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RESUMO

Avaliacdo daresisténcia a inseticidas e mecanismos selecionados em populacdes de
Aedes aegypti Linnaeus 1762 (Diptera, Culicidae) da fronteira entre
Brasil e Guiana Francesa

A prética excessiva do uso de inseticidas tem selecionado populacdes resistentes de Aedes
aegypti em todo o mundo. Os principais mecanismos selecionados sdo modificagdo na
molécula alvo do inseticida e alteragBes metabdlicas que melhor detoxifiquem os compostos.
Neste estudo, foram avaliados o perfil de resisténcia e os principais mecanismos selecionados
em duas populactes de Ae. aegypti do Amapa, Brasil: Macapd, capital do estado e Oiapoque,
que faz fronteira com Guiana Francesa, uma das portas de entrada para o virus chikungunya
no pais. Bioensaio dose-resposta indicou resisténcia ao larvicida organofosforado temephos
em Macapa (RRso = 6,5) e ainda maior em Oiapoque (RRso = 21,8). Larvas de ambas as
populacdes também apresentaram alta toleréncia ao piretroide deltametrina, avaliadas em um
ensaio simplificado de knockdown, que revelou indices de susceptibilidade de 30 e 36,
respectivamente em Macapé e Oiapoque, em uma escala de 1 a 36. Testes com adultos
revelaram a mesma tendéncia de maior resisténcia em Oiapoque. Em ensaios dose-resposta
com Kkits tipo OMS e papéis impregnados com inseticida, observou-se RRso para o
organofosforado malathion e o piretroide deltametrina, respectivamente, de 3,1 e 46,4 (em
Macapd) e 6 e 143,9 (em Oiapoque). Paralelamente, ensaio semi-quantitativo do tipo tempo-
resposta a uma Unica dose (7 g/L de malathion e 1,2 g/L de deltametrina) confirmou resisténcia
das populagdes do Amapa, principalmente ao piretroide. Mecanismos de resisténcia do sitio-
alvo foram investigados para os piretroides, através de andlise de mutagdes kdr no canal de
sédio (Nav). Genotipagem de SNPs, por qPCR TagMan, nos sitios 1016 e 1534 do Nav,
revelaram a presenca dos alelos kdr NayR1 (84 e 23%, respectivamente em Macapa e
Oiapoque) e NayR2 (67% apenas em Oiapoque). Somando, as frequéncias de genoétipos para
resisténcia (R1R1, R1R2 e R2R2) foram de 71 e 80% em Macapéa e Oiapoque, nesta ordem.
Mutag&o no sitio 1011 foi encontrada, via PCR alelo-especifica, somente em heterozigotos em
Macapa, correlacionada a presenca de duplicagdo no gene Nay. Variagdo no nimero de copias
deste gene foi avaliada por qPCR, indicando variacdo de duas a quatro cOpias em individuos
de ambas as populagbes. Dados de genotipagem dos sitios 1011, 1016 e 1534, somados a
clonagem e sequenciamento da regido 11S6 do gene Nay de alguns individuos, sugerem a
duplicacdo génica de diversos alelos deste gene. A selecdo de mecanismos da resisténcia
metabolica, também foi avaliada através de analise de expressédo de quatro genes da familia
CYP e um da familia CCE, comparada a linhagem Rockefeller. Superexpressao (acima de
duas vezes o valor de Rockefeller) foi encontrada em ambas as populacbes para os genes
CYP6BB2, CYP9J10, CYP9J28 e CCEae3a, mas ndo para o CYP9M6. CYP6BB2 foi o mais
expresso, cerca de 6X nas duas populacdes e CCEae3a, que estd mais relacionado a
resisténcia a organofosforados, cerca de 6 e 4X, respectivamente em Oiapoque e Macapa. Em
suma, as diferencas entre as RR ao piretroide entre Macapd e Oiapoque podem ser
parcialmente explicadas pela presenca do alelo NayR2, bem como de maior expressdo do
CCEae3a em Oiapoque aos organofosforados. Contudo, é provavel que outros mecanismos
estejam envolvidos. O monitoramento da resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti na regido de
fronteira entre Brasil e Guiana Francesa, bem como a elucidacdo dos mecanismos envolvidos,
podem ajudar a melhor orientar o controle quimico do vetor naquela importante regiéo.

Palavras-chave: vetor de arbovirus, controle de vetor, muta¢des kdr, genes CYP, CCEae3a,
deltametrina, organofosforados, duplicacdo génica
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ABSTRACT

Evaluation of insecticide resistance and selected mechanisms in Aedes aegypti Linnaeus
1762 (Diptera, Culicidae) populations from the border between Brazil and French Guiana

Excessive practice of insecticide use has selected resistant populations of Aedes aegypti
throughout the world. The main mechanisms selected are modification in the insecticide target-
molecule and metabolic changes that enhance detoxification of compounds. In this study, the
resistance profile and the main mechanisms selected in two populations of Ae. aegypti from
Amapa, Brazil: Macapa, the state capital and Oiapoque, which borders French Guiana, one of
the gateways to the Chikungunya virus in the country. Dose-response bioassay indicated
resistance to the organophosphate larvicide temephos in Macapa (RRso = 6.5) and even higher
in Oiapoque (RRso = 21.8). Larvae from both populations also showed a high tolerance to the
pyrethroid deltamethrin, evaluated in a simplified knockdown test, which revealed susceptibility
indices of 30 and 36, respectively, in Macapa and Oiapoque, on a scale of 1 to 36. Tests with
adults revealed the same trends of higher resistance in Oiapoque. In dose-response assays
with  WHO kits and papers impregnated with insecticide RRso was observed for
organophosphate malathion and pyrethroid deltamethrin, respectively, of 3.1 and 46.4 (in
Macapd), and 6 and 143.9 (in Oiapoque ). In parallel, a single-dose time-response type test
(7 g/L malathion and 1.2 g/L deltamethrin) confirmed resistance of the Amapa populations,
mainly to the pyrethroid. Target-site resistance mechanisms were investigated for the
pyrethroids through analysis of kdr mutations in the sodium channel (Nav). Genotyping of 1016
and 1534 SNPs, by TagMan gPCR, reveled the occurrence of the kdr alleles NayR1 (84 and
23%, respectively in Macapé and Oiapoque) and NayR2 (67% only in Oiapoque). Summing, the
frequencies of the resistance genotypes (R1R1, R1R2 and R2R2) were 71 and 80% in Macapa
and Oiapoque, in this order. Mutation at 1011 site was found, via allele-specific PCR, only in
heterozygotes in Macap4, correlated to the presence of a duplication in the Nay gene. Variation
in the number of copies of this gene was assessed by qPCR, indicating variation of two to four
copies in individuals of both populations. Genotyping data from 1011, 1016 and 1534 sites,
added to the cloning and sequencing of the 11IS6 Nay gene segment of some individuals,
suggest duplication of several alleles of this gene. The selection of metabolic resistance
mechanisms was also evaluated through the expression analysis of four CYP family genes and
one of the CCE family, compared to the Rockefeller lineage. Overexpression (up to twice the
Rockefeller value) was found in both populations for the CYP6BB2, CYP9J10, CYP9J29 and
CCEae3a genes, but not for CYPO9M6. CYP6BB2 was the most expressed, about 6X in both
populations and CCEae3a, which is more related to resistance to organophosphates, about 6
and 4X, respectively in Oiapoque and Macapa. Taking all together, the pyrethroid RR
differences between Macapa and Oiapoque can be partially explained by the presence of the
NayR2 allele, as well as the greater expression of CCEae3a in Oiapoque to the
organophosphates’ RR. However, other mechanisms are likely to be involved. The monitoring
of insecticide resistance in Ae. aegypti in the border region between Brazil and French Guiana,
as well as the elucidation of the mechanisms involved, may help to better guide the chemical
control of the vector in that important region.

Key-words: arboviruses vector, vector control, kdr mutations, CYP genes, CCEae3a,
deltamethrin, organophosphate, gene duplication
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1. INTRODUCAO

1.1. O Aedes aegypti e sua importancia epidemioldgica

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus) pertence a familia Culicidae
(ordem Diptera). Transmissor dos virus da febre amarela, dengue,
chikungunya e Zika, € uma preocupacdo mundial na saude publica. De origem
africana, o Ae. aegypti chegou as Américas devido as grandes navegacdes no
periodo colonial. Desde entdo acompanhou as migracdes do homem que
avangaram junto com o desenvolvimento dos meios de transporte (Consoli e
Lourenco-de-Oliveira, 1994). Embora as mudancas no meio ambiente
causadas pelo homem possam prejudicar algumas espécies, para o Ae.
aegypti a formacdo de um novo ambiente proporcionou sua evolucdo em duas
subespécies distintas a partir da ancestral africana: Ae. aegypti formosus
(Walker) e Ae. aegypti aegypti (Linnaeus), sendo aquela uma espécie mais
bem adaptada ao ambiente silvestre e esta ao ambiente urbano e as condi¢des
humanas - como a preferéncia pelo desenvolvimento em ambientes artificiais
(Tabachnick, 1991; Brown et al., 2014). Em consequéncia da globalizacao, o
Ae. aegypti se tornou cosmopolita e € encontrado em amplo espectro,
sobretudo nos paises tropicais e subtropicais em que o clima favorece seu

desenvolvimento (Figura 1) (Kraemer et al., 2015).

Figura 1. Mapa global da distribuicdo estimada de Aedes aegypti. O mapa mostra a
probabilidade de ocorréncia (de zero - azul a um - vermelho). Figura de Kraemer et al. (2015).



Os mosquitos sdo holometabolos, logo sofrem metamorfose completa
com os estagios imaturos ocupando habitat diferente da forma adulta. No caso
do Ae. aegypti, o desenvolvimento até a forma adulta dura em torno de sete a
dez dias e é dividido em fase aquatica e terrestre. Na primeira encontram-se
0S quatro instares larvares (L1-L4) que, ap0s eclodirem do ovo, se alimentam
de matéria organica contidas na agua. Ja no proximo estgio, no formato de
pupa, ndo ocorre alimentacdo, enquanto 0 organismo se transforma
drasticamente para a fase terrestre, onde se encontram os mosquitos adultos
(Figura 2) (Forattini, 2002).

TERCEIRA ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIC
DA LARVA

Figura 2. Ciclo de vida do Aedes aegypti. As formas imaturas sdo observadas na fase
aquatica e o adulto se encontra na fase terrestre do ciclo. Figura retirada de “UNICAMP sem
dengue”, http://dengue.cecom.unicamp.br/wp-content/uploads/2014/07/AEDES-AEGYPTI.gif.

Com picos de atividade ao amanhecer e no periodo crepuscular, 0s
mosquitos adultos vivem em média de 30 a 35 dias e se alimentam de seiva
vegetal. As fémeas também se alimentam de sangue, de onde conseguem 0s
componentes fundamentais para a maturacao dos ovos. Estes séo distribuidos
em diferentes locais em torno do mesmo terreno, através da “oviposicdo em
saltos” e sao preferencialmente depositados em criadouros artificiais escuros

ou sombreados, sujeitos a futuros alagamentos (Forattini, 2002). Contudo,



estes ovos podem se manter viaveis por longos periodos devido a resisténcia a
dessecacao (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994; Rezende, 2008).

Cada fémea produz cerca de 120 ovos e ndo h& concordancia
gonotrofica, ou seja, pode ser realizada mais de uma alimentacdo para
producdo dos ovos, em especial quando perturbada antes de totalmente
ingurgitada (Consoli e Lourenco-de-Oliveira 1994; Forattini, 2002). Este fato
resulta na variagdo de hospedeiros, com uma possivel disseminacdo de
patégenos a varios deles. O fato de o Ae. aegypti ser um importante vetor de
arbovirus associado ao seu carater antropofilico e endofilico reflete diretamente

na alta capacidade vetorial deste inseto (Lourenco-de-Oliveira, 2005).

1.1.1 Aedes aegypti como vetor

O Ae. aegypti € atualmente o mais importante vetor no mundo, capaz de
transmitir pelo menos quatro importantes virus aos humanos. Trés desses
virus pertencem a familia Flaviridae (género Flavivirus), sendo eles o virus
amarilico (YFV), os quatro sorotipos do virus dengue (DENV-1; DENV-2;
DENV-3 e DENV-4) e o Zika virus (ZIKV). J& o virus chikungunya (CHIKV)
pertence a familia Togaviridae (género Alphavirus). De modo geral, os
sintomas das doencas ocasionadas por estes arbovirus sao febre, dores de
cabeca, musculares e nas articulagdes, nduseas e vomitos. Insuficiéncia renal
e hepatica, hemorragias, poliartralgia bilateral e distlrbios neuroldgicos sao
manifestacfes diferenciais das formas graves de febre amarela urbana (FAU),
dengue, chikungunya e Zika, respectivamente (OMS, 2016a,c,d).

A excecdo do Zika virus que pode ter transmiss&o sexual (OMS, 2016c¢)
e o ciclo silvestre da febre amarela que possui macacos como principais
reservatorios do virus (OMS, 2016d), o ciclo de transmissédo de febre amarela
urbana, dengue, chikungunya e Zika se da de humano pra humano através da
picada de uma fémea infectada com virus. O mosquito se infecta ao picar um
humano em viremia, ou seja, no periodo sintomatico da doenca que dura em
meédia sete dias. Uma vez no intestino do inseto, o virus se dissemina por todo
corpo e ao atingir as glandulas salivares é capaz de transmiti-lo ao humano.

Pelo menos para dengue, uma vez infectado pode transmitir o virus pelo resto
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de sua vida, inclusive a sua prole, mesmo que em baixa frequéncia (Consoli e
Lourencgo-de-Oliveira 1994; Zeidler et al., 2008).

1.1.2 Principais arboviroses no Brasil com atuagao do Aedes aegypti

Febre Amarela Urbana (FAU)

A importancia do mosquito Ae. aegypti como vetor no Brasil, data do
século XVII, quando foram registradas as primeiras epidemias de febre amarela
urbana no pais. Em 1850 novas epidemias se instalaram no Rio de Janeiro.
Com intuito de eliminar a doenca, Oswaldo Cruz estabeleceu campanhas cujo
foco era o combate ao entdo chamado Stegomyia fasciata, no inicio do século
XX. Com sucesso nas campanhas, a FAU perdeu o carater epidémico, mas
entre 1928-1929 ocorreram novas epidemias que assolaram a populagéo.
Grandes esforcos foram feitos a fim de controlar a grave situacdo de saude
publica da época, até que em 1937 foi criada a vacina contra a febre amarela.
A medida profilatica foi tdo eficaz que os ultimos casos de FAU no pais foram
notificados em 1942, no Acre. Desde entdo s6 tém sido registrados casos
silvestres da doenca, que apesar de nao ter sido erradicada € controlada por
vacinacao e restrita as areas silvestres (Franco, 1969; Costa et al., 2010).

Nos ultimos meses, casos de febre amarela silvestre foram relatados,
sendo considerado um dos maiores surtos ja ocorridos no pais, com 149 casos
confirmados e 52 oObitos, até o inicio de fevereiro de 2017. O maior numero de
casos vinha ocorrendo em Minas Gerais (MG), seguido de Espirito Santo (ES)
e Sao Paulo (SP). Bahia (BA) e Tocantins (TO) também tiveram casos
suspeitos e, segundo boletim da OMS de 27 de janeiro de 2017, espera-se que
Novos casos sejam detectados em outros estados, tendo em vista 0 movimento
interno de pessoas, presenca de macacos infectados e o baixo nivel de
cobertura vacinal em areas que antes ndo estavam em risco de transmissao de
febre amarela (MS, 2017d; OMS, 2017b; Pinho e Gomes, 2017). A extensa
ocorréncia de Ae. aegypti e sua rapida dispersao alertam para uma forte
tendéncia de reurbanizacdo da febre amarela no pais (Leonel, 2017; MS,
2017c).



Dengue

A dengue constitui uma das doencas reemergentes que mais afeta o
homem. No mundo todo, o nimero de notificacdes de dengue tem aumentado.
Em 1970, apenas nove paises tinham registro da doenca, mas atualmente é
endémica em mais de cem (OMS, 2016b), com cerca de 400 milhdes de
pessoas infectadas anualmente (CDC, 2016Db).

Relatos de dengue ocorrem no Brasil desde meados do século XIX e
inicio do século XX. No entanto, acredita-se que os programas de erradicacdo
do Ae. aegypti voltados para a febre amarela urbana também diminuiram a
transmissdo dos virus DENV. O vetor chegou a ser erradicado em 1955
(Franco, 1969) e em 1973, no entanto, em 1976 a descontinuidade das acdes
de controle levou a reintroducdo do Ae. aegypti no pais (Teixeira e Barreto,
1996). Com o sucesso da vacina, a febre amarela perdeu o carater epidémico
e 0s programas foram interrompidos em 1970 nas Américas. A partir de entdo
casos de dengue comecaram a ganhar maiores propor¢cdes. Os primeiros
registros recentes de dengue no pais datam do século XX, em 1981 em Boa
Vista (RR), onde foram isolados os virus DENV-1 e DENV-4, e em 1986 no Rio
de Janeiro (RJ), com o sorotipo 1 (Braga e Valle, 2007b; Valle et al., 2015).
Também no Rio de Janeiro, foram isolados os sorotipos 2 e 3, em 1990 e 2001,
respectivamente (Barreto e Teixeira, 2008). Atualmente, circulam no pais os
quatro sorotipos com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a
alteracdo do sorotipo predominante. Entre 1990 e 2016 foram registradas
varias epidemias no Brasil com aproximadamente 12,5 milhdes de casos. A
maior epidemia ja registrada no pais ocorreu em 2015 com cerca de 1,7

milhdes de casos provaveis (MS, 2017hb).

Chikungunya

A febre chikungunya foi descrita pela primeira vez na década de 1950,
na Tanzania. Até 2004, os casos ficaram restritos a paises africanos e
asiaticos (Azevedo et al., 2015). No entanto, em outubro de 2013, o CHIKV
chegou as Américas pelo Caribe, resultando em milhares de infec¢bes (Staples
et al., 2015). No Brasil, a transmissao autdctone foi detectada pela primeira
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vez em setembro de 2014, na cidade de Oiapoque (Amapd) e em Feira de
Santana (Bahia). Acredita-se que tenha ocorrido duas introdugdes virais pela
América, pois o gendtipo encontrado em Oiapoque foi 0 asiatico, como ocorre
no Caribe, enquanto na Bahia foi o gendtipo africano (Azevedo et al., 2015;
Donalisio et al., 2015; Freitas et al., 2015; Honorio et al., 2015). No ano de
2016, foram confirmados 152.769 casos da doenca com 172 O6bitos nas
Américas. S6 o Brasil contribuiu com 146.914 casos e 159 6bitos (OMS-OPAS,
2016).

Zika

O virus Zika foi identificado pela primeira vez em macacos durante um
estudo de transmissao de febre amarela silvestre em 1947 na floresta de Zika,
em Uganda - Africa, onde mais tarde, em 1952, foi identificada a infeccdo em
humanos assim como na Republica Unida da Tanzéania. A primeira grande
epidemia ocorreu na Micronésia em 2007. Chegou as Américas em 2014 e no
Brasil em maio de 2015, na regido nordeste. Acreditava-se que seria uma
infeccdo menos grave que a dengue, mas entre julho e outubro de 2015 a
infeccdo pelo Zika foi associada a sindrome de Guillain-Barré e ao
desenvolvimento de microcefalia (OMS, 2016c, 2017a; OPAS, 2015). A
sindrome de Guillain-Barré provoca paralisia muscular e pode levar a morte,
caso atinja os musculos respiratérios. Ja a microcefalia € uma malformacéo
congénita, em que o cérebro ndo se desenvolve de maneira adequada,
provocando uma diminuicdo no perimetro cefalico de recém-nascidos (MS,
2016). Essa alteracédo afeta as atividades locomotora e psiquica dos bebés.

Até 02 de fevereiro de 2017, haviam sido confirmados 201.821 casos de
Zika nas Ameéricas, desses 2.632 foram associados a ma formacgao congénita e
20 casos foram fatais. S6 o Brasil registrou 130.701 casos confirmados com 11

mortes e 2.366 associa¢cdes com aquela ma formacao (OPAS, 2017).



Outras arboviroses

No Brasil, a ocorréncia de outras arboviroses representa um alerta a
possiveis epidemias ainda nao vistas. Doencas como o Rocio, febre Mayaro e
o Oropouche sdo exemplos. Tal qual o DENV e o CKIKV, o virus Rocio
(ROCV) pertence a familia dos Flavivirus e Mayaro (MAYV) a familia
Togaviridae, género Alphavirus. Ja o Oropouche (OROV) pertence a familia
Bunyaviridae, género Orthobunyavirus. A excecéo deste Gltimo e do DENV,
esses virus estdo mais relacionados a ciclos silvestres, onde varias espécies
de insetos hemat6fagos atuam como vetores e vertebrados selvagens estdo
envolvidos como hospedeiros. No entanto, estdo suscetiveis a adaptacao para
um ciclo urbano, dependendo do vetor envolvido. Os vetores do virus Rocio
sdo Aedes scapularis Rondani, 1848 e Psorophora ferox Von Humboldt, 1819
(ambos Diptera, Culicidae) (Lopes et al.,, 1981), com aves selvagens
migratorias como reservatorios. Testes sorolégicos continuos de aves e
humanos evidenciaram a circulacdo do virus em distintas regides brasileiras.
Seu isolamento se deu em uma area de Mata Atlantica em S&o Paulo em 1975,
onde causou um surto de cerca de dois anos (Mitchell e Forattini, 1984;
Straatmann et al., 1997). O virus MAYV é transmitido por mosquitos
Haemagogus janthinomys Dyar, 1921 (Diptera, Culicidae) e os hospedeiros
vertebrados sdo mamiferos. Isolado pela primeira vez em 1954 em Trinidad e
Togabo, Caribe, chegou ao Brasil por Belém/PA no ano seguinte. A doenca é
endémica da regido Amazonica, principalmente nas regides Nordeste e Centro-
Oeste, onde foram notificados entre dezembro de 2014 a janeiro de 2016, 70
casos confirmados em Goias (60), Para (9) e Tocantins (1) (MS - SVS 2015;
Cambricoli, 2016). Recentemente, pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz
registraram evidéncias de sua presenca no Pantanal do Mato Grosso do Sul,
sinal de que o virus pode ter passado por um processo de adaptacdo e vir a
alcancar outras regides do pais (Pauvolid-Corréa et al., 2015; Turino, 2015). O
grande numero de casos e a possibilidade de transmissdo por Aedes pode
colaborar para a formagédo de um ciclo urbano com o Ae. aegypti como

transmissor, assim como ocorre na febre amarela urbana.



Por ultimo, o virus OROV é transmitido entre preguicas, marsupiais,
primatas e aves pelo mosquito Aedes (Ochlerotatus) serratus Theobald, 1901 e
Culex quinquefasciatus Say, 1823 (ambos Diptera, Culicidae) no ciclo silvestre.
No entanto, esse virus ja se adaptou a um ciclo urbano, envolvendo o homem,
tendo Culicoides paraensis Goeldi, 1905 (Diptera, Ceratopogonidae) — também
chamado de maruim - como o principal vetor. O virus teve sua primeira
identificacdo em 1955 em Trinidad e Tobago, com entrada no Brasil em 1960
também em Belém/PA. Até 1980 o virus ficou restrito ao estado do Para e
redondezas e foi se expandindo pela regido Norte (Amazonas, Amapa, Acre,
Rondonia e Tocantins), Nordeste (Maranh&o) e mais recentemente no Sudeste
(Minas Gerais). S&o conhecidos quatro gendtipos do virus Oropouche, com
maior dispersao e prevaléncia do genotipo I. A febre Oropouche é a segunda
arbovirose febril de maior importancia no Brasil, ficando atrds apenas da
dengue. Estima-se que 500 mil casos de infec¢ao pelo OROV tenha ocorrido
no Brasil nos udltimos 48 anos (Nunes et al.,, 2005; Azevedo et al., 2007;
Mouréo et al., 2009; Vasconcelos, 2009; Lopes et al., 2014).

Todos os virus citados ja registraram o género Aedes como vetor
mesmo que com importancia secundaria. Neste sentido, a disponibilidade de
Ae. aegypti em ambientes urbanos traz a preocupacao de que se torne vetor
desses virus nagqueles ambientes. Apesar de ndo ter sido encontrado
mosquitos dessa espécie naturalmente infectados com ROCV, OROV e
MAYV, alguns testes laboratoriais mostraram a competéncia do vetor pelo
menos para este Ultimo (Cambricoli, 2016). No entanto, a similaridade de
alguns sintomas com infeccéo de virus DENV, tendem a mascarar a ocorréncia
de diversas arboviroses em areas urbanas (FIOCRUZ, 2016). A alta
adaptabilidade do Ae. aegypti a diferentes tipos virais e a susceptibilidade da
populacao, aliado a indisponibilidade de vacinas e ao controle vetorial ineficaz
do Ae. aegypti alertam para a vigilancia na transmissdo desses virus na area
urbana, ainda que tenham ocorrido apenas em surtos locais e que, até entéo,

estejam envolvidos outros mosquitos como vetores primarios na transmissao.



1.1. Controle do Aedes aegypti

As arboviroses causadas por virus transmitidos pelo Ae. aegypti ndo
apresentam profilaxia disponiveis, ficando restritas apenas ao uso de
analgésicos e antitérmicos para controle sintomatico e cuidados pessoais
contra a picada dos mosquitos (CDC, 2016a). Excetuando a febre amarela,
gue possui vacinagao contra seu agente viral, dengue, chikungunya e Zika
dependem do controle vetorial para reducdo do niumero de casos e potenciais
surtos epidémicos. O controle vetorial € um grande desafio nos dias atuais,
sobretudo com os problemas de infraestrutura das cidades. Assim, o Plano
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) recomenda trés principais
metodologias de controle ao Ae. aegypti: 0os controles mecanico, bioldgico e
quimico (MS, 2009).

O controle mecanico é baseado em medidas de cuidados e eliminacéo
de possiveis criadouros evitando-se a procriacdo do mosquito ou mesmo seu
contato com o humano. Atualmente € a mais eficaz das metodologias
disponiveis. Baseado neste método, a campanha “10 minutos contra o Aedes”,
desenvolvida por pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz, tem sido utilizada
em diversos Estados do pais, atuando na conscientizacdo da populagdo no
combate ao mosquito (http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/10minutos.html).

O controle bioldgico visa a utilizacdo de organismos patogénicos ou
predatoérios para o controle populacional do mosquito. Existem produtos no
mercado bastante difundidos a base da bactéria Bacillus thuringiencis
israelensis (Bti). Essas bactérias apresentam cristais nos seus esporos que
sdo pro-toxinas, que ao serem clivadas por proteases digestivas das larvas
ativam o componente inseticida. Em consequéncia, ocorre a diminuicdo do
peristaltismo, da alimentacdo e a morte da larva. Outros organismos como
fungos e virus entomopatogénicos sdo também sugeridos (Braga e Valle,
2007b). Pode-se ainda estimular a procriagdo de outros insetos, cujas larvas
sao predadoras, como Odonatas e Toxorhynchites sp., entre outros organismos
que possam predar ou impedir o desenvolvimento do vetor (Moreira et al.,
2012; Braga e Valle, 2007b).

O controle quimico diz respeito ao uso de inseticidas, entre 0s gquais
agueles de efeito direto sobre o sistema nervoso do inseto (neurotdxicos) e 0s
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reguladores do desenvolvimento (IGRs, do inglés insect growth regulators).
Embora mais toxico e menos seletivo, os neurotoxicos sdo os mais utilizados
devido a sua acdo imediata, causando a rapida morte do inseto. Foram
também os primeiros a serem utilizados em saude publica, de forma que
profissionais e populacdo estdo mais habituados com seu efeito. Ja os IGRs
sdo divididos em agonistas de ecdisona, analogos de hormonios juvenis e
inibidores de sintese de quitina e atuam no processo de desenvolvimento,
metamorfose e muda das larvas, culminando na inibicdo da emergéncia do
adulto ou na formacéo de individuos deficientes, ndo apresentando portanto um
resultado imediato (Braga e Valle, 2007b).

Entre os inseticidas neurotdxicos destacam-se as principais classes:
organoclorados, piretroides, carbamatos, organofosforados e espinosinas.
Estes compostos atuam no sistema nervoso central do inseto e alteram a
propagacdo do impulso nervoso, levando-o a morte. Organoclorados e
piretroides se ligam ao canal de sédio regulado por voltagem (Nav) dos
axbnios, mantendo-os abertos por mais tempo, 0 que gera impulsos nervosos
repetitivos, seguido de paralisia e morte (conhecido como efeito knockdown)
(Narahashi et al., 1998, 2007; Davies et al., 2007; Martins et al., 2009b; Martins
e Valle, 2012). Os carbamatos e organofosforados atuam na sinapse nervosa,
inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE), cuja funcdo € hidrolisar a
acetilcolina, cessando a propagacao do impulso nervoso (Weill et al., 2002;
Alout et al.,, 2012). J& as espinosinas atuam em receptores nicotinicos de
acetilcolina (nNAChR) da membrana pds sindptica e causam hiperexcitacdo
neuromuscular (Salgado et al., 1998; Kirst, 2010).

O uso de inseticidas neurotoxicos foi eficaz durante muito tempo na
histéria de controle de vetores. No entanto, o aparecimento da resisténcia aos
compostos disponiveis tem inviabilizado essa metodologia e estimulado
pesquisas em relacado a alternativas no controle vetorial (Hemingway e Ranson,
2000). Neste sentido, novas tecnologias tém sido desenvolvidas para o
controle do vetor, baseadas na substituicdo ou na supressdo da populacdo de
uma localidade, como o uso da bactéria Wolbachia ou utilizacdo de mosquitos
estéreis, respectivamente (Moreira et al., 2009; Aradjo et al., 2015).

O sucesso de eliminacdo do Ae. aegypti no Brasil e outros paises da

América Latina no anos de 1950 e 1960, além de incentivo a eliminacdo de
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criadouros para larvas, contou com macico uso de inseticidas neurotoxicos, no
cenario de epidemias de febre amarela urbana. Neste contexto, o principal
composto utilizado entre as décadas de 1940 e 1960 foi o organoclorado DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) que apresentava custo relativamente baixo e
elevado poder residual (Beaty e Marquardt, 1996; Braga e Valle, 2007a). No
entanto, devido a esta alta persisténcia ambiental, havia tendéncia de acumulo
nos organismos, com efeito toxico na cadeia tréfica, fazendo com que os
organoclorados tivessem utilizacdo reduzida ou mesmo banida em muitos
paises. Além disso, resisténcia a estes compostos em mosquitos também foi
detectada nas décadas seguintes. Atualmente, a OMS recomenda o0 uso de
DDT para borrifagdo contra anofelinos, em situacdes especificas de paises
africanos com altos niveis de malaria (Hougard et al., 2003; OMS, 2012).

Com a proibicdo do uso de DDT, os organofosforados e carbamatos
foram os primeiros inseticidas alternativos para o controle de mosquitos
vetores. Por serem biodegradaveis e possuirem pouca estabilidade no
ambiente, ha necessidade de aplicacGes periddicas do produto, sendo ainda
relativamente toxicos aos vertebrados. No Brasil, foram utilizados de 1967 a
1999 em campanhas nacionais para o controle de Ae. aegypti (Braga et al.,
2004). Todavia, com a deteccao de populagdes resistentes, produtos de outras
classes foram recomendados. Preferencialmente, compostos com natureza
guimica distinta entre produtos aplicados contra larvas e adultos, a fim de se
diminuir a presséo seletiva para a mesma classe de inseticida. Vale destacar
que o PNCD vem apenas indicando os compostos que sédo aprovados pela
WHOPES (do inglés World Health Organization Pesticide Evaluation Scheme).
Naquele momento, que se estende até hoje, poucos compostos eram
recomendados para uso em saude publica, de forma que as alternativas de
substituicdo eram (e ainda s&o) escassas (Tabelas 2 e 3).

A partir de 2000, o larvicida organofosforado temephos, até entdo
amplamente utilizado no pais, foi substituido pelo biolarvicida Bti (Lima et al.,
2003; Braga e Valle, 2007b) e os adulticidas, também organofosforados,
substituidos pelos piretroides (Braga et al., 2004). Contudo, ap6s um ano de
indicacdo para aplicacdo nacional destes adulticidas, ja foi detectada alteracéo
na susceptibilidade a piretroides (Da-Cunha et al., 2005;Martins et al. 2009a).
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Diante do cenario de resisténcia aos inseticidas neurotoxicos classicos,
os IGRs representaram uma alternativa no manejo do controle de Ae. aegypti,
tendo em vista que atuam em alvos distintos, neste caso no desenvolvimento
do inseto. Além de alvo diferenciado, os IGRs surgiram como um novo grupo
de inseticidas de acdo mais especifica e menor toxicidade para mamiferos
(Fournet et al., 1993; Martins e Da Silva, 2004; OMS, 2016e). Ainda que né&o
tenham sido registradas em Ae. aegypti, mutacdes no gene denominado Met
(de Methoprene-tolerant), em Drosophila melanogaster foram relacionados a
diminuicdo dos efeitos deletérios do inseticida analogo de hormonio juvenil
methoprene (Wilson et al., 2006; Moreira et al., 2012). Um fator limitante, € que
como os IGRs inibem a formacédo de adultos, a mortalidade é um efeito indireto
e ndo instantaneo, como no caso dos neurotdéxicos. Com isto, as pessoas
tendem a ndo confiar em seu efeito letal ao ver que larvas e pupas ainda estéo
em desenvolvimento apds aplicacdo do produto (Garcia, 2012).

Retornando-se as Tabelas 2 e 3, atualmente a WHOPES recomenda
apenas 14 compostos larvicidas, sendo quatro Bti, quatro organofosforados,
trés IGRs e trés spinosinas (Tabela 2) (WHOPES, 2016b). Para adultos, via
uso espacial, a restricdo € bem maior, com recomenda¢do apenas de
piretroides e um organofosforado, além de uma combinag&o de piretroide com
um sinergista (Tabela 3) (WHOPES, 2016c). Deste modo, h& poucas opc¢des
para utilizacdo de inseticidas, decorrente da perda de eficacia destes diante
dos insetos. O uso exacerbado de compostos quimicos ao longo dos anos
vem selecionando populacbes resistentes aos compostos utilizados,
particularmente em Ae. aegypti (Braga e Valle, 2007b). A resisténcia aos
inseticidas € atualmente um dos principais problemas de saude publica,
contribuindo para a emergéncia e reemergéncia de parasitas e arbovirus

transmitidos por mosquitos.
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Tabela 1. Compostos e formulacbes recomendados pela WHOPES para o
controle de larvas de mosquitos

Larvicida e formulagao Classe

Bacillus thuringiensis israelensis, strain AM65-52 (3000 ITU/mg), WG BL
Bacillus thuringiensis israelensis, strain AM65-52 (200 ITU/mg), GR BL
Bacillus thuringiensis israelensis, strain AM65-52 + B. sphaericus strain ABTS- BL
1743; 50 Bsph ITU/mg), GR

Bacillus thuringiensis israelensis, strain 266/2 (= 1200 ITU/mg), SC BL
Clorpirifos EC OP
Fention EC OP
Pirimifés-metil EC opP
Temephos EC, GR OP
Spinosad DT, EC, GR, SC SP
Spinosad 83.3 monolayer DT SP
Spinosad 25 extended release GR SP
Diflubenzuron DT, GR, WP BU
Novaluron EC BU
Piriproxifen GR JH

Atualizado em 18/03/16 (WHOPES, 2016b).

Tabela 2. Compostos e formulagbes recomendados pela WHOPES para o
controle de mosquitos, via tratamento espacial

Adulticida e formulagao Classe Domicilio  Peridomicilio
Deltametrina EW, UL Pl X X
Lambda-cialotrina EC Pl X
d-d, transcifenotrina EC Pl X X
Malathion EW, UL OP X

Permetrina (25 cis:75 trans; 10.35% w/w) + s-bioaletrina
(0.14 w/w) + butdxido de piperonila (9.85% wiw) EW

Atualizado em 05/02/16 (WHOPES, 2016c))

Significado das classes de inseticidas: BL-larvicida bacteriano, BU-benzoilureas, JH-
analogos de horménio juvenil, OP-organofosforados, SP-espinosinas; Pl-piretroides.
Significado das formula¢fes: DT-tablete de aplicacdo direta, GR-granulado, EC-concentrado
emulsionavel, WG-granulo dispersivel em agua, WP-pé molhavel, EW-emulséo, UL-ultra-baixo
volume (UBV).
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1.3. Resisténcia a Inseticidas

A resisténcia a inseticidas é uma caracteristica genética que confere
mecanismos capazes de evitar ou impedir que o0s inseticidas atuem no
processo de intoxicacdo, permitindo que alguns individuos tolerem doses de
inseticidas letais a maioria da populagéo suscetivel da mesma espécie. Em um
ambiente com presséo de sele¢do, os individuos com fendtipo vantajoso para a
resisténcia sao selecionados, aumentando a frequéncia desses alelos nas
geracdes seguintes (IRAC, 2016; OMS 2016f).

Os mecanismos que permitem a selegédo para resisténcia a inseticidas
podem ser resumidos em quatro categorias: (I) alteracées comportamentais,
em que é selecionada uma subpopulacdo de insetos com comportamento
diferenciado que evitam o contato com o inseticida; (Il) reducéo de penetracéo
do inseticida, causada pelo espessamento da cuticula desses insetos.
Geralmente seu efeito sozinho ndo esta relacionado a altos niveis de
resisténcia, mas pode atuar com outros mecanismos, intensificando seus
efeitos (IRAC, 2017; Wood et al., 2010); (Ill) alteracdo metabdlica envolvendo a
participagdo de enzimas detoxificantes na metabolizagédo do inseticida; e (IV)
alteracdes no sitio-alvo dos inseticidas, interferindo na sensibilidade destes.
Estes dois ultimos mecanismos sdo 0s mais investigados em insetos vetores
(Hemingway, 2000; Hemingway et al., 2004; Nkya et al., 2013).

Cabe ressaltar que esses mecanismos ndo sao especificos e podem
atuar sozinhos ou em conjunto com outros. Assim, dependendo do tipo de
mecanismo selecionado para a resisténcia, a pressdo exercida pelo uso de um
determinado composto pode gerar resisténcia também a um inseticida distinto.
A esse fendbmeno da-se o nome resisténcia cruzada. Um exemplo sdo as
alteracdes na molécula do canal de sédio regulado por voltagem (Nav), que
conferem resisténcia tanto a DDT como a piretroides. J& a selecdo de
mecanismos menos especificos, podem gerar resisténcia a diversas classes de
inseticidas, configurando a chamada resisténcia multipla. Devido a forte
pressdo de selecdo de diferentes inseticidas, atualmente nédo é raro encontrar
populacdes resistentes a mais de um composto com diferentes mecanismos

selecionados (Valle et al., 2015).
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Para se evitar a selecdo de resisténcia, algumas medidas sao
recomendadas no ambito do controle quimico, tais como a combinacdo, a
mistura, a rotagdo e o mosaico de inseticidas. Todas incluem a utilizacdo de
compostos com diferentes modos de acdo. Na combinacédo, ocorre aplicacéo
de diferentes inseticidas para as fases de desenvolvimento aquatico e terrestre
do inseto. Na mistura, sugere-se a produgéo de um produto formulado com
mais de um inseticida, de modo que o inseto entre em contato com todos
inseticidas da formulacdo simultaneamente. Na rotacdo, os diferentes
inseticidas devem ser aplicados sequencial e alternadamente, a fim de que ndo
haja tempo habil para a selecao da resisténcia aos compostos usados. Ja o
mosaico consiste na aplicacdo de diferentes inseticidas em areas geograficas
vizinhas, uma técnica mais laboriosa e de dificil aplicabilidade. Em todos os
casos, € importante que se conheca previamente o perfil de
susceptibilidade/resisténcia das populacdes alvo a fim de se evitar a selecéo de
resisténcia cruzada ou multipla aos inseticidas, o que inviabilizaria a
metodologia (OMS, 2016f; OMS, 2016e). O controle de Ae. aegypti
preconizado pelo PNCD no Brasil prevé a combinacdo e a rotacdo de
inseticidas (MS - SVS, 2014).

1.3.1 Resisténcia Metabdlica

A resisténcia metabdlica consiste no aumento da capacidade de
detoxificacdo do inseticida, impedindo que atinja seu alvo. Essa alteracéo
deve-se ao maior numero ou melhor eficiéncia das enzimas detoxificantes
existentes no organismo do inseto. Diferentes processos estdo envolvidos
nesses eventos, como (A) duplicacdo génica, (B) aumento na expressao do
gene alvo, resultando estas duas em maior produgcdo da enzima e,
consequentemente, maior detoxificacdo dos xenobidticos e (C) mutacbes que
levem ao aumento na capacidade de metabolizacdo do inseticida (Figura 4)

(Hemingway et al., 2004).
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Figura 3. Processos possiveis para selecdo de resisténcia metabolica. Quadrados laranjas
representam os genes, novelos em vermelho as proteinas e em azul a proteina mutante. Em A
e B mais enzimas sao produzidas, ja em C uma modificagdo estrutural torna a enzima mais
eficiente na detoxificagéo. Fonte: Torres (2013).

As principais enzimas envolvidas com a resisténcia metabdlica sdo as
monooxigenases ou oxidases de fungcao mista (OFM/ P450), carboxilesterases
(CCE), glutationaS-transferase (GSTs) e transportadores ABC. As enzimas
dessas familias génicas atuam em diferentes fases da detoxificacdo dos
inseticidas, fazendo com que estes sejam metabolizados de forma mais
eficiente, de forma que o organismo do inseto ndo sofra seus efeitos (Xu et al.
2005). Monooxigenases e carboxilesterases atuam diretamente sobre o
composto, modificando estruturalmente o substrato (Fase 1), por meio de
oxidacdo e hidrélise dos alvos, respectivamente. J& as GSTs participam da
fase de conjugacdo (Fase Il) da glutationa reduzida de compostos lipofilicos,
tornando-os mais sollveis, facilitando sua excre¢cdo. Por fim, o0s
transportadores ABC promovem a excrec¢ao (Fase Ill) do xenobiético para fora
da célula através da energia da hidrélise de uma molécula de adenosina
trifosfato (ATP) (Dermauw e Van Leeuwen, 2014). A hidrolise de ligagdes
ésteres presentes nos compostos pelas carboxilesterases implicam seu maior
papel na resisténcia a organofosforados e carbamatos. As esterases também
agem sequestrando estes inseticidas mais rapidamente do que o0s
metabolizam, impedindo, desse modo, que cheguem ao local de acédo (Montella
et al.,, 2012). Ja as familias P450 e GSTs s&o importantes na maioria das
classes de inseticidas (Hemingway e Ranson, 2000; Hemingway et al., 2004;
Xu et al,, 2005). Essas enzimas possuem um sistema de classificacéo
complexo e estdo divididas em superfamilias génicas de até centenas de

genes, com maior diversidade das superfamilias das P450. A grande
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variedade desses genes estad associada muito provavelmente a eventos de
duplicacdes ocorridas ao longo do processo evolutivo (Ranson, 2002; Montella
et al., 2012; Nardini et al., 2012; Torres, 2013).

A avaliacéo da participacédo dessas enzimas na resisténcia pode ser feita
por bioensaios de exposicdo ao inseticida com inibidores especificos de cada
classe enzimética, através de ensaios bioquimicos que avaliam alteracdo na
atividade enzimatica e por ensaios moleculares que quantificam a expressao
génica de forma especifica. Para o primeiro caso, junto ou previamente com o
inseticida, expde-se 0 inseto a um composto sinergista, como butoxido de
piperonila (PBO), S,S,S-tributilfosforotioato (DEF) e dietil-maleato (DEM),
inibidores especificos para P450, ESTs e GSTs, nesta ordem. Assim, quando
ha reversdo parcial ou total da resisténcia pelo uso do sinergista, sugere-se
participacdo de alteracdes metabdlicas naquela populacdo (OMS, 2016f). Os
ensaios bioquimicos medem a atividade enzimatica de extratos do inseto frente
a substratos especificos ou ainda na presenca de inibidores. No primeiro caso,
compara-se a atividade total da enzima entre populacdo teste e linhagem
susceptivel e, no segundo, a atividade na presenca e na auséncia de um
inibidor (MS, 2006). Com isto, pode-se sugerir alteracdo na atividade
enzimatica (Rodriguez et al., 2007).

Perfis de atividade de P450, ESTs e GSTs foram identificadas por
ensaios bioquimicos em populacdes de Ae. aegypti de diversas localidades do
pais resistentes a piretroides e ao larvicida organofosforado temephos (Macoris
et al., 2003; Montella et al., 2007; Medeiros, 2011; Lima et al., 2011; Bellinato et
al., 2016).

Tanto os ensaios biolégicos com sinergistas como 0s biogquimicos
podem indicar as classes enzimaticas envolvidas com a resisténcia, porém néo
indicam quais 0s genes, tampouco a natureza da alteracdo. Com o advento do
seguenciamento de genomas e transcriptomas de diversos insetos vetores, tem
sido possivel desenvolver ferramentas moleculares para avaliar com preciséo,
e em larga escala, alteracdo na taxa de transcricdo de genes especificos, além
da indicacdo de duplicacdes génicas. Por exemplo, para o Anopheles gambiae
e Ae. aegypti sdo utilizados microchips para microarrays com virtualmente
todos os genes conhecidos que podem ter relagdo com a resisténcia
metabdlica (detox chips) (Vontas et al., 2005; Marcombe et al., 2009; Strode et
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al., 2012; Saavedra-Rodriguez et al., 2014). Amplificacdo por PCR quantitativo
(gPCR) podem comprovar as alteragdes nos niveis de expressao e também
indicar a ocorréncia de duplicacdo génica. Mais recentemente, métodos
avancados de sequenciamento total de genomas (Strode et al., 2008; Faucon
et al., 2015) ou de busca de polimorfismos (do inglés SNP, single nucleotide
polymorphism) (Evans et al., 2015), permitem que se compare 0 genoma total
de individuos susceptiveis e resistentes de uma mesma populagéo, o que tem
impulsionado o estudo da resisténcia a inseticidas para uma nova era em
termos de complexidade e determinacdo de marcadores moleculares mais
precisos.

Os ensaios moleculares tém revelado alta complexidade da resisténcia
metabdlica, uma vez que sdo observados diferentes perfis de expressdo e
participacdo de genes distintos em populacdes de uma mesma espécie. Em
Ae. aegypti a determinacdo de genes marcadores para a resisténcia metabdlica
tende a ser ainda mais complexa. Por exemplo, esta espécie possui um
namero de genes detoxificantes (citocromo P450, GST e CCE) 36% maior que
0 An. Gambiae Giles, 1926 (Diptera, Culicidae). Esta expansao se deu
principalmente nas familias génicas CYP6 e CYP9 (de citocromos P450), além
de alfa-esterases (Strode et al. 2008; Faucon et al., 2015). Na pratica, estudos
tem demonstrado uma grande diversidade de genes diferencialmente
superexpressos em populacdes de Ae. aegypti, principalmente em se tratando
de resisténcia a piretroides, o que talvez inviabilize o apontamento de um ou
poucos genes como verdadeiramente associado(s) a resisténcia a estes
inseticidas (Saavedra-Rodriguez et al., 2012). Em todo caso, superexpressao
de alguns genes é comumente citada em populacdes diferentes de Ae. aegypti,
como o gene de carboxilesterase CCEae3A em populagdes resistentes a
temephos da Asia e da América Latina (Poupardin et al., 2014; Saavedra-
Rodriguez et al., 2014) e alguns genes CYP na resisténcia a piretroides (David
et al., 2013; Dusfour et al. 2015; Faucon et al., 2015).
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1.3.2 Resisténcia sitio-alvo em organofosforados e piretroides

Acetilcolinesterase (AChE)

A enzima acetilcolinesterase (AChE), é alvo dos inseticidas
organofosforados e carbamatos. Ela atua na fenda sinptica hidrolisando
moléculas do neurotransmissor acetilcolina (Ach) em colina e acido acético
(AcOH) para a interrupcdo da transmissdo do impulso nervoso (Figura 5).
Inseticidas organofosforados e carbamatos se ligam no sitio ativo da AChE,
impedindo que a reacdo de hidrélise da Ach ocorra. Em consequéncia hd um
acumulo do neurotransmissor na fenda sinaptica causando impulso nervoso
continuo, levando o inseto a paralisia e morte (Fukuto, 1990).

Insetos insensiveis a organofosforados e carbamatos por meio da
resisténcia sitio-alvo, sofrem modificacbes em sua molécula alvo, impedindo-as
de reconhecer a molécula do inseticida, passando entdo a nao ter o efeito
esperado. Mutacgdes pontuais no gene da AChE (ace-1), conhecidas por
MACE (de modified acetylcholynesterase), levam portanto a resisténcia a
organofosforados e carbamatos. Estas mutacbes s&@o conservadas entre
diferentes espécies. Em Culex e Anopheles sp., a substituicdo Gly/Ser no sitio
119, conhecida por ace-1R, é a mais comum. Ha ocorréncia inclusive de
duplicacdo neste gene, mantendo uma cOpia selvagem e outra mutante no
mesmo individuo, de forma a se reduzir o efeito da mutacdo no fitness do
inseto em ambientes livres de inseticida (Labbé et al. 2007a,b). Duas outras
mutacOes no gene ace-1 foram encontradas no género Culex, a Phe/Val no
sitio 290 e a Phe/Trp no sitio 331 (Alout et al., 2007; Weill et al., 2004; Patel,

2006).
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Figura 4. Atuacdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) na transmissdo do impulso
nervoso. A sensibilidade reduzida da AChE a inseticidas organofosforados e carbamatos esta
representada na mutacdo genética (MACE). ACh, acetilcolina; AchT, transportador de Ach;
AcOH, &cido acético; ChT, transportador de colina; MACE, de modified acetylcholynesterase;
Figura adaptada de (David et al. 2013).

Apesar da sequéncia de aminoacidos do gene ace-1 ser altamente
conservada com outros mosquitos, chegando a 90 e 80% de identidade com
Culex spp. e Anopheles gambie, respectivamente, em Ae. aegypti nunca foi
observada alguma mutag¢édo no gene ace-1 associada a resisténcia (Mori et al.
2007). De acordo com Weill e colaboradores (Weill et al. 2004), alteracdo no
sitio 119 do ace-1 desta espécie seria improvavel devido a uma diferenca nos
coédons para gerar a mutacdo. A glicina 119 em Ae. aegypti € dada pelo cédon
GGA, enquanto em Culex e Anopheles é dada pelo GGC. Logo, seriam
necessarias duas substituicbes independentes para a substituicdo Gly/Ser em
Ae. aegypti, visto que a serina é dada pelo codon TCN ou AGY. O mesmo
ocorre para a mutacdo Phe331Trp, em que o cédon teria que mudar de TTT
para TGG, mas ndo para Phe290Val onde € necessaria a mudanga de um so
nucleotideo (TTT-GTT) (Mori et al., 2007).

Desta forma, dado o alto perfil de resisténcia a organofosforados
observado em populacdes de Ae. aegypti, principalmente ao larvicida
temephos, é importante investigar outras regides, bem como sobre a

ocorréncia de duplicacdo no gene ace-1 deste vetor.
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Canal de Sodio Regulado por Voltagem (Nav)

Piretroides e DDT tem como alvo o canal de sodio regulado por
voltagem (Nav). O Nav € uma proteina transmembranar responsavel por gerar
o potencial de acdo, permitindo o influxo de ions sédio para o interior das
células excitaveis, possibilitando assim a transmissdo do impulso nervoso
(Catterall 2000). Sua estrutura € composta por quatro dominios homologos (I-
IV), cada um destes constituido por seis subunidades em alfa-hélice (S1-S6) e
um loop entre os segmentos S5 e S6. Os segmentos S1-S4 sdo sensiveis a
voltagem da membrana e o segmento S5-S6 formam o poro, responsavel pela
seletividade do canal (Figura 6) (Catterall, 2000; Martins e Valle, 2012).
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Figura 5. Estrutura do canal de s6dio regulado por voltagem (Nay). Estdo representados
0s seis segmentos hidrofébicos (S1-S6) para cada dominio (I-IV). Em azul, segmentos S4,
responsaveis pela percepcdo de alteracdo da voltagem e, em verde, segmento S6,
responséaveis pela cinética do poro. Figura adaptada de (Martins e Valle, 2012)

A ativacdo do Nav se da a partir de um estimulo nervoso que induz a
despolarizacdo da membrana plasméatica. Esta se torna permeével, permitindo
a entrada de Na* na célula. Em pouco tempo é atingido o potencial de
equilibrio de Na*, inativando o canal. Neste estado, o poro do canal continua
aberto, porém assume conformacéo que impede a entrada do ion na célula. A
membrana é repolarizada rapidamente e o canal se fecha, voltando a sua
conformacao de repouso (Davies et al., 2007; Narahashi et al., 2007). Na
presenca de inseticidas DDT e piretroides, o canal mantém conformacao

aberta, permitindo o influxo continuo de ions Na*, fazendo com que o estimulo
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nervoso ndo cesse e, portanto, levando a contragcdes musculares repetitivas,
seguidas de paralisia e morte, efeito conhecido por Knockdown (Narahashi et
al., 1998; Martins e Valle, 2012).

Mutacdes no gene da molécula do canal de sédio (Nav) modificam sua
estrutura dificultando ou impedindo a interacdo inseticida-alvo.  Assim,
individuos resistentes sdo insensiveis ao piretroide ou apresentam paralisia
momentanea, seguida por recuperacdo completa dos movimentos, fenotipo
chamado de “knockdown resistance” (kdr) (Busvine, 1951). Essas mutacdes,
portanto chamadas de mutacdes kdr, sdo de carater recessivo e produzem um
aumento significativo na resisténcia ao DDT e piretroides, primeiramente
descrito em Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera, Muscidae). A alteracéo
no sitio 1014 do Nav (Leu 1014 Phe, segmento |IS6) ou esta em adicdo a outra
no sitio 918 (Met918Thr, entre segmentos 11S4 e 1IS5) representaram um
aumento de cerca de 10 a 20 vezes e 500 vezes, respectivamente, na
resisténcia a piretroides em M. domestica (Williamson et al., 1996; Davies et
al., 2007).

Em diversas espécies de insetos, incluindo mosquitos dos géneros
Culex e Anopheles, a substituicdo homéloga Leu/Phe no cédon 1014 também
confere resisténcia ao efeito Knockdown. Em Ae. aegypti, contudo, mutacéo
neste sitio € improvavel, uma vez que deveriam ser selecionadas duas
substituicBes nucleotidicas, simultaneamente, como acima apresentado para o
gene ace-1. Contudo, mutacfes em pelo menos quatro sitios principais no Nay
deste mosquito tem sido apresentadas como importantes para resisténcia: 989,
1011, 1016 e 1534 (Martins e Valle, 2012). A substituicdo Ser989Pro é
encontrada em populacdes asiaticas, geralmente ligada a Vall016Gly (Du et
al., 2016). Na posi¢do 1016, a Val1016Gly ocorre na Asia, enquanto que outra
substituicdo, Val 1016 lle, € encontrada em populacbes das Américas e da
Africa (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Martins et al., 2009a; Kawada et al.,
2016). No sitio 1534, a Phel534Cys ja foi descrita em diversas localidades
(Harris et al., 2010; Yanola et al., 2011;Linss et al.,, 2014; Dusfour et al.,
2015;Vera-Maloof et al., 2015;Kawada et al., 2014; Wuliandari et al., 2015;
Sayono et al., 2016b).

A mutacdo dupla 989Pro + 1016Gly € comum no sudeste asiatico,
conferindo resisténcia a piretroides de classes | e Il (Plernsub et al. 2016a,
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2016b) e a tripla 989Pro + 1016Gly + 1534Cys foi detectada em baixas
frequéncias em Myanmar (Kawada et al., 2014) e Java (Sayono et al., 2016).
Acredita-se que esta seja fruto de recombinagdo entre um cromossomo
contendo a dupla mutacdo (989Pro + 1016Gly) e outro com a 1534Cys
(Saavedra-Rodriguez et al., 2008) e possa ser de muita importancia para a
resisténcia a piretroides. As mutac¢des pontuais isoladas podem apresentar
nenhum (989Pro) ou baixo (1016Gly) impacto, ou ser especifica para alguns
tipos de piretroide (1534Cys) (Hu et al., 2011; Rinkevich et al., 2013; Hirata et
al., 2014). Esta ultima confere resisténcia a permetrina e deltametrina, quando
em combinacdo com outras mutacdes, podendo também estar relacionada a
resisténcia a DDT (Hatrris et al., 2010; Kushwah et al., 2015). Ambas mutacdes
1016lle e 1534Cys sao observadas nas Américas (Garcia et al., 2009; Harris et
al., 2010;Linss et al., 2014; Marcombe et al., 2009; Martins et al., 2009a).

Linss e colaboradores (Linss et al., 2014) mostraram recentemente que
no Brasil estdo presentes os alelos susceptivel (NayS — sem mutacédo) e dois
kdr (NavR1 - apenas com a 1534Cys e NayR2 - com ambas
1016lle + 1534Cys), com distribuicao regionalizada pelo pais. Na regido Norte,
por exemplo, ha predominancia do alelo NavR1, enquanto Centro-oeste e Sul
apresentam alta frequéncia do NavR2. Embora ainda ndo tenha sido
encontrado em populacdes brasileiras, um alelo contendo apenas a mutacdo
1016lle (chamado NavR3) foi identificado em populacdo caribenha de
Guadalupe (Dusfour et al., 2015). O alelo NavR2 (1016lle + 1534Cys) confere
maiores niveis de resisténcia que o NavR1 (1016Val + 1534Cys) ao piretroide
deltametrina (Souza, 2014).

Outras duas mutacdes foram observadas no sitio 1011 em populagbes
da América Latina: llel011Val e lle1l011Met. A primeira ndo parece ter alguma
influéncia com a resisténcia, ao passo que a segunda afetou a sensibilidade do
Nav a permetrina, mas néo a deltametrina (Hu et al., 2011; Rinkevich et al.,
2013). Lima et al. (2011) encontraram correlagdo entre 1011Met em duas de
trés populacbes de Ae. aegypti do Ceara resistentes ao piretroide tipo Il
cipermetrina. Contudo, como alteracdo no sitio 1534 ndo foi investigada e,
como sabemos que naquela época o alelo 1534Cys ja estava disseminado pelo
Nordeste brasileiro, é possivel que essa resisténcia tenha relacdo com o sitio
1534 em si. Além disso, a mutacdo 1011Met foi encontrada apenas em
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heterozigotos em 15 populacdes do Brasil o que, somado a outras evidéncias,
sugeriram estar envolvida em uma duplicacdo do gene Nay de Ae. aegypti
(Martins et al., 2013).

Duplicacdes génicas e resisténcia

A duplicacdo génica representa uma classe de mutacdo que resulta em
polimorfismo no nimero de cépias dos genes (Assogba et al., 2016). No
contexto de pressao exercida por inseticidas, duplicacbes génicas sé&o
frequentemente associadas a compensac¢do ao custo no fithess provocado
pelos mecanismos selecionados para resisténcia. A ocorréncia de dois alelos
no mesmo cromossomo, um “resistente” e outro selvagem, pode permitir
diferentes fungBes para cada copia do gene no organismo do inseto. Assim,
em um cendrio mais simples o alelo resistente exerceria a funcdo de tolerancia
a inseticidas, enquanto o susceptivel continuaria com suas funcdes biologicas
sem prejuizo a fisiologia normal do inseto (Labbé et al., 2007a).

Duplicac@es ja foram relatadas no gene ace-1 de Anopheles gambie e
Culex pipiens, com relacdo a mutacdo classica Gly119Ser (alelo ace-1R). Em
Culex, individuos portadores do ace-1R tinham atividade da enzima AChE
reduzida em 60%. Portanto, o alelo mutante tendia a diminuir rapidamente de
frequéncia em ambientes livres de organofosforado (Berticat et al., 2002;
Kingdom et al.,, 2004). A mesma tendéncia foi observada em An. gambiae
(Alout et al., 2008). A emergéncia de duplicacdo no gene ace-1, contendo
ambos ace-1* e ace-1R, garantiu resisténcia ao organofosforado, sem
apresentar efeitos deletérios no fitness do inseto (Labbé et al., 2007a).

Amplificacdo génica, ou seja multiplas cépias de uma regido do genoma
também tem sido observada com relacdo a resisténcia a organofosforados.
Ainda em espécies do complexo Culex pipiens, acredita-se que a amplificacao
de genes de CCE seja difundida em localidades que organofosforados tenham
sido usados (Buss e Callaghan, 2004). Por exemplo, em uma populacao de
Cx. pipiens de Ciprus os loci de carboxilesterase A5 e B5 foram co-
amplificados em mais de 60 cépias, gerando uma razao de resisténcia acima

de 90 a temephos e chlorpirifos (Poirié et al., 1992). Em um estudo recente,
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envolvendo novos métodos de sequenciamento de alta vazdo de genomas
inteiros, revelou-se duplicagéo (ou amplificacdo) de pelo menos 41 genes em
populacdes de Ae. aegypti da Tailandia e da Guiana Francesa, resistentes a
deltametrina. A relacdo entre aumento do numero de copias com maiores
niveis de expressdo destes genes foi confirmada por gPCR (Faucon et al.,
2015).

Evidéncias para duplicagdo no gene Nay foram também observadas em
populacdo de Cx. quinquefasciatus (Xu et al., 2011) e em diversas populacdes
brasileiras de Ae. aegypti (Martins et al.,, 2013). Neste ultimo caso, foi
observado ainda que a mutacdo llel011Met esta associada a duplicacdo do
Nay, contendo pelo menos uma coépia selvagem (1le1011) e outra mutante
(1011Met). Por este motivo, todos os individuos genotipados para o sitio 1011
eram “heterozigotos”.  Adicionalmente, em uma linhagem de labroatério
pressionada com o piretroide deltametrina, a partir de uma populacdo de
campo sem as mutacdes kdr 1016lle e 1534Cys, foram encontradas dez cépias
do Nay. Contudo, a relacdo entre duplicacdo do Nay, em Culex e Aedes, com a

resisténcia a piretroides ainda ndo esta bem definida (Martins et al., 2013).

1.4. Municipios avaliados

Nesta dissertacdo, avaliamos populacdes de Ae. aegypti de dois
municipios do Estado do Amapa (BR): Macap4, capital do Estado e Oiapoque,
fronteira com Guiana Francesa. As duas cidades sdo separadas por 590 km
(Google Earth, 2017), em contrapartida somente 196 km distanciam Oiapoque
de Cayenne, capital da Guiana Francesa.

Segundo o censo 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), Macapa é a cidade mais populosa do Amapa, com densidade
demografica de 62,14 hab/ km2 e Oiapoque com apenas 0,91 hab/ km2. Em
2016, a populacdo estimada foi de 465.495 e 24.892 habitantes,
respectivamente. Oiapoque é um dos municipios menos populosos comparado
a outros municipios brasileiros (IBGE, 2016). Macapa e Oiapoque diferem
também quanto ao indice de Desenvolvimento Humano (IDH), que avalia o

desenvolvimento com base na renda, educacdo e saude da populagdo.
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Macapa ocupa o 940° lugar no ranking geral dos municipios brasileiros com
IDH de 0,733 e Oiapoque o0 2.946° lugar, com IDH de 0,658 em uma escala
que vai de 0 a 1 (Atlas Brasil, 2013).

Em relagdo ao saneamento basico, Macapa e Oiapoque possuem
ambas apenas cerca de 25 % de domicilios com esgotamento sanitario
adequado, destes somente 8,8 % e 0,2 % possuem urbanizagdo adequada, na
capital e em Oiapoque, respectivamente (IBGE, 2017). Esses dados indicam
uma precariedade no saneamento basico dessas regifes, propiciando maior
proliferacdo de pragas urbanas, como € o caso do Aedes.

Outro fator que corrobora com o perfil de resisténcia de vetores é a
pouca disponibilidade de compostos para 0 controle quimico
(WHOPES, 2016b,c), culminando no uso continuo de inseticidas da mesma
classe pelos municipios. Dados de distribuicdo de inseticidas pelo Ministério
da Saude a Secretaria de Estado e Saude do Amapa no periodo de 2003 a
2014 mostram a distribuicdo ininterrupta de piretroides neste periodo. No caso
de organofosforados, ocorreu a distribuicdo de temephos até 2012, com
substituicdo nos anos de 2004 e 2014 por Bti e IGR, respectivamente, para o0
controle larvar. Para adultos, a distribuicdo de malathion sé ocorreu em 2014,
concomitante a distribuicdo de inseticidas piretroides (Ministério da Saude,
dados nao publicados).

Apesar da distribuicdo de inseticidas pelo Ministério da Saude as
Secretarias de Saude dos municipios ndo representar necessariamente a troca
imediata do inseticida em uso (por questdes logisticas e burocraticas), essas
informacBes podem ajudar a compreender o perfil de resisténcia das
populacdes de Ae. aegypti e no estabelecimento de melhores estratégias de

controle do vetor.

1.4.1 Arboviroses no Estado do Amapa

No ano de 2016, o estado do Amapa notificou 3.515, 1.168 e 939 casos
de dengue, chikungunya e Zika, respectivamente. Desses, foram confirmados
1.684, 182 e 296 casos, na mesma ordem (Tabela 1) (Pinto e Chaves, 2017).
Neste estudo, avaliamos populacdes de Ae. aegypti de Oiapoque e Macapa,

respectivamente a porta de entrada do virus CHIKV do Caribe para o pais e a
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capital do Estado do Amap4, principal ponto de partida de mercadorias e
passageiros para outros estados. Estes municipios obtiveram maiores
notificacbes e subsequentes confirmagdes de infecgdes. Somados,
representam 78,7% do total de casos confirmados para as trés arboviroses no
Estado. A capital Macapa teve maior importancia na aquisicdo dos casos, com
confirmacédo em 51,8% para dengue, 64,8% chikungunya e 90,2% para Zika
(Figura 3). No ano de 2017 até a semana epidemioldgica sete, haviam sido
notificados respectivamente 140, oito e dois casos de dengue, chikungunya e
Zika (MS, 2017).

Tabela 3. Casos de dengue, chikungunya e Zika no estado do Amapa. Ano 2016.

Municipios Casos Notificados Casos Confirmados
Dengue Chikungunya Zika Dengue  Chikungunya Zika

Amapa 2 0

Calgoene 92 4 1 76 0 0

Cutias 0 0

F. Gomes 148 14 122 1

ltaubal 0 1 0 0

Lar. do Jari 33 4 2 1 3 0

Macapa 2321 957 843 873 118 267

Mazagao 24 2 1 10 0 0

Oiapoque 395 40 29 382 35 26

P. B. Amapari 120 20 1 103 8 0

Prto Grande 1 0 2 1 2 0

Pracutba 0 0

Santana 167 76 51 62 10 3

S. do Navio 83 50 7 18 5 0

Tzinho 129 1 1 35 0 0

Vitria do Jari 0 1

Estado 3515 1168 939 1684 182 296

Monitoramento semanal dos casos de dengue, chikungunya e Zika até a semana
epidemiolégica 03/2017 (01 a 21/01/2017). Os municipios de interesse neste estudo estdo
destacados. Fonte: Informe Epidemioldgico da Coordenadoria de Vigilancia em Saude do
Amapé n°5/2017.
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Figura 6. Casos confirmados de dengue, chikungunya e Zika no Amapa.

Em suma, o monitoramento do perfil de populacdes quanto a resisténcia
tem importancia imediata para avaliacdo da efetividade do controle quimico,
mas é também fundamental para se evitar pressdo de selecdo exacerbada,
inviabilizando este tipo de controle no futuro. Além disso, é fundamental
conhecer quais mecanismos, tenham sido selecionados, a fim de se definir
melhores estratégias de manejo da resisténcia. Neste sentido, foram
realizados ensaios bioldgicos de exposicdo a inseticidas para determinar o
perfil de resisténcia a piretroides e organofosforados de duas populacdes de
Ae. aegypti do Estado do Amapa (AP, Brasil), Macapa e Oiapoque.
Adicionalmente, investigou-se alteracbes na expressdao de enzimas
detoxificantes envolvidas com a resisténcia e/ou muta¢des nas moléculas alvo
dos inseticidas. Além do panorama de resisténcia a inseticidas, os resultados
obtidos permitirio maior entendimento sobre a din&dmica populacional de

Ae. aegypti entre os municipios avaliados e Guiana Francesa.
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1.5. Hipotese

O municipio de Oiapoque/ AP foi uma das portas de entrada do virus
chikungunya no Brasil. O controle do vetor Ae. aegypti naquela regiao sofre
influéncia de programas de controle brasileiros e também da Guiana Francesa,
com quem faz fronteira. Nossa proposta inicial, portanto, se concentrou em
avaliar os niveis de susceptibilidade/ resisténcia aos adulticidas empregados
contra O vetor na regi@do e seus principais mecanismos selecionados.
Concomitantemente, foi também avaliada uma amostragem de Ae. aegypti de
Macap4, a capital do estado, distante 590 Km de Oiapoque. Neste caso, hossa
hipétese a ser testada é que a densa floresta e o limitado acesso entre as duas
cidades deve limitar o fluxo génico entre as populacdes do mosquito,
possibilitando, portanto a emergéncia de distintos perfis e mecanismos de

resisténcia entre as populacdes de Ae. aegypti de Macapa e Oiapoque.

1.6. Justificativa

A resisténcia a inseticidas é um desafio para o controle de mosquitos
vetores. No Brasil, ha registro de populacdes resistentes de Ae. aegypti em
diversas localidades do pais ao adulticida mais comumente utilizado, o
piretroide deltametrina, mas ndo ao seu alternativo, o organofosforado
malathion. Dada a importancia estratégica e epidemioldgica da regido de
fronteira aqui estudada, é importante conhecer o perfil de susceptibilidade/
resisténcia do vetor naquelas localidades. A fim de se monitorar e sugerir
acOes de combate ao vetor mais eficientes, baseadas no controle quimico, faz-
se também necessario investigar 0s mecanismos selecionados para
resisténcia. Neste projeto, foram determinados os perfis de resisténcia a
deltametrina, temephos e malathion em populacdes de Ae. aegypti de Macapa
e Oiapoque/ AP. Quanto aos mecanismos selecionados, foram identificadas
mutacgOes kdr, relacionadas a alteracbes no alvo dos piretroides, assim como
analise do numero de copias no gene Nay e possiveis alteracdes na expressao
de genes relacionados com a resisténcia metabodlica a ambos piretroides e

organofosforados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil de resisténcia de Ae. aegypti aos inseticidas utilizados no
controle do vetor dos virus dengue, chikungunya e Zika na regido de fronteira

entre Brasil e Guiana Francesa.

2.2. Objetivos Especificos

a) Estabelecimento de colénias em laboratério de Ae. aegypti provenientes do

Amapa

- a partir de coleta de ovos de Ae. aegypti nas localidades de Oiapoque e
Macapé/ AP

b) Determinacao do perfil de resisténcia aos inseticidas

- realizacdo de bioensaio de susceptibilidade com piretroide deltametrina e

organofosforados temephos e malathion.

c) Investigacdo de mecanismos de resisténcia aos inseticidas

- genotipagem dos sitios 1011, 1016 e 1534 do gene Nav

- clonagem e sequenciamento de regides do gene Nav

- avaliacao de variagdo no numero de copias do gene Nav

- analise da expressdo de alguns dos principais genes envolvidos com a

resisténcia metabdlica
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta de ovos e estabelecimento de colénias de Ae. aegypti no

laboratério

As analises foram feitas com mosquitos Ae. aegypti provenientes de
duas populacfes do estado do Amapa, regido Norte do Brasil: Macapa, capital
do estado e Oiapoque, municipio de fronteira com Guiana Francesa (Figura 7).

Foram realizadas coletas com ovitrampas, conforme Lima et al. (2003),
abrangendo a zona residencial nas duas cidades, com pelo menos uma
armadilha por quarteirdo. As capturas foram organizadas pelo Laboratorio de
Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE) e pelo Laboratorio de
Entomologia do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do
Amapa (IEPA), com participacdo de agentes municipais de endemias de
Oiapoque e de Macapa, entre dezembro de 2014 e janeiro de 2015. As paletas
com os ovos foram trazidas para o Laficave, para geracdo de colbnias, que
atualmente se encontram na geracdo F6. Seguindo o Procedimento
Operacional Padréo criado pelo laboratério (POP-LAFICAVE-BIO-002), 0s ovos
foram estimulados a eclodir em agua desclorada e, apds 24h, as larvas foram
transferidas para bacias plasticas, distribuidas em cerca de 350 a 500 larvas/
bacia contendo 1L de &gua desclorada e cerca de 1 g de racdo de gato
triturada (Purina, Friskies®). As pupas foram retiradas das bacias e colocadas
em copinhos plasticos descartaveis (50 mL) e alocadas em gaiolas cilindricas
de papeldo (17 cm de didmetro X 17 cm de altura), contendo Erlenmeyer com
solugéo de sacarose a 10%, que foi fornecida ad libtum aos adultos como fonte
de alimentacdo. Para criacdo de geracbes subsequentes, fémeas foram
alimentadas com sangue de cobaio (CEUA-Fiocruz, licenca LW-20/14) e apés
trés dias eram colocados copos de postura nas gaiolas para que pudessem
ovipor. Esse procedimento foi feito para obtencao de 3-4 posturas.

A linhagem Rockefeller, controle de susceptibilidade e vigor (Kuno,
2010) é continuamente mantida no laboratério e foi usada como controle
interno dos ensaios de susceptibilidade, nas analises de variacdo do ndamero

de copias génicas do gene Nay e de expressédo génica. Outra linhagem
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mantida no laboratério é a chamada Bora-Bora, originaria Asia, aqui utilizada
nos ensaios moleculares, como base de comparacdo de uma linhagem

homogénea.
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Figura 7. Localizacdo das popula¢gdes em estudo. Mapa da América do Sul, destacando a
Guiana Francesa, o Brasil e os municipios de coleta de ovos de Aedes aegypti, no Estado do
Amapa.

3.2. Avaliacédo da resisténcia a inseticidas

3.2.1. Bioensaios com larvas

Larvas de terceiro instar (L3) foram avaliadas quanto ao perfil de
susceptibilidade a inseticidas piretroide e organofosforado por meio de dois
testes quantitativos diferenciados. Para o piretroide deltametrina foi realizado o
‘Bioensaio Simplificado de Knockdown’ de acordo com Kawada et al. (2009)
que avalia o efeito de knockdown para duas doses do inseticida em um curto
periodo de tempo. Diferentemente de piretroides, organofosforados possuem
longo tempo de acgéo, portanto esse tipo de ensaio ndo se aplicaria a essa

classe de inseticidas. Assim, para o organofosforado temephos (PESTANALZ®,
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Sigma-Aldrich), foi realizado o teste dose-resposta, seguindo recomendacoes
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1981) com concentra¢des variando
de 1,5 a 90 pug/L. Para cada concentracdo foram utilizadas quatro réplicas em
copos plasticos de 200 mL com 100 mL de solucdo com inseticida, as quais
eram adicionadas 20 larvas/ réplica. Nos controles negativos, o inseticida foi
substituido pela quantidade do solvente etanol contida na maior concentragédo
de temephos utilizada (Figura 8). A mortalidade foi verificada 24h apés a
exposicdo ao inseticida. Os calculos das concentracfes letais (CL) foram
realizados por meio de analise Probit, seguida de regressao linear, com auxilio
do software Statgraphics Centurion V.16.103. A partir destes, foram obtidas
razdes de resisténcia (RRs), pela razdo dos valores da populacdo teste pelos

de Rockefeller, ou ainda de uma populacéo pela outra.

Figura 8. Bioensaio de susceptibilidade ao OP temephos em larvas de Aedes aegypti. A
figura exemplifica a realizacéo de quatro réplicas para cada concentragdo e o inseticida sendo
homogeneizado com um triturador manual antes da exposicdo das larvas. Foto de Monique
Costa.

Para o piretroide deltametrina, foi realizado o ‘Bioensaio Simplificado de
Knockdown’ de acordo com (Kawada et al., 2009). Foram avaliadas as
concentracbes de 0,1 e 0,4 ppm, com um total de 20 larvas individualmente
avaliadas para cada concentracado, por teste. Cada teste foi realizado em trés
dias consecutivos. As larvas foram individualmente colocadas em um copo de
50 mL, contendo 20 mL de solugdo de deltametrina. Nos copos do controle

negativo foram adicionados quantidade do solvente etanol contida na maior
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concentracdo de deltametrina utilizada (Figura 9). A mortalidade foi
contabilizada a cada 5 minutos até o ensaio completar 30 minutos de
exposicao a deltametrina, de forma que o ‘tempo mediano de Knockdown’
(KTs0) foi estabelecido pelo tempo em que 50% das larvas sofreram
knockdown. O produto do KTso das duas concentragdes gerou entdo o ‘indice
de Susceptibilidade’ (IS), dividido em seis categorias: (1) <5 min, (2) 5-10 min,
(3) 10-15 min, (4) 15-20 min, (5) 20-30 min e (6) >30min. Com isto os IS

podiam variar de 1 a 36, tendo as populacdes mais sensiveis os menores IS.

A B Indice de Susceptibilidade (Is)
0,1ppm
Categorias KTso
1 <5min
ETOH 2 5-10 min
S-4ppam 3 10-15 min
15-20 min
20-30 min

ETOH
acima de 30 min

04 - .
,*ppm ’

36

ls = Categ. 0,1ppm X Categ.

Figura 9. Esquema de Bioensaio Simplificado de Knockdown para larvas. (A) Montagem
do bioensaio; (B) Obtengédo do indice de susceptibilidade. Esquema de Monique Costa.

3.2.2. Bioensaios com Mosquitos Adultos

O perfil de susceptibilidade das populacbes foi avaliado para os
compostos piretroide deltametrina (Sigma-Aldrich) e organofosforado malathion
(De Sangosse Agroquimica LTDA). Fémeas nao alimentadas com sangue, de
3 a 5 dias poés-emergéncia, foram submetidas a dois tipos de bioensaio
guantitativo. No primeiro, do tipo dose-resposta, as CLs dos inseticidas foram
determinadas a partir de um gradiente de concentracdes, que variou de 0,005 a
3,2 g/L para piretroide e de 0,6 a 25 g/L para organofosforado (dependendo da
populacdo), ao qual as fémeas foram expostas por 1lh e a mortalidade
registrada 24 h depois.

No outro teste, do tipo tempo de letalidade (Lt) ou de knockdown (Kdr),

as fémeas foram submetidas a uma dose Unica para cada um daqueles
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inseticidas e o tempo de mortalidade ou de knockdown, foi verificado a cada
10 minutos para as populagdes e 2 minutos para Rockefeller, respectivamente
para 7 g/L do organofosforado malathion e 1,2 g/L do piretroide deltametrina.
Ambos os testes foram feitos com os kits “tipo-OMS” (OMS, 1998; 2016f),
sendo a impregnacao do papel com inseticida realizada no préprio laboratério
como em Brito et al. (2013) (Figura 10B). Cada ensaio utilizou cerca de 20
fémeas por tubo com o papel impregnado, idealmente em triplicada, sendo todo
o teste repetido por mais duas vezes no minimo (Figura 10C). Foram utilizados
preferencialmente individuos da geracdo F1. A linhagem Rockfeller foi
empregada como controle interno dos ensaios em todas as ocasides em que
as populacdes foram testadas. Em paralelo, uma triplicada impregnada apenas
com o solvente carreador (6leo de silicone Dow Corning® 556) foi utilizada
como controle negativo dos kits tipo-OMS. Os célculos de CL e Lrou Kdrforam
realizados por meio de andlise Probit, seguida de regressao linear, com auxilio
do software Statgraphics Centurion V. 16.103. A partir destes, foram obtidas
razdes de resisténcia (RRs), pela razdo entre os valores da populacéo e os de

Rockefeller, ou ainda de uma populacéo por outra.

Figura 10. Metodologia adaptada da OMS para avaliacdo da resisténcia em adultos de
Aedes aegypti. (A) Kit “tipo-OMS”. Detalhes para as partes do kit, 0 separador mdvel entre as
camaras e o kit acoplado. (B) Procedimento de impregnacdo de papéis. (C) Realizacdo de
bioensaio do tipo dose-resposta. Fotografias de Laficave.
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3.3. Investigacado dos Mecanismos de Resisténcia

3.3.1. Genotipagem de mutacdes Knockdown resistance (Kdr)

Foram genotipados trés sitios do canal de sédio regulado por voltagem
(Nav) que apresentam alguma relacdo com a resisténcia a piretroides: as
variacdes llel011Met e Val1016lle no seguimento 11IS6 e Phel534Cys no IlIS6.
Ao todo 35 individuos de cada populacéo foram individualmente avaliados para
os trés sitios, a partir de PCR alelo-especifica (sitio 1011) e PCR em tempo
real/ TagMan (1016 e 1534) em reacgOes independentes para cada SNP. O
DNA genodmico foi obtido por extracdo individual de fémeas da FO de cada
populagdo, com Kit ZR Tissue & Insect DNA MiniPrep™ (Zymo Research),
seguindo recomendacdes do fabricante. A concentracdo do DNA foi medida
em Nanodrop e aliquotas de 5 ng/pL foram diluidas em TE (Tris-EDTA).

Para o sitio 1011, a reac@o de PCR alelo-especifica (AS-PCR) continha
0,24 uM do primer comum a ambos os alelos (1011 for) e 0,12 uM de cada um
dos primers especificos (1011 lle e 1011 _Met — Tabela 4), além de 1x de
SYBR® Green Master Mix (ThermoFischer), 20 ng de DNA e agua suficiente
para um volume final de 12,5 pL. As condi¢cfes de desnaturacdo, anelamento e
extensao foram de 94°C/30”, 57°C/1’ e 72°C/45”, submetidas a 35 ciclos com
acréscimo de analise de curva de dissociacdo ao fim da reacéo.

Como mencionado, esta técnica de AS-PCR utilizou trés primers em
uma mesma reacdo: dois primers reverse especificos, um para o alelo
selvagem (1011 lle) e outro pra o alelo mutante (1011 Met), além de um
forward comum a ambos. Os primers especificos possuem a mesma
orientacao (reversos), no entanto diferem em 20 nucleotideos na sua cauda GC
adicionada a extremidade 5’, o que permite picos diferenciados na curva de
dissociacdo (Figura 11A). Aqui, o primer 1011_ Met tem maior cauda GC e,
portanto, o produto da PCR do alelo mutante apresenta maior temperatura de
melting (Tm) que o selvagem. O individuo heterozigoto apresenta dois picos
em diferentes Tms (Figura 11B). Além de diferenca nos tamanhos dos primers,
uma transversdo foi adicionada no terceiro nucleotideo a extremidade 3’,

aumentando a especificidade da ligacao (Yanola et al., 2011; Liu et al., 2012).
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Na curva de dissociacao os picos em torno de 75 e 82°C representam os alelos
1011 lle e 1011 Met, respectivamente (Figura 11B).

A

Sitio kdr 3
Amostra de DNA ATGTG/ACTTG
Primers ‘ 7
GCGCGCGCGCGCGCGCGLGLGLGL T
Amplificagio AN AANNNNANN VAL VAV 70bp
Alelo-especifica

VANAAANNANNANNNAANANANNNANNANNAN, 90

B

000000.0

800000.0

700000.0

600000.0

500000.0

400000.0

Derivative Reporter (—Rn”)

300000.0

200000.0

100000.0

Temperature (°C)

Figura 11. Esquema de AS-PCR (A) e Curva de dissociagdo para o sitio 1011 do Nay (B).
Representacdo da PCR alelo-especifica, evidenciando os primers especificos e a diferenca no
tamanho dos produtos gerados (A). Pico Unico em torno de 75°C evidencia um individuo
homozigoto 1011llle/lle e o pico duplo em 75 e 82°C indica um individuo heterozigoto
1011lle/Met (B). Figura (A) adaptada de Martins e Valle, 2012(Martins, A.J. Valle 2012)) e
figura (B) deste trabalho.

Para os sitios 1016 e 1534 foi utilizada a estratégia de amplificacdo por
PCR de regido ao redor do sitio polimérfico de interesse, seguida de
hibridizacdo a sondas especificas marcadas com fluoréforos distintos para
cada um dos alelos (Custom TagMan SNP Assay, ThemoFischer), conforme
(Linss et al., 2014). Para o sitio 1016, as reag¢des continham 1x de TagMan
Genotyping Master Mix (ThermoFisher), 1x do reagente TagMan SNP assay
Vall016lle (contendo primers e sondas — Tabela 4), 1 uL de DNA e agua
suficiente para completar 10 yL, submetida a 45 ciclos de 95°C/15”, 60°C/1’ e
60°C/30”. Essas condicbes sao as mesmas para o sitio 1534, exceto pelo
TagMan SNP assay que neste caso foi 0 Phel534Cys, em concentracdo de

0,5X. Foi utilizado o termociclador em tempo real QuantStudio™ 6 Flex
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System (ThermoFischer) em todas as analises. As sequéncias dos primers e
sondas utilizados se encontram na Tabela 4. A Figura 12 exemplifica o formato
de genotipagem por este método.

Considerando-se os sitios 1016 e 1534 constituintes de um mesmo
locus, trés alelos podem ser observados: NayS - sem mutagdo kdr
(1016 Val* + 1534 Phe*), NavR1l - mutante para o sitio 1534
(1016 Val* + 1534 Cys*) e NavR2 - mutante para os dois sitios
(1016 llek" + 1534 Cys*™"), conforme (Linss et al. 2014). Dados de nosso grupo,
ainda nao publicados, mostram que a mutacao kdr tem um fenétipo recessivo,
de forma que os gendtipos com potencial para resisténcia sdo R1R2, R1R1 e
R2R2. Além disso, o alelo kdr R2 tem maior potencial para resisténcia que o
R1. Apesar de estar no mesmo gene, e em total desequilibrio de ligacdo com
0os demais sitios, o sitio 1011 foi considerado separadamente uma vez que
sabe-se que o alelo 1011 Met esta envolvido em uma duplicacdo génica, o que

dificultaria a resolucéo da fase real do haplétipo, considerando os trés sitios.

A B
** | Homozigotos Sitios Genotipos
selvagens Heterozigotos 1016 1534
- Phe/Phe SS
ValVal Phe/Cys SR1
Cys/Cys R1R1
Phe/Phe SR3
Valllle Phe/Cys SR2; R1R3
8 Cys/Cys R1R2
Homozigotas Phe/Phe R3R3
mutantes
ns llelle Phe/Cys R3R2
Cys/Cys R2R2

0.6 11 16 21 26

Figura 12. Exemplo de um perfil de genotipagem pelo ensaio TagMan. (A) Os eixos
representam a intensidade de fluorescéncia para as sondas de seus respectivos alelos e cada
ponto um individuo. As cores discriminam os genétipos em homozigotos e heterozigotos. Para
cada sitio é realizado um ensaio independente, e forma que, para configuracdo dos gendtipos
(B) considera-se o resultado de ambos os sitios como Unico locus.
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3.3.2. Clonagem e Sequenciamento do segmento 1IS6 do AaNay

Para comprovacdo do genotipo de alguns individuos, foram realizados
amplificagéo e sequenciamento de seus segmentos 11S6 e 111S6 do gene Nay.
Para o caso do 11IS6 foi necessario clonar o produto da PCR, uma vez que o
intron entre os exons 20 e 21 neste segmento é altamente polimorfico,
dificultando a resolucdo da sequéncia em individuos heterozigotos. J& os
produtos do [lIS6 foram submetidos diretamente para a reacdo de
sequenciamento.

Foram realizados amplificacéo, clonagem e sequenciamento de parte do
[IS6 do Nav de quatro amostras de Macapa e Oiapoque. Para Macapa foram
escolhidos individuos com diferentes gendétipos para as mutacdes nos sitios
1016 e 1534 (um SS, dois SR1 e um R1R1), tendo estes lle/Met no sitio 1011,
exceto o individuo R1R1, que é 1011 lle/lle. Para Oiapoque foram escolhidos
os individuos de gendtipos SR2 (que poderiam também ser R1R3) (ver
resultados). As PCRs para a regido 11S6 foram realizadas com o kit contendo
polimerase de alta fidelidade FideliTag Master Mix (Affymetrix) a 1x, 1 uM de
cada primer (5’'para3 e 3’para3, vide Tabela 4), 20 ng de DNA gendmico e 4gua
suficiente para completar 40 uL de reacdo. As condicbes de amplificacéo
foram de 35 ciclos de 94°C/30”, 60°C/30” e 72°C/1’, para desnaturacgao,
anelamento e extensao, respectivamente. Os produtos foram purificados com
kit de beads magnéticas (Agencourt Ampure® XP, Beckman Coulter), seguindo
recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram submetidos a
ligacdo em plasmideo com o Kit CloneJET PCR Cloning (ThermoFisher),
conforme orientagbes do fabricante. A reacdo de transformacéo foi realizada
em bactérias Escherichia coli DH5-a, mantidas e gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Biologia Molecular de Insetos/ I0C/ Fiocruz. Apos
plagueamento em meio seletivo LB (Luria-Bertani) agar com ampicilina
(100 mg/uL), pelo menos oito colonias de cada individuo foram aleatoriamente
selecionadas para purificagdo do DNA plasmidial, como em Martins et al.,
2009a. Estes produtos foram entdo submetidos a reacdo de sequenciamento
com o Kit BigDye 3.1 (ThermoFisher) e levados para a Plataforma de

Sequenciamento PDTIS/Fiocruz para obtencdo das sequéncias.
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Ao todo seis e sete individuos de Macapa e Oiapoque, respectivamente,
representando genotipos de interesse, tiveram o segmento 111S6 amplificado e
sequenciado. As condi¢cdes da PCR foram idénticas aquelas descritas acima
para o 11S6, exceto que os primers usados foram (AaEx31P e AaEx31Q, vide
Tabela 4. Os produtos foram purificados como acima, divididos em duas
aliquotas (para cada qual foi adicionado o primer forward ou o reverse) e
submetidos para a plataforma de Sequenciamento PDTIS/Fiocruz para
obtencdo das sequéncias. As sequéncias foram alinhadas e analisadas com

auxilio do programa Geneious, versdo R9.1.6 (Biomatters Ltd).

3.3.3. Variacao no numero de copias génicas do AaNay

Estudos prévios mostraram a ocorréncia de duplicacdo génica no Nay
em populacdes naturais brasileiras de Ae. aegypti e em uma linhagem
selecionada em laboratério, podendo chegar a até 10 cépias em um individuo
(Martins et al., 2013). Aqui avaliou-se a quantidade de coépias do Nav em
individuos de Macapéa e Oiapoque, comparadas as linhagens de laboratério
Rockefeller e Bora-Bora. Para tanto, a partir do mesmo DNA extraido (item
3.3.1), foi feita amplificacdo simultanea do gene alvo (regido 11IS6 do Nay) e um
gene ribossomal de referéncia (rp49, nimero de acesso GenBank AY539746),
pela metodologia TagMan Copy Number Assay (ThermoFischer) em qPCR em
tempo real, para cada individuo. As reacdes continham o kit Genotyping
Master Mix (ThermoFischer) a 1X e os conjuntos de primers e sondas (Tabela
4) para os genes alvo (Nav) e referéncia (rp49) a 1X, 20 ng de DNA gendmico e
agua em quantidade suficiente para 10 pL. Cada amostra foi processada em
triplicata. A reacdo foi levada ao equipamento QuantStudio™ 6 Flex System
(ThermoFisher), sob as condicbes de 95°C/10’ para desnaturacao inicial,
seguido de 40 ciclos de, 95°C/15”, 60°C/1’, para desnaturagcdo e anelamento/
amplificagcédo, nesta ordem.

Os CTs dos genes alvo e referéncia foram determinados, baseados em
um threshold fixado em 0,2, calculado pelo software QuantStudio™ Real-Time
PCR V1.1 (ThermoFischer) para cada gene. Foi entdo calculada a diferenca

entre os CTs dos genes alvo e referéncia (ACT) para cada individuo, de onde
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se obteve a diferenca entre seu ACT e a média dos ACTs dos individuos de
Bora-Bora (AACT). Finalmente, para o célculo do numero de copias diploide

do gene alvo (Nc) usou-se a formula 224CT,

Tabela 4. Sequéncias de primers e sondas usadas nas reagdes de genotipagem
para os sitios 1011, 1016 e 1534, amplificacdo dos segmentos 1IS6 e 1lIS6 e
reacdes de variacdo do namero de copias génicas do Nay de Aedes aegypti.

Sitio / Regidol Gene Primer Sequéncia dos primers (sentido 5'-3')
1011_For GTCCTGTATTCCGTTCTTTTT
1011 1011_Revlle* | GCGGGCTACTTACTACTAGATTTACT
1011 Rev Metir | CCGBGCAGGGCG GCGGGGGCGGGGCCT
- ACTTACTACTAG ATT TGCC
Forward CGT GCT AAC CGA CAA ATT GTT TCC
(016 Reverse GAC AAA AGC AAG GCT AAG AAAAGG T
Sonda Val* VIC-CCCGCACAGGTACTTA-NFQ
Sonda lle*r FAM-CCGCACAGATACTTA-NFQ
Forward CGAGACCAACATCTACATGTACCT
Reverse GATGATGACACCGATGAACAGATTC
1934 Sonda Phe* FAM-ACGACCCGAAGATGA-NFQ
Sonda Cyskr | VIC-AACGACCCGCAGATGA-NFQ
156 Nav Spara3’_For | ACAATGTGGATCGCTTCCC
3para3’ Rev | TGGACAAAAGCAAGGCTAAG
1156 Nav AaEx31P_For | TCGCGGGAGGTAAGTTATTG
AaEx31Q_Rev | GTTGATGTGCGATGGAAATG
Foward ACATCGGTTACGGATCGAACA AG
AaRP49 Reverse TGTGGACCAGGAACTTCTTG AAG
Sonda VIC-CACCCGCCA TATGCT-MGB-NFQ
ex20_Foward | ACCGACTTCATGCACTCATTCAT
Nay, ex20_Reverse | ACAAGCATACAATCCCACATGGA
ex20_Sonda | FAM-CCACTCGCCGCATAAT- MGB-NFQ

(*) alelos selvagens, (k&) alelos kdr
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3.3.4. Analise da Expressdo de Genes Envolvidos com a Resisténcia

Metabolica

Foram avaliados o0s niveis de expressdo de alguns dos genes
relacionados a resisténcia metabdlica, entre aqueles previamente identificados
como o0s mais alterados em populacdes caribenhas de Ae. aegypti (Dusfour et
al.,, 2015; Faucon et al., 2015): quatro genes da superfamilia CYP das
monooxigenases P450 (CYP6BB2, CYP9J10, CYP9J28 e CYP9MG6) e um gene
da superfamilia CCE das carboxilesterase (CCEae3a). O gene Rpsl4 foi
utilizado como controle normalizador de referéncia. Foram utilizadas fémeas
adultas, com trés dias pés-emergéncia, das populacdes Oiapoque e Macapa
(geracdo F3) e Rockefeller, previamente criopreservadas a seco em freezer
- 80°C.

O RNA total foi extraido de quatro pools com cinco individuos para cada
populacdo. A extracdo foi feita com o reagente Trizol (Invitrogen), como
descrito em Gentile et al. (2006) e quantificado com o kit Qubit® RNA HS Assay
(ThermoFisher) em Qubit® 3.0 Fluorometer (ThermoFischer). A
retrotranscricdo em cDNA foi feita utilizando-se 4 pL do kit SuperScript™ VILO™
Master Mix (Invitrogen), 4 uL de RNA e guantidade suficiente de agua livre de
nucleasse para completar 20 puL de reacdo. O kit SuperScript™ VILO™ Master
Mix € composto por enzima transcriptase reversa (SuperScript™ Il RT),
inibidor de ribonuclease recombinante (RNaseOUT™), cloreto de magnésio
(MgCl2), random primers e dNTPs. O cDNA foi obtido ap6s consecutivas
incubacdes: primeiro a 25°C/ 10’, seguido de 42°C/ 60’ e por fim, 85°C/ 5. A
quantificacdo do cDNA obtido foi feita com o kit QubitPdsDNA HS Assay
(ThermoFisher) no Qubit. A reacdo de quantificacdo da expressdo génica foi
feita por qPCR em tempo real com o Kit KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix
2X (Kapa Biosystems), seguindo recomendacbes do fabricante e com
adaptacdes de Dusfour e cols. (2015) contendo 2X KAPA SYBR® FAST gqPCR
Master Mix e RoxDye a 1X, 0,2 uM de cada primer (Tabela 5), 2 ng de cDNA e
agua suficiente para 10 pL, sob condigdes de 95°C/3” de desnaturagdo e
60°C/1’ de anelamento e extensdo em 40 ciclos, seguida de curva de
dissociacdo para avaliacdo de amplicon Unico. Cada pool foi avaliado em

triplicatas em microplacas de 96 pocos, de forma que as reacdes para 0S

42



genes de interesse e de referéncia, aléem de um controle negativo, foram
aplicados na mesma placa, contendo os quatro pools de Macapa, Oiapoque e
Rockefeller e, adicionalmente, trés pools de Bora-Bora.

Uma vez que para analise dos seis genes aqui investigados utilizamos
os primers previamente consolidados (Dusfour et al., 2015; Faucon et al.,
2015), ndo realizamos ensaios de curvas de calibragcdo para célculos de
eficiéncia (E) e linearidade das PCRs. Os niveis de expressdo dos genes das
enzimas detoxificantes foram obtidos pelo método de quantificacao relativa
‘delta-delta CT’, a partir da formula: Razdo de expressédo = 2 “ACT onde se
presume que E dos genes alvo e referéncia foram étimas e idénticas [Ealvo =
Ereferéncia = 2] (Pfaffl, 2001). A linhagem Rockefeller foi parametro de perfil

genético de susceptibilidade a inseticidas.

Tabela 5. Sequéncia de primers utilizados na avaliacdo de expresséo génica em
Aedes aegypti.

Gene Sequéncia de primers forward e reverse

(sentido 5'-3")
cosrs | AGGAACTAGCAGAATGGCTCCC
P ACAGATCCGTGACATGGACGAAG

cypegay | AGTTCAAGGGCCGAGGATTG
CGGATCCACGAAAATTCCGC
AATACGTACGAGGGATCCAAGA
CYPJ10
CTATCTCCTCCGACCTCGTCCTC
cypassg | CTATTTCGGAGTCCTAGTGGCC
CTTTGACTCCTCGGTACTTGTCG
cypons | AGCTTGGCAATGACATCATCAC
TAAGTCCCTGAAATCCACCAGTG
TCTAAGAAACCCGAATATGACG
CCEaedla
TTGAGGAGGCACGAACAG
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacao dos perfis de susceptibilidade a inseticidas

A avaliacdo da resisténcia nas populacées de Macapa e Oiapoque foi
realizada para o0s inseticidas piretroide deltametrina (adulticida) e
organofosforados malathion (adulticida) e temephos (larvicida). Em todos os
bioensaios, foi possivel observar certo padrédo de tolerancia aos inseticidas
utilizados: foram necessérias nas populacbes avaliadas, faixas de
concentragdo/tempo muito superiores as utilizadas na linhagem referéncia de
susceptibilidade, Rockefeller. A maior tolerancia aos inseticidas frente a
linhagem de susceptibilidade evidenciou o perfil de resisténcia nas populacées

do Amapa.

4.1.1. Bioensaios com larvas

4.1.1.1 Ensaio simplificado de knockdown com o piretroide deltametrina

Apesar do piretroide ndo ser utilizado como larvicida, o ensaio rapido ou
bioensaio simplificado de knockdown, primeiramente proposto por Kawada
et. al. (2009) é utilizado como um método preliminar para um indicativo de
resisténcia a piretroides em populacdes de Ae. aegypti, via mecanismos
comuns a larvas e adultos, como as mutagdes kdr. Neste trabalho, para ambas
as doses avaliadas, 0,1 e 0,4 ppm, ndo houve knockdown de 100% das larvas
do Amapa. De acordo com este ensaio, quanto maior o indice de
susceptibilidade (IS), que varia em uma escala de 1 a 36, mais resistente deve
ser a populacdo. Macapa e Oiapoque apresentaram, respectivamente, IS de

30 e 36 (Figura 13), sugerindo portanto que Oiapoque seja mais resistente.
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Figura 13. Perfil de knockdown para o piretroide deltametrina em larvas de Aedes aegypti
do Amapa. Bioensaio do tipo simplificado de knockdown com as doses 0,1 (A) e 0,4 (B) ppm
de deltametrina, ao longo do tempo. Estao representados as médias com seus erros padroes e
curvas de regressdo ndo-linear. Os indices de knockdown médio (KdTso) para cada dose e o
indice de susceptibilidade (IS) estdo apresentados no painel C.

4.1.1.2. Ensaio com o organofosforado temephos

As populacbes de Ae. aegypti do Amapa mostraram-se resistentes ao
temephos (Figura 14). A maior dose utilizada (0,090 mg/L) alcancou a
mortalidade média maxima de 53,0% em Oiapoque. A dose que matou 50% da
populacdo (CLso) de Macapa e Oiapoque foi de 0,027 e 0,087 mgi/L,
respectivamente, ao passo que a ClLso de Rockefeller foi de 0,004 mg/L de
temephos. Ou seja, Macapa precisou de 6,5 vezes mais inseticida do que a
linhagem de referéncia para atingir a mortalidade da metade de sua populacdo

(RRs0), enquanto que a RRso de Oiapoque (21,8) foi cerca de trés vezes maior
gue a de Macapa (Tabela 6).
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Figura 14. Perfil de susceptibilidade ao larvicida organofosforado em populacdes de
Aedes aegypti do Amap4. Bioensaio do tipo dose-resposta para temephos. A linhagem
Rockefeller foi utilizada como controle de susceptibilidade.

Tabela 6. Analise quantitativa de resisténcia ao organofosforado temephos em
larvas de Aedes aegypti do Amapa.

Linhagem ou populagao Temephos (mg/L)

CLso IC 95% RRso
Rockefeller 0,004 0,004 - 0,004 1
Macapa 0,027 0,025 - 0,029 6,5
Oiapoque 0,087 0,084 - 0,092 21,8
Oiapoque/ Macapa 3,2

4.2. Bioensaios com adultos
4.2.1. Bioensaios dose-resposta

Bioensaios do tipo dose-resposta idealmente estabelecem uma curva de
0-100% de mortalidade de dada populagcéo frente diferentes doses de um
inseticida. A Figura 15 a seguir mostra as curvas obtidas para Macapa e
Oiapoque, comparativamente a linhagem de susceptibilidade.

Os bioensaios com inseticida deltametrina revelaram uma alta

resisténcia das duas populacdes testadas. A CLso em Macapa e Oiapoque foi
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de aproximadamente 1 g/L e 3 g/L, respectivamente, ao passo que ClLso de
Rockefeller foi de 0,02 g/L de deltametrina. Ou seja, Macapa precisou de 46
vezes mais inseticida do que a linhagem de referéncia para atingir a
mortalidade da metade de sua populacédo, enquanto que a RRso de Oiapoque
foi ainda cerca de trés vezes maior que a de Macapa (Tabela 7). Cabe
ressaltar, que mesmo com doses extremamente altas, conseguimos atingir
mortalidade média maxima de 59,7% em Oiapoque. Portanto, ndo foram
calculadas concentracdo letal e a razdo de resisténcia 95 (RRgs) para esta
populacao.

Em relagdo ao inseticida organofosforado malathion, foram observadas
ClLso de 1,6, 5,0 e 9,6 g/L, respectivamente para Rockefeller, Macapa e
Oiapoque. Portanto, Oiapoque obteve a RRso igual a 6,0, ou seja, o dobro da
RRso de Macapa (Tabela 7).
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Figura 15. Perfil de suscetibilidade a adulticidas em populacbes de Aedes aegypti do

Amapa. Bioensaio do tipo dose-resposta para o piretroide deltametrina (A) e o organofosforado
malathion (B). A linhagem Rockefeller foi utilizada como controle de susceptibilidade.

Tabela 7. Andlise quantitativa de resisténcia ao piretroide deltametrina e ao
organofosforado malathion em populacfes de Aedes aegypti do Amapa.

Linhagem /populagao Deltametrina (g/L) Malathion (g/L)

Clso IC 95% RRso Clso IC 95% RRso
Rockefeller 0,019  0,018-0,020 1 1,6 1,48 - 1,84 1
Macapa 0,887 0,855-0,920 46,4 5 4,8-5,08 3,1
Oiapoque 2,752  2,648-2873 1439 9.6 9,2-10,2 6
Oiapoque/ Macapa 3,1 19
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4.2.2. Bioensaios tempo-resposta

O bioensaio do tipo tempo-resposta avalia o tempo de efetividade
(knockdown ou mortalidade para piretroides e organofosforados, nesta ordem)
em unica dose do inseticida. As doses utilizadas foram de 1,2 e 7,0 g/L para
deltametrina e malathion, respectivamente (Figura 16).

O tempo de knockdown para 50% da populacdo (KdTso) para
deltametrina foi de 6,2, 21,3 e 154,8 minutos, respectivamente para
Rockefeller, Macapa e Oiapoque. Portanto, Oiapoque teve a RRso de 24,9,
mais de sete vezes superior a de Macapa (3,4) (Tabela 8). Ja o
organofosforado malathion, que é um inseticida de acdo mais tardia, provocou
mortalidade em 50% da populagéo (TLso) em 57,4, 88,8 e 110,8 minutos para
Rockefeller, Macapa e Oiapoque, respectivamente. As populacdes do Amapa

tiveram RRso bem parecidas, menores do que dois (Tabela 8).
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Figura 16. Perfil de suscetibilidade a adulticidas em populacbes de Aedes aegypti do

Amapa.

Bioensaio do tipo tempo-resposta para o piretroide deltametrina a 1,2 g/L (A) e 0

organofosforado malathion 7,0 g/L (B). A linhagem Rockefeller foi utilizada como controle de

susceptibilidade.

Tabela 8. Andlise semi-quantitativa do perfil de susceptibilidade ao piretroide
deltametrina e ao organofosforado malathion em populacdes de Aedes aegypti

do Amapa.
ST G Deltametrina (1,2 g/L) Malathion (7 g/L)
populagao

KT  IC95%  RRs TLao IC 95% RRso
Rockefeller 62  607-637 1 574  5705-57.77 1
Macapé 213 2058-2201 34 888  8802-8954 16

151,02 - 109,56 -

Oiapoque 1948 5705 249 M08 41208 1.9
Oiapoque/ Macapa 7,3 1,2
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4.3. Ensaios Moleculares

Os bioensaios quantitativos determinaram diferentes perfis de
resisténcia para Macapa e Oiapoque. A fim de se investigar os mecanismos
selecionados para a resisténcia, ensaios moleculares foram realizados em
torno dos dois principais mecanismos possivelmente envolvidos: modificacao
do sitio-alvo e resisténcia metabdlica. Para o mecanismo de sitio-alvo, foi feita
genotipagem de mutacdes kdr (knockdown resistance) para os sitios 1011,
1016 e 1534 do Nav, alvo dos piretroides, além de avaliacdo de variacao do
namero de copias de seu gene. Com relacdo a resisténcia metabdlica,
investigou-se 0s niveis de expressao de alguns dos principais genes de
enzimas detoxificantes, quatro da familia CYP das MFO P450 e um da familia
CCE das carboxilesterases.

4.3.1. Genotipagem dos sitios 1016 e 1534 do gene Nav.

Foram genotipados os sitios 1016 e 1534 do Nay em reacles
independentes para cada individuo, por PCR em tempo real para deteccdo
diferencial de SNPs (Single nucleotide polymorphism). Uma vez que estes
sitios estdo no mesmo gene, ambas as reacdes foram consideradas para
composicao dos alelos e gendtipos. Em Macapa o alelo do Nay mais frequente
foi o0 NavR1, com frequéncia de 84,3%, contra 15,7% do NayS. O alelo kdr
NavR2 ndo foi encontrado em nenhum individuo desta populacdo. Ja em
Oiapoque, o NavR2 foi 0 mais frequente (67,0%), seguido do NavR1 (23,0%) e
NavS (10,0%) (Figura 17). Macapa e Oiapoque tiveram 71,4 e 79,8%,
respectivamente, dos individuos com gendtipos propicios para resisténcia a
piretroides (R1R1, R1R2 e R2R2). No entanto, uma vez que o NavR2 confere
maiores niveis de resisténcia, € esperado que esta populacéo seja de fato mais
resistente, considerando-se pelo menos este mecanismo (Tabela 9). Nao foi
indicada a possivel presenca do alelo NavR3, embora pudesse estar presente

no chamado genotipo SR2 em Oiapoque (ver discusséao).
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Figura 17. Frequéncia dos alelos Nav em populacfes de Aedes aegypti do Amapéa. NavR1
e NavR2 séo os alelos kdr.

Tabela 9. Frequéncias genotipicas nos sitios 1016 e 1534 do Nay, em populagdes
de Aedes aegypti do Amapa.

Populagio Frequéncias genotipicas EHWF 2 gendtipos "para
SS SR1 SR2 RIRL RIR2 RR2 c? p resisténcia’
Macapa 35 0,029 0257 0 0,714 0 0 0,0244  0,8758 0,714
Oiapogue 35 0 0 0200 0085 0286 0429 38746 10,2753 0,798

*Teste para ‘Equilibrio de Hardy-Weinberg’, mostrando que a hip6tese de equilibrio ndo pdde
ser rejeitada. Foram considerados um e trés graus de liberdade, respectivamente, para Macapa
e Oiapoque.

4.3.2. Genotipagem do sitio 1011 do gene Nay

Além dos sitios 1016 e 1534, foi também genotipado o sitio 1011 para a
variacdo llel011Met, através de PCR alelo-especifica, revelada pelas curvas
de dissociacdo em tempo real (Figura 18). As linhagens de laboratério
Rockefeller e Bora-Bora foram também genotipadas, ambas revelando-se
100% 1011 lle/lle. O alelo 1011 Met foi observado apenas em Macapa
(14,3%), somente em individuos heterozigotos 1011 lle/Met (28,6%) (Tabela
10).
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Figura 18. Genotipagem do sitio 1011 do Nay de populacfes de Aedes aegypti do Amapa.
Exemplo de uma reacgdo de PCR alelo-especifica com curva de dissociagdo em tempo real. Os
picos representam o Tm dos produtos amplificados: cerca de 75°C e 82°C, representam
respectivamente 1011 lle e 1011 Met. As populagbes utilizadas foram Macapéa (laranja),
Oiapoque (verde) e as linhagens de laboratério Rockefeller (azul) e Bora-Bora (rosa).

A auséncia de homozigotos 1011 Met/Met era esperada, uma vez que 0
alelo 1011 Met esta presente em uma duplicacdo génica contendo uma cépia
do alelo 1011 lle. Os mesmos individuos ja haviam sido genotipados para 0s
sitios 1016 e 1534 e, portanto, conhecia-se seus genotipos para os alelos
NavS, NavR1 e NavR2. Entre os 10 individuos 1011 lle/Met de Macapa, um
era SS (10%) e nove SR1 (90%) (Tabela 10). A regido IIS6 do individuo SS e
de trés SR1 de Macapa foi clonada e sequenciada, corroborando o resultado
da AS-PCR. A auséncia de 1011 Met nos individuos R1R1 corrobora a
hipotese de duplicagcdo em sequéncias do tipo S (ou seja, as mutacdes kdr nos
sitios 1016 e 1534).

Tabela 10. Frequéncias alélicas e genotipicas para o sitiol011 do Nav em
populacbes de Aedes aegypti do Amapa.

. Frequéncia alélica Fequéncia genotipica EHW
Popul
pulagao le Met le/lle  le/Met  Met Met c? p*
Macapa 35 0,857 0,143 0,714 0,286 0 0,972; 0,3241
Oiapoque 35 1 0 1 0 0

*Teste para o Equilibrio de Hardy-Weinberg, probabilidade pela distribuicdo x2 com 1 grau de
liberdade.
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4.3.3. Variacdo do numero de copias génicas do Nav

A variagdo no numero de copias do Nav foi avaliada em populacdes de
Ae. aegypti do Amap4, através de amplificacdo por qPCR em tempo real da
regido 11S6 do Nav, em quantificacéo relativa & amplificacdo do RP49, utilizado
como gene referéncia de copia Unica, na mesma reacdo. As linhagens
Rockefeller e Bora-Bora foram empregadas como referéncia. As reagdes
foram feitas nos mesmos individuos previamente genotipados (sitios 1011,
1016 e 1534).

Os mosquitos de Bora-Bora apresentaram valores muito homogéneos,
de forma que esta linhagem foi considerada como referéncia para duas copias
génicas de um individuo diploide. As médias dos valores do numero de copias
(Nc) génicas do Nav das populacbes Macapd e Oiapoque foram
significativamente iguais (P = 0,4651) e diferentes (maiores) que da referéncia
Bora-Bora (p < 0,0001 para ambas). Curiosamente, Rockefeller também diferiu
de Bora-Bora (P =0,0012) e de Macapa (P =0,0118), mas ndo de Oiapoque
(P =0,3493). (Tabela 11 e Figura 19-A). Se considerados apenas os 10
individuos que apresentaram maior e os 10 que com menor Nc, fica mais clara

a visualizacdo daqueles com duas, trés ou quatro cépias (Figura 19-B).

Tabela 11. Variagdo no numero de cOpias no Nay em populacdes de Aedes
aegypti do Amapa.

Populagao MACT ACT (SD) AACT AACT (SD) Nc
Bora-Bora 0,079 0,079 0,000 0,079 2,0
Rock 0,322 0,214 0,243 0,214 24
Macapa 0,485 0,268 0,406 0,268 2,7
Oiapoque 0,405 0,265 0,326 0,265 25

Os valores de ACT correspondem a média da diferenca dos CTs de Nay e RP49 em cada
populagao ou linhagem; AACT ¢é a diferenga entre o ACT da populagédo e de Bora-Bora; (SD)
corresponde ao desvio padrdo e Nc ao nimero de copias do Nay.

Essas diferencas dependem porém da quantidade de individuos na
populacdo com o Nayv duplicado, bem como com o numero de copias
duplicadas em cada individuo. Se o individuo for homozigoto para uma Unica
duplicacado, o esperado seria observar um Nc igual a quatro. Da mesma forma,

um individuo heterozigoto deveria ter Nc igual a trés e o homozigoto sem
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duplicacdo com Nc igual a dois. O ensaio realizado ndo forneceu respostas
diretas para uma categoria discreta como numero de cépias de um gene (como
dois, trés ou quatro), mas um continuo entre dois e quatro, dificultando
caracterizar cada individuo com maior clareza, como € comum para o tipo de

reacao realizada.

>

Namero de cépias

Bora-Bora Rockefeller Oiapoque Macapa

oy

Namero de cépias

Bora-Bora Rockefeller Oiapoque Macapa

Figura 19. Namero de cépias do gene Nav em Aedes aegypti do Amapa e de linhagens de
laboratério. A - Cada ponto representa um individuo, com média e desvio padrdo da
populacdo indicados pelas barras. Letras iguais indicam aqueles cujas médias néo diferiram
significativamente (ANOVA, seguida de teste de comparacdo multipla de Tukey). B — Estéo
representados apenas os 10 individuos com maior e menor Nc.

A Tabela 12 mostra os genotipos para os sitios 1011 e 1016 + 1534, em
ordem crescente do Nc para cada individuo de Macapa e Oiapoque. E
possivel observar que nas duas populacdes, grande parte dos individuos com
maiores Nc sdo também os que possuem o alelo NayS, sendo em Macapa
todos os individuos SS ou SR1 e em Oiapoque todos os individuos SR2. Mais
uma vez, esta andlise sugere que o maior numero de copias génicas no Nav

pode estar associado a presenca do alelo NavS. Contudo, como ndo ha a
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mutacdo 1011 Met em individuos de Oiapoque, mas individuos SR2
apresentaram Nc > 2, sugere-se que devem haver outros alelos duplicados
além daquele que contém uma cédpia com a mutacdo no sitio 1011. Além
disso, individuos R1R1 em Macapa e R2R2 em Oiapoque também
apresentaram Nc > 2, reforcando portanto que deve haver mais variacdes de

alelos duplicados além da previamente sugerida.
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Tabela 12. Geno6tipos e variagdo no namero de copias do Nay em Ae. aegypti do

Amapa.

Individuos Gendtipos Nt Individuos de Gendtipos NG

de Macapa 1011 1016 +1534 Oiapoque 1011 1016 +1534
MAC-16 lle/lle R1R1 2,1 OlA-26 lle/lle R2R2 1,8
MAC-8 lle/lle R1R1 2,1 OIA-13 lle/lle R1R2 1,9
MAC-19 lle/lle R1R1 22 OlA-28 lle/lle R2R2 2,0
MAC-4 lle/lle R1R1 2,2 OIA-1 lle/lle R1R1 2,1
MAC-15 lle/lle R1R1 2,2 OlA-24 lle/lle R2R2 2,1
MAC-32b lle/lle R1R1 2,2 OIA-10 lle/lle R2R2 2,1
MAC-34 lle/lle R1R1 2,3 OIA-3 lie/lle R1R2 2,1
MAC-35 lle/lle R1R1 2,3 OIA-19 lle/lle R1R1 2,2
MAC-9 lle/lle R1R1 2,3 OIA-35 lle/lle R1R2 2,2
MAC-11 lle/lle R1R1 2,3 OIA-15 lie/lle R2R2 2,2
MAC-10 lle/lle R1R1 2,3 OlA-34 lle/lle R1R2 2,3
MAC-27 lle/lle R1R1 2,3 OlA-2 lle/lle R2R2 2,3
MAC-17 lle/lle R1R1 2,3 OIA-33 lle/lle R1R2 2,3
MAC-29 lle/lle R1R1 2,3 OIA-5 lie/lle R1R2 2,3
MAC-30 lle/lle R1R1 24 OIA-7 lie/lle R1R2 2,3
MAC-23 lle/lle R1R1 25 OIA-30 lle/lle R1R2 24
MAC-1 lle/lle R1R1 2,6 OIA-31 lle/lle R2R2 24
MAC-18 lle/lle R1R1 2,6 OIA-18 lle/lle R2R2 25
MAC-20 lle/lle R1R1 2,6 OIA-8 lle/lle R1R2 25
MAC-7 lle/lle R1R1 2,6 OlA-25 lle/lle R1R2 25
MAC-5 lle/lle R1R1 2,6 OlA-22 lle/lle R1R1 25
MAC-3 lle/lle R1R1 2,7 OlA-4 lle/lle R2R2 25
MAC-6 lle/lle R1R1 2,8 OlA-12 lle/lle R2R2 2,6
MAC-2 lle/lle R1R1 2,8 OlA-27 lle/lle R2R2 2,6
MAC-28 lle/Met SR1 29 OlA-14 lle/lle R2R2 2,7
MAC-14a,b lle/Met SR1 3.0 OlA-23 lle/lle R2R2 2,8
MAC-25 lle/Met SR1 3,0 OlIA-9b lle/lle SR2 29
MAC-33 lle/Met SR1 3.0 OIA-17 lle/lle R2R2 29
MAC-24 lle/Met SR1 3,1 OlA-21 lle/lle R2R2 3.0
MAC-12a,b lle/lle R1R1 3.2 OlA-32a,b lle/lle SR2 3,0
MAC-21 lle/Met SR1 3.2 OIA-29b lle/lle SR2 3,1
MAC-13a,b lle/Met SS 3.8 OlA-6a,b lle/lle SR2 3.3
MAC-31a,b lle/Met SR1 3.8 OIA-16b lle/lle SR2 3.5
MAC-26 lle/Met SR1 3.9 OlA-11a,b lle/lle SR2 3,6
MAC-22b lle/Met SR1 4,1 OIA-20a,b lle/lle SR2 4,0

a = clonagem para 11S6
b = direto da PCR para 11IS6

*Nc = nimero de cOpias (veja Tabela 12 e Figura 19) Os individuos sombreados em azul foram

utilziados para sequenciamento da regido IIS6 do Nay.
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4.3.4. Clonagem e sequenciamento do segmento [IS6 do Nav de
Ae. aegytpi do Amapa

A fim de melhor elucidar a questéo da duplicacédo do Navy, a regido 11S6
deste gene (contendo parte dos exons 20 e 21, e do intron entre eles) foi
amplificada, purificada e clonada (Figura 20) de quatro individuos de Macapa
(com trés genotipos distintos: SS, SR1 e R1R1) e quatro de Oiapoque (todos
SR2). Todos estes individuos estavam entre aqueles com maior Nc (Tabela
12). Foram obtidas sequéncias de pelo menos oito clones de cada individuo,
qgue corroboraram seus genotipos testados por PCR/ curva de dissociacao
(sitio 1011) e TagMan SNP (sitio 1016).

A Poos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 13 14 15
Amostas 100bp 06 09 Off 016 020 029 032 Neg. M12 M3 M14 M2 M26 M31

1000pb [
500pb g P —

100pb

B ps 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 # 1
amosias 100p_ 06 09 Off_Of6_ 00 09 M2 M3 MM

1000pb
500pb

100ph

Figura 20. Produtos de amplificac&o (A) e purificagdo (B) do seguimento 11S6 do Nav. Gel
de agarose a 1% corado com SYBR® Safe (Invitrogen) diluido 1:10 em TBE 1X. Marcador
100pb DNA Ladder (Fermentas) (A e B). .

Foram identificadas sequéncias classificadas como tipo “A” ou “B’,
respectivamente de acordo com o intron maior ou menor na regiao 11IS6. Em
Macapa, todos os individuos SS e SR1 tinham ambas as sequéncias. Ja o
individuo R1R1 apresentou apenas sequéncias do tipo B. Em Oiapoque, nos
quatro individuos SR2, todos as sequéncias do alelo NayS eram tipo B e as do
NavR2 tipo A. Foram geradas redes de haplétipos para as sequéncias do tipo
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“‘A” e “B”, revelando que para as sequéncias do tipo A (Figura 21) apenas dois
passos mutacionais separam o0s haplotipos das populacdes, que sdo as
mutacOes 1011 Met em Macapa e 1016 llekd em Oiapoque. Ja as do tipo “B”
(Figura 22) séo similares para Macapa e Oiapoque.

Considerando-se apenas as sequéncias cujos polimorfismos foram
encontrados em mais de um clone, a fim de se evitar as mutagcOes
possivelmente induzidos por PCR, nenhum individuo apresentou mais do que
dois haplétipos diferentes. Ou seja, as duplicacbes devem ser de sequéncias

idénticas, pelo menos nesta regido 11S6 avaliada.

MACA_FO9

Oiapoque Macapa

OIAA_EOL MACA_FOL
OIAA_GID

MACA_EOE

Val1016lle

OHAA_EDD

lle1011Met

OLAA_HO8

OIAA_ENT

@ sequéncia
OIAA_ADE

OIAA_CoR

OLAA_DOG

Figura 21. Rede de haplétipos de sequéncias “tipo A” da regidao IIS6 do Nav de Aedes
aegypti de Macapa e Oiapoque. Os circulos representam os haplétipos, com tamanho
proporcional & quantidade de sequéncias. Cada trago indica um passo mutacional entre os
haplétipos conectados. Os polimorfismos que separam as sequéncias de Macapa e Oiapoque
(lle1011Met e Val1016lle) estdo indicados.
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MACE_CG12 OIAB_FO1

OIAB_GI9

MACE_BIO

MACB_Dog

MACE_HI

MACE_ADNT MACB_C02

MACB_G01

OIAB_E08

@ 1sequéncia

OIAB_AD9

Figura 22. Rede de haplétipos de sequéncias “tipo B” da regido 11IS6 do Nav de Aedes
aegypti de Macapa e Oiapoque. Os circulos representam os haplétipos, com tamanho
proporcional & quantidade de sequéncias. Cada traco indica um passo mutacional entre os
haplétipos conectados.

Adicionalmente, o sequenciamento direto do segmento 11IS6 também
confirmou os resultados de genotipagem para o sitio 1534 por qPCR/ TagMan,
para os diferentes genétipos possiveis: 1534Phe/Phe, Phe/Cys e Cys/Cys.
(Tabela 12 e Figura 23). Dentre os individuos sequenciados estavam todos

aqueles ja sequenciados para o 11S6 do Navy.

150 160
C TTCATUCATO CTTZC T C T T C
1534
A N I.f"_'"-ll - - A N
prephe AN\ NNN VAN TANAN AVAVAYAVAVAY

Phe/Cys &Hllilﬁll'mr__‘m_ilﬂml&%ﬂ——j?ﬂ#j_m'ﬂ
oy AV U VUV IV WYYV VVY VA

Figura 23. Exemplo de trecho de sequenciamento ‘direto de produto de PCR’ de
individuos com diferentes genétipos para o sitio 1534. Eletroferogramas evidenciam os
picos TTC, TKC e TGC, respectivamente para os individuos Phe/Phe, Phe/Cys e Cys/Cys.
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4.3.5. Expressédo de genes envolvidos com a resisténcia metabodlica em Ae.

aegypti do Amapa

Outro mecanismo recorrentemente associado a adaptacdo contra
inseticidas € a chamada resisténcia metabdlica, seja por selecdo de
modificagcdo estrutural de enzimas detoxificantes, aumentando seu poder de
degradacéo do inseticida, seja por amplificagdo génica, ou por alteracbes que
aumentam o nivel de expressdo de genes destas enzimas. Aqui realizamos
para Ae. aegypti de Macapa e Oiapoque a andlise da expressao de alguns dos
genes de duas principais superfamilias génicas: as monooxigenases P450
(CYP6BB2, CYP9J10, CYP9J28 e CYPI9M®6) e a carboxilesterase CEEae3a,
que vem recentemente sendo indicados como principais participantes na
resisténcia metabdlica em Ae. aegypti, principalmente em populacdes
caribenhas. O gene ribossomal RpS14 foi utilizado como normalizador e as
linhagens Rockefeller e Bora-Bora como parametro de expressao nao alterada.
As populacbes estavam na geracdo F3 e para cada populacdo ou linhagem
foram utilizados quatro pools de cinco fémeas, com trés dias pos-emergéncia.

Os principais parametros de amplificacdo utilizados para quantificacao
relativa estdo discriminados na tabela 13. Para todos os genes, houve
amplificacdo de produto de tamanho Unico, sem interferéncia de amplificac6es
inespecificas e dimeros de primers, como evidenciado pelo pico Unico nas
curvas de dissociacdo de cada gene (Figura 24). Houve superexpressao
(acima de duas vezes relativo a Rockefeller) dos genes de P450 nas
populacées do Amapa exceto o P450 CYP9M6. O CYP6BB2 foi o gene CYP
mais alterado em ambas as populacdes, com expressdo aumentada em cerca
seis vezes. Houve também superesxpressdo do gene de carboxilesterase
CCEae3a, com expressao de quase sete e quatro vezes em Oiapoque e
Macapd, respectivamente. Apesar de diferencas de expressdo em alguns
genes entre as populacdes, os valores de ACT né&o diferiram significativamente
entre Macapa e Oiapoque (One-Way ANOVA, comparacdo multipla de Tukey,
P > 0,05) (Figura 25).
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Figura 24. Exemplo de um resultado de PCR quantitativo em tempo real para analise da
expressdo de genes relacionados a resisténcia metabdlica. Nesta figura estédo
apresentadas as curvas de amplificacdo (A) e de dissociacéo (B), evidenciando Tm com pico
Unico para as amostras. As curvas em cinza se referem aos controles negativos
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Figura 25. Alteracdo no nivel de expressao de genes relacionados a resisténcia
metabdlica em populacbes de Aedes aegypti do Estado do Amapéa. Avaliacdo por PCR
quantitativa em tempo real de pools de fémeas de trés dias pos-emergéncia. Estédo
representadas as quantificacdes relativas médias, com os valores minimo e maximo na barra
de desvio. O gene constitutivo RpS14 de proteina ribossomal foi utilizado como normalizador.
A quantificacé@o relativa foi feita em func@o dos valores de Rockefeller. Outra linhagem de
laboratério, Bora-Bora foi também avaliada. Para cada enzima, letras iguais representam
valores de ACT significativamente iguais (P>0,05), de acordo com teste ANOVA, seguido de
comparacao mltipla de Tukey.
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Tabela 13. Parametros obtidos na anélise da expressao de genes relacionados a
resisténcia metabdlica em populacdes de Aedes aegypti do Estado do Amapa.

AC; AAC;  quantificagéo relativa*

lagdes  Tm (°C)  Cy médi
genes e populagbes  Tm ('C) Crmedio . 2 (SE) médio  meda (min- max)

CYP6BB2

Macapa 80,9 20,3 0,7 (0,11) -25 58 (4,6- 7,5)
Oiapoque 80,9 20,9 0,7 (0,14) -2,6 6,2 (45- 8,5)
Rockefeller 81,2 228 3,3(0,07) 0,0 1,0 (09- 12
Bora-Bora 80,8 241 4,4 (0,32) 1,1 05 (0,2- 1,3)
CYPQJ10

Macapa 82,9 23,5 4,0 (0,26) -15 2,7 (1,5- 4,8)
Oiapoque 82,9 23,8 3,6 (0,06) -1,8 36 (31-41)
Rockefeller 81,6 248 54(0,21) 0,0 1,0 (0,6- 1,6)
Bora-Bora 82,8 25,4 5,9 (0,23) 0,5 0,7 (0,4- 1,4)
CYPQJ28

Macapa 83,7 23,8 3,9(0,19) 2,1 42 (28- 6,5)
Oiapoque 83,6 25,1 4,4 (0,36) -15 29 (1,3- 6,3)
Rockefeller 83,7 25,7 5,9 (0,09) 0,0 1,0 (0,8- 1,2)
Bora-Bora 83,4 25,2 5,3(0,28) -0,6 16 (0,6- 3,6)
CYPOV6

Macapa 80,9 25,3 5,4 (0,26) -0,6 1,5 (0,9- 27)
Oiapoque 80,9 258 5,2(0,23) -0,9 1,8 (1,1- 3,0)
Rockefeller 81,0 25,7 6,0 (0,22) 0,0 1,0 (0,6- 1,6)
Bora-Bora 80,9 255 5,6 (0,26) -05 14 (06- 3,0)
CCEae3a

Macapa 785 25,9 5 (0,11) -2,0 39 (3,1- 50)
Oiapoque 78,1 258 5,8(0,18) 28 6,7 (4,6- 10,0)
Rockefeller 78,6 278 5(0,30) 0,0 1,0 (0,5- 1,9)
Bora-Bora 78,5 27,6 (0,27) -0,4 1,4 (0,6- 3,0)
RpS14*

Macapa 84,2 19,7

Oiapoque 84,3 20,4

Rockefeller 84,3 19,6

Bora-Bora 84,2 19,8

* Quantificagéo relativa a Rockefeller

** Areagdo para cada gene foi feita em paralelo ao RpS14 na mesma placa, Aqui se encontram os
valores médios de todas as cinco reagoes

SE = erro padrao
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5. DISCUSSAO

O mosquito Aedes aegypti se tornou de importancia mundial nos udltimos
anos. A emergéncia dos virus DENV, CHIKV e ZIKV em localidades ainda ndo
constatadas e a indisponibilidade de vacinas publicas contra esses agentes,
vem causando uma intermiténcia de surtos e epidemias com graves quadros
clinicos em funcdo de complicacdes neurolégicas de algumas delas. Este
cenario tem mobilizado a comunidade cientifica como um todo para melhores
estratégias de controle ao vetor (Ferreira-de-Brito et al., 2016). Estratégias
alternativas, como o0 uso de mosquitos estéreis geneticamente modificados
(Proverbs, 1969; Phuc et al., 2007) e da bactéria Wolbachia (McMeniman et
al., 2009; Moreira et al., 2009; Hoffmann et al., 2011; Maciel-de-Freitas et al.,
2012), respectivamente para supressao ou substituicdo da populagéo do vetor,
estdo sendo desenvolvidas e aprimoradas a todo momento. Contudo, aliado a
eliminacao de possiveis criadouros de larvas, o controle quimico deve perdurar
ainda entre as principais ferramentas no controle ao Ae. aegypti (Braga e
Martin, 2015). Devido ao histérico do uso indiscriminado de inseticidas nos
altimos 50 anos, mecanismos de resisténcia tém sido selecionados em
diversas populacdes do vetor no mundo, prejudicando fortemente a eficacia
destes compostos e, consequentemente, o manejo do vetor (Labbé et al.,
2007b).

Desde o final dos anos 1990, resisténcia de Ae. aegypti a
organofosforados tem sido reportada em varios paises das Américas como El
Salvador, Martinica, Colémbia, Argentina e Brasil (Lima et al., 2003; Macoris et
al. 2003; Braga et al., 2004; Beserra et al., 2007; Lazcano et al., 2009;
Marcombe et al., 2009; Llinas et al., 2010; Horta et al., 2011; Grisales et al.,
2013); Lima et al., 2006; Lima et al., 2011). Devido aos relatos de resisténcia a
organofosforados, que vinham sendo utilizados héa cerca de trés décadas
contra Ae. aegypti no Brasil, ao final dos anos 1990 o Programa Nacional do
Controle de Dengue adotou a substituicdo do larvicida temephos por Bti ou
compostos IGRs. Além disso, os adulticidas foram substituidos por piretroides
entre 0os anos 2000-2001 (Braga e Valle, 2007b). No entanto, poucos anos
apos foram identificadas populagfes do vetor resistentes também a piretroides
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(Da-Cunha et al., 2005). Publicacdes seguintes comprovaram a resisténcia a
piretroides em diversas regibes do pais (Macoris et al., 2007; Martins et al.
2009a; Lima et al., 2011; Medeiros, 2011; Linss et al., 2014; Bellinato et al.,
2016). Além do Brasil, paises da América Latina, Asia, Oriente Médio e Africa
também vem detectando resisténcia de Ae. aegypti a piretroides, principal
classe de inseticidas atualmente utilizada, principalmente na forma de sprays
em residéncias e por termo-nebulizagdo pela iniciativa privada (Moyes et al.,
2017).

Em setembro de 2014 foram confirmados os primeiros casos autéctones
de chikungunya no Brasil, registrados nos municipios de Oiapoque, Amapa e
Feira de Santana, Bahia (Nunes et al., 2015). Apoés confirmar os primeiros
casos da doenca, com centenas de casos suspeitos, Oiapoque decretou
situacdo de emergéncia. Além da atencdo ao paciente, o Ministério da Saude
recomendou intensificacdo na eliminacdo dos criadouros do Ae. aegypti e
blogueio pelo uso de adulticidas (MS, 2014). A regido do Oiapoque é de
particular interesse, entre outros por ser rodeada pela densa Floresta
Amazonica e fazer fronteira com a Guiana Francesa. A localidade & endémica
em uma série de doencgas, incluindo as causadas por agentes etioldgicos
transmitidos por artropodos, tem grande circulacdo de pessoas que cruzam a
fronteira, com destaque aquelas vindas do extrativismo ilegal em areas
silvestres, como garimpos. E portanto, uma importante porta de entrada do
pais para quem vem da selva amazénica e do Caribe rumo a Macapa, capital
do estado, e de l4 para as diversas regides do Brasil.

Pela proximidade com a Guiana Francesa e intenso fluxo de pessoas
entre os dois paises, as populacdes naturais do vetor sofrem influéncia de
diferenciadas formas de combate, estando sujeitas a pressbes seletivas
simultaneas com diferentes classes de inseticidas. No Brasil, a recomendacéo
vinha sendo a do uso de IGRs inibidores da sintese de quitina contra larvas e
do organofosforado malathion contra adultos. Durante nossa coleta, no
entanto, fomos informados que o controle quimico vinha sendo exercido
exclusivamente com piretroides. Além disso, presenciamos agentes do
exercito parar nosso Onibus de Oiapoque sentido Macapa para aplicacdo de
inseticida piretroide dentro do veiculo (sprays). Do lado da Guiana Francesa,
pelo menos até 2014, o piretroide deltametrina era o Unico adulticida para
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aplicacdes espaciais no passado recente, embora organofosforados (malathion
e fenitrothion) tenham sido usados anteriormente. Aplicagfes intradomicilio
contra anofelinos e telas impregnadas também utilizam deltametrina. O uso
doméstico de piretroides também € altamente praticado na Guiana Francesa

(Isabelle Dusfour, dados nao publicados).

Perfis de susceptibilidade a inseticidas piretroides e organofosforados

Neste trabalho, detectou-se os perfis de resisténcia em Ae. aegypti de
Macapé e Oiapoque aos organofosforados temephos (larvicida) e malathion
(adulticida), mas principalmente ao piretroide deltametrina (adulticida). A OMS
recomenda doses discriminatorias e tempos de exposicdo especificos, de
acordo com o inseticida e a espécie do inseto (OMS, 2016f); (WHOPES,
2016b). Os bioensaios do tipo dose-diagnéstica, por exemplo, preconizam a
exposicdo do inseto a uma Unica concentracdo do inseticida, durante 1 hora. O
resultado discrimina a populagcdo como susceptivel ou resistente, de acordo
com a mortalidade observada 24h apds aquela exposicdo. Este €, portanto,
um ensaio qualitativo (Halliday e Burnhaw,1990).

Ensaios quantitativos do tipo dose-resposta permitem o célculo das
concentracfes letais (CLs) e razdes de resisténcia (RRs). Uma vez que
diversas doses sdo utilizadas, toda a heterogeneidade da populacdo é
considerada, fornecendo maiores informagdes sobre o perfil de
susceptibilidade/ resisténcia da populacdo (Halliday e Burnham, 1990). O
ensaio do tipo tempo-resposta € intermediario entre dose-diagnostica e dose-
resposta, portanto de forma geral poderia ser considerado um teste semi-
quantitativo. Este ensaio apresenta mais informacdes do que uma analise
dose-diagnostica e requer menor quantidade de insetos, além de menos gastos
com insumos do que a dose-resposta (OMS,1970; Brogdon e McAllister, 1998).
No entanto, alguns parametros (como tempo total de exposicdo) devem ser
melhor definidos a fim de que possa ser amplamente utilizado de forma
comparavel entre diferentes grupos de pesquisa.

A dose a ser utilizada para os ensaios do tipo tempo-resposta € também
um parametro que precisa ser bem definido. Para isso, devem ser levados em

consideracdo os diferentes niveis de resisténcia observados em populacdes
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naturais do inseto. Talvez a primeira escolha seria utlizar a dose
discriminatdria dos ensaios dose-diagnoéstica indicados pela OMS, como tem
feito diversos trabalhos. No caso de deltametrina a dose indicada € de 0,3 g/L
(WHOPES, 2016), mas que nao seria suficiente para analisar Oiapoque, por
exemplo. Tentamos adotar uma dose intermediaria entre Macapa e Oiapoque,
a fim de que pudéssemos utiliza-la para se obter knockdown ou mortalidade
naquela dose para ambas as populacdes. No entanto, avaliagbes com outras
populacdes seriam necessarias para que estas doses sejam sugeridas de
forma geral para Ae. aegypti do pais.

Outro fator importante a ser determinado € a correlacédo entre as razbes
de resisténcia obtidas por ensaios dose e tempo-reposta. Por exemplo, para
Macapé a RRso de deltametrina foi 14 vezes menor no ensaio tempo-resposta.
No entanto, para Oiapoque essa diferenca foi de seis vezes. Talvez estes
ensaios mecam diferencas intrinsecas da populacdo, como os diferentes
mecanismos selecionados para a resisténcia.

Nas diferentes avaliacbes para o perfil de susceptibilidade, as duas
populacdes testadas demostraram altos niveis de resisténcia para o piretroide
deltametrina e certa tolerancia ao organofosforado malathion. Muito
provavelmente, o perfil de Oiapoque sofreu influéncia da fronteira com Guiana
Francesa, pois embora pertencam ao mesmo estado, 0 municipio e a capital
Macapa ficam distantes 590 km, de modo que a densa floresta e o acesso
precario entre as duas cidades deve limitar o fluxo génico entre suas
populacdes de mosquito, favorecendo o estabelecimento de distintos perfis e
mecanismos de resisténcia.

Com relacdo ao temephos, Oiapoque foi cerca de trés vezes mais
resistente que Macapda, considerando-se suas RRso do ensaio dose-resposta.
Dados anteriores sobre a resisténcia a temephos em Macapa mostraram uma
variacdo de RRso de 8,3 em 2004 (Braga et al., 2005) a 9,1 em (Araujo et al.,
2013). No presente estudo observamos uma diminuigcdo da RRso para 6,5.
Esta diminuicdo pode estar relacionada a substituicdo do larvicida por IGRs
idealizada para o pais inteiro desde 2009 (Bellinato et al., 2016). Em 2010
Oiapoque ja exibia uma RRso de 42,1 (Araujo et al., 2013), ou seja, 4,6 vezes
maior que a de Macapa naquele ano. Na coleta de 2014/2015 aqui avaliada, a
RRso de Oiapoque diminuiu pela metade, ficando em 21,8. Ainda assim, cerca

67



de 3,3 vezes maior que a de Macapa no mesmo ano. De forma geral no pais,
entre 1999 e 2011 a resisténcia a temephos vinha aumentando (Chediak et al.,
2016).

A resisténcia a inseticidas pode ter como efeitos colaterais uma série de
problemas no fitness do inseto em ambientes livres do inseticida, que podem
ser percebidos em parametros de desenvolvimento e reproducéo da tabela de
vida (Belinato e Martins, 2016). Isto tem sido notado em populagbes naturais
(Belinato et al., 2012) e de laboratorio (Brito et al., 2013; Araujo et al., 2013) de
Ae. aegypti resistentes a temephos. Desta forma, é esperado que a resisténcia
a este organofosforado esteja diminuindo em populacdes de Ae. aegypti do
Brasil, uma vez os larvicidas em uso sédo das classes Bti e IGRs inibidores da
sintese de quitina. Por exemplo, nas cidades de Duque de Caxias/RJ, Campo
Grande/MS, Juazeiro do Norte/CE, Santaréem/PA e Parnamirim/RN, 0s niveis
resisténcia ao temephos decresceram em 40% nas duas primeiras, 30% em
Juazeiro do Norte apés substituicdo por Bti e 15% nas duas ultimas (Lima et
al., 2011; Garcia, 2012). Por outro lado, isto ndo € regra, ja que o uso de
outros compostos pode selecionar mecanismos de resisténcia cruzada a outros
inseticidas. Este pode ser o caso de dois municipios do Ceara, Crato e
Barbalha, onde houve um aumento expressivo da RRos: 21 (9,0 para 192,7) e 4
(7,5 para 30) vezes, respectivamente (Lima et al., 2011).

Havia preocupacdo de que o malathion fosse ser ineficiente contra
populacdes resistentes a temephos. Ensaios dose diagndéstica com malathion
a 8 g/L ja haviam indicado resisténcia em populacbes de Ae. aegypti do
nordeste (Aracaju, Itabaiana e Recife) e do estado de S&do Paulo (Aracatuba e
Santos), coletadas em 1999 (Macoris et al., 2007). Aqui, observou-se RRso de
3,1 e 6,0, para malathion em Macapa e Oiapoque, respectivamente, que de
fato indica resisténcia ao composto em ambas as localidades. Como néo havia
registro de uso recente de malathion até 2014 no Amapa e na Guiana
Francesa, e considerando os resultados com temephos, sugere-se que esta
resisténcia pode ser fruto de resisténcia cruzada previamente selecionada pelo
larvicida, ou por resisténcia cruzada selecionada pelos piretroides, ha mais
tempo utilizados no controle de outros vetores.

Vale aqui ressaltar que a dose discriminatéria para 0s ensaios

qualitativos dose-diagndstica de malathion recomendada pela WHOPES, como
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visto acima, € de 0,8% (WHOPES, 2016a). Considerando entdo os resultados
observados em nosso ensaio dose-resposta para esta dose (8,0 g/L), temos
taxas de mortalidade de 87,3 e 30,9%, respectivamente, para Macapa e
Oiapoque. Portanto, em uma analise qualitativa ambas as populacdes
poderiam ser consideradas como resistentes a malathion, ja que a mortalidade
a dose-diagnostica foi inferior a 90% (OMS, 2016).

Malathion foi contraindicado desde 2009 na Guiana Francesa, porém
devido ao alto nivel de resisténcia a piretroides e a entrada do virus
chikungunya no pais, as autoridades recomendaram o uso provisorio do
composto para controle de Ae. aegypti. Testes indicaram resisténcia para a
dose de 8 g/L, porém susceptibilidade para 50 g/L (Girod e Dusfour 2014),
doses diagndsticas segundo a WHOPES para controle de Ae. aegypti e
anofelinos, respectivamente (WHOPES, 2016). Nessas condi¢cbes, em agosto
de 2014 foi autorizado o uso de malathion por um periodo de 180 dias. O uso
do IGR piriproxifeno e estimulo a inciativa da estratégia de liberacdo de
mosquitos com Wolbachia foram também considerados para reforco ao
controle do vetor na regido (Girod e Dusfour, 2014). Vale ressaltar que as
coletas realizadas para o presente estudo ocorreram em dezembro de 2014, de
forma que muito provavelmente o uso do malathion ainda néo estava difundido
na localidade, o que significa que aquelas regiées ainda ndo estavam sofrendo
pressdo de selecdo por malathion no momento da coleta.

Além do bioensaio dose-resposta com adultos, realizamos também uma
analise semi-quantitativa, em que o tempo de mortalidade sob exposicdo a
malathion a 7,0 g/L foi acompanhado por até 3h. Baseando-se no TLso das
populac6es e de Rockefeller, Macapé e Oiapoque apresentaram RRso de 1,6 e
1,9, respectivamente. Este tipo de ensaio fornece mais indicadores do que de
dose-diagnostica, que € puramente qualitativo. Tem ainda a vantagem de
necessitar de muito menos espécimes e ser menos laborioso que o de dose-
resposta. Por outro lado, as RRs obtidas apresentam uma escala diferenciada
aquela dos ensaios dose-resposta e as propor¢des ndo foram mantidas. Aqui,
por exemplo: 3,1/ 1,6 e 6,0/ 1,9 (RRso dose-resposta/ RRso tempo-resposta) em
Macapa e Oiapoque, nesta ordem. Portanto, deve-se ter atencdo ao se

comparar dados de RR provenientes de diferentes tipos de bioensaios.
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Bioensaios realizados para avaliagcdo de susceptibilidade ao piretroide
deltametrina também revelaram ainda maior tolerdncia nas popula¢bes do
Amapa. Em larvas, os tempos médios de knockdown (KTso) geraram indices
de susceptibilidades (IS) de 30 e 36 para Macapa e Oiapoque,
respectivamente, tendo por base a linhagem Rockefeller com IS iguala 4. OIS
gera uma escala de 1 a 36, de forma que quanto maior o indice, maior a
tolerancia ao inseticida (Kawada et al. 2009; Silva et al., 2014). Embora
piretroides ndo sejam empregados como larvicida, € interessante fazer esse
tipo de ensaio a fim de se investigar se 0s mecanismos selecionados para
resisténcia tenderiam a ser estagio especificos.

Em adultos a resposta a deltametrina n&o foi diferente. Nos ensaios do
tipo dose-resposta a maior dose utilizada em Rockefeller foi de 0,045 g/L,
enquanto em Macapa e Oiapoque foram necessarias doses de 2 e 3,2 g/L,
nesta ordem. Ainda sim, Oiapoque obteve mortalidade média maxima de 60%.
As RRso nessas populacdes foram de 46,4 em Macapa e 143,9 em Oiapoque.
Ou seja, Oiapoque precisou de uma concentracdo trés vezes maior de
deltametrina para a mortalidade de 50% de sua populacdo, comparado a
Macapa.

A dose discriminatéria de deltametrina indicada pela WHOPES, que é de
0,3 g/L (WHOPES, 2016), foi portanto suficiente para mortalidade de 100% de
Rockefeller, mas nem de longe ideal para avaliacdo das populacdes do Amapa.
Este fato se soma as argumentacfes de que os papéis fornecidos pela OMS
para 0s seus ensaios padronizados, além de todos os problemas burocraticos
de aquisicdo, ndo atendem para algum tipo de comparacdo entre populacdes
naturais resistentes a piretroides. Pelos mesmos motivos acima mencionados
para malathion, comparamos também os resultados de dose-diagndstica do
piretroide com o perfil obtido em um teste tempo-resposta. Neste caso, foi
utilizada uma dose Unica de 1,2 g/L, que entendemos ser intermediaria entre
Macapa e Oiapoque, para avaliacdo do tempo de knockdown em até 5h de
exposicado. Todo esse tempo foi suficiente para provocar knockdown em 86%
de Oiapoque, ao passo que 100% de Rockefeller e Macapa cairam em 15 e 50
minutos, respectivamente. A RRso de Oiapoque (24,9), baseada no tempo de
knockdown, foi sete vezes maior que a de Macapa (3,4). Aqui novamente,

chama-se atencdo para que, embora se guarde a relacdo entre a populacao
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mais ou menos resistente, a escala das RRs para este tipo de ensaio € mais
curta que para os ensaios dose-resposta.

Populacdes brasileiras de Ae. aegypti avaliadas entre 2009 e 2012
apresentaram RRso passando por 6 (Caiaco, CE), 12,5 (Parnamirim, RN), 49
(Cachoeiro de Itapemirim, ES) e 61 (Campo Grande, MT) (Lima et al., 2011;
Bellinato et al., 2016). Ou seja, dentro da literatura conhecida por nosso grupo,
nenhuma populacéo brasileira de Ae. aegypti até entdo apresentou niveis tdo
altos de resisténcia a piretroide como Oiapoque (143,9), indicando a urgéncia
de um plano de controle quimico mais efetivo na regiao.

Na Guiana Francesa, resisténcia a piretroide também tem sido
observada por todo territério, com menores taxas de mortalidade na capital
Cayenne (Girod e Dusfour, 2014). Ensaios qualitativos com uma dose
diagnéstica de 0,6 g/L de deltametrina evidenciaram taxas de mortalidade
variando entre 14% em Saint Laurent du Maroni a 30% em Saint Georges de
I'Oyapock, localidade de fronteira com Oiapoque (Dusfour et al., 2011; Dusfour
et al., 2015). Adicionalmente, Dusfour e colaboradores (2011) avaliaram a
eficacia da formulagdo AquaK’othrine® ao qual deltametrina é o principio ativo,
onde a amplitude da mortalidade ficou entre 9 e 17% para aquelas mesmas
populacdes. Em ensaio tempo-resposta, as populacbes de Cayenne e Saint
Geoges de I'Oyapock precisaram de mais de 8h de exposi¢cdo a deltametrina a
0,5 g/L para atingir 50% de Knockdown (Faucon et al,. 2015). Com isso, fica
clara a baixa eficiéncia de piretroide contra Ae. aegypti tanto na Guiana

Francesa como no Brasil.

Mecanismos selecionados para a resisténcia

Entre os principais mecanismos fisiologicos selecionados para
resisténcia, os mais estudados sdo os chamados modificagdo do sitio-alvo e a
resisténcia metabdlica (Hemingway e Ranson 2000; Montella et al., 2007).
Alteracdes no gene do sitio alvo dos piretroides e nos niveis de expressao de
enzimas relacionadas a detoxificacdo foram aqui investigadas.

Com relacdo a deteccdo das mutacdes no gene do canal de sédio (Nav)
relacionadas a resisténcia ao efeito knockdown (mutacdes kdr), foram

identificados os alelos NavR1 em Macapa (84%) e Oipaoque (23%), aléem do
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NavR2 somente em Oiapoque (67%). Estas mutacdes possuem carater
recessivo, de forma que os genaétipos propicios para a resisténcia (R1R1, R1R2
e R2R2) somaram 71,4 e 79,8% em Macapéa e Oiapoque, respectivamente. O
alelo NavR2 confere maiores niveis de resisténcia (Souza, 2014), o que justifica
em parte a maior RR observada em Oiapoque. De modo geral, no Brasil as
populacdes mais resistentes a piretroides apresentam maiores frequéncias do
alelo NavR2 (Linss et al., 2014; Bellinato et al., 2016).

A distribuicdo dos alelos kdr em Ae. aegypti no Brasil tende a ser
regionalizada, coincidindo com a disposicdo dos dois principais grupos
populacionais no pais (Monteiro et al., 2014). O alelo NayR2 é encontrado em
baixas frequéncias ou ausente nas regides mais ao Norte-Nordeste, com
excecdo de Roraima, e frequéncias altas nas regifes Centro-Sul do pais. Ja o
alelo NavR1 esta presente por todas as regides do pais (Martins et al., 2012;
Linss et al., 2014; Bellinato et al., 2016; Collet et al., 2016; Dolabella et al.,
2016).

Em Ae. aegypti de Guadalupe, no Caribe, foi observada a presenca do
alelo NayR3 (1016 llekdr + 1534 Phe*) em individuos heterozigotos de gendtipo
R2R3 (Dusfour et al., 2015). Como a populacdo do Oiapoque contém certa
semelhanca com populacées do Caribe, é possivel que aquele alelo também
estivesse ali presente. De fato, o aqui chamado gendétipo SR2 pode conter na
verdade individuos SR2 e R1R3, indistinguiveis pelo método de genotipagem
utilizado!. Contudo, como em Oiapoque a frequéncia do NayvR2 foi alta e nédo
tivemos nenhuma evidéncia de outros gendtipos contendo o NavR3 (R3R3,
SR3 e R2R3), consideramos que este alelo ndo estava presente e, portanto, o
gendtipo SR2 devia conter de fato somente individuos SR2.

Um estudo observando a evolugcdo dos alelos kdr em populagbes
mexicanas de Ae. aegypti sugeriu que o alelo NavR1 (mutacdo no sitio 1534
apenas) tenha surgido antes, conferindo menores niveis de resisténcia a
piretroide. Em seguida, uma mutag&o no sitio 1016 deste alelo teria originado
o alelo NavR2, conferindo maiores niveis de resisténcia e, portanto, mais

rapidamente selecionado. Adicionalmente, o alelo NayR3 conferiria um alto

1o genétipo SR2 [S (1016 Val + 1534 Phe), R2 (1016 lle + 1534 Cys)] € determinado pela
deteccéo de heterozigoto em ambos os sitios 1016 (Val/lle) e 1534 (Phe/Cys). No entanto, tal
resultado poderia também configurar o gendtipo R1R3 [R1 (1016 Val + 1534 Cys) e R3
(1016 lle + 1534 Phe)].

72



custo evolutivo e, portanto, tenderia a ser perdido (Vera-Maloof et al., 2015).
De fato outro estudo envolvendo populagbes de diversas partes do mundo
sugere que a mutacdo 1534Cyskdr tenha sido selecionada pela pressédo dos
programas de erradicacdo, com uso de DDT, nas décadas de 1940 e 1950.
Nos anos seguintes, populacBes de Ae. aegypti ja carregando essa mutacao
teriam se dispersado por diversos locais do mundo (Kawada et al., 2016).

Seja como tenha sido, as mutacfes kdr Val1016lle e Phel534Cys estéo
disseminadas na América Latina e no Caribe (Garcia et al., 2016; Ponce-Garcia
et al., 2016). Por exemplo, a mutacao kdr no sitio 1016 apresentou frequéncia
minima de 87% em populacbes de Ae. aegypti da Martinica (Marcombe et al.,
2012). No México, foi detectado um rapido aumento da frequéncia da mutacéo
1016lle no periodo de 1996 a 2009 em um cenario de intensa pressdo de
selecdo (Garcia et al., 2009)). Em Porto Rico houve fixacdo do 1016lle em
quatro populacdes (Canovanas, Caguas, Carolina e Ponce), bem como do
alelo 1534Cys em trés de oito populacdes avaliadas (Caguas, Carolina e
Guaynabo) (Ponce-Garcia et al., 2016). Percebe-se portanto, que estavam
tratando do que aqui chamamos de alelo NayR2 (mutante em ambos o0s sitios).

Além das mutacBes nos sitios 1016 e 1534, que nos configuram os
alelos NavyR1 e NavR2, investigamos a presen¢a da mutagéo lle/Met no sitio
1011 no segmento 11S6 do Nay. Esta mutagédo parece nao estar diretamente
relacionada a resisténcia a piretroides (Souza, 2014), contudo haviamos ja
associado o alelo mutante 1011 Met com duplicacdo no Nayv (Martins et al.,
2013). As duplicacbes de genes de sitios-alvo podem contribuir
significativamente para a evolucdo da resisténcia aos inseticidas, pois elas
permitem que mutacdes adaptativas ocorram na coépia duplicada, sem
prejudicar entdo a funcéo primaria do gene a que deu origem.

Duplicagbes em alvos de inseticidas estdo bem descritas para o gene
ace - 1 de Anopheles gambie e Culex (Weill et al., 2004) e para o gene rdl que
confere resisténcia a ciclodienos em Drosophila melanogaster (Remnant et al.,
2013). No entanto duplicagdes no Nayv de mosquitos foi descrito pela primeira
vez por Xu et al. (2011) em Cx. quinquefasciatus e, em seguida no Ae. aegypti
(Martins et al. 2013), mas ainda ndo se sabe ao certo sua relacdo com a

resisténcia.
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Aqui a substituicdo llel011Met foi observada apenas em Macapa, em
28,6% dos individuos, todos em heterozigose. Este mesmo perfil havia sido
observado em Ae. aegypti de localidades de diversas regides do Brasil, como
Aparecida de Goiania, Campo Grande, Cuiaba, Dourados, Uberaba, Cachoeiro
do Itapemirim, Colatina e Foz do Iguacu (Martins et al., 2013). A coleta de
Macapé de 2003 ndo apresentou a mutacao lle1l011Met (Martins et al., 2009a);
(Martins et al., 2013).

Aqui foram realizados ensaios de avaliacdo de variacdo do numero de
copias (Nc) do gene do Nav nas populacdes de Ae. aegypti do Amapa. Nas
duas populacdes foram obtidos o nidmero maximo de quatro cépias. Em
populacdo selecionada com o inseticida deltametrina em laboratério haviam
sido identificadas até 10 cépias deste gene (Martins et al. 2013). Aqui, 0s
individuos com maior numero de copias (Nc ~ 4) eram heterozigotos para alelo
alelo NavS (SR1 em Macapa e SR2 em Oiapoque), além de um individuo SS
em Macapa (Tabela 12). Estes genotipos foram confirmados por
sequenciamento.

Conforme Martins et al. (2009), as sequéncias da regido 11S6 do Nay de
Ae. aegypti podem ser divididas em dois tipos: “A” (com intron maior) e “B”
(com intron menor). Esta mesma diferenca foi observada por Kawada et al.
(2016) que agrupou as sequéncias da regido 11S6 do Nay de Ae. aegypti de
diversos locais do mundo em dois clados (chamados 1 e 2, para o que seria 0s
nossos grupos “B” e “A”, respectivamente). A presenca da duplicagao fora
inicialmente evidenciada com a configuragdo: um coépia de sequéncia tipo “A”
1011 Met mais uma coépia de sequéncia do tipo “B” lle 1011 (Martins et al.
2013). Como nesta configuracdo ndo havia mutacdo nos sitios 1016 e 1534,
este alelo seria classificado como NayS (Linss et al., 2014).

Aqui, observou-se que em Macapa todos os individuos 1011 lle/Met
eram de gendtipo SR1 e tinham Nc = 3. Adicionalmente alguns individuos sem
mutacao no sitio 1011 (todos R1R1) apresentaram Nc préximo a 3 (veja tabela
12). Da mesma forma em Oiapoque, onde nao se observou a mutacao
lle1011Met, alguns individuos SR2, R1R2 e R2R2 apresentaram Nc = 3. Isto
sugere, portanto, que deve haver outros alelos duplicados além daquele NavS

com a mutacéao lle1011Met previsto anteriormente.
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Entre as sequéncias IIS6 analisadas de Macapa, os individuos lle/Met
SS e SR1 (Tabela 12) apresentaram sequéncias de ambos os tipos “A” e “B”.
Todas as sequéncias do tipo “A” tinham a mutagdo 1011 Met. Ou seja, essas
amostras devem ter a duplicacdo do alelo NayS, conforme sugerido
anteriormente (Martins et al., 2013). Ja o individuo R1R1 tinha apenas
sequéncias do tipo “B”, sem a mutagdo 1011 Met. Ou seja, deve haver alelo
NavR1 duplicado. Para Oiapoque, todos os quatro individuos SR2 tinham
sequéncias “A” e “B”. A mutagéo no sitio 1016, que configura o alelo NavR2,
s6 esteve presente em sequéncias do tipo “A”, como previamente observado
(Martins et al. 2013). Como individuos R2R2 apresentaram Nc >2, a
duplicacéo deve ter alelos duplicados em NayvS (mas diferenciado daquele de
que Macapd) e também de NavR2. Ou seja, tanto as formas sem e com
mutagdo nos sitios 1011, 1016 e 1534 do Nav devem estar duplicadas e
segregando nas populacdes naturais de Ae. aegypti. Uma reanalise de
populacdes brasileiras previamente abordadas e o sequenciamento de mais
amostras vai permitir uma melhor clareza sobre composicéo, distribuicdo e
efeito das duplicacbes do Nav na resisténcia a piretroides.

Diferentemente para o0 sitio-alvo dos inseticidas, marcadores
moleculares para a resisténcia metabdlica sdo mais variados e complexos.
Uma vez que superfamilias génicas, envolvendo centenas de genes, tem papel
fisiol6égico na detoxificacdo de xenobidticos, o estudo da resisténcia metabdlica
por alteracdo na expressdo destes genes geralmente envolve métodos de
avaliacdo em larga escala, como plataformas de microarray (Strode et al.,
2008; Marcombe et al.,, 2009; Saavedra-Rodriguez et al., 2014),
sequenciamento de transcriptomas (David et al., 2014) ou genomas parciais e
inteiros (Faucon et al., 2015). Contudo, em se tratando de uma funcéo
biologica bastante redundante, ou seja diversos genes envolvendo funcdes
semelhantes, € esperado que em populacdes distintas de insetos sejam
selecionadas alteracdes em diferentes genes. Com isso, é dificil se determinar
um marcador genético para a resisténcia, como se tem para mutacées nos
sitios-alvos de inseticidas, que tendem a ser bastante conservadas (Strode et
al.,, 2012). Ainda assim, superexpressdo em alguns genes especificos

relacionada a resisténcia a inseticidas tem sido observada em mosquitos.
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Multiplos genes de P450, especialmente das subfamilias CYP6 e CYP9,
tem sido relacionados a resisténcia a piretroides, ou mesmo a multiplos
inseticidas. Entre os mais consistentemente superexpressos em populagdes
resistentes de Ae. aegypti citam-se CYP9J10, CYP6BB2, CYP9J26 e
CYP9J28, para 0s quais mostrou-se que seus produtos metabolizam
piretroides (Kasai et al.,, 2014; Stevenson et al., 2012). Andlises de
transcriptbmica indicaram superexpressao de CYP9J28 e CYP6BB2 em
populacdes naturais de Ae. aegypti ou linhagens selecionadas para resisténcia
a piretréides de Cuba, Cayman, México, Peru e Singapura (Moyes et al.,2017),
ou seja, em populacdbes né&o relacionadas, de diferentes continentes.
Adicionalmente, o CYP9J28 conferiu resisténcia a estes compostos quando
expresso de forma transgénica em Drosophila (Pavlidi et al., 2012).

Para resisténcia a temephos, diversos genes P450 também tem sido
identificados, mas n&o tdo consistentemente 0s mesmos como no caso da
resisténcia a piretroides. Entre os que foram superexpressos em populagdes
ou linhagens de Ae. aegypti resistentes a temephos citam-se CYP6N12 (Brasil
e Colémbia), CYPOMO9 (Tailandia, México e Peru), CYP4H28 (Tailandia, México
e Peru) e CYP6F3 (Colbmbia, México e Peru) (Moyes et al., 2017).

Aqui avaliamos por qPCR a expressao de alguns dos genes previamente
encontrados mais expressos em populacdes de Ae. aegypti da América Latina
(Marcombe et al., 2009; David et al., 2013; Faucon et al., 2015). Os resultados
encontrados apontaram a expressao aumentada em fémeas com trés dias de
adulto dos genes de P450 CYP6BB2, CYP9J10, CYP9J28 em Macapa e
Oiapoque. Entre estes, o CYP6BB2 foi 0 mais expresso, cerca de seis vezes
em ambas as populacdes, com relagdo a Rockefeller. Este foi também o gene
mais expresso, cerca de 34, 13 e 14 vezes, respectivamente em Ae. aegypti da
Guiana Francesa, Guadaloupe e Caleddnia (Dusfour et al., 2015). CYP9J10
também foi superexpresso em cerca de quatro vezes naquelas trés populagdes
caribenhas, além do CYP9J28, em cerca de 13 vezes em Caledonia (Dusfour
etal., 2011).

Entre pelo menos nove genes com expressao alterada, o Unico que
demonstrou correlagdo com presenca da mutacao kdr (no caso a Vall016Gly)
foi o gene CYP9J28 (Faucon et al., 2015). Aqui, o gene CYP9M6 foi 0 menos
expresso (abaixo de duas vezes, com relagcdo a Rockefeller) em ambas as
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populacdes. A propdsito, este mesmo gene estava subexpresso em adultos de
Ae. aegypti da Martinica resistentes a temephos (Marcombe et al., 2009). Por
outro lado, este mesmo gene esteve superexpresso acima de 20 vezes, na
populacdo da Caledbnia que apresentou fenétipo susceptivel nos bioensaios
com o inseticida deltametrina e teve auséncia das mutacdes kdr relacionada a
resisténcia (Dusfour et al., 2015). David et al. (2013) destacaram que
CYP9J24, CYP9J28 (no México) e CYP9J32 (no México, Tailandia e Vietna)
metabolizam permetrina, com a ultima também metabolizando deltametrina.
Os diferentes padrées de expressdo nas distintas regides geograficas indicam
que a resisténcia depende nao s6 da expressdo, mas do background genético
da populacdo, de sua dinamica populacional e da pressdo a qual esta
submetida (Faucon et al., 2015).

Além de genes das P450, aqui foi avaliada a expressdo de um gene da
superfamilia CCE de carboxilesterase CCEae3a, que foi superexpresso entre
quatro (Macapda) e sete (Oiapoque) vezes, com relacdo a Rockefeller. Este
mesmo gene esteve cerca de oito vezes mais expresso em adultos de Ae.
aegypti da Martinica resistentes a temephos e piretroide (Marcombe et al.,
2009), assim como em acima de trés vezes na Guiana Francesa, Martinica e
Caledbnia (Dusfour et al., 2015). Populacbes da Tailandia resistentes a
deltametrina e temephos apresentaram esse gene mais expressos do que
populacdes de Cayenne e Saint Georges, altamente resistentes a deltametrina
(Faucon et al., 2015). Ainda mais duas CCE (CCEae4A e CCEaebA) tiveram
elevada expressdo nas populacbes asiaticas, inferindo a importancia dessa
classe de enzimas nas populacdes avaliadas (Faucon et al., 2015). As
carboxilesterases tem sido frequentemente relacionadas a resisténcia a
organofosforanorados e carbamatos, seja por sequestro ou metabolismo direto
do inseticida (Montella et al., 2012). Em Ae. aegypti e Ae. albopictus, os
produtos de CCEae3a e CCEaeb6a, sao alfa-esterases candidatos principais
para a resisténcia a temephos, ja que sequestram fortemente e metabolizam
lentamente a molécula temephos oxon (Grigoraki et al., 2016).

De fato, superexpresséo de CCEae3a foi observada em populacdes de
Aedes resistentes a temephos dos continentes americano, asiatico e europeu
(Moyes et al., 2017). Contudo, apesar da importancia das CCEs, a resisténcia

a temephos parece ser multivariada, envolvendo outras enzimas metabolicas
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como multiplas P450 e GSTs, como sugerido por mapeamento de loci
quantitativos (do inglés QTL, quantitative trait loci) e transcriptoma (Strode et
al., 2012; Saavedra-Rodriguez et al., 2014; Paiva et al., 2016).

Adicionalmente, outras enzimas da resisténcia metabdlica podem estar
envolvidas. Por exemplo, ha evidéncias indiretas da participacdo de GSTs na
resisténcia a piretroides em Ae. aegypti. No Brasil, a grosso modo, a
disseminagéo da resisténcia a piretroides foi sendo acompanhada por aumento
da atividade de GSTs, avaliada por ensaios bioquimicos (Montella et al., 2007;
Bellinato et al., 2016). Além de esterases altamente alteradas, na coleta entre
2009 e 2011, Macapa e Oiapoque também apresentaram alteracdo nas GST,
mas nao nas P450 (Araujo et al., 2013). Bioensaios com Ae. aegypti
resistentes da Martinica mostraram que a RRos a piretroides diminuiu de 76
para 41 e 43 vezes quando sinergistas de P450 e GST, respectivamente, foram
utilizados. Da mesma forma, a RRgs a temephos diminuiu de 175 para 60 e 40,
com aqueles mesmos sinergistas (Marcombe et al., 2009). Ensaios
moleculares, com silenciamento génico via RNAI, evidenciaram a importancia
dos genes GSTE2 e GSTE7 na resisténcia a piretroides em Ae. aegypti
(Lumjuan et al., 2011).

Genes de outras familias além das classicas P450, CCE e GSTs podem
também ser importantes na resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti. Por
exemplo, as UDP-glicosil-transferases (UGTs), estavam superexpressas em
linhagens resistentes a ambos piretroides e temephos (Saavedra-Rodriguez et
al., 2014; Faucon et al., 2015). Outras enzimas importantes potencialmente
envolvidas na resisténcia incluem os transportadores ABC, sulfotransferases,
aldeido oxidases, alcool desidrogenases e desidrogenases de cadeia curta
(Moyes et al., 2017).

Considerando-se entdo que a expressdo aumentada destes genes P450
agui estudados podem estar contribuindo com a resisténcia a piretroides em
Macapa e Oiapoque, e uma vez que apresentaram niveis de expressao
similares, sugere-se que o alelo kdr NayR2 deve estar sendo preponderante
para a alta resisténcia a deltametrina em Oiapoque. Analise de populacdes de
Ae. aegypti da Ardbia Saudita revelaram que altos niveis na expressdo de
genes P450 mostraram relagcdo com resisténcia a piretroide. Contudo, o que

mais se relacionou com altos niveis de resisténcia foi a combinagdo de
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mutacdes kdr nos sitios 989 e 1016 (989Phe + 1016Gly) (Nazawi et al., 2017).
No caso da CCEae3a, de fato a expressao foi mais aumentada em Oiapoque.
Portanto, considerando-se a revisdo bibliografica acima discutida a cerca de
sua participacdo na resisténcia a temephos, os dados daqui corroboram maior
participacdo da resisténcia metabdlica na adaptacéo aos organofosforados.

A participacdo de outros mecanismos ndo pode ser descartada, como
espessamento de cuticula, que evita a penetracdo do inseticida (Hemingway et
al.,, 2004; Nkya et al.,, 2013; Kasai et al., 2014). No vetor africano de
Plasmodium da maléria Anopheles funestus (Giles, 1900), individuos com
aumento no espessamento da cuticula, somado a superexpressdo de genes
CYP, apresentavam resisténcia a piretroides (Wood et al., 2010). Este tipo de
mecanismo dificulta ou atrasa a entrada do inseticida no organismo do inseto,
potencializando o efeito das enzimas detoxificantes. Estudos neste sentido

devem ser conduzidos em populacdes brasileiras de Ae. aegypti.

Esta dissertacdo contribuiu para o conhecimento sobre o perfil e os
principais mecanismos envolvidos na resisténcia a piretroides e
organofosforados, em Macapa e Oiapoque (AP, Brasil). Um maior grau de
resisténcia era esperado em Macapa, tendo em vista que constitui a capital do
Estado, logo, o municipio mais populoso e urbanizado. Acreditava-se ocorrer
maior uso de inseticidas nesse municipio, seja por medidas sanitarias do
governo ou pelo uso de inseticidas domésticos, o que elevaria significamente a
resisténcia ao piretroide deltametrina neste Ultimo caso. Entretanto, a maior
proximidade de Oiapoque com Guiana Francesa sustenta a hipotese de que
ocorra maior fluxo génico entre essas duas localidades do que com a capital,
Macapad. Como j& descrito aqui, populacbes de Ae. aegypti caribenhas
possuem grau elevado de resisténcia a inseticidas, podendo influenciar na alta
resisténcia de Oiapoque aos compostos aqui estudados.

Deste modo, este estudo ressalta que a estratégia baseada em controle
guimico com o uso de inseticidas neurotdéxicos em Macapa e Oiapoque, para 0
bloqueio de dengue, Zika e chikungunya esta gravemente comprometido. Logo,
medidas sanitarias alternativas, bem como melhor conscientizacdo da
populacdo devem ser as maiores aliadas no controle do Ae. aegypti nessas

regides.
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6. CONCLUOES

- As populacbes de Ae. aegypti do Amapa, principalmente Oiapoque,
apresentam alta resisténcia a deltametrina, sugerindo que os piretroides devem
ser ineficazes no combate ao vetor naquela regido. Para o organofosforado
malathion, uma menor razdo de resisténcia foi observada, exigindo um
constante monitoramento, bem como a realizagcdo de um ensaio de eficacia em

condicbes de campo.

- Andlise das mutacdes kdr indicou a predominancia do alelo kdr NayR1 em
Macapéa e do NavR2 em Oiapoque. Isso explica a resisténcia a piretroide nas

populacdes, bem como o fato de Oiapoque ser mais resistente.

- A mutacdo llel011Met foi observada em Macapa e foi associada a duplicacao
do gene Nav, como previamente indicado. Contudo, conclui-se que outros
alelos duplicados estdo presentes tanto em Macapa, quanto em Oiapoque.
Mais estudos devem ser feitos para a compreensdo desse processo € 0

envolvimento com a resisténcia a inseticidas.

- A expressado aumentada dos genes P450 de monooxigenases aqui estudados
podem estar contribuindo para a resisténcia aos inseticidas organofosforados e
piretroides nas populacdes de Ae. aegypti do Amapa. Maior expressdo de
CCEae3a deve estar contribuindo com a resisténcia ao malathion. Como o
aumento de expressao dos genes investigados relacionados a resisténcia
metabdlica foi similar entre as popula¢des, outros genes (ou ainda outros
mecanismos) podem explicar maior resisténcia de Oiapoque ao

organofosforado.

- Os resultados para Oiapoque refletem observagdes similares feitas para
populacbes da Guiana Francesa, distintas daquelas de Macapa. Logo, as
medidas de controle adotadas em ambos os lados da fronteira devem
considerar resultados da regido regionais e ndo em escala estadual ou

nacional, como tem sido de praxe.
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