão dos Guararapes; Alto da Conquista. FIS – coeficiente de endocruzamento intrapopulacional; FIT – 

coeficiente de endocruzamento total dentro de uma população; e FST – coeficiente de diversidade genética. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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Tabela 9 - Valores de diferenciação genética (FST) entre as sete populações de Culex 

quinquefasciatus coletadas no Estado de Pernambuco, obtidos pela estimativa total para os 15 

loci de microssatélites. 
 

 IP PX AF SC GG JB AC 

IP -       

PX 0,00323 -      

AF 0,13173 0,12503 -     

SC 0,16049 0,16342 0,14585 -    

GG 0,18305 0,19603 0,17719 0,11635 -   

JB 0,16875 0,16722 0,20529 0,12964 0,09799 -  

AC 0,07559 0,08185 0,05837 0,11207 0,13569 0,16113 - 
Nota: Ipojuca – IP; Peixinhos – PX; Água Fria – AF; Santa Cruz do Capibaribe – SC; Glória do Goitá – GG; 

Jaboatão dos Guararapes – JB; Alto da Conquista – AC. 

          Em negrito está o valor de FST significativo, após correção de Bonferroni. 

Fonte: AUTORA, 2013. 

 

 

 

Gráfico 3 – Distância genética entre sete populações de Culex quinquefasciatus coletadas no 

Estado de Pernambuco, avaliadas por meio de 15 loci de microssatélites.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Ipojuca – IP; Peixinhos – PX; Água Fria – AF; Santa Cruz do Capibaribe – SC; Glória do Goitá – GG; 

Jaboatão dos Guararapes – JB; Alto da Conquista – AC. 

         O algoritmo de agrupamento utilizando foi Neighbor-Joining. Os valores indicam os resultados de 
bootstrap para 10.000 tentativas com suporte acima de 50%. 

Fonte: AUTORA, 2013. 
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8 DISCUSSÃO 

 

Populações de Culex quinquefasciatus resistentes a inseticidas químicos têm sido 

descritas em vários países, inclusive no Brasil (BRACCO et al., 1997; CAMPOS; 

ANDRADE, 2003; DAABOUB et al., 2008; GONZÁLEZ et al., 1999; LIU et al. 2004). Os 

resultados obtidos no presente estudo demonstraram que apenas a população proveniente de 

SC apresentou resistência moderada ao temephos, enquanto as demais populações mostraram 

uma pequena alteração no padrão de susceptibilidade. De acordo com Robertson et al. (1995), 

variação natural nos bioensaios pode existir devido a fatores ambientais, como observado em 

JB e IP, que foram mais susceptíveis do que PX, a colônia de laboratório, e em GG que 

apresentou uma RR = 2.3 vezes, ainda assim considerada susceptível ao inseticida. A 

alteração no padrão de susceptibilidade de uma população que não é alvo dos programas de 

controle que usam o temephos como larvicida pode ser resultado do uso intenso do produto na 

cidade, como mostrado na Tabela 3.  

A utilização deste inseticida pelo Programa Nacional de Controle da Dengue 

(PNCD) cobriu todo o país até a emergência de populações de Ae. aegypti resistentes em 

diversos estados (BRAGA; VALLE, 2007). Em Pernambuco, por exemplo, Ae. aegypti 

provenientes de Araripina mostraram uma Razão de Resistência (RR) de 240 vezes para o 

temephos (MELO-SANTOS et al., 2010), e o uso intensivo deste inseticida pode ter induzido 

a resistência em Culex. Ao avaliarmos os dados da Tabela 1, o município de SC apresenta um 

dos menores índices demográficos, semelhante a IP e GG, apresentando uma quantidade 

menor de domicílios, quando comparado a Recife, Olinda e Jaboatão dos Guararapes; porém, 

de acordo com os dados obtidos através da Secretaria Estadual de Saúde, SC utilizou a maior 

quantidade de temephos entre os anos de 2007 e 2011, como apresentado na Tabela 3, o que 

pode ter levado ao aparecimento de populações de C. quinquefasciatus com resistência 

moderada ao composto. 

No Brasil, estudos identificaram populações de C. quinquefasciatus com níveis de 

resistência classificados como baixo a moderado aos OPs temephos e malathion, com RR 

variando de três a seis vezes (BRACCO et al. 1997; BRACCO; BARATA; MARINOTTI, 

1999; CAMPOS; ANDRADE, 2003) Além disso, Coto et al. (2000) demonstraram que a 

utilização do temephos no controle de Ae. aegypti selecionou populações de C. 

quinquefasciatus provenientes do Rio de Janeiro resistentes ao inseticida, com RR > 40 vezes, 

enquanto a população alvo permaneceu susceptível ao composto. Os dados mostram que 

atenção deve ser dada quanto ao uso de OP nos criadouros de Culex, para evitar a seleção de 
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populações altamente resistentes. O surgimento de populações de Anopheles resistentes, 

vetores da malária, devido ao uso de pesticidas agrícolas, como PYs e OPs na cultura do 

algodoeiro, já foram descritas, indicando que a resistência via seleção de insetos não-alvo 

pode ser resultado do uso indiscriminado dos inseticidas (YADOULETON et al., 2011). 

Neste estudo, um nível de resistência moderado ao temephos foi observado em C. 

quinquefasciatus proveniente de SC e o perfil bioquímico das enzimas de detoxificação nesta 

população mostrou elevação na atividade das α-esterase, β-esterase e esterase total, com 

valores de 30%, 17% e 55%, respectivamente, de indivíduos que apresentaram o percentil 99 

maior do que o da colônia susceptível (PX). A população de C. quinquefasciatus proveniente 

de Água Fria foi considerada susceptível e não mostrou diferenças na atividade das enzimas 

quando comparada com PX. Como o habitat preferido das espécies de Culex é água rica em 

matéria orgânica, a presença de análogos químicos nos criadouros das larvas poderia 

potencializar o sistema de detoxificação, o que pode acelerar o processo de seleção da 

resistência aos inseticidas (REDDY; LABBÉ; CORBEL, 2012). Contudo, três populações de 

C. pipiens do Egito foram consideradas susceptíveis ao temephos, mas apresentaram elevada 

atividade de esterases quando comparadas com a colônia de laboratório (ZAYED et al., 

2006). C. quinquefasciatus proveniente da Ilha da Reunião mostrou um baixo nível de 

resistência ao temephos e foi observada superprodução de esterase em 76-100% das 11 

amostras coletadas (TANTELY et al., 2010); ao passo que, no nordeste da Índia, populações 

de Culex resistentes ao DDT, um inseticida OC, mostraram um elevado nível de atividade das 

esterases e glutationa S-transferases (SARKAR et al., 2009). 

A mutação mundialmente encontrada no gene ace-1, que leva à substituição de uma 

Glicina por uma Serina, na posição 119 (G119S), é responsável pela insensibilidade do 

inseticida em populações de Culex (TOMA et al., 2011; WEILL et al., 2002, 2003) e em 

muitas outras espécies (ALON et al., 2008; CASSANELLI et al., 2006; JIANG et al., 2009; 

LEE et al., 2007; MAGANA et al., 2008). Apenas na população de SC a mutação foi 

encontrada, com frequência do alelo de resistência de 0,11, corroborando os dados 

bioquímicos, que também mostraram alteração na sensibilidade da enzima acetilcolinesterase 

em aproximadamente 15% dos indivíduos testados. Em um estudo prévio que buscou 

identificar esta mutação em diversas localidades do mundo, amostras de C. quinquefasciatus 

foram coletadas em Recife, em 1995, e esta mutação foi também encontrada, indicando que 

ela está presente em populações naturais da cidade do Recife por mais de uma década 

(WEILL et al., 2003). 
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O alelo de resistência, ace-1
R
, é muito difundido, e diferentes frequências deste alelo 

foram encontradas em populações de C. pipiens na Itália, variando de 0,13 a 0,71 (TOMA et 

al., 2011), e em baixas frequências em C. quinquefasciatus provenientes de Benin, no qual a 

maioria dos indivíduos eram heterozigotos (99 em 100) (DJOGBENOU et al., 2008). Como a 

substituição G119S causa redução de até 50-60% no fitness de C. pipiens (RAYMOND et al., 

2001), um elevado número de indivíduos heterozigotos é esperado, mas dentre os 36 

indivíduos analisados de SC não foi encontrado nenhum heterozigoto com esta mutação. O 

locus ace-1 tem sido duplicado em C. quinquefasciatus e em outras subespécies de C. pipens. 

O evento de duplicação ocorreu independentemente em diferentes populações, e é bem 

recente (aproximadamente 40 anos) (LABBÉ et al., 2007 a, b). No presente trabalho, não 

encontramos nenhuma evidência de duplicação do ace-1 pela análise das sequências de DNA 

das populações de C. quinquefasciatus, e seria necessário executar o protocolo desenvolvido 

por Labbé et al. (2007a) para confirmar a ausência do alelo ace-1
D
 nestas populações. 

Os dados apresentados sugerem que, embora não exista um programa nacional para 

controlar C. quinquefasciatus no Brasil, mecanismos de resistência a inseticidas químicos 

estão presentes em populações naturais, revelando a seleção indireta ao temephos pela 

utilização deste inseticida no controle de Ae. aegypti. Considerando que esta espécie de 

mosquito é um vetor importante de diversos patógenos e que o Brasil está sob o risco de 

introdução de alguns destes patógenos, a presença de alelos de resistência em populações 

naturais de Culex pode representar uma ameaça para futuras estratégias de controle visando 

esta espécie.  

Além disso, a detecção precoce de alelos de resistência é essencial para o sucesso na 

implementação de estratégias de manejo de resistência, como a rotatividade de inseticidas 

com diferentes modos de ação. Uma boa opção poderia ser a utilização de Bacillus sphaericus 

(Bs) e B. thuringiensis sorovar. israelensis, em rotação; o larvicida Bs tem sido utilizado 

desde 2003 em Recife e ainda não foi reportado alteração no padrão de susceptibilidade 

(CHALEGRE et al., 2009; SILVA-FILHA et al., 2008). A sustentabilidade dos programas de 

controle dos vetores deve ser reforçada por outras intervenções ambientais como a limpeza 

dos drenos, canais, valas e caixas de gordura, e a eliminação dos criadouros, se possível, para 

melhorar a eficiência dos programas de controle de vetores. 

 Estudos com colônias de insetos selecionadas para resistência em laboratório 

mostram que esta característica pode gerar desvantagens reprodutivas, maior susceptibilidade 

aos inimigos naturais ou ainda um maior percentual de mortalidade (AGNEW et al., 2004; 

BERTICAT et al., 2002; BOURGUET et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2003; 
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RODCHAROEN; MULLA, 1997). Porém, em alguns casos, analisando estes mesmos 

parâmetros, os genes de resistência confeririam um aumento no desempenho biológico, 

quando cessada a pressão de seleção (AGNEW et al., 2004; GOULD; ANDERSON, 1991).  

Bourguet et al. (2004) avaliaram C. pipiens em relação aos efeitos pleiotrópicos da 

resistência a inseticidas organofosforados, e as populações que apresentaram alelos de 

resistência (acetilcolinesterase, ace-1) mostraram um aumento no tempo de desenvolvimento 

das formas jovens e uma redução do tamanho das asas dos adultos. No nosso estudo, mesmo 

mantendo a pressão de seleção entre 60 – 70% de mortalidade, não foi possível estabelecer 

uma população resistente ao temephos em laboratório.  

Rivero et al. (2011) observaram que populações de C. pipiens que apresentaram 

superprodução de esterase continham, em média, 30% a menos de reservas energéticas 

(lipídios, glicogênio, glicose) do que as populações susceptíveis e aquelas que apresentavam o 

gene de resistência ace-1
R
 continham 20% a menos de reserva. Os autores sugerem que, no 

caso do gene ace1, esta diminuição da reserva de energia seria uma consequência da 

hiperativação do sistema nervoso (RIVERO et al., 2011). 

Os fatores que influenciam a evolução de resistência dos insetos incluem a herança 

da resistência, a frequência inicial dos alelos de resistência, o comportamento dos insetos, as 

práticas de manejo e o custo biológico. Martins et al. (2012) avaliaram populações de Ae. 

aegypti resistentes a OPs e PYs, e observaram um elevado custo biológico na população 

mantida sob pressão de seleção ao PY deltametrina, com diminuição na oviposição, 

viabilidade dos ovos e no tempo de vida das fêmeas, além do aumento no tempo de 

desenvolvimento das larvas. A pressão de seleção causa um acúmulo de alelos com efeitos 

negativos nos diferentes estágios de desenvolvimento dos insetos; além disso, a resistência 

aos inseticidas está associada a um elevado custo biológico (MARTINS et al., 2012). 

A análise do desempenho biológico é algo complexo, sendo necessária a avaliação de 

diversos parâmetros para se chegar a uma conclusão definitiva (GASSMANN; CARRIÈRE; 

TABASHNIK, 2009).  Para melhor análise deste desempenho, além das características 

biológicas, pode ser avaliada a mudança na frequência dos alelos de resistência nas 

populações tratadas e não tratadas, pois a diminuição dos alelos, sem a ação de nenhum fator 

externo, como por exemplo, a migração de indivíduos susceptíveis, indicaria que na ausência 

da pressão de seleção este alelos estariam ocasionando algum custo biológico na população 

(GASSMANN; CARRIÈRE; TABASHNIK, 2009). 

Eritja e Chevillon (1999) avaliaram como a mudança da pressão de seleção em 

populações de C. pipiens de um município da Espanha afetou a dinâmica dos genes de 



Populações de Culex quinquefasciatus Say, 1983 (Diptera:Culicidae)...                              AMORIM, L.B.                    

 

79 

resistência aos OPs. Neste caso, as populações de Culex foram alvo de programas de controle 

que utilizavam OPs durante 10 anos, porém, os OPs foram substituídos por Bacillus. Os 

autores observaram que, mesmo após dois anos de interrupção da seleção com OPs, a 

frequência dos alelos A2-B2 das esterases foi mantida e, em alguns casos, esta frequência 

aumentou, o que mostra a variabilidade do efeito pleiotrópico dos genes de resistência a 

pesticidas. Atualmente o Bti está sendo utilizado em SC para o controle de Ae. aegypti, por 

isso, uma nova amostragem de Culex deve ser realizada para avaliar se os mecanismos de 

resistência ainda permanecem nesta população  

Um dos principais objetivos da genética de populações é identificar e quantificar a 

variação observada dentro e entre as populações para o estudo de fluxo gênico, efeitos 

estocásticos (deriva genética e mutação), sistemas de acasalamento e seleção natural. Os 

marcadores do tipo microssatélite são utilizados para realizar inferências sobre as forças 

microevolutivas que estão baseadas nas frequências dos alelos e sua distribuição geográfica 

(OLIVEIRA et al., 2006). O estudo da genética de população de vetores de doenças é 

importante, pois tem a habilidade de detectar e compreender a história evolutiva e os fatores 

responsáveis pela resistência, adaptação dos insetos e, consequentemente, a epidemiologia da 

doença (KOTHERA et al., 2012; MÜLLER; MARCONDES; NAVARRO-SILVA, 2010; 

YAN et al., 1998). Segundo Müller, Marcondes e Navarro-silva (2010), a utilização de 

microssatélites em estudos com culicídeos foi iniciada na década de 90 e, desde então, 

diversos estudos têm sido feitos utilizando esses marcadores moleculares.  

Neste estudo foram utilizados 16 microssatélites para avaliar a variabilidade genética 

e o risco de dispersão dos alelos de resistência entre as sete populações de C. 

quinquefasciatus. Destes microssatélites, apenas o locus C48CGA1 foi monomórfico nas 

amostras, indicando que esses microssatélites mostraram-se eficientes no estudo da variabilidade 

genética de Culex. Foram encontrados 90 alelos nas amostras estudadas com número e 

tamanho de alelos por locus variando de dois a 15, e 102 a 307 pb, respectivamente. A riqueza 

alélica variou de 3,02 a 3,87 e a He variou de 0,46 (JB e GG) a 0,53 (SC). Em todos os casos, 

exceto JB, a Ho > He. Kothera et al. (2012) caracterizaram 13 populações de C. pipiens do 

Colorado, EUA, utilizando 14 microssatélites. Neste caso, a He variou de 0,52 a 0,65, porém 

Ho < He, indicando déficit de heterozigotos. 

O parâmetro de He é o mais apropriado para mensurar a variação genética uma vez 

que ele pode ser usado independentemente do sistema de reprodução da população. O FIS, 

medida do grau de endogamia dentro das populações, equivale à média do desvio das 

frequências genotípicas esperadas sob o pressuposto de Equilíbrio de HardyWeinberg dentro 
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das populações  (OLIVEIRA et al., 2006). Apesar de as amostras de JB apresentarem maior 

riqueza alélica, esta apresentou a menor He, quando comparado com as outras populações, e 

FIS positivo que indica déficit de heterozigotos. As outras populações apresentaram excesso 

de heterozigotos.  

A deficiência de heterozigotos pode ocorrer devido às diferenças nas frequências 

alélicas de populações subdivididas ou ainda pode ser consequência do endocruzamento ou da 

presença de alelos nulos (EDILLO et al., 2007; NEI, 1987; SOLFERINI; SELIVON, 2004). 

Além disso, quando uma população encontra-se subdividida em várias unidades de 

reprodução, faz com que as frequências de indivíduos homozigotos sejam maiores do que 

aquelas em equilíbrio de Hardy-Weinberg, levando ao efeito Wahlund e quanto menor a 

quantidade de genótipo heterozigoto de uma população, maior o grau de parentesco entre os 

indivíduos em sucessivas gerações (NEI, 1987; NEI; KUMAR, 2000).  

De acordo com Wright (1978), valores de FST menores do que 0,05 indicam 

diferenciação genética baixa entre as populações; entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciação 

genética moderada; valores entre 0,15 e 0,25 indicam diferenciação genética alta entre as 

populações; e valores acima de 0,25 referenciam diferenciação genética muito alta. Além 

disso, o excesso de heterozigotos pode ser devido a dois fatores principais: presença de alelos 

deletérios ou genes letais ou a predominância de cruzamentos exogâmicos (MURRAY, 1996). 

Neste estudo, o valor de FST = 0,13 aponta diferenciação genética moderada entre as 

populações com excesso de heterozigotos (FIS = -0,048), o que significa que de alguma 

maneira ocorre fluxo gênico entre as populações, que poderia levar a dispersão de alelos de 

resistência.  

Para avaliar o recente estabelecimento de populações de C. quinquefasciatus nas 

ilhas Galápagos, um estudo realizado por Bataille et al. (2009) observou a constante 

introdução desses insetos trazidos pelos aviões. Os autores utilizaram 11 microssatélites e os 

valores de FST mostraram que não houve diferença significativa entre as populações das ilhas 

e também foram identificados como migrantes do Equador, trazidos para ilha dentro dos 

aviões (BATAILLE et al., 2009). 

Apesar de a população de PX ter sido mantida sob condições de laboratório por mais 

de 14 gerações, os índices de variabilidade genética foram semelhantes àqueles das 

populações de campo. Este resultado provavelmente ocorreu devido ao elevado número de 

jangadas obtidas em campo para fundação da colônia em laboratório. Foram coletadas mais 

de 500 jangadas em PX, já nas outras localidades foram cerca de 100 jangadas, sendo todos 

indivíduos irmãos.  
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As populações de AC e AF estão próximas geograficamente e se agruparam com 

suporte estatístico de 65%. Apesar de JB estar geograficamente mais próximo de IP, esta 

última se agrupou a PX e apresentou um suporte estatístico de 99%. Não foi observado o 

efeito de gargalo nas populações e estudos mostram que as populações de C. quinquefasciatus 

são abundantes nas cidades e o fluxo gênico pode ser intenso (BRASIL, 2011; OLIVEIRA, 

1996). 

Mesmo a população de C. quinquefasciatus proveniente de SC, distante a 190 km de 

Recife, ter sofrido a ação de programas de controle para o vetor Ae. aegypti, a variabilidade 

genética foi semelhantes às demais populações pela análise dos 15 loci de microssatélites. 

Populações de An. arabiensis, distantes a 250 km, apresentaram baixa diferenciação genética 

entre si, o que levanta a possibilidade de um contínuo fluxo gênico entre elas (SIMARD et al., 

2000). Porém, a estruturação de populações de C. quinquefasciatus no Havaí, com distância 

menor que 100 km, pela análise de 12 loci de microssatélites mostrou uma redução na 

diversidade genética naquelas populações provenientes de regiões mais elevadas, quando 

comparadas àquelas de regiões de menor altitude (KEYGHOBADI et al., 2006). 

A população de AF apresentou o menor valor de riqueza alélica (3,02) e nesta 

localidade o controle de C. quinquefasciatus vem sendo realizado desde 2003, com a 

utilização do biolarvicida Bs e esta população não apresentou nenhuma diferença significativa 

na susceptibilidade a Bs após 24 tratamentos (CHALEGRE et al., 2009; SILVA-FILHA et al., 

2008). Porém, um estudo recente, utilizando cinco marcadores microssatélites, avaliou o 

impacto das ações deste programa sobre a diversidade genética da população de AF, de junho 

de 2003 a setembro de 2006, no qual foram detectados um declínio gradual na diversidade 

genética e uma leve estruturação genética temporal (CARTAXO; AYRES; WEETMAN, 

2011). 

A avaliação da diversidade gênica e o entendimento da estrutura populacional dos 

insetos vetores são importantes, pois podem ajudar juntamente com os dados epidemiológicos 

das doenças, a antecipar a distribuição geográfica final da transmissão dos patógenos, como 

filariose e VNO, além da elaboração de intervenções na saúde pública mais eficazes contra 

estes patógenos e da observação precoce da dispersão dos alelos de resistência. 
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9 CONCLUSÕES 

 

a) A resistência moderada ao temephos encontrada na população de Culex 

quinquefasciatus proveniente do município de Santa Cruz do Capibaribe (SC) indica 

que o programa de controle do vetor Aedes aegypti empregado nesta localidade está 

selecionando resistência em espécies não-alvo, como C. quinquefasciatus. 

 

b) Os dois principais mecanismos de resistência aos organofosforados, o aumento da 

atividade de enzimas de detoxificação e a perda da sensibilidade da acetilcolinesterase, 

encontrados na população de C. quinquefasciatus proveniente de SC, corrobora os 

resultados obtidos nos ensaios de toxicidade in vivo. 

 

c) A mutação no gene da acetilcolinesterase, ace-1 (G119S), foi encontrada na população 

de SC provavelmente devido ao intenso uso do organofosforado na região. 

 

d) Os marcadores moleculares do tipo microssatélite mostraram-se eficientes no estudo 

da variabilidade genética das populações de C. quinquefasciatus. 

 

e) A maior diferenciação genética foi encontrada dentro das populações e não entre elas, 

ocorrendo fluxo gênico entre as populações, o que poderia levar a dispersão dos alelos 

de resistência encontrados em Santa Cruz do Capibaribe. 

 

f) A população de Água Fria apresentou o menor valor de riqueza alélica, provavelmente 

devido ao tratamento da área com Bacillus sphaericus, como observado em estudos 

prévios. 

 

g) Apesar dos indivíduos de Peixinhos, colônia de laboratório susceptível, terem sidos 

mantidos sob condições de laboratório por mais de 14 gerações, os índices de 

variabilidade genética foram semelhantes àqueles das populações de campo, 

provavelmente devido à obtenção desta colônia por meio de 500 jangadas, diferente 

das outras populações que foram apenas 100 jangadas, havendo mais indivíduos 

irmãos.  
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h) A obtenção de uma população de laboratório com resistência elevada ao 

organofosforado temephos não foi alcançada, o que torna necessária a avaliação do 

custo biológico desta colônia na presença e ausência do inseticida. 

 

i) Embora não exista um programa nacional para controlar C. quinquefasciatus no 

Brasil, mecanismos de resistência a inseticidas químicos estão presentes em 

populações naturais do inseto, revelando a seleção indireta da resistência e, além disso, 

como ocorre fluxo gênico entre as populações, os alelos de resistência podem ser 

compartilhados entre as mesmas. 
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