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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Ramon Pereira Lopes

Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae), vulgarmente conhecido como pernilongo,
€ um mosquito amplamente distribuido em todo o territério brasileiro. Esta espécie antropofilica
e naturalmente infectada por Wolbachia é principal vetora de patégenos responsaveis pelo
desenvolvimento de doengas como a filariose linfatica e a febre do Nilo Ocidental. O manejo
ambiental e o uso de inseticidas sdo as estratégias mais empregadas para diminuir a densidade
das populac¢des naturais desse vetor. No entanto, o uso exacerbado desses compostos tem
selecionado populacdes resistentes em todo o mundo, diminuindo a efetividade do controle
quimico. Embora exista no Brasil um programa governamental bem estruturado de vigilancia e
monitoramento da resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti, sdo raros os estudos envolvendo Cx.
quinquefasciatus neste sentido, ainda que o controle quimico exerca pressdo seletiva
semelhante sobre estas espécies essencialmente urbanas. O objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca de mutagBes nos principais genes relacionados com resisténcia a inseticidas e a
diversidade de Wolbachia pipientis em populagBes brasileiras de Cx. quinquefasciatus.
Adicionamente, foi determinado o perfil de suscetibilidade a inseticidas em linhagens de
laboratério de Cx. quinquefasciatus por meio de bioensaios padronizados pela OMS. Foi extraido
o0 DNA de Cx. quinquefasciatus de duas linhagens de laboratério e de treze localidades
brasileiras, cobrindo as cinco regides do pais, totalizando 744 amostras. A presenc¢a de mutagdes
relacionadas a resisténcia a piretroides, organofosforados e ao biolarvicida Lysinibacillus
sphaericus foi investigada por sequenciamento e diferentes métodos de genotipagem baseados
em PCR, nos genes do canal de sédio regulado por voltagem (Navy), acetilcolinesterase (ace-1)
e Culex quinquefasciatus maltase 1 (cgm-1). Adicionalmente, determinou-se o grupo genético
de Wolbachia pipientis naquelas mesmas amostras, baseado em amplificacdo por PCR dos
genes bacterianos wsp e ftsZ. As duas linhagens de laboratérios foram consideradas suscetiveis
aos inseticidas temefés e malathion. Foram identificados 14 haplétipos para o gene Nay e 42
para o gene ace-1. A classica mutacdo kdr L1014F do Nay foi observada nas populagbes de
Boa Vista (2,2%), Manaus (1,6%), Caceres (1,9%) e na linhagem JPA (1%). O alelo mutante
ace-1R foi observado na populagdo de Foz do Iguacgu (3,5%). Nenhum dos alelos mutantes
cqmlrec € cgmlgec2 foram observados no gene cgml. Todas as amostras apresentaram
Wolbachia do supergrupo B, exceto alguns individuos (0.5%) de Caseara-TO que nao estavam
infectados pela bactéria. Alguns individuos de Recife (14,8%) e Campina Grande (45%) indicam
a possibilidade de superinfecéo pelos supergrupos A e B. A presenca de alelos classicamente
relacionados a resisténcia em populac¢des de Cx. quinquefasciatus de diferentes regides do pais
indica fortemente a necessidade de se implementar um programa de monitoramento de
resisténcia a inseticidas para esse vetor. A existéncia de W. pipientis do supergrupo A em Cx.
guinquefasciatus do Brasil surpreende e indica necessidade de maiores estudos neste sentido.

Palavras-chave: Nay, ace-1, cgml, controle de vetores, entomologia molecular, pernilongo
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ABSTRACT
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Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae), commonly known as the southern house
mosquito, is widely distributed throughout the Brazilian territory. This anthropophilic species and
naturally infected with Wolbachia is the main vector of pathogens responsible for the development
of diseases such as lymphatic filariasis and West Nile fever. Environmental management and use
of insecticides are the most employed strategies aiming at to decrease the density of natural
populations of this vector. However, the exaggerated use of such compounds has selected
resistant populations worldwide, decreasing the effectiveness of chemical control. Although there
is a well-structured governmental program in Brazil for surveillance and monitoring of insecticide
resistance in Ae. aegypti, studies involving Cx. quinquefasciatus in this sense are rare, even
though chemical control exerts similar selective pressure over these essentially urban species.
The aim of this study was to evaluate the presence of mutations in the main insecticide resistance
related genes and the diversity of Wolbachia pipientis in Cx. quinquefasciatus Brazilian
populations. In addition, the profile of susceptibility to insecticides in laboratory strains of Cx.
guinquefasciatus was determined using WHO-standardized bioassays. The DNA of the insects
was extracted from two laboratory strains and from thirteen Brazilian populations, covering the
five regions of the country, totaling 744 samples. The presence of mutations related to resistance
to pyrethroids, organophosphates and the biolarvicide Lysinibacillus sphaericus was investigated
by sequencing and through different PCR-based genotyping methods, in their respective target
genes: voltage-regulated sodium channel (Nay), acetylcholinesterase (ace-1) and Culex
quinquefasciatus maltase 1 (cgm-1). Additionally, the genetic supergroup of Wolbachia pipientis
was determined in those same samples, based on PCR amplification of the bacterial genes wsp
and ftsZ. Both laboratory strains were considered susceptible to the insecticides temephos and
malathion. The total of 14 haplotypes were identified in the Nay gene and 42 in the ace-1 gene.
The classic L1014F kdr mutation was observed in the populations of Boa Vista (2.2%), Manaus
(1.6%), Céaceres (1.9%) and in the JPA strain (1%). The ace-1R mutant allele was observed in the
population of Foz do Iguacu (3.5%). Neither of cqmlgec and cqmilgec2z mutant alleles were
observed in the cqml gene. All samples harbored supergroup B Wolbachia, except few
individuals (0.5%) from Caseara-TO, which were not infected. Some samples from Recife (14.8%)
and Campina Grande (45%) indicated the superinfection, containging both supergroups A and B.
The presence of alleles classically related to insecticide resistance in Cx. quinquefasciatus natural
populations from different regions strongly indicates the needs of implementing an insecticide
resistance monitoring program for this vector. The occurence of supergroup A W. pipientis in
Brazilian Cx. quinquefasciatus is surprising and indicates the necessity of further studies in this
regard.

Keywords: Nay, ace-1, cgqm1l, vector control, molecular entomology, Southern house mosquito
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1. Introducéao

Culex quinquefasciatus (Diptera:Culicidae) € um mosquito membro do
complexo de espécies Culex pipiens, ordem Diptera, familia Culicidae, filo
Arthropoda. Essa espécie foi primeiramente descrita por Thomas Say no ano de
1823 quando coletada em grande quantidade ao longo do Rio Mississipi, sudeste
dos Estados Unidos da América (Say 1823). Em 1828, a espécie foi redescrita
por Christian Wiedemann como Culex fatigans (Wiedemann 1828), o que fez que
ambos 0s nomes passassem a ser utilizados até boa parte do século XX, quando
Sirivanakarn & White (1978) designaram um nedétipo para Cx. quinquefasciatus
esclarecendo e estabilizando a nomenclatura da espécie. De acordo com a Lei
de Prioridade, artigo 23 do Codigo de Nomenclatura Zoologica, o nome
quinquefasciatus Say, 1823 passou a ser reconhecido por preceder o fatigans
Wiedemann, 1828. Desde entdo, Cx. quinquefasciatus foi gradualmente
prevalecendo na literatura cientifica.

Um complexo de espécies pode ser definido como um grupo de espécies
evolutivamente relacionadas e dificiimente distinguiveis morfologicamente
(Collins & Paskewitz 1996). De acordo com Knight (1978), o complexo Culex
pipiens é formado por Cx. pipiens Linnaeus 1758, Cx. quinquefasciatus Say
1823, Cx. pipiens pallens Coquillett 1898, Cx. globocoxitus Dobrotworsky 1953
e Cx. australicus Dobrotworsky & Drummond 1953, possuindo distribuigéo global
(Figura 1). Entretanto, a sua classificacdo como “complexo” de espécies e seus
componentes vém sendo questionados, sugerindo a mudanca de Complexo
pipiens para Assembléia pipiens, de “Pipiens Assemblage” em inglés (Harbach
2012).

0

= CX. p. pipiens Cx. p. pallens NN\ Cx. globocoxitus
mmmm Cx. p. pipiens & Cx. quinquefasciatus hybrids Cx. quinquefasciatus & Cx. p. pallens hybrids ///y Cx. australicus
Cx. quinquefasciatus

Figura 1 - Distribuicéo global do complexo Culex pipiens. Fonte: Copiado de Farajollahi et al
(2011)



1.1 Origem e distribuicdo da espécie

Estudos indicam que Cx. quinquefasciatus seja original da Asia e suas
vias de expansdo para o Novo Mundo estejam relacionadas com atividade
humana e que sejam semelhantes as propostas para o0 mosquito Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Tabachnick 1991; Fonseca 2006). Ha evidéncias de que Cx.
quinquefasciatus tenha sido introduzido no Novo Mundo e Australia atraves de
embarcacdes a vela utilizadas durante o comércio de escravos antes de 1800
(Belkin 1962).

Um recente estudo reuniu mais de 1.400 registros de ocorréncia de Cx.
quinquefasciatus e criou mapas indicando as regides com condi¢cdes climaticas
ideais para a ocorréncia atual da espécie (Figura 2), bem como sua provavel
expansdo (Figura 3) frente as perspectivas de alteracbes das condicdes
climaticas (Samy et al 2016). Em condi¢cdes atuais, a espécie jA apresenta
condi¢cBes adequadas de distribuicdo nos cinco continentes, essencialmente nas
zonas tropical e subtropical, podendo se expandir para regides temperadas. As
regides do leste da Asia, Africa Ocidental e Europa Ocidental foram classificadas
como ambientalmente adequadas, embora poucos pontos de ocorréncia tenham

sido registrados nessas areas (Figura 2).

Figura 2 - Distribuicdo potencial de Cx. quinquefasciatus baseada nas condicbes
climaticas. As faixas azul e branca representam as areas com condic¢des climaticas adequadas
e inadequadas a ocorréncia da espécie, respectivamente, baseando-se nas condi¢fes climaticas
até 2016. Fonte: Adaptado de Samy et al (2016)



Em condi¢cdes futuras, a espécie demonstraria um potencial de
distribuicdo similar ao observado para a atual (Figura 3), com alguma expansao

provavel nas proximas décadas em destaque para o sul da Australia.

Figura 3 — Possivel expanséo da distribuicdo de Cx. quinquefasciatus no mundo nas
préximas décadas. As cores vermelha e branca respresentam, respectivamente, regides
provaveis e improvaveis de distribuicdo da espécie, de acordo com estimativas de mudancas
climaticas. Fonte: Adaptado de Samy et al (2016).

No Brasil, Cx. quinquefasciatus ocorre em todo o pais. Sua distribuicéo e
abundancia sao fortemente influenciadas pela presengca humana, sendo
encontrado em maior nUmero nos meses quentes e chuvosos em aglomerados
humanos, nos centros urbanos e em regides rurais. Pode ser encontrado durante
todo o ano, ininterruptamente (Forattini et al 1993; Consoli & Lourenco de
Oliveira 1994).

A degradacao do ambiente urbano e a exposicéo a inseticidas aplicados
em campanhas de controle representam pressdes seletivas que atuam sobre a
estrutura genética das populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus. Tais
eventos representam gargalos genéticos que aumetam a homogeneidade
fenotipica da espécie (Morais 2011). Alguns estudos de estrutuacao
populacional de Cx. quinquefascistus do Brasil, baseados em analises de DNA
mitocondrial, DNA ribossomal e microssatélites, indicam que as popula¢cdes
brasileiras do vetor possuem baixa diversidade genética e morfolégica (Wilke et
al 2014; Morais et al 2012; Carvalho 2017).



Morais et al (2012) avaliaram a diversidade dos genes mitocondriais cox1
(citocromo C oxidase) e nd4 (subunidade 4 do NADH desidrogenase) e dos
genes ribossomais 5.8S e 28S em Cx. quinquefasciatus de diferentes regides do
pais. Para o gene cox1l apenas quatro haplotipos foram observados, com 3
substituicbes sinbnimas e uma nao sindbnima, o que permitiu a divisdo dos
mosquitos brasileiros em apenas 2 grupos, com um deles localizado no sul do
pais. O gene nd4 foi altamente conservado, ndo apresentando nenhum
polimorfismo, mesmo entre populacbes de diferentes regides geograficas. As
analises dos genes ribossomais também apontaram baixa diversidade genética
para a espécie. Caracteristica que também foi reforcada por trabalhos com até
12 loci de microssatélites em Cx. quinquefasciatus do Brasil (Wilke et al 2014;
Carvalho 2017).

1.2 Biologia
O ciclo de vida do Cx. quinquefasciatus pode ser dividido em quatro
principais fases: ovo, larva, pupa e adulto. A duracédo desse ciclo pode variar
entre 8 e 14 dias, dependendo de fatores como umidade, disponibilidade de
alimento e principalmente temperatura (Subra 1981). Em condi¢des naturais, 0s
machos vivem apenas uma ou duas semanas, mas as fémeas podem viver mais

de dois meses (Manimegalai & Sukanya 2014).

1.2.1 Ovos

Os ovos de Cx. quinquefasciatus sdo postos individualmente na superficie
da agua em forma de uma jangada Unica (Figura 4), que contém em média 155
ovos, que eclodem entre 24 e 72 horas ap0s a oviposi¢do (Bates 1949). As
jangadas inicialmente apresentam coloracdo clara e escurecem em poucas
horas. O niamero de ovos pode variar de acordo com a fonte e o volume de
sangue ingerido pela fémea (Subra 1981). FEmeas que se alimentam de sangue
de aves geralmente colocam mais ovos em comparagao as que se alimentam de
sangue humano (Krishnamurbt & Pal 1958). Diferente do Ae. aegypti, os ovos de
Cx. quinquefasciatus ndo sao resistentes a dessecacdo, tornando-se
completamente inviaveis se expostos em ambiente seco por mais de 5 horas
(Vargas et al 2014).



Figura 4 - Jangada de ovos de Cx. quinquefasciatus. Fonte: Fotografia de Sean McCann,
em Hill & Connelly (2009)

1.2.2 Larvas

As larvas apresentam cabeca curta e robusta, com tonalidade mais escura
em direcdo a base (Figura 5). Seu abdémen é dividido em 8 segmentos, com
padrao de cerdas exclusivo para cada segmento (Sirivanakarn & White 1978).
Elas se alimentam continua e intensamente, passando por 4 estadios de
desenvolvimento que sdo regulados pela nutricdo, temperatura e densidade
populacional no criadouro (Clements 1963). Ukubuiwe et al (2019) demonstram
que larvas de criadouros com grande densidade populacional (1 larva/1,25 mL)
demoram, em média, o dobro do tempo para completar o seu desenvolvimento,
quando comparadas com larvas de criadouros com baixa densidade
populacional (1 larva/ 10 mL). A temperatura 6tima para o desenvolvimento das
larvas € de aproximadamente 30°C (Rueda et al 1990) e o periodo entre o
primeiro e ultimo estadio varia entre 5 e 10 dias, sendo mais curto para 0s
machos (Subra 1981; Brasil 2011). Assim como larvas de outros mosquitos, as
de Cx. quinquefasciatus progridem até o quarto estadio, param de se alimentar

e passam para o estagio pupal (Gerberg et al 1994).
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Figura 5 - Larvas de Culex quinquefasciatus (quarto estadio). Fonte: ICPMR (2002)

1.2.3 Pupas

Possuem formato de virgula, apresentando cabeca e térax fundidos
(Figura 6). Nadam ativamente e ndo se alimentam. Suas reservas energéticas
adquiridas durante a fase de larva sdo consumidas durante o processo de
transformacdo em adulto (Brasil 2011). O estagio de pupa dura
aproximadamente 36 horas, porém esse periodo pode variar e € dependente de
fatores como a temperatura (Gerberg et al 1994). Em regifes onde as estacdes
do ano sdo mais distintas, as fémeas de Cx. quinquefasciatus emergem em

maior nimero do que os machos (Hayres 1975).

Figura 6 - Pupa de Culex quinquefasciatus. Fonte: copiado de Hill & Connelly (2009)



1.2.4 Adultos

O individuo adulto € marrom, com torax, proboscide, tarso e asas mais
escuros do que o restante do corpo (Sirivanakarn & White 1978). Antenas e
probdscide apresentam comprimento semelhante, podendo a antena ser um
pouco mais curta em alguns casos. As escamas do tOrax sdo estreitas,
alongadas e curvas, com coloracdo amarelo-douradas. Na regido basal de cada
tergito, o abdémen tem faixas palidas, estreitas e arredondadas (Consoli &
Lourenco de Oliveira 1994; Darsie & Ward 2005). Os machos séo ligeiramente
menores que as fémeas e se diferem pela presenca de antena plumosa e palpos
longos (Figura 7). A genitalia masculina se projeta para fora do ultimo segmento
do abdomén. Depois que emergem, os adultos ficam em repouso na superficie
da agua por algumas horas, para que haja o endurecimento da cuticula,
tornando-0s aptos para os primeiros voos, que geralmente séo de distancias de,
no maximo, 100 metros (Brasil 2011). Entre 24 e 36 horas depois da
emergéncia, as fémeas geralmente ja se encontram fertilizadas pelos machos e
realizam sua primeira alimentacao sanguinea.

Macho e fémea se alimentam de carboidratos provenientes de tecido
vegetal em decomposicdo, néctar de flores e frutos, porém as fémeas
necessitam de sangue para maturacdo e desenvolvimento dos ovos. Apds a
digestdo do sangue, que leva aproximadamente 70 horas (Lehane 2005), a
fémea procura um local adequado para colocar seus ovos e, dessa forma, o ciclo
recomeca. Uma Unica fémea coloca até 5 jangadas de ovos durante sua vida.
O tempo entre a oviposicdo e um novo repasto sanguineo é de até 12 horas
(Subra 1981, Gerberg et al 1994).

' © 2002 Dept. Medical Entomology, ICPMR

Figura 7 - Adultos macho (esquerda) e fémea (direita) de Cx. quinquefasciatus.
Fonte:ICPMR (2002).



1.3 Habitos, habitat e preferéncias alimentares

Culex quinquefasciatus é altamente antropofilico e de habitos noturnos,
picando as pessoas dentro e fora das residéncias (Subra 1981). Estudos
sugerem que o pico de maior atividade da espécie ocorre durante a madrugada,
entre 1 e 2 horas da manha e que o niumero maximo de tentativas de picadas
fora e dentro das casas ocorre nesse mesmo periodo ou um pouco mais cedo
(Subra 1972; Brunhes 1975). De forma geral, as fémeas da espécie realizam
picadas em qualquer parte do corpo humano, mas aparentemente tém
preferéncia por membros inferiores (Self et al 1969; Oduola & Awe 2006),
principalmente pés e tornozelos (Figura 8). Essa espécie é considerada
oportunista, sendo capaz de realizar repasto sanguineo de forma eficiente em
diferentes fontes. Além de humanos, ha registros de fémeas se alimentando de
varios animais, como por exemplo: aves, anfibios, répteis, cavalos, porcos, gado,
coelhos, ovelha e caes (Bhattacharya et al 1982, Lee et al 1989; Holder et al
1999).

300

250

200
150
E .

PES TORNOZELOS PANTURILHA COXA

Numero de mosquitos
(9]
o

Membros inferiores humanos

Figura 8- Densidade de fémeas de Culex quinquesfaciatus atraidas por diferentes partes
do corpo humano. Fonte: Adaptada de Oduola & Awe (2006)

Durante o dia, fora do periodo de atividade ou depois de realizarem o
repasto sanguineo, fémeas de Cx. quinquefasciatus repousam em diferentes
abrigos. Tém preferéncia por locais umidos, pouco ventilados e escuros. No
peridomicilio, podem ser encontradas repousando debaixo de tanques de lavar
roupas, entulhos e folhagens. Ja dentro das casas, se abrigam em qualquer

comodo ou movel, dando preferéncia para os locais escuros, dormitérios e para
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0 banheiro da residéncia, devido a uma maior umidade do local (Consoli &
Lourenco de Oliveira 1994). Em regides mais afastadas das casas, como nas
proximidades de coérregos e rios poluidos, esses mosquitos se abrigam nas
vegetacdes marginais e aquéticas. A vegetacao rasteira desses locais cria um
ambiente umido, ideal para o abrigo dos mosquitos. Nessas regides é possivel
encontrar um grande numero de machos e também de fémeas em estagios

fisioldgicos distintos (Brasil 2011).

1.4 Criadouros

Qualquer local contendo agua parada ou com pouca movimentacdo € um
potencial criadouro para Cx. quinquefasciatus. Entretanto, ha preferéncia por
criadouros artificiais com agua rica em matéria organica em decomposicéao, de
aspecto sujo e com mal cheiro (Forattini 1962). Os criadouros podem ser
caracterizados de acordo com o seu volume, acesso, natureza, extenséo e
duracdo. Um quadro disponibilizado em Brasil (2011) reune e classifica
exemplos de criadouros para a espécie (Figura 9).

1 — Criadouros artificiais

Em recipientes No solo

Permanentes ou
semiparmanantes

Permanentes ou

- Temporarios
semipermanentes

Temporarios

Exemplos: Exemplos:

Tanques Latas, vidros Represas e acudes = Acimulo de
Caixas d'agua Potes Pogos (cacimbas} pedras
Bebedouros Vasos e floreiras Pisdnas Caixas de retencao
Lages sem dreno Pneus, barris abandonadas de chuva
Canoas Calhas entupidas Tanques de
abandonadas pisdaultura

Caixa de inspedio

de gordura

Tanques de
oontencio de
aguas pluviais
Fossa negra
Bueairos

Riachos, valas e
valdes assoreados
Covas em
cemitérios

Pogo de elevador

2 - Criadouros naturais

Em recipientes No solo
Permanentes ou Parmanentes ou

semipermaneantes

Temporarios

semipefmanantes

Temporarios

Exemplos: Exempl os:
Bambus Pedras concavas Lagoas & Enchentes
quabrados pantanos Pocas de chuvas
Buracos de Alagadicos Varzeas
arvores Remansos inundaveis

Figura 9 - Classificacao de criadouros de Cx. quinquefasciatus. Fonte: Brasil (2011)



Tais criadouros néo sao exclusivos de Cx. quinquefasciatus e podem ser
utilizados para oviposi¢cdo de outros mosquitos, como o Aedes aegypti (Subra
1981). Larvas de ambas as espécies podem ser encontradas em uma grande
variedade de criadouros, como recipientes artificiais, fossas sépticas, piscinas
abandonadas e valbes (Obando et al 2007, Burke et al 2010). Em criadouros
onde a quantidade de alimento é escassa, larvas de Ae. aegypti levam vantagem
sobre as de Cx. quinquefasciatus devido ao habito de alimentacéo ativa e seu
rapido desenvolvimento. Apesar disso, ndo ha indicios de competicao
assimétrica entre Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti, 0 que permite a
coexisténcia nos criadouros (Santana-Martinez et al 2017).

Em culicideos, a selecao de criadouros € feita por atrativos ou repelentes
encontrados nesses locais, como compostos volateis resultantes da fermentacao
de matéria organica e feroménios de oviposi¢ao (Bentley & Day 1989). Para Cx.
quinquefasciatus, o composto 3-metilindol (escatol), produzido pela degradacéo
de matéria organica, € um dos principais atrativos de oviposicdo presente nos
criadouros (Millar et al 1992). Além disso, ovos com um dia de idade liberam da
sua porcdo apical o composto (5R,6S)-6-acetoxy-5-hexadecanolida
(acetoxihexadecanolida), um feromonio que funciona como um sinalizador
natural para outras fémeas gravidas (Bruno & Laurence 1979). A presenca desse
feromonio funciona como um atrativo, indicando para a fémea que o criadouro é
adequado para o desenvolvimento das larvas. Porém, quando este composto se
encontra em alta concentracdo, passa a exercer efeito contrario, atuando como
repelente (Mboera et al 1999; Clements 1999).

1.5 Fator de incémodo e importancia em saude publica

Os mosquitos talvez tenham maior influéncia sobre a saude do ser
humano do que qualquer outro inseto e isso se justifica ndo sO na sua
importancia na transmissdo de patdgenos, mas também no desconforto e
incbmodo que causam na populacdo humana (Pratt et al 1963). Cx.
quinquefasciatus é capaz de promover consideravel aborrecimento para
pessoas constantemente expostas as picadas. Esse fator de incbmodo é um
indice subjetivo que depende de variaveis como idade, predisposicdo genética

pessoal e também da densidade de mosquitos (Kirk et al 2000).
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Em Bamaco (capital do Mali, Africa), foram registrados indices de
centenas de picadas de Cx. quinquefasciatus por pessoas no interior das casas
durante uma Unica noite (Subra 1965). O efeito das picadas é algo complexo de
se mensurar, mas ndo ha duavidas de que podem provocar alergias, perda de
sono e ulceracdes na pele, que por sua vez, reduzem a qualidade de vida do
individuo (Brasil 2011). As populacbes mais expostas as picadas de Cx.
quinquefasciatus sdo aquelas que vivem em regiées com habitacfes precarias
e sem saneamento basico adequado. Esses locais sdo propicios para a
proliferacéo e disseminagcédo dos mosquitos (Bonfim 2009).

No Brasil, onde o Cx. quinquefasciatus € conhecido como pernilongo ou
muricoca, sua alta infestacdo em determinadas regifes faz com que seja
considerado uma praga (Forattini 2002). Em S&o Paulo, por exemplo, ha vérios
anos, moradores que vivem proximos as margens do Rio Pinheiro sofrem com o
incdmodo causado pelas altas densidades e picadas deste inseto (Bracco et al
1997, Morais et al 2006), mas recentemente a situacdo parece ter saido de
controle. Em 2017, a infestacdo do mosquito foi tdo alta que a populagéo do local
chegou a exigir da prefeitura uma pulverizagcédo de inseticida emergencial por
meio de um abaixo assinado com mais de 8 mil assinaturas (Brasil 2017). No
ano de 2018, os moradores chegaram a realizar uma forca-tarefa para tentar
conter a proliferacdo do Culex, que pela primeira vez permaneceu alta, mesmo
durante o inverno (Brasil, 2018). A infestacdo por Cx. quinquefasciatus nao é
exclusiva de Sao Paulo. Centros urbanos em outros estados também sofrem
com o mesmo problema, como é o caso da Bahia (Santos & Calado 2014), Minas
Gerais (Borges 2014) e de Pernambuco (Correia et al 2012).

Além de representar um fator de incbmodo, Cx. quinquefasciatus também
€ vetor de patdgenos responsaveis pelo desenvolvimento de algumas doencas
de importancia significativa em satde publica. E considerado o principal vetor de
Wuchereria bancrofti (Cobbold 1877), nematoide agente etiolégico da filariose
linfatica e que tem 0 homem como seu Unico hospedeiro definitivo (Bran 1967).
Culex também é capaz de transmitir o nematoide Dirofilaria immitis (Leidy 1856),
responsavel pelo desenvolvimento da filariose canina que € capaz de afetar
outros mamiferos, inclusive o homem (Labarthe et al 1998). Este mosquito
também & competente para transmitir alguns arbovirus como os virus do Nilo
Ocidental (Lanciotti et al 1999), encefalite de Saint Louis (Tsai & Mitchell 1989),
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Encefalite Japonesa (Reuben et al 1994), chikungunya (Rudnick & Hammon
1961; White 1971) e Rift Valley (Meegan 1979). Em Bhattacharya & Basu (2016)
estd disponivel uma lista de patdgenos encontrados e isolados de Cx.
quinquefasciatus em condi¢6es naturais e de laboratorio.

No Brasil, os patdgenos transmitidos por Cx. quinquefasciatus e de maior
importancia médica sdo Wuchereria bancrofti (Azevedo & Dobbin 1952), virus da
febre do Nilo Ocidental (Ometto et al 2013), virus mayaro (Serra et al 2016) e,
possivelmente, o virus Zika (Fernandes et al 2017; Ayres et al 2019).

1.6 Controle vetorial

Como outras espécies de mosquitos, Culex apresenta curto ciclo de vida,
elevada fecundidade e alto nivel reprodutivo. Tais caracteristicas por si s6 ja
dificultam o controle da espécie, pois favorecem rapida recuperacdo da
densidade populacional caso as acfGes de controle sejam interrompidas.
Adicionalmente, as fémeas de Cx. quinquefasciatus tem preferéncia por
criadouros ricos em matéria organica, como esgotos, valdes e cursos d’agua
poluidos. A agua presente nesses locais é pobre em oxigénio dissolvido, o que
reduz a presenca e o desenvolvimento de predadores naturais (Weinstein et al
1997). Este fato associado a grande disponibilidade de alimento colabora para a
manutencdo dos altos niveis de densidade populacional desse mosquito.
Portanto, para que sejam eficazes, as acfes de controle da espécie devem ser
realizadas de forma constante, priorizando medidas que funcionem a longo
prazo (Brasil 2011).

De acordo com a OMS, as melhores formas de controle vetorial envolvem
o ordenamento ambiental, prevenindo sua proliferacdo e o contato vetor-
hospedeiro. As medidas para prevenir a proliferagcdo de mosquitos devem ser
compostas por intervencdes permanentes ou temporarias visando a eliminacéo
ou vedacdo dos criadouros em potencial. Quando bem empregadas, tais
intervengdes reduzem ou dispensam a necessidade de aplicacdo de inseticidas.
A prevencéo e reducédo do contato vetor-hospedeiro tém como objetivo reduzir a
exposicdo humana as picadas do mosquito, tendo impacto direto na reducéo do

risco de infecgcdo por patdogenos e na melhoria da qualidade de vida e saude da
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populacdo. Caso a execucédo dessas acdes ndo seja possivel, € indicado que se

realize o controle biolodgico ou quimico (WHO 1980).

1.6.1 Controle biolégico

O controle biologico € feito por meio da utilizacdo de predadores,
competidores e patégenos de mosquitos com o intuito de reduzir a densidade
populacional do inseto. Até o final da década de 1970, o controle biolégico
utilizava prioritariamente peixes que se alimentam de larvas, o que fez desse
método o mais antigo e bem conhecido dentro do controle biolégico de mosquitos
(Chandra et al 2008). O primeiro obstaculo encontrado para o uso de predadores
como método de controle de Cx quinquefasciatus € encontrar espécies que se
adaptem e sobrevivam aos criadouros preferenciais da espécie, ou seja,
ambientes com agua altamente poluida e pobre em oxigénio (Subra 1981). Na
literatura, os dois peixes descritos como mais utilizados para o controle de Culex
e que conseguem sobreviver nessas condicbes sdo as espécies Gambusia
affinis (Baird & Girard, 1853) e Poecilia reticullata Peters, 1859 (Figuras 10 e 11),
nativas da América Central e mais conhecidas como peixe-mosquito e
barrigudinho, respectivamente (Bangy et al 1973; Sasa et al 1965). Macropodus
opercularis (Linnaeus, 1758) ou peixe-do-paraiso (Figura 12), € natural da Asia
e também foi introduzido no Brasil. Essa espécie foi registrada na Represa
Billings, um dos maiores reservatérios de agua da regido metropolitana de Séo
Paulo, predando larvas de Cx. quinquefasciatus com eficiéncia, gracas a sua
habilidade de viver em ambientes eutrofizados, com pouco ou nenhum oxigénio
dissolvido (Costa et al 1985,1987).
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Figura 10 — Peixe-mosquito Gambusia affinis. Fémea (acima) e macho (abaixo). Fonte: Nico
et al (2019).

Figura 11- Peixe barrigudinho Poecilla reticullata. Macho (acima) e fémea (abaixo). Fonte:
Deacon et al (2015).

Figura 12 - Peixe-do-paraiso Macropodus opercularis, variante azul. Fonte: Hristov (2016).

Insetos também podem ser utilizados como predadores de larvas de Cx.
quinquefasciartus, como por exemplo larvas de mosquitos dos géneros Lutzia
(Gratz 1973) e Toxorhynchites (Steffan et al 1980), libélulas (Mandal et al 2008),

percevejos (Saha et al 2007) e besouros (Chandra et al 2008). Embora haja
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varios exemplos bem-sucedidos utilizando-se de insetos como predadores de
mosquitos (Shaalan & Canyon 2009), existem algumas dificuldades na sua
aplicacao e talvez a maior delas esteja associada com a criacdo, colonizacéo e

manuseios desses insetos (Garcia 1982).

1.6.1.2 Inseticidas bacterianos
Em 1976, a partir da descoberta de bactérias patogénicas as larvas de
mosquitos, iniciou-se uma nova era no controle de vetores. Durante a fase
esporulacdo, Bacillus thuringiensis var. israelensis — Bti e Lysinibacillus
sphaericus — Lbs produzem cristais proteicos que se tornam altamente téxicos
guando ingeridos pelas larvas de mosquitos (Becker 2000). Essas toxinas foram
submetidas a uma série de testes, que demonstraram especificidade para larvas

de dipteros (Becker & Margalit 1993).

A acdo inseticida do Bti é resultante do efeito de 4 diferentes tipos de
protoxinas que agem de forma sinérgica e com alta toxicidade para larvas de
Simuliidae, Chironomidae, Tipulidae e Culicidae. Ja o Lbs produz uma toxina
binaria que também age em sinergismo, possui maior efeito residual em
comparacao ao Bti, independente da formulacéo, principalmente em aguas ricas
em matéria organica. E utilizado principalmente para a maioria das espécies dos

géneros Culex e Anopheles (Regis et al 2001; Brasil 2011).

No Brasil, apds uma série de testes-pilotos realizados em areas urbanas
de Recife, o Lbs foi adotado como larvicida pelo Programa de Eliminagéo da
Filariose, no controle de Cx. quinquefasciatus (Regis et al 1995, 2000).
Posteriormente o Lbs também passou a ser usado regularmente nas margens

do Rio Pinheiros, no municipio de S&o Paulo-SP (Andrade & Santos 2004).

Tanto o Bti quanto o Lbs ndo séo téxicos para o homem e outros animais.
Isso representa um fator de seguranca ambiental, visto que geralmente serao
aplicados em ambiente urbano. Essas protoxinas também apresentam relativa
facilidade de producdo em massa, facil aplicacdo e sdo comercializadas em
diferentes formula¢des. Todas essas caracteristicas colaboraram para a sua
rapida integracgéo e utilizagéo e véarios programas de controle vetorial (Vilarinhos
et al 1998).

15



1.6.1.3 Espinosinas

Sao metabolicos de fermentag&o produzidos por uma bactéria de solo, a
Saccharopolyspora spinosa. Esse microorganismo foi descoberto e identificado
em 1985, em uma amostra de solo coletada em 1982 nas llhas Virgens
Britanicas, ao leste de Porto Rico (Mertz & Yao 1990). As espinosinas compdem
uma nova classe de inseticidas, representada pelo espinosade (uma mistura de
espinosinas A e D, dai o nome SpinosAD) e mais recentemente, 0 espinetoram
(Marques 2018).

O espinosade foi registrado em 1997, sob a Iniciativa de Pesticidas de
Risco Reduzido da Agéncia de Protecdo Ambiental do Estados Unidos - USEPA
(United States Environmental Protection Agency em inglés). Possui baixa
toxicidade humana, curta persisténcia ambiental e alta seletividade,
caracteristicas que Ihe renderam o Prémio Presidencial do Desafio de Quimica
Verde em 1999. Ja o espinetoram (mistura das espinosinas J e L) é um inseticida
semi-sintético de uso agricola (Crouse et al 2007). Possui atividade e controle
residual superiores ao espinosade, mantendo a baixa toxicidade em mamiferos
e a curta persisténcia ambiental. Foi registrado nos Estados Unidos em 2007
pela mesma agéncia, recebendo o Prémio Presidencial do Desafio de Quimica
Verde em 2008 (Dripps et al 2008).

As espinosinas atuam no sistema nervoso central dos insetos, agindo
como moduladores alostéricos dos receptores nicotinicos de acetilcolina e
receptores GABA (acido gama-aminobutirico). Alteram a conformacdo desses
receptores, tornando-os mais ativos. Essa hiperatividade prolongada provoca a
transmissdo continua e descontrolada dos impulsos nervosos, que por sua vez,
geram fadiga muscular e morte (Salgado et al 1998, Watson 2001; Orr et al
2006).

Apesar de ter sido incialmente empregado como inseticida agricola, o
potencial da utilizacdo do espinosade no controle de vetores ja foi evidenciando
antes mesmo do isolamento dos seus principios ativos, quando Kirst et al
observaram agéao inseticida de extratos do caldo de fermentacao de S. spinosa
em larvas de Ae. aegypti (Kirst et al 1992). No Brasil, a utilizacdo de espinosade

em saude publica é permitida e recomenda desde 2008 (Brasil 2008), entretanto
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ndo é frequentemente utilizado, apesar de demonstrar efeito inseticida
satisfatorio contra Ae. aegypti (Dias et al 2017; Fonseca et al 2019) e Cx.

quinquefasciatus (Carraro 2013).

1.6.2 Controle quimico
De acordo com o Mistério da Saude, o uso de compostos quimicos deve
ser a Ultima alternativa a ser considerada para o controle de vetores e sua
aplicacdo deve ser restrita a situacdes de emergéncia ou quando néo se
disponha de outras estratégias de controle. A necessidade de sua aplicagdo
pode representar uma falha no controle de vetores, indicando que os
procedimentos menos agressivos nao foram adotados ou nao tiveram efeito,

tornando necessario o uso de inseticidas (Brasil, 2001).

Os inseticidas registrados no Ministério da Saude séo classificados em
duas categorias: os de uso livre (produtos formulados e diluidos que podem ser
comercializados livremente) e os de uso profissional (produtos concentrados e
de acesso restrito as empresas de desinsetizacdo e 0rgaos publicos). Esses
compostos podem ter acao neurotoxica ou de interferéncia no desenvolvimento
do inseto (Brasil, 2001).

Compostos de acdo neurotdéxica atuam por contato (adulticidas e
larvicidas) ou por ingestdo (larvicidas), interferindo na transmissdo de impulso
nervoso nos neurbnios (piretroides e organoclorados) ou nas sinapses

(organofosforados e carbamatos).

1.6.2.1 Piretroides

Sao inseticidas a base de piretro, um composto natural extraido de flores
de crisantemos (Figura 13). Inicialmente, o piretro tinha pouca aplicacdo no
controle de pragas na agricultura, sendo mais utilizado para fins domésticos e
para protecdo de estoques de comida. Esse uso restrito era justificado por
fatores econdmico e fato de o composto ser altamente fotossensivel (Glynne-
Jones 1973). Apesar dessas desvantagens, os piretroides naturais combinam a
alta atividade inseticida com baixa toxicidade para mamiferos, sendo
rapidamente metabolizados, além de serem biodegradaveis, com baixa ou nula

retencdo de residuos no ambiente (Wouters & van Den Bercken 1978).
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Essas propriedades favoraveis despertaram o interesse pela busca de
inseticidas sintéticos baseados nos piretroides naturais. Os primeiros piretroides
sintéticos surgiram no final da década de 1940 e eram pouco estaveis e menos
eficientes que os compostos naturais (O’Brien 1967). Durante a década de 1960,
piretroides mais estaveis e com alta atividade inseticida comecaram a ser
desenvolvidos (Elliott 1976, 1977). Atualmente os piretroides comecializados sao
produzidos em laboratorio, apresentam fotoestabilidade e séo efetivos, mesmo

guando aplicados em pequenas concentracdes (Ware & Whitacre 2004).

Os piretroides possuem acao rapida, afetando o sistema nervoso central
e periférico do inseto, mais precisamente nos canais de sédio regulados por
voltagem (Nav) presentes nos axonios, mantendo-os abertos e impedindo assim
a interrupcao do impulso nervoso. Esse fen6meno gera hiperexcitacdo seguida

de paralisia e morte (Camougis 1973).

Ha dois tipos de piretroides: os do tipo |, com coeficiente de temperatura
negativo (Qquanto menor a temperatura, maior sua toxicidade). Sdo exemplos de
pireitroides tipo I: aletrina, bioaletrina, resmetrina, bifentrina, tetrametrina e a
permetrina. Esses piretroides agem principalmente no sistema nervoso periférico
(Yamamoto et al 1983). Ja os piretroides tipo Il sédo considerados mais potentes
que os do tipo | por manterem os Nav abertos por mais tempo. Agem
principalmente no sistema nervoso central e possuem coeficiente de temperatura
positivo (quanto maior a temperatura, maior seu efeito téxico) (Vijverberg & van
den Bercken 1990). Quando administrados em altas concentragdes, 0S
piretroides tipo Il também sao capazes antagonizar os efeitos do receptor GABA,
impedindo a entrada de cloro nos neurdnios, levando o inseto a morte por
esgotamento (Bloomquist et al 1986, Soderlund & Bloomquist 1989).
Fenpropatina, A-cialotrina, cipermetrina, deltametrina e fenvalerato sao

exemplos de piretroides tipo Il (CGWH 2003).
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Figura 13 - Chrysanthemum cinerariaefolium: fonte natural de piretro. Fonte: Borden et al
(2018).

1.6.2.2 Organoclorados

Sao inseticidas que contém carbono, hidrogénio e cloro. Podem ser
divididos em difenil afilaticos, hexaclociclohexanos (HCH), ciclodienos, e
policloroterpenos. Os policloroterpenos sdo 0s Unicos organoclorados sem
registro de utilizac&o no Brasil (Ware & Whitacre 2004, CETESB, 2018). O grupo
dos difenil afildticos € o mais antigo dos organoclorados e abriga um dos
inseticidas mais conhecidos, o DDT - diclorodifeniltricloroetano (Ware &
Whitacre 2004). O DDT foi o primeiro inseticida a ser usado em grande escala,
principalmente durante a Segunda Guerra Mundial, para controle da malaria e
tifo (Brasil 2001). Na Itélia, durante os anos de 1943 e 1944, o DDT chegou a ser
pulverizado na pele da populacdo (Figura 14) para controlar a epidemia de tifo
(Wheeler 1946), cuja bactéria é transmitida por piolhos, pulgas e &caros. Ja no
Brasil, os primeiros registros de utilizacdo de organoclorados datam de 1946, no
controle de pragas agricolas. A producéo brasileira de DDT foi iniciada em 1950,
sendo muito utilizado na agricultura e nos programas de controle da malaria e
leishmaniose. Seu uso em salde publica ficou sobre responsabilidade da
Fundacédo Nacional de Saude (FUNASA), que realizou em 1991 a dltima compra
do produto para o controle de Anopheles darlingi Root 1926 na Amazénia (Filho
1997).
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Figura 14 - Soldado do Exército Americano realizando aplicacdo de DDT contra a epidemia
de tifo na Italia. Fonte: Carson (1962).

De forma similiar aos piretroides, o organoclorado DDT age no Nav,
mantendo-os abertos por mais tempo. Com isso, ocorre transmissao continua do
impulso nervoso e o inseto acaba morrendo devido a hiperexcitacdo (Guedes
1999). Ja os organoclorados ciclodienos e HCH inibem a acdo do receptor
GABA, que em condi¢cdes normais, aumentam a permeabilidade do ion cloro nos
neurénios. Essa inibicdo antagoniza o efeito calmante do receptor GABA,
promovendo frequente estimulo nervoso seguido de paralisia e morte (Narahashi
et al 1992).

Os organoclorados possuem alta persisténcia no ambiente, baixa
solubilidade em agua e alta solubilidade em lipidios. A combinacdo dessas
caracteristicas faz com que esses inseticidas se acumulem ao longo da cadeia
alimentar (Wong & Lee 1997). Os organoclorados podem ser absorvidos pelo
organismo por vias cutaneas, digestivas ou respiratorias (Mariconi 1985). A
absorcdo por via cutadnea é maior para os hexaclorocicloexanos, incluindo o
Lindano, e ciclodienos, como aldrin, dieldrin, endrin e endossulfan. J&4 para o
DDT, em vertebrados e humanos, a maior absorcédo ocorre por inalacdo das
particulas de p6 do inseticida ou por ingestdo de alimentos contaminados,

especialmente os gordurosos (Fernicula 1985, Brasil 1996).
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A intoxicacdo por organoclorados pode causar sérios danos a saude
humana, como por exemplo: gerar lesdes hepaticas e renais, afetar o sistema
nervoso e imunolégico, além de provocar danos cerebrais e lesdes na medula
O0ssea. Em Flores et al (2004), é possivel encontrar um levantamento dos
principais casos de intoxicacdo causados por organoclorados em varias partes
do mundo, incluindo o Brasil. Por esses motivos, o0 uso e comercializacdo de
organoclorados, em especial o DDT, para fins agricolas passou a ser proibido
em varios paises. Em 1970, a Suécia se tornou o primeiro pais a banir o DDT e
outros organoclorados (D’Amato et al 2002). No Brasil, a proibicdo da
comercializacdo, uso e distribuicAo desses compostos para fins agricolas
ocorreram em 1985 (Brasil 1985) e seu uso em saude publica so foi proibido em
1998 (Brasil 1998).

1.6.2.3 Organofosforados

Sao inseticidas derivados de acido fosférico e considerados os compostos
mais toxicos para vertebrados. Foram sintetizados pela primeira vez em 1820
(Lassaigne 1820) e introduzidos como arsenal quimico durante a Segunda
Guerra Mundial. Posteriormente foram convertidos em compostos menos
potentes, sendo utilizados no controle de pragas na agricultura, pecuaria e em
saude publica. Os organofosforados ganharam popularidade em todo o mundo
por se decomporem rapidamente no ambiente, apresentando menor impacto e

persisténcia quando comparados aos organoclorados (Sullivan & Blose 1992).

Entre os organofosforados existem compostos altamente toxicos como o
pesticida agricola parathion (EPA 1999) e outros com baixa toxicidade como o
temefds, larvicida amplamente utilizado no controle de vetores do Brasil e com
aplicacéo permitida em agua potavel (Chavasse & Yap 1997). Além do temefos,
outros organofosforados séo utilizados no controle de vetores no Brasil, como
por exemplo os adulticidas fenitrotion e malathion (Brasil 2018, Camargo Said &
Croda 2019). O clorpirifés também ja foi utilizado no controle de vetores no Brasil,
porém devido ao seu perigo a saude humana, sua aplicagdo como inseticida
domissanitario foi proibida no ano de 2004. Entretanto, sua utilizag&o para fins

agricolas continua liberada (Brasil 2004).

Os inseticidas organofosforados agem inibindo de forma irreversivel a
enzima acetilcolinesterase. Essa inibicdo provoca o0 acumulo do
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neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, causando superestimulagdo e
subsequente interrup¢éo da transmissao nervosa no sistema nervoso central e

periférico, acarretando a morte do inseto (Tafuri & Roberts 1987).
1.6.2.4 Carbamatos

Sao ésteres de acido carbamico, que assim como os organofosforados,
inibbem a enzima acetilcolinesterase. Os primeiros inseticidas carbamatos
sintetizados foram os dimetil cabamatos, porém sem atividade inseticida
adequeada (Wiesmann et al 1951). O primeiro carbamato com acgao inseticida
satisfatéria foi o carbaryl (Servin®), introduzido em 1956 e que possui 0 maior
histérico de utilizacdo dentre os inseticidas do grupo (David et al 1960; Ware &
Whitacre 2004).

7z

O modo de acdo dos inseticidas carbamatos € similar aos
organofosforados, porém tém como principal diferenca a caracteristica de inibir
reversivelmente a enzima acetilcolinesterase. Quando essa enzima € inibida por
um carbamato diz-se que ela foi “carbamilada”. Depois de algum tempo, a
enzima carbamilada passa por um processo de regeneracdo espontanea,
voltando a sua atividade normal. O tempo de meia vida para uma enzima

carbamilada se recuperar é aproximadamente 30 minutos (Fukuto 1990).

Os unicos carbamatos recomendados e utilizados para o controle de
vetores no Brasil sdo propoxur e bendiocarb (Brasil 2019). Esses inseticidas
foram bastante utilizados na década de 1980, principalmente para o controle de
Ae. aegypti (Gebara & Almeida 1988; Macoris et al 1999, 2014). Também ha
registros de sua utilizagdo no controle do mosquito Cx. quinquefasciatus (Bracco
et al 1997), do percevejo-de-cama Cimex lectularius Linnaeus, 1758 (Silva et al
2016) e dos triatomineos Triatoma infestans Klug, 1834 (Pinchin et al 1984) e
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) (Sherlock & Piesman 1984).

1.6.2.5 Insect Growth Regulator - IGR

Os reguladores de crescimento de insetos sao inseticidas que ndo matam
diretamente o inseto, mas interferem de alguma forma no seu crescimento e
desenvolvimento. Atuam principalmente no desenvolvimento embrionario, larval

ou ninfal, interferindo na metamorfose e na reprodugcdo. A grande maioria dos
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IGRs exigem mais tempo para reduzir a densidade de insetos do que 0s
inseticidas quimicos tradicionais. Essa caracteristica limita sua aplicacao,
fazendo com que esses inseticidas sejam preferencialmente utilizados em

combinagdo com outros compostos de efeito imediato (Graf 1993).

Os principais IGRs utilizados em saude publica podem ser divididos em
duas categorias, de acordo com o seu modo de acao: | — Inibidores de Sintese
de Quitina e Il — Analogos de Horménio Juvenil.

| - Inibidores de Sintese de Quitina - 1ISQ

A quitina é um polissacarideo que serve de suporte para estruturas
extracelulares. E produzida em abundancia por invertebrados, principalmente
artrépodes, como insetos e crustaceos e em menor extensdo em moluscos,
anelideos e nematodes. Também € o principal componente da parede celular
dos fungos, com excec¢éo dos Oomicetos (Muzzarelli et al 1986, Cohen 2001).

Os 1SQs interferem na biossintese da quitina em insetos e sdo seguros
para a maioria dos organismos ndo-alvo. Sua acado é exercida sobre a quitina
sintetase, enzima encontrada em abundancia na membrana celular e de
fundamental importancia no processo de formacdo daquele polissacarideo
(Cohen 1987). O primeiro ISQ recomendado e utilizado no Brasil para o controle
de mosquitos foi o diflubenzuron em 2008 (Garcia Neto 2011) e porteriormente
0 novaluron também passou a ser utilizado nas campanhas de combate ao Ae.
aegypti (Brasil 2009). Ambos os inseticidas interferem na deposi¢cdo de quitina,
principal componente da cuticula dos insetos. Apos a ingestédo desses produtos,
as larvas apresentam dificuldade para realizar a ecdise. Com a cuticula mal-
formada, a musculatura do novo instar fica sem suporte, resultando na

incapacidade de liberar a exlvia e consequente morte da larva (Figura 15).

Alguns estudos vém demonstrando a efetividade dos ISQs no controle de
Cx. quinquefasciatus (Su et al 2003, 2014; Tawatsin et al 2007; Jambulingam et
al 2009; Sadanandane et al 2012), inclusive em avaliagdes feitas em campo
(Carraro 2013) e laboratorio (Belinato et al 2013) no Brasil. Entretanto, ndo ha
registro da utilizacdo de ISQs em campanhas de controle desse mosquito no

pais.
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Figura 15- Efeito do tratamento com novaluron em Culex. Larva com ecdise incompleta no
5° dia apds tratamento com o 1SQ (Esquerda). Comparacao entre pupa controle, ndo tratada
(centro) e tratada com novaluron (direita). Observe a auséncia de melanizacdo. As setas indicam
a cuticula antiga ligada a epiderme (esquerda) e auséncia de nova cuticula (direita). Fonte: Figura
adaptada de NourElhouda et al (2013).

II- Anadlogos de Horménio Juvenil — AHJ

Hormonios juvenis sdo produzidos na maioria dos insetos pela corpora
allata, um aglomerado de células localizado atrds do cérebro. Esses hormonios
tém a principal funcdo de evitar a metamorfose até que a larva cresca
completamente. A ocorréncia desses hormonios em insetos foi primeiramente

postulada por Wigglesworth (1934) na década de 1930.

Os AHJ, de forma geral, atuam no desenvolvimento do inseto inibindo a
emergéncia do adulto (Figura 16). O Unico inseticida dessa categoria que é
atualmente indicado pelo Ministério da Saude brasileiro para o controle de
vetores é o pyriproxifen (Brasil 2019). A partir do segundo semestre de 2014, o
MS passou a utilizar o pyriproxifen para substituir o novaluron no controle de
formas imaturas do Ae. aegypti (Brasil 2014). O pyriproxifen afeta a
morfogénese, reproducdo e embriogénese dos insetos, tendo efeito mais
pronunciado durante o estagio de transformacéo larva-pupa, de forma que o
maior percentual de mortalidade seja observado na fase pupal (Invest & Lucas
2008).
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Figura 16 - Efeitos do IGR analogo do horménio juvenil (AHJ) metopreno no
desenvolvimento do mosquito Culex quinquefaciatus. Em (A) morfologia de uma larva morta
durante a metamorfose larva/pupa. Em (B) individuo incapaz de completar a emergéncia. Fonte:
Figura adaptada de Kamita et al (2011).

Apesar de possuir baixos niveis de toxicidade para seres humanos e para
a fauna ndo-alvo de vertebrados e invertebrados aquaticos, esse inseticida é
considerado como um dos IGRs mais potentes do mercado. Um estudo
conduzido por Arshad (1999) constatou que a toxicidade do pyriproxifen para
larvas de Cx. quinquefasciatus foi maior do que todos 0s outros inseticidas
avaliados (Tabela 1). Outros trabalhos também demonstram a eficiéncia do
pyproxyfen no controle de Cx. quinquefasciatus (Kan et al 2016; Mian et al 2017;
Khemrattrakool et al 2019). Porém, mesmo sendo indicado para o controle de
vetores no Brasil, até a presente data, ndo foram encontrados registros da
utilizagédo de pyriproxyfen em campanhas de controle de Cx. quinquefasciatus

no pais.
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Tabela 1 - Toxicidade relativa de diferentes inseticidas em larvas de Culex quinquefasciatus.

Larvicida CLgo (ppm) Toxicidade relativa* Classe
Pyriproxyfen 0.0011 118 IGR
Diflubenzuron 0.0034 39 IGR
Metopreno 0.052 3 IGR
Temefos 0.0096 13 Organofosforado
Fenthion 0.130 1 Organofosforado
Permetrina 0.017 8 Piretroide

* Valor numérico proporcional a toxicidade do composto
CLoo :Concentracéo letal em partes por milh&o (ppm)
Fonte: Adaptado de Arshad (1999).

1.6.3 Controle genético

O controle genético de mosquitos surgiu como uma nova alternativa de
controle, desenvolvido para tentar contornar as falhas de estratégias tradicionais,
como a utilizacdo de inseticidas. Esse método apresenta algumas vantagens
relevantes, como alta especificidade, n&o prejudicial ao meio ambiente,
potencialmente com baixo custo e alta eficacia (Wilke et al 2009). As estratégias
baseadas em controle genético sdo principalmente utilizadas para limitar o
tamanho da populacdo do vetor (supressdo populacional) ou alterar as
populacbes para que sejam menos suscetiveis a patdgenos (substituicao

populacional) (Jasinkiene et al 2007).
1.6.3.1 Técnica do Inseto Estéril (SIT, do inglés “Sterile Insect Technique”)

A técnica do inseto estéril consiste na criacdo, esterilizacao por radiacédo
e liberagcdo em massa de mosquitos machos. Os machos estéreis liberados irdo
cruzar com as fémeas selvagens, reduzindo assim o potencial reprodutivo da
espécie, diminuindo, portanto, a densidade populacional (Robinson et al 2000).
Trata-se de uma técnica espécie-especifica, que se aproveita do comportamento
natural e eficiente dos mosquitos machos em localizar fémeas da mesma
espécie para acasalar (Wyss 2000). Entretanto, os machos estéreis por radiacao
podem ser menos competitivos que os machos selvagens e também podem
apresentar reducdo no seu tempo de vida. Além disso, as fémeas podem evitar

acasalar com machos estéreis, dando preferéncia para os selvagens. Portanto,
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para que essa técnica funcione é necessaria a soltura de um elevado nimero de

machos irradiados em periodos determinados (Milby et al 1983; Alphey 2002).

Apesar das desvantagens, SIT foi aplicada com sucesso no controle de
Cx. quinquefasciatus na década de 1970. Por meio de esterilizacdo quimica e
por radiacdo, Patterson et al (1970; 1977) erradicaram o mosquito na ilha
Seahorse Key, na Flérida, EUA. Outros exemplos de sucesso na aplicacdo da
técnica contra Cx. quinquefasciatus ocorreram na india na mesma década
(Patterson et al 1975; Sharma et al 1976; Yasuno et al 1976). Entretanto, mesmo
apresentado resultados satisfatérios, o programa foi cancelado posteriormente

devido a questdes operacionais e politicas (Anon 1975).

No Brasil, devido as epidemias de dengue, chikungunya e Zika, o principal
foco da SIT é o Ae. aegypti (Yang & Thomé 2007, Lima 2015, Imperato & Raga
2015, Santos et al 2018). Porém, também ha registros da utilizacdo dessa
técnica para Culex no pais. Devido ao grande niumero de reclamacdes feitas pela
populacdo, a Empresa Metropolitana de Aguas e Energia — EMAE, em parceira
com a Faculdade de Saude Publica da Univeridade de Sao Paulo, fez utilizacao
da SIT para o controle de Cx. quinquefaciatus nas imedia¢cdes do Rio Pinheiros
em S&o Paulo, entre 2010 e 2013 (EMAE 2010; Carraro 2013).

Mais recentemente, vem sendo proposta a utilizacdo da SIT para
transmissao de virus patogénicos para mosquitos (Figura 17). Nesse método os
machos estéreis seriam usados para transportar e disseminar densovirus entre
0S mosquitos selvagens (Bouyer et al 2016). Densovirus sao parvovirus que se
replicam nos nucleos das células dos mosquitos e causam a hipertrofia nuclear
caracteristica (densonucleose) que Ihes da o nome (Carlson et al 2006). A
infeccdo por densovirus afeta todos os estagios de vida do mosquito e reduz de
forma consideravel a vida util do mosquito adulto, tendo assim o potencial de
modificar a estrutura etaria das populacdes de mosquitos adultos. Por sua vez,
isso deve reduzir significativamente a capacidade vetorial da populacdo
(Suchman et al 2006). Inicialmente a utilizacdo de SIT associada com disperséo

de densovirus foi proposta para o controle de Aedes, mas também possui

potencial de aplicagdo para Culex (Jousset et al 2000).

27



A Soltura de machos B Transmissdo horizontal
revestidos com durante a copula
densovirus <
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Transmissao vertical para novos C Multiplicacdo do
criadouros pelo adulto densovirus e transmissdo

horizontal entre as larvas

-

Figura 17 - Principio da SIT associada a transmissdo de densovirus. (A) Machos estéreis
sédo revestidos com densovirus e liberados. (B) Parte dos densovirus séo transmitidos durante o
acasalamento para a fémea selvagem, que os transportam para os criadouros. (C) O densovirus
contamina as larvas presentes no criadouro e se multiplica com persisténcia a longo prazo. (D)
Algumas larvas sobrevivem e emergem como adultos contaminados que posteriormente
carregam o densovirus para o criadouro vizinho. Fonte: Figura adaptada de Bouyer et al (2016).

1.6.3.2 Inseto transgénico com gene letal dominante

Mais conhecida como RIDL — release of insect carrying a dominant lethal
gene, essa técnica consiste na associacdo de um gene letal dominante. Utiliza-
se de uma proteina fator de transcricdo (tTA), cuja expressdo € restrita as
fémeas, de forma que tTA ativa a expressao de um gene letal inserido via
transgénese (Figura 18 A). A tetraciclina atua como um antidoto ao efeito letal,
impedindo a ligacdo de tTA ao promotor do transgene. (Figura 18 B) (Thomas et

al 2000; Wilke et al 2009).

Em uma das vertentes desta técnica, 0s insetos sdo criados com uma
dieta suplementada com tetraciclina, que impede a expressao do gene letal. Em
ambiente livre do antidoto as fémeas morrem, deixando apenas os machos para
serem liberados. Esses machos séo viaveis, férteis e homozigotos para o gene
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letal dominante e ao acasalarem com fémeas selvagens, produzem uma prole

heterozigota, cujas fémeas serdo inviaveis no ambiente (Thomas et al 2000).
A Auséncia de tetraciclina

Regido promotora que
controla a expressdo
da proteina 1TA. E b o Ativador de expressio
roteina ligante, gene letal
direcionadora de

expres‘sﬁo \ |

gene reporter

especifica de fémeas Gene letal de efeito

citotoxico

B Presenca de tetraciclina

Tetraciclina
t o + +
+ + o+

::+++ +

Figura 18 - Representacdo do sistema de expressdo de um gene letal tetraciclina-
repressivel em Drosophila melanogaster. Em (A) ligagéo tTa - tRe seguida da expressdo do
gene letal Ras64B. Em (B) a presenca de tetraciclina reprime a ligacdo tTa- tRe, impedindo a
expressdo do gene letal. Fonte: Figura adaptada de Wilke et al (2009).

A técnica RIDL apresenta algumas vantagens em comparacdo a SIT,
como facilidade para a manutencéo da col6nia, separacdo de machos e fémeas,
ser aplicavel para insetos sensiveis a radiacdo, além de ndo comprometer a
competitividade e longevidade dos machos na natureza (Alphey & Andreasen
2002).

No Brasil, essa técnica estd em periodo de avaliacdo com o uso de Ae.
aegypti transgénicos. Até 0 momento, os Ae. aegypti transgénicos (linhagem
OX513A) foram liberados em duas cidades baianas, Juazeiro e Jacobina. Em
ambos os locais, houve reducdo em meédia de 70% da populacdo selvagem do
mosquito. Entretanto, j& foi observado que o efeito de supressdo néo é
permanente e que tem duracdo média de 5 meses ap0s a interrupcdo de
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liberacé@o da linhagem OX513A (Carvalho et al 2015; Garziera et al 2017). Aléem
disso, por¢cbes do genoma da linhagem transgénica foram incorporadas pela
populacao selvagem de mosquitos e ainda ndo se sabe quais implicacdes que

essa introgressao poderiam ter na biologia do vetor (Evans et al 2019).

A uso da RIDL em Cx. quinquefasciatus ainda esta em estagio inicial,
devido a dificuldade de se estabelecer uma linhagem transgénica para a espécie.
Até o momento o mosquito foi transformado em apenas trés ocasides (Allen et
al 2001; Allen & Christensen 2004; Wilke 2013). O fato de a fémea colocar os
ovos em jangada é citado como uma dificuldade para a transformacéo de Culex,
pois 0s ovos precisam ser individualizados e colocados em um angulo de 90°
para a realizacdo das microinjecbes. A manipulacdo desses ovos reduz

significativamente a sua taxa de sobrevivéncia da espécie (Wilke 2008).
1.6.3.3 Wolbachia pipientis

Wolbachia pipientis € uma o-proteobactéria endosimbionte naturalmente
encontrada em alta proporcdo em acaros, isOpodos, nematoides filariais e
insetos (Stouthamer et al 1999). Foi descrita pela primeira vez em 1924 como
uma Rickettsia presente nos ovarios de Culex pipiens (Hertig & Wolbach 1924)
e em 1936 foi formalmente nomeada por Hertig como Wolbachia pipientis em
homenagem ao seu colaborador Wolbach (Hertig 1936). Essa bactéria é capaz
de alterar a biologia do seu hospedeiro, provocando fendmenos reprodutivos
como partenogénese (Huigens & Stouthamer 2003), feminizacdo (Rousset et al
1992), mortalidade de machos (Hurst et al 1999) e também incompatibilidade
citoplasmatica — IC (Figura 19), que por sua vez, é um dos fenbmenos mais
comuns encontrados em hospedeiros de Wolbachia, incluindo o mosquito Cx.
guinguefasciatus (Irving-Bell 1983).

Apesar de ainda ndo possuir um mecanismo de acado totalmente
compreendido (Beckmann et al 2019), a IC ¢é definida como uma
incompatibilidade gerada durante a fertilizagdo entre um espermatozoide
produzido por um macho infectado com Wolbachia e o évulo de uma fémea nao
infectada (IC unidirecional), ou que possuam cepas de Wolbachia diferentes e
incompativeis (IC bidirecional), resultando na morte do embri&do na maioria dos

casos (Jost 1970; Lassy & Karr 1996) ou ainda no desenvolvimento de machos
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haploides em espécies haplodiplobiontes (Reed & Werren 1995). A
incompatibilidade nos diferentes cruzamentos ocorre por uma falha de sincronia
na primeira divisdo mitética do embrido causado por um atraso na quebra do
envelope nuclear e na condensacdo das cromatides do pré-nucleo do macho
(Tram et al 2006).

Incompatibilidade Citoplasmatica

Unidirecional Bidirecional

3 L
Qv ?|v X
@ ?IX v

Figura 19 - Representacédo de incompatibilidade citoplasmética uni e bidirecional em Culex
quinquefasciatus. Simbolos sem preenchimento representam auséncia de Wolbachia. As
diferentes cores (azul e amarelo) representam diferentes cepas de Wolbachia.  Fonte: Figura
adaptada de Mateos et al (2019).

NP QICH

O fendbmeno de IC foi primeiramente reportado por Laven (1951) e
Ghelelovitch (1952) depois de observarem cruzamentos incompativeis em
Culex, onde nenhuma ou pouca prole nascia. Laven acreditava que esse
fenbmeno era resultante de heranca citoplasmatica e acabou o nomeando como
IC. Porém, a IC so6 foi associada a presenca de Wolbachia em 1971, quando Yen
e Barr (1971) observaram que se tratassem 0s mosquitos com antibiético para
eliminar a bactéria, o fenbmeno néo ocorria.

Antes mesmo de conhecer o agente causador, Laven ja pensou em usar
a IC como um método de controle vetorial de Cx. quinquefasciatus. Em 1967
usou a IC para tentar erradicar o mosquito em um campo de arroz em Burma -
atual Myanmar (Laven 1967). Atualmente, o uso da IC para o controle de vetores
recebeu o nome de Técnica do Inseto Incompativél — TIl ou IIT - Incompatible
Insect Technique, em inglés, e além do Cx. quinquefasciatus, vem sendo

empregada no controle de outros vetores, como por exemplo: Aedes albopictus

31



(Skuse, 1894) (Dimopoulos 2019), Ae. aegypti (Mains et al 2019) e Drosophila
suzukii (Matsumura, 1931) (Nikolouli et al 2017).

Wolbachia também pode ser utilizada no controle de transmissdo de
doencas e neste caso sua aplicacao visa realizar a substituicdo da populacéo
atual do vetor por outra com Wolbachia. A presenca da bactéria pode estimular
o sistema imune dos mosquitos, protegendo-os de outras infec¢des e impedindo
a transmisséo de patdégenos. Moreira et al (2009) observaram que Ae. aegypti
transinfectados com Wolbachia eram incapazes de transmitir os virus da dengue,
chinkungunya e também o protozoério Plasmodium. Mais recentemente, outros
estudos vém demonstrando que Wolbachia é capaz de bloquear a transmisséo
do Zika virus em Ae. aegypti, incluindo os isolados do virus que circularam pelo
Brasil (Dutra et al 2016; Chouin-Carneiro et al 2019). Em Culex, Wobachia foi
capaz de aumentar a resisténcia a infeccéo pelo Virus do Nilo Ocidental em Cx.
quinquefasciatus (Glaser & Meola 2010) e Culex tarsalis Coquillett, 1896
(Dodson et al 2014).

1.6.4 Resisténcia a inseticidas

A Organizacdo Mundial da Saude definia a resisténcia a inseticidas como
“O desenvolvimento de uma habilidade de uma linhagem de insetos de tolerar
doses de substancias toxicas que seriam letais para a maioria dos individuos em
uma populacdo normal da mesma especie” (WHO 1957). Essa definicdo
reconhece a resisténcia como um fendmeno de base populacional, porém néo
evidencia a sua base genética como resposta a exposicao e selecao causadas
pela aplicacdo de inseticidas (Guedes 2016). O claro reconhecimento das bases
genéticas da resisténcia a inseticidas sO foi postulado por Crow (1960) e
posteriormente aprimorado por Sawicki (1987), definindo o fendbmeno como um

processo microevolutivo e ecoldgico resultante do uso excessivo de inseticidas.

A selecdo de insetos naturalmente resistentes reduz a eficacia dos
inseticidas e as opgodes disponiveis para o controle vetorial. Além disso, em
alguns casos a sele¢do de insetos resistentes ndo so torna o produto ineficaz,
mas também pode conferir resisténcia cruzada a outros compostos que possuem
mecanismos de acao similares e que nem chegaram a ser utilizados nas acées

de controle (Brongdon & McAllister 1998). Essas caracteristicas tornam a
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resisténcia a inseticidas um problema em saude publica e no controle de vetores
(Rivero et al 2010).

O fendbmeno de resisténcia se baseia em quatro possiveis mecanismos:
metabdlico ou de detoxificacdo enzimatica, alteracdo de sitio-alvo, alteracdo
comportamental e reducdo da penetracéo cuticular, sendo que os dois primeiros
mecanismos sdo 0s mais comuns e bem estudados em insetos (Hemingway &
Ranson 2000).

Uma revisdo sobre o histdorico de resisténcia a inseticidas em Cx.

quinquefasciatus do Brasil esta disponivel no Anexo |I.

1.6.4.1 Alteracdo comportamental

A resisténcia comportamental € definida como o desenvolvimento de
comportamentos que evitam a exposi¢cdo do inseto a compostos toxicos ou
permitem que ele sobreviva em um ambiente que € nocivo e/ou fatal para a
maioria dos individuos da mesma espécie (Sparks et al 1989). Esse mecanismo
pode ser dividido em estimulo-dependente ou estimulo-independente. No
primeiro caso, a alteragcdo comportamental envolve a irritabilidade, que € quando
0 inseto entra em contato com a superficie tratada com o inseticida e é
estimulado a sair de imediato do ambiente toxico, e a repeléncia, que também
estimula o inseto a deixar 0 ambiente toxico de imediato, porém antes mesmo
de entrar em contato com a superficie tratada com o inseticida. No mecanismo
estimulo-independente, o inseto altera o seu periodo de atividade ou habitat
evitando o contato com residuos do inseticida (Georghiou 1972).

As alteragbes comportamentais descritas para mosquito incluem: redugéo
do numero de mosquitos que entram nas residéncias, antecipacao do horario de
saida das casas e mudancas no tempo de picada (Liu et al 2006). Um estudo
realizado no Quénia, avaliou o comportamento de Anopheles em casas com
mosquiteiros impregnados e casas sem 0 mosqueteiro (Mathenge et al 2001).
Foi observada uma reducéo significativa no numero Anopheles funestus Giles
1900 encontrados nas casas com mosqueiros. Além disso, Anopheles gambiae

Giles 1902 e Anopheles funestus foram menos propensos a realizar alimentacéo
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sanguinea e significativamente mais propensos a abandonar as casas com

mosquiteiros.

Um outro estudo realizado em laboratorio (Figura 20), avaliou o efeito de
diferentes piretroides no comportamento de repouso de fémeas de Cx.
quinquefasciatus, Ae. aegypti e Anopheles quadrimaculatus Say 1824
(Cooperband & Allan 2009). As fémeas de Cx. quinquefasciatus foram as que
mais evitaram o contato com os inseticidas testados durante todo o experimento,
permanecendo em repouso na area nao tratada por um longo periodo (Figura
21).

Sathantriphop et al (2006) avaliaram a resposta comportamental de Cx
quinquefasciatus de campo a trés classes de inseticidas: piretroide deltametrina,
organofosforado fenitrothion e o carbamato propoxur. A resposta dos mosquitos
foi classificada em dois diferentes efeitos (repelente ou irritante) propostos por
Roberts et al 1997. Efeito irritante sendo aquele provocado pelo contato com o
inseticida e efeito repelente quando ndo ha contato com o composto. Como
resultado, observaram que deltametrina apresentou o maior efeito irritante e o
fenitrotion, maior efeito repelente. Mais recentemente, Boonyuan et al (2016)
avaliaram o comportamento de Cx. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes ao
piretroide permetrina em um teste de repeléncia por excitacao, utilizando duas
concentracfes do inseticida. Todas as populacdes testadas, independente do
status de suscetibilidade, escaparam rapidamente das camaras tratadas com

permetrina, demonstrando que irritag&o foi a resposta predominante no estudo.

Os exemplos citados acima e outros estudos (Miller & Gibson 1994; Liu et
al 2013; Boonyuan et al 2017) com Cx. quinquefasciatus evidenciam a influéncia
do comportamento da espécie na resposta aos inseticidas e a importancia da

implementacgao desse tipo de avaliagdo nos programas de controle.
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Figura 20 - Camara utilizada na avaliacdo de comportamento. Ao fundo, papéis (tratado e
néo tratado com inseticida) dispostos lado a lado. Fonte: Figura adaptada de Cooperband &
Allan (2009).
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Figura 21 - Duracdo media de repouso em minutos para as trés espécies de mosquitos
avaliadas. Area ndo tratada em cinza claro e area tratada com inseticida em cinza escuro. Fonte:
Figura adaptada de Cooperband & Allan (2009).
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1.6.4.2 Reducdo da penetragdo cuticular

A cuticula ou exoesqueleto € a parte mais externa do corpo do inseto. A
sua estrutura € constituida por diferentes camadas e geralmente é bem
conservada entre as espécies de insetos (Wigglesworth 1948). A camada mais
externa € chamada de epicuticula, constituida principalmente de
hidrocarbonetos, proteinas e lipidios, que em sua maioria sdo acidos graxos
livres e ésteres de cera. Abaixo da epicuticula esta a procuticula, responsavel
por grande parte da massa cuticular, sendo formada principalmente por fibras de
quitina e proteinas, sendo subdividida em exocuticula (parte superior e mais
rigida) e endocuticula (parte inferior e mais macia). Por ultimo estd uma Unica
camada de células epidérmicas que ficam na base da cuticula e secretam a

maioria dos componentes cuticulares (Filshie & Waterhouse 1969; Filshie 1982).

A cuticula desempenha uma variedade de fungbes, como protecdo do
inseto contra dessecacdo, suporte mecéanico para a locomocédo, auxilio na
percepcao sensorial do ambiente, além de funcionar como a primeira e principal
barreira contra a penetracdo de compostos externos, incluindo os inseticidas
(Gilby 1984). A reducdo da penetracdo cuticular ocorre por modificacbes na
cuticula que reduzem ou desaceleram a entrada das moléculas do inseticida no
corpo do inseto (Perry & Agosin 1974). Até o momento, foram descritos dois
mecanismos de resisténcia por reducdo de penetracdo cuticular (Figura 22):

espessamento e alteracdo de composicdo da cuticula (Balabanidou et al 2018).
Espessamento da cuticula

Por meio de microscopia eletrdnica, ja foi observado que mosquitos An.
gambiae resistentes a inseticidas apresentam cuticula notavelmente mais grossa
devido a uma deposicdo extra de hidrocarbonetos na sua epicuticula
(Balabanidou et al 2016). Os hidrocarbonetos de insetos sdo elementos muito
variaveis e sao produzidos por células especificas conhecidas como endcitos
(Blomquist & Bagnéres 2010). A biossintese dos hidrocarbonetos nos endcitos
regulada principalmente por duas enzimas P450 (CYP4G16 e CYP4G17), que
estavam superexpressas pelos endcitos abdominais de An. gambiae resistentes
(Figura 23).
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Figura 22 — Mecanismos de resisténcia por reducdo de penetracdo cuticular. Todas as
modificacdes cuticulares propostas para sustentar a captacdo reduzida de inseticida s&o
descritas. A espessura das setas representa a permeabilidade da cuticula. (1) Resisténcia por
espessamento da epicuticula. (2) Resisténcia por espessamento da procuticula. (3) Resisténcia
por espessamento da epi e procuticula. (4) Resisténcia por alteracdo da composi¢éo da cuticula.
Fonte: Figura adaptada de Balabanidou et al (2018).

B 4G16 4G17

Figura 23 — Localizacdo imunohistoquimica das P450s CYP4G16 e CYP4G17 de An.
gambiae resistentes a inseticidas. Em (A, coluna a esquerda) Corte longitudinal de mosquitos
imunocorados com os anticorpos a-CYP4G17- e a-CYP4G16— (em verde). Nucleos das células
séo corados em vermelho com TOPRO (coluna central). Imagens mescladas das P450s e os
ndcleos corados (coluna a direita). Escala, 50 um. Tubulos de Malpighi; (en) endcitos. Em B
imagem amplificada focando nos enécitos, mostrando a sublocalizacdo da CYP4G16 (associada
a membrana citoplasmatica) e CYP4G17 (associada ao reticulo endoplasmatico). Escala, 10 um.
Fonte: Figura adaptada de Balabanidou et al (2016).
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Uma forma alternativa de espessamento € a super expressao de
proteinas cuticulares (CPs - Cuticular Proteins, em inglés). Uma linhagem
africana de An. gambiae resistente a piretroides e DDT apresentou
espessamento de todas as camadas da cuticula (Figura 24). Esses mosquitos,
além de super expressarem enzimas de detoxificacdo (P450 e GST), também
apresentaram uma alta expressao de um conjunto de proteinas CP (CPLCGS,
CPR124, CPR127, CPR129) ligantes de quitina (Yahouédo et al 2017). As
proteinas (CPLCG3, CPLCG4 e CPLCG5) também foram encontradas em super
expressdo em outras linhagens de Anopheles resistentes a inseticidas (Vontas
et al 2007; Awolola et al 2009; Nkya et al 2014). Essas proteinas sdo encontradas
principalmente na endocuticula dos membros dos mosquitos e sua elevada
expressao consiste em um mecanismo de resisténcia por espessamento da

cuticula (Vannini et al 2014).

Controle suscetivel Resistente

¥ P N, |

Figura 24 - Imagem de microscopia eletrbnica em escala de 1um da ultraestrutura da
cuticula das linhagens controle (a esquerda) e resistente (a direita) de An. gambie. (1)
Epicuticula, (2) Exocuticula e (3) Endocuticula. Fonte: Figura adaptada de Yahouédo et al (2017)

Em Culex, as CPs foram relacionadas com resisténcia a deltametrina.
Uma linhagem de Cx. pallens resistente ao piretroide apresentou super
expressdo de 14 CPs, mas o silenciamento de um unico gene (CpCPLCG5) foi
capaz de aumentar a suscetibilidade a deltametrina dessa linhagem,
aumentando a mortalidade dos mosquitos em 40% (Figura 25). A analise do

alinhamento da sequéncia de aminoacidos do gene silenciado evidenciou grande
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similaridade com o CpCPLCG5 ortdlogo de Cx quinquefasciatus (Fang et al
2015).
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Figura 25 - Mortalidade dos mosquitos em bioensaio tipo OMS apds silenciamento por
RNAIi do gene CpCPLCGS5. Trés dias apés a injecdo com siRNA as fémeas foram expostas a
deltametrina 0,05% por 15 minutos. Mortalidade foi registrada 24 horas ap6s a exposi¢do. Os
dados de 3 experimentos independentes foram analisados. Os resultados sdo mostrados como
médias de mortalidade. ** diferenca significativa. Fonte: Adaptada de Fang et al (2015)

Alteracdo da composicao da cuticula

Mudancas na composicao das diferentes camadas da cuticula podem
reduzir a capacidade de penetracéo dos inseticidas. Essas alteracdes podem ser

mediadas por dois tipos de processos:
| — Super expressao de Lacase 2

Lacase 2 (Lac2) é uma enzima envolvida no processo de pigmentacéo e
endurecimento da cuticula, catalisando as reacdes de oxidagdo de dopamina,
formando quinonas que serao utilizadas para a sintese de melanina (Arakane et
al 2005). Quando a expressao dessa enzima é silenciada em besouros
Monochamus alternatus Hope 1842, o inseto apresenta um desenvolvimento
anormal da cuticula, tornando-se mole, mais larga e com a procuticula muito

mais fina quando comparado com os insetos controle (Niu et al 2008).
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Em Culex, a Lac2 é produzida pela expressdo do gene CpLac2 e essa
expressao € abundante em ovos, no 4° estadio larval e nas pupas, o que reforca
hipétese de sua participacdo no endurecimento do cérion dos ovos e ha
esclerotizagdo da cuticula. Além disso, foi observada em larvas de 4° instar e
pupas de Culex pallens resistentes a piretroide, a superexpressao do CpLac2
em comparacado a larvas e pupas suscetiveis ao inseticida (Figura 26). Esses
resultados indicam que a resisténcia ao piretroide nessas linhagens pode ser
derivada de um refor¢co da cuticula, o que reduz a penetracéo do inseticida (Pan
et al 2009).
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Figura 26 — Niveis de expressdo de CpLac2 em larvas de 4° estadio e pupas de Culex
pallens suscetiveis e resistentes ao piretroide fenvalerato. A expressao foi mensurada por
gPCR. Os niveis de expressdo de CpLac2 na linhagem suscetivel foi considerada como basal
(ou 1). O gene B-actin foi utilizado para normalizar o nivel de expressdo. Os dados sdo médias
de trés experimentos independentes. * diferenca significativa (p<0.05). Fonte: Figura adaptado
de Pan et al (2009).

Il - Super expressao de transportadores ABC e translocagdes cuticulares

Transportadores ABC, “ATP-binding cassette” em inglés, atuam como
bomba de efluxo em células eucariotas e sua expressao na epiderme facilita a
exportacdo de componentes como lipidios e hidrocarbonos cuticulares em
direcdo a cuticula (McFarlane et al 2010). A expressdo aumentada de
transportadores ABC da subfamilia G nas patas de An. gambiae resistentes tem
sido relacionada com a elevada deposicdo de hidrocarbonos cuticulares e
consequente reducdo da penetracdo cuticular nessas regides (Pignatelli et al
2017).
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Além da super expressdo de transportadores ABC, aparentemente o
aumento de translocac¢des cuticulares também pode afetar ndo s6 a composicéo
da cuticula, mas também aumentar sua rigidez. A super regulacdo de uma
glicoproteina-p (gp-P), localizada principalmente na cuticula e no corpo
gorduroso de lagartas do tabaco, Heliothis virescens (Fabricius, 1781)
resistentes a pesticidas piretroides e carbamatos foi relacionada com a reducao
da penetracao cuticular dos compostos. Apesar de ndo observarem a correlacao
entre a expressdo da glicoproteina-p e a resisténcia, a expressédo de gp-P em
larvas com resisténcia a pesticidas variando de moderada a alta foi de 5 a 6

vezes maior em comparacao a larvas susceticeis (Lanning et al 1996).

Em mamiferos, gp-P atua como uma bomba de efluxo ATP-dependente
que transporta drogas e xenobi6ticos para fora da célula. Sua elevada expresséo
€ relacionada com acéo protetora contra xenobidticos (Azevedo et al 2009). A
denominacéo P dessa glicoproteina foi atribuida ao seu potencial de modulacdo
de permeabilidade da membrana (Juliano & Ling 1976) e sua homologia com a
gp-P de insetos ainda é desconhecida. Entretanto, Rao et al (1994) avaliaram a
atividade da gp-P humana quando expressa em células de insetos e observaram
gue ela desempenha funcéo analoga quando expressa em mamiferos, reduzindo
0 acumulo de xenobiéticos na célula. Portanto, além de reduzir a permeabilidade
da cuticula das larvas, a gp-P também parece atuar no bombeamento ativo dos
inseticidas para fora da célula, implicando em alteracdes fisioldgicas e possivel

propagacéo da resisténcia (Lanning et al 1996).
1.6.4.3 Detoxificagdo metabdlica

Insetos possuem naturalmente enzimas que os protegem da acao de
xenobiodticos. Essas enzimas detoxificantes compdem um eficiente mecanismo
que provavelmente foi desenvolvido em co-evolugcdo com a extensa variedade
de compostos téxicos produzidos pelas plantas (Rosenthal & Berenbaum 1992).
Portanto, ndo é de se surpreender que a detoxificagdo metabdlica seja um dos
mecanismos de resisténcia a inseticidas mais comuns (Scott 1991). A
detoxificacdo de xenobidticos em insetos pode ser feita em até trés fases e €
realizada por trés principais grupos de enzimas (esterases, oxidades e glutationa

S-transferases - GSTs) (Figura 27). Na primeira fase, 0os xenobi6ticos passam
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por uma série de modificagcbes quimicas (oxidag¢do, reducdo e hidrélise)
realizadas pelas oxidases de funcédo mista (MFO ou P450). Na segunda fase os
substratos da reacdo anterior sdo conjugados (adi¢cdo de -OH, -NH2, -SH, ou -
COOH) pelas GSTs, tornando-os mais hidrossoluveis. Finalmente, na terceira
fase os metabolicos gerados nas fases anteriores sado excretados da célula de
forma ativa via transportadores ABC. As esterases podem participar das duas
primeiras fases de detoxificacdo de xenobidticos, sendo responsaveis pela

hidrélise de grupamentos éster (Xu et al 2005; Dermauw & Van Leeuwen 2014).
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Figura 27 - Mecanismo de detoxificagao de xenobiéticos em insetos. Em amarelo estdo
representadas as principais familias génicas envolvidas no processo de detoxificagcdo. Na fase |
ou fase de modificagdo quimica ha maior participagdo de oxidases (MFO — P50), na fase Il ou
fase de conjugacdo ha maior atividade das Glutationa S-Transferases (GSTs) e na fase Ill ou
fase de exportacdo, os metabdlicos resultantes das fases anteriores sdo excretados via
transportadores ABC. Note que as esterases podem participar das duas primeiras fases do
processo e que nem todos o0s xenobidticos precisam passar por todas as fases para serem
excretados. Fonte: Figura adaptada de Torres (2013).

Esterases
Provavelmente, o mecanismo de detoxificacdo mais comum em insetos
seja a modificacao da quantidade ou da atividade de enzimas esterases que Sao

capazes de hidrolisar diferentes tipos de inseticidas (Cygler et al 1993). Em
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mosquitos, o mecanismo de resisténcia relacionados com esterase tem sido
mais estudado a nivel bioquimico e molecular em Culex, onde o espectro de
resisténcia a organofosforado é resultado de alta atividade dessa familia de
enzimas. Em Cx. quinquefasciatus, aest e Best sdo 0s loci mais comumente
relacionados com esse tipo de resisténcia (Vaughan 1997). Essas enzimas
atuam catalisando reacfes de hidrolise de grupamento éster, componente da
estruta quimica de inseticidas como organofosforados, carbamatos e piretroides

(Hemingway et al 2004).

Varios estudos tém associado a resisténcia a inseticidas
organofosforados e carbamatos em Cx. quinquefasciatus com a detoxificacédo
mediada por esterases (Georghiou et al 1980; Bisset et al 1990, 1991; Peiris &
Hemingway 1990; Wirth et al 1990; Norris & Norris 2011; Gordon & Ottea 2012;
Viswan et al 2019). O mecanismo de resisténcia a inseticidas mediado por
esterases pode ser divido em dois grupos: baseados em esterases elevadas e
nado elevadas. No primeiro grupo, h& superproducédo de esterases geradas por
amplificacdo génica, j& no segundo grupo a resisténcia é mediada por regulacéo

génica e ndo por amplificacdo (Reymond et al 1998).
Oxidases de Func¢éo Mista - MFO (ou citocromos P450 monooxigenases)

Sdo uma complexa familia de enzimas encontrada na maioria dos
organismos, incluindo insetos. Essas enzimas estao envolvidas no metabolismo
de xenobioticos e também no metabolismo enddégeno (Hemingway & Ranson
2000). As citocromo P450 monooxigenases de insetos sdo importantes para a
detoxificacdo de inseticidas e fitotoxinas (Scott et al 1998). Estao envolvidas no
metabolismo de praticamente todos os inseticidas, levando a ativacdo de
moléculas, no caso de inseticidas organofosforados ou mais geralmente na
detoxificagdo desses compostos. A detoxificagdo por P450 € importante ndo sé
pelos altos niveis de resisténcia que elas conferem, mas também porque podem
fornecer resisténcia cruzada a compostos nao relacionados devido a variedade
de substratos que essas enzimas sao capazes de metabolizar (Bergé et al 1998;
Yang et al 2004). A resisténcia a inseticidas pode resultar de alteragbes na
atividade catalisadora da P450 envolvida e/ou nos niveis de expressao génica

(Oppenoorth 1984).
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Em Cx. quinquefasciatus a detoxificagdo por P450 é relacionada com
resisténcia a inseticidas organofosforados (Hemingway et al 1990) e piretroides
(Hemingway et al 1990; Kasai et al 1998; Yanola et al 2015). Em larvas de
linhagens resistentes ao piretroide permetrina, pelo menos treze P450 sao mais
expressas: CYPOM10 CYP4H34, CYP6AA7, CYP6Z12, CYP9J33, CYP9J34,
CYP9J40, CYP9J43, CYP9J45, CYP306Al1, CYP6PF1l, CYPPALl1 e
CYP4C52v1 (Kasai et al 2000; Komagata et al 2010; Liu et al 2011; Gong et al
2013, 2017) enquanto que apenas a CYP6AAY foi superexpressa em adultos (Liu
et al 2011).

Glutationa S-Transferases — GSTs

GSTs formam uma classe de enzimas com amplo repertério de substratos
especificos, que Ihes confere uma notavel importancia na detoxificacdo de
xenobidticos, incluindo inseticidas (Salinas & Wong 1999). As GSTs
normalmente estdo envolvidas na conjugacao de xenobidticos com substratos
endogenos, como a glutationa (Atkins et al 1993). Niveis de atividade elevada
dessas enzimas estdo associados com resisténcia em praticamente todas as
classes de inseticidas. A detoxificagcdo dos organoclorados DDT e lindano sao
catalisadas pelas GSTs (Clark &Shamaan 1984; Enayati et al 2005). A
conjugacdo das GSTs com inseticidas organofosforados também resulta em
detoxificacdo desses compostos (Oppenoorth et al 1979; Chiang & Sun 1993).
Essas enzimas estdo envolvidas em muitos casos de resisténcia a
organofosforados (Hayes & Wolf 1988) e ha evidéncias da sua participacao
também no metabolismo de piretroides (Kostaropoulos et al 2001; Vontas et al
2001).

Em insetos, pelo menos seis classes de GSTs sao encontradas (Enayati
et al 2005), e trés dessas classes (delta, epsilon e theta) foram identificadas em
Cx. quinquefasciatus através da analise do genoma da espécie (Niranjan Reddy
et al 2011). Em Cx. quinquefasciatus, a detoxificacdo por GSTs foi relacionada
com resisténcia aos inseticidas piretroides (Norris & Norris 2011; Low et al 2013;
Muthusamy et al 2015), organofosforados (Liu et al 2005; Low et al 2013;
Muthusamy et al 2015; Viswan 2016, 2019), carbamatos (Low et al 2013, Viswan
et al 2016, 2019) e o organoclorado DDT (Kasai et al 2009; Norris & Norris 2011,
Low et al 2013).
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1.6.4.4 Alteracdo de sitio-alvo

Mesmo com o surgimento de novas classes de inseticidas, os
carbamatos, organoclorados, piretroides e organofosforados ainda s&o muito
utilizados em saude publica e todos eles afetam o sistema nervoso dos insetos
(Ndiath 2019). Delecéo, substituicdo ou adicdo de nucleotideos no DNA podem
alterar a sequéncia de aminoacidos das proteinas-alvo desses compostos.
Quando isso ocorre, a interagdo entre o0 composto selecionado e o seu sitio-alvo
€ comprometida, reduzindo ou até mesmo anulando seu efeito inseticida
(Feyereisen 1995).

Acetilcolinesterase (AChE)

A AChE é o alvo dos inseticidas organofosforados e carbamatos. Em
situacdes normais, o neurotransmissor excitatorio acetilcolina (ACh) se liga aos
receptores pds-sinapticos para que ocorra a transmissdo do impulso nervoso e
sem seguida se desconecta desses receptores, voltando para a fenda sinaptica,
onde é hidrolisada pela AChE (Rosenberry 1975). Na presenca de
organoclorados e/ou carbamatos, a AChE é inibida de forma reversivel
(carbamatos) ou irreversivel (organofosforados), gerando o acumulo de
acetilcolina (Figura 28) e provocando a estimulacédo descontrolada do sistema

nervoso, resultando na morte do inseto (Ayad & Georghiou 1975).

Em Culex, as AChEs sao codificadas por dois genes, ace-1 e ace-2
(Bourguet et al 1996a). Entretanto, aparentemente s6 as enzimas codificadas
pelo gene ace-1 estdo relacionadas com resisténcia a inseticidas (Malcom et al
1998). Trés substituicbes de aminoacidos na AChE1 (G119S, F290V e F331W)
sdo relacionadas com resisténcia aos inseticidas organofosforados e
carbamatos em Culex. A mutacdo G119S é reconhecida como “classica” por ser
a mais frequente em mosquitos resistentes a organofosforados e carbamatos.
Essa mutacdo de carater recessivo ocorre pela substituicdo do aminoacido
glicina (GGC) por serina (AGC) no sitio 119 do gene ace-1 (Welill et al 2003). A
mutacdo F290V so foi identificada em Cx. pipens e ocorre pela substituicdo de
fenilalanina (TTT) por valina (GTT) no sitio 290 do mesmo gene (Alout et al

2009). J&4 a mutacdo F331W sé foi encontrada até o momento em Culex

tritaeniorhynchus Giles, 1901 da Asia e ocorre pela substituicido de fenilalanina
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(UUC) por triptofano (UGG) no sitio 331 (Nabeshima et al 2004; Alout et al 2007).
Em Cx. gquinquefasciatus, apenas a mutacdo G119S foi identificada até o
momento (Corbel et al 2007; Tantely et al 2015; Yadouléton et al 2015; Delannay
et al 2018; Silva Martins et al 2017, 2019).
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Figura 28 - Sinapse colinérgica na auséncia e na presenca de inibidores de AChE. Fonte:
Araujo et al (2016)

A presenca da mutacdo G119S esta relacionada com um alto custo no
fitness do inseto (Bourguet et al 1996b), que pode ser definido como um gasto
energético ou desvantagem significativa na aptiddo do inseto resistente em
comparacao aos individuos susceptiveis da mesma populacao (Kliot & Ghanim
2012), como por exemplo alta mortalidade no estadio pupal (Djogbénou et al
2010). A enzima mutante, apesar de conferir resisténcia aos inseticidas,
apresenta uma atividade 60% menor em relacédo a enzima sem mutacéao (Berticat
et al 2004). No entanto, foi identificada uma duplicacéo do gene ace-1, onde os
individuos apresentavam ambos os alelos, mutante (ace-1R) e selvagem (ace-
15). A presenca de duplicacdo génica garantiu os efeitos de resisténcia aos

organofosforados e carbamatos e também diminui os efeitos deletérios
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resultantes da mutacdo (Labbé et al 2007). Efeitos no fithess das mutacdes
F290V e F311W ainda sao desconhecidos (Alout et al 2009).

Canal de sédio regulado por voltagem (Nav)

Os neurbnios possuem canais dependentes de voltagem que regulam a
conducéo elétrica através de processos de entrada e saida de ions. O Nav regula
a permeabilidade ao sodio durante o inicio do potencial de acéo, permitindo a
transmissdo do impulso nervoso ao longo da célula (Hille 1978). Quando
estimulado, o Nav sai de seu estado de repouso, mudando sua conformacao e
permitindo o influxo de sddio. O canal permanece aberto por milissegundos e
depois volta a se fechar enquanto os canais de potassio se abrem. Esse
processo permite a transmissao do impulso nervoso e a repolarizacdo da
membrana, reestabelecendo o seu potencial de repouso (Hodgkin & Huxley
1952).

O canal de sédio € formado por uma proteina transmembranar onde a
subunidade a é funcional e forma o nucleo do canal. A subunidade a pode ser
dividida em 4 dominios homologos (I, II, lll e 1V) dispostos de forma circular,
formando um poro. Essa disposi¢cédo aproxima os dominios | e IV. Cada dominio
€ formado por seis segmentos (S1-S6) helicoidais e transmembranares (Figura
29), sendo 0 S4 o segmento mais conservado e responsavel pela abertura do
canal (Catterall 1992).
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Figura 29 - Representacdo do canal de sédio regulado por voltagem. Em (A), os quatro
dominios homdlogos da subunidade a sio representados por diferentes cores. Cada dominio é
constituido de seis segmentos transmembranares que formam o poro revestido pelo lagco de
seletividade para Na+. Em (B), disposicdo dos dominios da subunidade a. Fonte: Figura
adaptada de Meisler & Kearney (2005)
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Os inseticidas piretroides e o DDT se ligam aos segmentos S5 e S6 da
subunidade a fazendo com que o canal de sddio permaneca aberto, impedindo
a regulacao entre os ions sodio e potassio, resultando em impulso nervoso
constante seguidos de paralisia e morte do inseto, fendbmeno também conhecido
como knockdown (Soderlund & Bloomquist 1990). Mutac¢des no canal de sddio
podem resultar em alteracdo conformacional da proteina, impedindo a ligacdo
das moléculas dos inseticidas e consequentemente a perda do efeito desejado.

Os alelos responsaveis pela alteracdo de conformacao do canal de sédio
e resisténcia aos inseticidas piretroides e DDT sdo recessivos e comumente
chamados de knockdown resistance ou simplesmente alelos kdr (Milani 1954).
Em mosquitos, a evidéncia da presenca desses alelos foi primeiramente descrita
por Plapp & Hoyer (1968) em Culex tarsalis resistentes a piretroides e DDT.
Posteriormente, mecanismos similares foram descritos para outras espécies,
como Ae. aegypti (Chadwick et al 1977), Cx. quinquefasciatus (Priester &
Georghiou 1978) e An. stephensi Liston, 1901 (Omer et al 1980).

Substituicbes convergentes para o codon 1014 do Nav, cujo aminoacido
se localiza no sexto segmento do dominio Il (IIS6), sdo as mais frequentemente
observadas em insetos resistentes a piretroides e DDT entre as mais variadas
ordens como Blattodea, Hemiptera e Lepidoptera (Soderlund & Knipple 2003).
As mutacdes kdr comumente descritas em Culex estao também no cédon 1014,
sendo a substituicdo de uma leucina (TTA) por fenilalanina (TTT ou TTC),
L1014F; leucina por serina (TCA ou TCT), L1014S; ou leucina por cisteina (TGT),
L1014C (Martinez-Torres et al 1999; Wondji et al 2008; Zhou et al 2009; Liu et
al 2012; Wang et al 2012). A mutag&o L1014C s¢ foi observada em Cx. molestus
Forskal, 1775 da China e sua relagdo com a resisténcia a inseticidas ainda é
incerta (Wang et al 2012). Apesar de terem sido descritas outras mutagdes
sinbnimas e ndo-sindnimas no canal de sédio de Cx. quinquefasciatus (Figura
30), as suas influéncias na resisténcia a inseticidas ainda nao foram esclarecidas
(Li et al 2012). Portanto, até o momento, a L1014F é unica substituicdo no canal
de sddio que foi encontrada em Cx. quinquefasciatus e que é relacionada com

resisténcia a piretroides e ao DDT (Priester & Georghiou 1978).
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Além do papel desempenhado na resisténcia, foram observados efeitos
variados da mutacdo kdr L1014F no fitness de Cx. quinquefasciatus, em
ambiente livre de inseticida. Por exemplo, no estudo realizado por Berticat et al
(2008) foi observado que portadores da mutagcao kdr apresentaram uma reducao
significativa no nimero de fémeas que emergiam em um ambiente livre de
inseticidas. Entretanto, individuos com ambas as mutacdes kdr e ace-1R,
apresentaram efeitos deletérios amenizados, com relacdo aqueles portando

somente a ace-1R.
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Figura 30 — Esquema representando os sitios de ocorrénciade mutag¢6es sindbnimas e ndo-
sinbnimas no canal de s6dio de Culex quinquefasciatus. Muta¢cdes n&o-sinbnimas séo
indicadas por pontos solidos e suas localizagbes estdo sublinhadas. Mutagdes sinbnimas séo
indicadas por quadrados abertos e suas localiza¢des estdo em italico. As posi¢cbes das mutacdes
estdo numeradas de acordo com as sequéncias de aminoacidos de Cx. quinquefasciatus
(nimeros de acesso: JN695777, JN695778, JN695779). As posi¢bes correspondentes na
proteina do canal de sédio ortéloga de Musca domestica Linnaeus, 1758! estdo mostradas entre
parénteses. Fonte: Figura adaptada de Li et al 2012.

Receptores GABA

O acido y-aminobutirio (GABA) € o principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso em vertebrados e invertebrados (Nistri & Constanti 1979). Além
do sistema nervoso central, em insetos 0s receptores GABA também sao
encontrados no sistema neuromuscular e sdo responsaveis pelo controle de ions

CI no interior da célula. Apds a ligacdo do GABA ao seu receptor pos-sinaptico,

1 M. domestica é utilizada como referéncia por ser a primeira espécie a ter as mutacdes kdr estudadas e
identificadas (Milani 1954; Williamson et al 1996).
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em condi¢des normais, ocorre um aumento da permeabilidade da membrana aos

ions cloro, desencadeando o efeito inibitério do sistema nervoso (Lummis 1990).

Os receptores GABA gque agem como canais ibnicos sdo chamados de
receptores ionotropicos e sao constituidos de cinco subunidades, duas a, duas
B e uma y (Figura 31A). O sitio de ligacdo GABA fica localizado entres as partes
superiores das subunidades a e 3 e entres as subunidades a e y é encontrado
um sitio de ligacdo alostérico (Figura 31B). Esses receptores sdo alvos dos
inseticidas avermectinas, piretroides tipo Il e organoclorados ciclodienos. As
avermectinas sao utilizadas na agricultura e agem como agonistas,
competetindo com o GABA e ligando-se em seus receptores pds-sinapticos de
maneira irreversivel. Essa ligacdo provoca super inibicdo do impulso nervoso,
desencadendo ataxia e paralisia do inseto. Ja os inseticidas piretroides tipo Il e
ciclodienos antagonizam o efeito inibitorio do GABA, ligando-se no sitio
alostérico e impedindo a entrada de ions cloro na célula, provocando tremores,

convulsdes e morte do inseto (Sattelle 1990).

A Cl- B
GABA

Membrana celular

Figura 31 - Representacao do receptor GABA ionotropico. Em (A), vista lateral do receptor e
suas subunidades, destacando a ligacao do GABA (circulo vermelho). Em (B), vista superior do
receptor, destacando o sitio de ligacdo GABA (circulo azul) e o sitio de ligagao alostérico (circulo
rosa). Inseticidas avermectinas competem com o GABA pela ligac@o no seu sitio e os inseticidas
piretroides tipo Il e organoclorados ciclodienos se ligam no sitio alostérico, antagonizando os
efeitos do GABA pelo impedimento da entrada de CI- na célula. Fonte: Adaptada de Hansen
(20186).
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Os receptores de GABA sao codificados pelo gene rdl (Resistance to
Dieldrin, em inglés) e algumas alteracfes na sequéncia de aminoacidos desse
gene podem conferir resisténcia aos inseticidas que interagem com 0s
receptores de GABA (Ffrench-Constant & Roush 1991). Em mosquitos, duas
mutacdes (A302S e A302G) no gene rdl estdo relacionadas com resisténcia a
inseticidas. A mutacdo A302S ocorre pela substituicdo de alanina (GCA) por
serina (TCA) no codon 302 do rdl, onde também pode ocorrer substituicdo por
glicina (GGA), A302G (Du et al 2005). Em Culex, apenas a mutacado A302S foi
identificada até o momento (Tantely et al 2010; Pocquet et al 2013; Taskin et al
2016).

Receptor Cqgm1

A Cgml (Culex quinquefascistus maltase 1) € uma a-glicosidase ligada a
membrana plasmética das células do epitélio intestinal de Cx. quinquefascitus
por meio de uma ancora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (Darboux et al
2001). E alvo das toxinas produzidas pela L. sphaericus. Quando s&o ingeridas
pelas larvas do mosquito, as protoxinas binarias séo solubilizadas em pH alcalino
intestinal, tornando-se ativas apdés clivagem por serinaproteases (Baumann et al
1985). A toxina Bin ativa se liga ao receptor Cqm1 presente no epitélio intestinal
das larvas por meio do componente BinB (Figura 32), promovendo a destruicéo
das mocrovilosidades e posterior degeneracdo do epitélio intestinal, com

conseqguente morte da larva (Charles et al 2006; Silva-Filha et al 1999).

Cgml BinB.

. ~
3 Ancora GPI
0.

Membrana plasmatica

Figura 32 - Representacédo esquematica da ligagcdo do componente BinB da toxina Bin do
L. sphaericus ao receptor Cgml, ligado a membrana plasmatica das células do epitélio
intestinal de larvas de Culex quinquefasciatus por uma molécula de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Fonte: Melo (2008)
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O gene cgml possui cerca de 1870 nucleotideos (Roméao et al 2006).
Algumas alteracbes nesse gene podem contribuir para a formacdo de um
receptor sollivel, sem ancéra GPI e que ndo se prende ao epitélio intestinal ou
ainda resultar na mudanca de conformacdo do receptor no epitélio (Chalegre
2008). Trés delecbes no gene cgml causam uma mudanca na fase de leitura,
gerando um codon de terminacdo de tradugdo prematuro, levando a producgéo
de uma proteina soluvel e desprovida de ancéra GPI: i) alelo cqmlrec com
delecdo de 19 nucleotideos (d19) entre as posi¢bes 1276-1294 (Romao et al
2006), ii) alelo cqmlrec-pi6, com delecdo de 16 nucleotideos (d16) entre 1306-
1321 e iii) alelo cgmlrec-p2s com delecdo de 25 nucleotideos (d25), que engloba
0s nucleotideos da d19 e as seis bases subsequentes, posicao 1256-1300
(Chalegre et al 2012).

Além das dele¢Bes, ocorre ainda o alelo cqmlgrec2, caracterizado pela
transicdo de A por G no nucleotideo 1324, ocasionando a substituicdo néo
sinbnima de triptofano (TGG) para um stop codon (TAG). Essa mutagcédo também
gera uma proteina truncada, sem ancora GPI (Chalegre et al 2015). Todas as
alteracOes citadas impedem a ligacdo da toxina ativa ao receptor Cgml,

impossibilitando consequentemente, sua acéo inseticida.
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1.6.5 Justificativa

A premissa de uma estratégia de controle vetorial eficiente é a obtencéo
do maximo de conhecimento possivel sobre a espécie que se queira combater.
Entre outras caracteristicas, é importante que se conheca o seu ciclo de vida,
preferéncia alimentar, distribuicdo geografica, dinamica populacional e interacao

com o0 homem e com outras espécies.

No controle quimico é de extrema necessidade que se conheca o perfil
genético da populacdo alvo para que melhor se entenda sua dinamica
populacional, fluxo génico, bem como sobre a predisposicédo a susceptibilidade
ou resisténcia a compostos que sejam de fato efetivos na reducao da densidade
populacional ou até mesmo em sua erradicacdo. O Brasil possiu alta infestacao
de Cx. quinquefasciatus em centros urbanos de norte a sul do pais, de forma que
nao faz sentido esperar que surjam epidemias emergentes ou reemergentes de
arbovirus em que este mosquito faca parte do ciclo de transmissao, para que se

iniciem estudos mais aprofundados acerca da espécie.

Ao contrario do Ae. aegypti, tanto o perfil genético quanto a
susceptibilidade ao controle quimico das populacées brasileiras de Cx.
quinquefasciatus ainda sdao muito pouco conhecidos e explorados, pois nao
existe um programa de monitoramento para a espécie no pais. Por exemplo, até
0 momento, um numero infimo de trabalhos avaliou a presenca de mutacfes
relacionadas com resisténcia a inseticidas em Cx. quinquefasciatus do Brasil, ou
mesmo a extensdo da diversidade do endossimbionte Wolbachia nesse vetor.
Neste estudo, sdo trazidas novas informacfes referentes a ocorréncia ou
auséncia de mutacgdes relacionadas a resisténcia a inseticidas em populacdes
de Cx. quinquefasciatus das cinco regides do pais, bem como a identificacédo da
diversidade de Wolbachia presente nesses mosquitos. Essas informacdes seréo
Gteis para um melhor conhecimento do perfil genético de Cx. quinquefasciatus
do Brasil, com o potencial de direcionar as a¢des de controle da espécie, que
podem auxiliar na implementacédo de um programa nacional de monitoramento

da resisténcia para a espécie.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade e a presenca de mutacdes nos principais genes
relacionados com resisténcia a inseticidas e a diversidade de Wolbachia pipientis

em populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar o perfil de susceptibilidade a inseticidas piretroides e
organofosforados em linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratério;

o Identificar se h& ocorréncia de mutagdes classicamente relacionadas com
resisténcia a inseticidas nos genes ace-1, Nav e cqml nas linhagens de
laboratério e em populagdes de campo de Cx. quinquefasciatus;

o Explorar a diversidade de Wolbachia pipients em populac¢des naturais de
Cx. quinquefasciatus e nas linhagens de laboratorio.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Criacéo, coleta e obtenc&do dos mosquitos

O Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (Laficave) possui
duas coldnias de Cx. quinquefasciatus. Ambas foram coletadas na cidade do Rio
de Janeiro no ano de 2002, nos bairros de Benfica e Jacarepagua. Os mosquitos
provenientes de Benfica foram coletados no Instituto de Biologia do Exécito
(IBEX) e sao identificados como “col6nia IBEX”. Ja os mosquitos provenientes de
Jacarepagua foram coletados préximos ao entdo existente Autédromo
Internacional Nelson Piquet e sdo identificados como “colénia JPA”. Essas
colénias sdo mantidas no Laficave desde entdo. As larvas sdo criadas em bacias
plasticas contendo 4gua desclorada com aproximadamente 3 gramas de ragao
para gatos triturada (Purina® Friskies®). A racgdo é adicionada a cada trés dias
para alimentar as larvas. As pupas sao recolhidas diariamente com o auxilio de
uma pipeta Pasteur e transferidas para gaiolas de papeléo cilindricas (16,5 cm
de didmetro x 17,5 cm de altura). Nessas gaiolas € adicionado um Erlenmeyer
com algodédo embebido em solucdo de sacarose a 10% para alimentacdo dos
mosquitos adultos. Para a producdo de ovos, as fémeas realizam repasto
sanguineo em cobaias anestesiadas (de acordo com protocolo numero L-
004/2018, aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fiocruz,
Anexo II). Os adultos sdo mantidos a 26 + 1 °C e 70-80% de umidade relativa
(UR).

Ja os mosquitos Cx. quinquefasciatus de campo foram coletados pela
equipe do Laficave nas cidades de Boa Vista/RR, Caseara/TO e Oiapoque/AP
por meio da BG-Sentinel Trap™ (Biogents), ou ainda gentilmente cedidos por
equipes colaboradoras, como a do Laboratério de Transmissores de
Hematozoarios (Lathema)/ I0C/ Fiocruz e do World Mosquito Program. A
identificacdo em espécie foi feita por meio de chave dicotdmica de Consoli &
Lourenco de Oliveira (1994). Ao todo, obtivemos amostras de treze localidades
(Aracaju/SE, Boa Vista/RR, Céaceres/MT, Campina Grande/PB, Caseara/TO,
Cuiab@/MT, Foz do Iguacu/PR, Manaus/AM, Oiapoque/AP, Pelotas/RS,
Recife/PE, Rio de Janeiro/RJ e Séo Lourenco do Sul/RS) que abrangem as cinco
regibes do pais (Figura 33, tabela 2). Todas coletas ocorreram entre 0s anos
2015 e 2018.
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Figura 33 - Locais de origem das amostras de Culex quinquefasciatus

Tabela 2 -Locais de origem e ano de obtencédo das amostras de Culex quinquefasciatus

Localizacao

Aracaju — SE

Boa Vista — RR
Caceres — MT
Campina Grande — PB
Caseara—TO
Cuiaba — MT

Foz do Iguacu — PR
Manaus — AM
Oiapoque — AP
Pelotas — RS
Recife — PE

Rio de Janeiro — RJ
S&o Lourengco — RS

Ano

2018
2018
2016
2016
2016
2017
2017
2017
2017
2015
2016
2018
2015
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Coordenada geografica

Latitude
10° 54' 34" Sul
2° 49' 10" Norte

16° 4' 1" Sul
7° 13'51" Sul
9° 16' 15" Sul
15° 35' 56" Sul
25° 32" 49" Sul
3°6'26" Sul
3° 49' 53" Norte
31° 46' 34" Sul
8° 3' 15" Sul
22° 54' 13" Sul
31° 21' 46" Sul

Longitude
37° 4' 29" Oeste
60° 40' 17" Oeste
57° 41' 12" Oeste
35° 52' 54" QOeste
49° 56' 47" Oeste
56° 5' 42" Oeste
54° 35' 18" Oeste
60° 1' 34" Oeste
51° 50' 7" Oeste
52° 21' 34" Oeste
34° 52' 53" Oeste
43° 12' 35" Oeste
51° 58' 44" QOeste
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3.2 Bionsaios com as linhagens de laboratorio

Bioensaios de exposicdo aos inseticidas larvicidas temefds (organofosforado) e
aos adulticidas malathion (organofosforado) e deltametrina (piretroide) foram
realizados com as linhagens de laboratério, a fim de se determinar seus niveis
de susceptibilidade ou resisténcia. Uma vez que ndo ha uma linhagem
referéncia de susceptibilidade para Culex, realizamos os ensaios utilizando
sempre Ae. aegypti da linhagem Rockefeller em paralelo, como controle interno
das condicdes do ensaio e como base para comparacdes entre diferentes

ensaios.

3.2.1 Bioensaio com larvas

O organofosforado temefés foi o larvicida mais utilizado em reservatérios de
agua potavel no pais, em campanhas contra Ae. aegypti. Foi gradativamente
sendo substituido por compostos IGR a partir de 2010 (Valle et al 2019). Na
avaliacao de suscetibilidade ao temefos, foram realizados trés ensaios do tipo
dose-resposta, de acordo com o protocolo OMS (WHO 2016) para cada
linhagem de Cx. quinquefasciatus (JPA e IBEx) de laboratorio, e em paralelo a
linhagem Rockefeller de Ae. aegypti (Figura 33). Utilizou-se o produto grau
técnico Temephos (Sigma-Aldrich), dissolvido em etanol absoluto (Merck) para
0 preparo das solugdes testada. As larvas foram expostas a 11 diferentes
concentracbes do inseticida (0,0015-0,0075 mg/L), com quatro réplicas por
concentracdo. Adicionalmente, uma condi¢cdo contendo apenas o solvente etanol
(300 pL, que equivale a quantidade usada na maior concentracdo da solucao
com inseticida) foi feita em paralelo, como controle negativo. Para cada réplica
foram utilizadas 20 larvas de terceiro instar, totalizando 960 larvas por ensaio,
por linhagem (880 larvas para as 11 concetracdes + 80 larvas para o controle).
Ou seja, nos trés ensaios, foram utilizadas 2.880 larvas para cada uma das
linhagens de laboratorio. A mortalidade das larvas foi registrada apés 24h de
exposicao.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise Probit (Raymond
1985), com auxilio do programa IBM SPSS Statistics versao 22.0 (IBM Corp.
2013) para o célculo das concentracdes letais (CL) das populac¢des, como por
exemplo a CLso — concentragéo necessaria para matar 50% das larvas expostas.
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Figura 34 - Representacdo dos ensaios dose-resposta com quatro réplicas por
concentracdo. Em (A) copos controle com 20 larvas de terceiro instar expostas a etanol 0,25%
por 24 horas, representando a situacdo controle. Em (B) exemplo de exposi¢cdo a uma das 11
concentracdes de temephos utilizadas no ensaio. Fonte: Proprio autor.

3.2.2 Bioensaios com adultos

A susceptibilidade aos adulticidas malathion (organofosforado) e
deltametrina (piretroide), que sdo os mais comumente utilizados em campanhas
contra mosquitos, em especial o Ae. aegypti, foi avaliada nas linhagens de
laboratorio de Cx. quinquefasciatus JPA e IBEx. Para tanto, foram realizados
bioensaios do tipo dose-diagndstica, de acordo com protocolo da OMS para
papéis impregnados (WHO 2016). Os papéis foram impregnados no Laficave,
como feito por Brito et al (2013), com reagente grau técnico Deltamethrin
Pestanal (Sigma-Aldrich) dissolvido em acetona (Merck) e com malathion
(Sangosse). As solucdes foram diluidas em 6leo de silicone (Dow Corning) a
concentracdo desejada, sendo 840 pL uniformemente aplicadas sobre papel
filtro (Whatman 1) 12 x 14 cm. Os papéis impregnados ficaram secando ao ar
por dois dias e foram depois mantidos em geladeira até o uso. As doses
diagnésticas utilizadas foram aquelas indicadas para Ae. aegypti pela OMS
(WHOPES 2016): 0.05% e 0.8%, respectivamente para deltametrina e malation.
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Para os ensaios, 20 fémeas com idade entre 3-5 dias, ndo alimentadas
com sangue, foram transferidas com ajuda de aspirador de Castro para o tubo
sem inseticida, sendo ali aclimatadas por cerca de 30 minutos. Em seguida,
foram gentilmente sopradas para o tubo contendo o papel impregnado com a
dose diagnostica do inseticida, onde permaceream por 1 hora. Os insetos foram
em seguida soprados de volta para o respectivo tubo livre de inseticida. A taxa
de knockdown ou mortalidade foi registrada apdés 1h de exposicéo,
respectivamente, para o piretroide e o organofosforado. Um novo registro de
mortalidade foi feito 24 horas apds a exposi¢cdo para ambos os inseticidas. Em
cada ensaio foram utilizadas trés réplicas para cada linhagem e para cada
inseticida, além de um controle negativo contendo papel impregando apenas
com o solvente (Figura 35). Os ensaios foram realizados em trés momentos
distintos. A linhagem Rockefeller de Ae. aegypti foi avaliada em paralelo, como

controle das condi¢des do ensaio, onde era esperado 100% de mortalidade.

No total, foram utilizadas 540 fémeas de cada linhagem para a realizacao
dos trés ensaios. Vale destacar que as doses de deltametrina e malathion
recomendadas pela OMS para avaliacdo de Cx. quinquefasciatus foram
publicadas depois da realizacdo destes ensaios e sdo menores do que as aqui
utilizadas: 0,025% e 5%, respectivamente (WHOPES, 2016).

Para ensaios do tipo dose-diagndstica, a OMS indica que populagdes com
mortalidade = 98% serao consideradas susceptiveis, entre 90-97% com possivel

resisténcia e < 90% com resisténcia confirmada (WHO, 2016).
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B 24 horas

Figura 35 - Representacdo dos ensaios tipo dose-diagnoéstica com trés réplicas por
inseticida. Em (A), 20 fémeas adultas, ndo alimentadas e com idade entre 3 e 5 dias foram
expostas aos papéis impregnados com inseticida durante 1 hora. Em seguida, foram transferidas
para tubos de descanso, sem inseticida (B), onde foram mantidas até o registro de mortalidade,
24 horas ap0s a exposicdo. Fonte: Proprio autor.

3.3 Ensaios moleculares

3.3.1 Extracao e purificacdo de DNA

As extracbes de DNA gendmico individual foram feitas por meio do
método de lise por trituracdo em tampédo TNES (250 mM de Tris pH 7.5, 2 M de
NaCl, 100 mM de EDTA e 2.5% de SDS) (Martins et al 2007) modificado.
Mosquitos adultos foram individualmente transferidos para tubos de polipropileno
livres de nucleases de 1.5 mL contendo 25 yL de TNES e macerados com auxilio
de um triturador portatil. Apés a maceracéo foi adicionado mais 475 pL de TNES
em cada tubo, seguido de agitacdo em vortex por 10 segundos. Posteriormente,
foi adicionado 3 L de proteinase K (20 mg/mL) em cada tubo, seguido de nova
agitacdo. Na sequéncia, os tubos foram deixados em banho-maria a 55°C por no
minimo 3 horas. Logo ap6s esse tempo, foi adicionado 2 uyL de RNAse A
10mg/mL em cada tubo, seguindo-se agitagcdo por inversdo 25 vezes e
incubacédo em banho maria por 30 minutos a 37°C. Em seguida, 200 pyL de NaCl
5M foi adicionado para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram entéo agitados
em vortex por 20 segundos e centrifugados por 6 minutos a 15.000 g. O
sobrenadante de cada amostra foi transferido para um novo tudo, onde se
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seguiram lavagens do DNA para remocao do sal com 600 pL de isopropanol
100%, misturado ao sobrenadante por inversdo, seguindo-se de precipitacdo do
DNA por centrifugacéo por 6 minutos a 15.000 g e descarte do sobrenadante,
para nova lavagem, agora com 600 pL de etanol 70% e nova centrifugagéo
semelhante a anterior. Todo o etanol foi cuidadosamente descartado e os tubos
foram encaminhados para a estufa a 55°C por 10 minutos para secarem.

Finalmente, o precipitado de DNA foi ressuspendido com 30 pL de agua Milli-Q.
3.4 Dosagem, diluicdo e montagem dos pools de DNA

A concentracdo e a pureza de todo DNA genbmico extraido foram
mensuradas por espectofotometro NanoDropOne (Thermo Scientific™) e
posteriormente, cada amostra foi diluida a 20 ng/ uL. Apds a dosagem e diluicéo,
foram construidos pools de DNA para cada populacdo. Para tanto, 1 pL de DNA
gendmico a 20 ng/yL de cada amostra de uma linhagem ou populacdo foi
acrescido a um tubo representativo do pool de sua respectiva linhagem ou
populacdo. Os DNAs individuais e seus respectivos pools foram criopreservados
a -20°C, para constituicdo de um banco de DNA de Cx. quinquefasciatus do

Brasil e para utilizagdo nos ensaios moleculares.
3.5 Amplificacado, clonagem e sequenciamento

Inicialmente, a diversidade dos genes Nay e ace-1 foi explorada por meio
de amplificacdo, clonagem e sequenciamento, que permitiram identificar os
polimorfismos (substituicées sindnimas e ndo sinbnimas), nimero de haploétipos
e a ocorréncia ou auséncia das classicas mutacdes relacionadas com resisténcia

a inseticidas.
3.5.1 Gene Nav

Amplificacdo de fragmento do gene Nav foi feita para as populac¢des de
Boa Vista, Caceres, Campina Grande, Caseara, Cuiaba e Recife, utilizando-se
o kit Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer (Biolabs). Este kit
contém polimerase com atividade corretiva (proofreading) a fim de se evitar
falsos polimorfismos induzidos na PCR. Nesta reacdo foram utilizados 1X de
Phusion Master Mix, 1 mM de cada primer (CgNallS6 forward e reverse, tabela
3), DMSO 3%, 20 ng de DNA do pool da populacdo e agua Milli-Q g.s.p. 25 pL
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de volume total. As condi¢des de reacao foram: 98°C por 30 segundos para
ativacdo da enzima, PCR com 35 ciclos de 98°C por 10 segundos para
desnaturacdo do DNA, 72°C por 30 segundos para anelamento dos primers e
72°C por 30 segundos para extensao da nova fita, e por fim 72°C por 7 minutos
para extensao final do fragmento. A eficiéncia da amplificacédo foi averiguada
pela eletroforese de uma aliquota em gel de agarose a 1%. Checada a
amplificacdo em banda Unica e de tamanho esperado (456 pb), os fragmentos
amplificados foram purificados com o kit Angecourt Ampure® XP (Backman
Coulter), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Depois de purificados,
os fragmentos foram inseridos em um vetor de clonagem, utilizando o kit pJet
(Thermo Fischer Scientific™) para posterior transformagdo em células
competentes (Escherichia coli DH5-a) por meio de choque térmico em banho-
maria a 37°C por 45 segundos e adicdo de 1 mL de meio de cultura S.0.C
(Invitrogen™), voltando para o banho-maria a 37°C por mais 1 hora. Passado
esse periodo, as células foram retiradas do banho-maria para serem transferidas
para placas de petri contendo meio LB-agar com ampicilina (100 mg/mL). Essas
placas foram incubadas a 37°C por cerca de 16 horas para que as colGnias
formadas fossem individualmente inoculadas em 1 mL de meio liquido CG
(Circle-Growth, Biomedicals) com ampicilina (100 mg/mL), em uma placa de 96
pocos fundos. A placa foi entdo acondicionada em estufa a 37°C com agitacao
de 220 rpm por 22 horas.

A purificacdo do DNA plasmidial foi realizada por meio do método de lise
alcalina de Sambrook & Russel (2001). Antes de serem utilizados na reacdes de
sequenciamento, os fragmentos clonados foram verificados por por meio de uma
reacdo de PCR contendo 1X de GoTag Green Master Mix (Promega®), 1 mM
dos primers pJET1.2 for 5-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3' e
pJET1.2 rev 5 — AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3, 0.5uL de DNA
plasmidial purificado e 8.7 pL de agua Milli-Q, para um volume final de 20 pL. As
condi¢cOes dessa reacdo consistem em uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C
por 3 minutos, seguida de 35 cilos de 95 °C por 30 segundos para desnaturacao,
60°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minutos e 30
segundos para a extensédo. O produto dessa reacao foi verificado em gel de

agarose 1%.
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Para as reacdes de sequenciamento dos plasmideos dos clones que
foram positivos para a presenca do inserto foi utilizado o kit BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), com 1 yuL de DNA plasmidial
purificado e 1 mM de um dos primers pJET1.2 citados anteriormente. Essas
reacoes foram realizadas com 60 ciclos de 96°C por 10 segundos para
desnaturacao, 50°C por 5 segundos para 0 anelamento dos primers e 60°C por
2 minutos para extensao. Ap0s essa reacao, as placas foram encaminhadas para
a Plataforma de Sequenciamento PDTIS/FIOCRUZ para a purificagdo com
precipitagdo por etanol e ressuspensdo em formamida HiDi (Applied
Biosystems), desnaturacdo a 95°C por 3 minutos e sequenciamento em
sequenciador ABI 3730.

352 Gene ace-1

As amplificacdes do gene ace-1 das linhagens de laboratorio IBEx e JPA
e das populacbes de Boa Vista, Caceres, Campina Grande, Cuiab4, Foz do
Iguagu e Recife foram feitas com o kit Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix
with GC Buffer (Biolabs), a fim de se evitar falsos polimorfismos induzidos na
PCR. Nesta reacdo foram utilizados 1X de Phusion Master Mix, 1mM dos
primers Exon2dir e Exon3rev (Tabela 4), DMSO 3%, 20 ng do pool de DNA da
populacdo e 8.25 puL de agua Milli-Q, com volume final de 25 uL. As condicdes
de corrida da reacao foram: 98°C por 30 segundos para ativacdo da enzima,
PCR com 35 ciclos de 98°C por 10 segundos para desnaturacdo do DNA, 57°C
por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 30 segundos para
extensdo da nova fita e por fim 72°C por 7 minutos para extensao final do
fragmento. O produto dessa reacdo de PCR é um fragmento de 747 pares de
bases (pb) que foi verificado em gel de agarose 1%.

Apés a confirmacdo da amplificacdo, os fragmentos do gene ace-1
também foram submetidos as mesmas etapas de purificacdo, clonagem e

seguenciamento descritas para o gene Nav.
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3.6 Andlise das sequéncias

Os eletroferogramas obtidos nas reacdes de sequenciamento foram
analisados quanto a qualidade e manualmente editados, quando necessério,
com auxilio do programa Geneious Prime 2019 (http://www.geneious.com), para
obtencdo das sequéncias. As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias dos genes Nav e ace-1 de Cx. quinquefasciatus disponiveis no banco
de dados do National Center of Biotechnology Information, pelo programa
BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). Determinada identidade com o0s
respectivos genes alvo, o alinhamento das sequéncias foi feito com o auxilio do
programa Geneious Prime 2019 (http://www.geneious.com), pelo método
Geneious Alignment, baseado nos algoritimos de Needleman & Wunsch (1970)
e Smith & Waterman (1981). As andlises de polimorfismos, como numero de
haplétipos (h), niumero de sitios polimorficos (S), diversidade haplotipica (hd),
diversidade nucleotddica (1), e numero médio de diferencas nucleotidicas (k)

foram feitas utilizando o programa DnaSP 6.0 (Rozas et al 2017).

Para a traducdo das sequéncias codificantes e quantificacdo dos sitios
variaveis, foi utilizado o programa MEGA X (Kumar et al 2018). A construcdo das
redes de haplotipos foi realizada no programa Network 5.0 (Bandelt et al 1999).
As arvores filogenéticas foram obtidas com o programa MEGA 5.2 (Tamura et al
2001) pelo método de maxima verossimilhanca, por meio do modelo de padrdes
heterogéneos de Tamura & Nei (1993), com valores de boostrap obitidos

mediante 1000 permutacoes.
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3.7 Genotipagem
3.7.1 Gene Nav

Para genotipagem individual da classica mutacao kdr (L1014F) no gene
Nay, desenvolvemos uma reagdo de PCR utilizando um mix de primers alelo-
especificos, contendo um primer forward comum a ambos os alelos e dois
reverse especificos, diferenciados pela especificidade na ponta 3° e uma
transversdo no antepenultimo nucleotideo a 3’ para aumentar a especificidade
(Okimoto & Dodgson 1996; Wang et al 2005; Saavedra-Rodriguez et al 2007),
além de uma cauda GC a 5’ com 6 ou 26 nucleotideos no primer especifico para
o alelo selvagem e mutante, respectivamente (Tabela 3). Esta diferenca de 20
nucleotideos é suficiente para gerar picos com diferentes temperaturas de
Melting (TM) em uma curva de dissociacdo avaliada apés a AS-PCR, em um
equipamento de qPCR. Desta forma, utilizamos o kit GoTaqg® gPCR Master Mix
(Promega) para a gPCR, seguida de curva de dissociacdo, que geraram
produtos com TM de 82.5 e 85°C para os alelos selvagem (1014 L) e mutante
(1014 F), respectivamente. A reacdo de AS-PCR foi constituida por 1X de
GoTag® gPCR Master Mix, 0.9 mM dos primers CgNavl1l0l4rev_Phe e
CgNavfor_diag, 0.5 mM do primer CgNav1014 lle, 2X de SyBr Safe, 20 ng de
DNA e 1.6 pyL de agua Milli-Q, com volume final de 10 uL. A amplificacédo foi
realizada nas seguintes condi¢Bes: 50°C por 2 min e 95°C por 10 min para
ativacdo da enzima; PCR com 30 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 min, seguidos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 min e 95°C por
15 segundos.

Tabela 3 - Primers utilizados para a amplificacdo do gene Nav de Cx.

guinquefasciatus por meio das técnicas de PCR e AS-PCR

PRIMER SEQUENCIA 5°- 3’ TECNICA FONTE
CqgNaVIIS6for CATGCTGGTGGGCGACGTGT oCR N
CgNaVIIS6rev TCGCCGACAGACTTGAGGAACCA grupo
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC
CNEAltaiE i CGCTGGAATACTCACGTCA
Nosso
CqNav1014rev_lle GCGGGCCGCTGGAATACTCACGCCT ASPCR  Grupo
CgNavfor_diag ATGTGGGACTGCATGCTGG
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3.7.2 Gene ace-1

Para a genotipagem individual da mutacdo G119S, alelo ace-1R,
desenvolvemos um ensaio de amplificacdo de regido alvo e hibridizagdo com
sondas alelo-especificas, ligadas a um floréforo especifico para cada SNP
(Tagman®, ThermoFisher) para realziagdo em gPCR em tempo real. Para essas
reacoes foram utilizados 1X de Tagman Genotyping Master Mix (ThermoFisher),
1X do ensaio customizado, ID AN9HMRG, contendo primers e sondas (Tabela
4), 20 ng de DNA e 3,5 pL de agua milli-Q, com volume final de 10 pL. As
condicbes de amplificacdo e deteccdo especifica dos SNPs dessas reacdes
foram: 60°C por 30 segundos e 95°C por 10 minutos para ativacdo da enzima,
seguidos de 35 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, como uma
etapa final de 60°C por 1 minuto.

Tabela 4 - Primers utilizados para a amplificacdo do gene ace-1 de Cx.

qguinquefasciatus por meio das técnicas de PCR e Tagman® Real Time PCR

TECNICA PRIMER SEQUENCIA 5'- 3’ FONTE
Forward GCCGTCATGCTGTGGATCTT
Tagman® Reverse CGTCCGGTGGTCGTACAC Nosso
Re?,ICTFLme Sonda Ser (ace-1R)  VIC - CGGAGTAGAAGCTACCCC - NFQ upe
Sonda Gly FAM - CGGAGTAGAAGCCACCCC - NFQ
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3.7.3 Gene cqml

Para a identificacdo dos dois principais alelos relacionados a resisténcia
ao L. sphaericus, cqmlrec € cqmlrec-2, foi utilizada a técnica de PCR Mutiplex
desenvolvida por Chalegre et al (2015). Essa técnica utiliza a combinacao de
quatro primers para gerar fragmentos de tamanho especificos para cada

mutacéo (Figura 36).

del19
1257ccgaaccggacgecgatgel275
a
Intron 1 1323tggl325
..1099 L ¥ 1512. .
I |
F_con—— F_rec2 —s
<«—— R_cqm1 «—— R _con
376-357 bp eon
d
257-238 bp
drec2
172 bp

Figura 36 — Representacéo parcial do gene cqml de Culex quinquefasciatus indicando a
delecdo de 19 nucleotideos (dell9), representativo do alelo cqmlrec € a substituicédo
G1324A do alelo cqmlrec2. Amplificacdo esperada dos fragmentos amplificados por trés
combina¢cBes de quatro primers: (con) fragmentos-controle de 376-357 pb para os alelos
selvagem (cgml) e mutante (cqmlgec), respectivamente, a partir dos primers F_con/R_con, (d)
fragmentos diagndsticos de 257-238 pb também para os alelos selvagem (cgml) e mutante
(cgmlgec), pelos primers F_con/R_cqgml, e (drec2) fragmento de 172 pb para o alelo mutante
(camlgrec-2), pelos primers F_rec2/R_con. Fonte: Adaptada de Chalegre et al (2015).

Na reacdo Multiplex foram utilzados GoTaq Green Master Mix 1X
(Promega®), 0,5 mM de cada primer (F_con, R_con, R_cqml e R_rec2, tabela
5), 20 ng de DNA e 1.6 yL de agua milli-Q para um volume final de 15 uL. As
condi¢cOes dessas reacoes foram: 94°C por 2 minutos para desnaturacao inicial,
seguidos de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para a desnaturacdo do DNA,
60°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para
extensdo da nova fita e na Gltima etapa da reacdo, 72°C por 5 minutos para a
termino da extensdo dos fragmentos. A amplificacdo dos fragmentos foi

verificada em gel de agarose 1%.
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Tabela 5 — Primers utilizados para a amplificacdo do gene cqm1 de Cx. quinquefasciatus
por meio da técnica de PCR Multiplex

PRIMER SEQUENCIA 5'— 3’ TECNICA FONTE
F_con ACCGTCTTGTGCACGTACTCACCACTCT
R_con GTTGATCAGGTCATGACGTTGCTGCATA PCR Chalegre et al
R_cgml AGCATAGTCCGGATGAACTCGGATCC Multiplex (2015)
F_rec2 CCGGGTTCAGTACCAACACCAACTCATA

3.74 Diversidade de Wolbachia pipientis

Para avaliarmos a diversidade de Wolbachia pipientis em Cx.
quinquefasciatus, foi feita a identificacdo dos supergrupos A e B por meio da
analise de dois genes, wsp e ftsZ. O gene wsp é amplamente utilizado em
estudos de diversidade de Wolbachia (Zhou et al 1998; Van Meer et al 1999;
Werren & Bartos 2001; Karimian et al 2018; Arai et al 2019; Goncalves et al
2019). Esse gene codifica a maior proteina de superficie da bactéria, apresenta
rapida evolucdo e possui quatro regides hipervariaveis separadas por regides
conservadas (Braig et al 1998; Baldo et al 2005). O gene ftsZ codifica uma
proteina relacionada com a divisdo celular de bactérias (Lutkenhaus 1990;
Werren et al 1995). Este gene é mais conservado que o wsp e ambos vém sendo
utilizados mais recentemente em conjunto nos estudos de diversidade dos
supergrupos de Wolbachia (Lo et al 2002; Almeida & Stouthamer 2017; Balaji et
al 2019; Konecka et al 2019).

Para a identificacdo dos supergrupos A e B foram utilizados primers que
amplificam fragmentos especificos dos genes wsp e ftsZ de cada supergrupo em
reacao de PCR convencional independente para cada gene e cada supergrupo
(total de quatro reacdes por amostra) (Tabela 6). As amostras que foram
negativas para a infeccdo por Wolbachia foram submetidas a uma reacao para
amplificacéo do gene Nav, conforme o item 3.5.1, a fim de se comprovar que o
DNA estaria integro, sendo, desta forma, um controle da qualidade do DNA
utilizado. Portanto, aquelas amostras negativas para amplificacao de wsp e ftsZ,
mas que amplificaram fragmento do gene Nay foram consideradas sem
Wolbachia.
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Tabela 6 — Primers utilizados para amplificacdo dos genes wsp e ftsZ dos supergrupos A
e B de Wolbachia pipientis em Cx. quinquefasciatus por meia da técnica de PCR

GENE PRIMER SEQUENCIA 5'- 3’ FONTE
136F TGAAATTTTACCTCTTTTC
wsp A
691R AAAAATTAAACGCTACTCCA Zhou et al
81F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC (1998)
wsp B
522R ACCAGCTTT TGC TTGATA
ftsZ_AspecF1 AAAGATAGTCATATGCTTTTC
ftsZ A
ftsZ_AspecR1 CATCGCTTTGCCCATCTCG Baldo et
ftsZ_BspecF1 AAAGATAGCCATATGCTCTTT al (2006)
ftsZ B
ftsZ_BspecR1 CATTGCTTTACCCATCTCA

3.7.4.1 Supergrupo A

A amplificacdo do gene wspA foi realizada com 1X de Gotaq® Hot Start
Green Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers 136F e 691R, 20 ng de DNA
e 3.8 yL de &gua milli-Q para um volume final de 12 pL. As condicfes de
amplificacdo incluiram um periodo inicial de desnaturacdo de 94°C por 2
minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto para desnaturacao, 50°C
por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensao
e uma etapa final de extensdo de 72°C por 5 minutos. O fragmento resultante
esperado dessa reacédo era de 556 pb e sua amplificacéo foi verificada em gel
de agarose 1%.

Na amplificacéo do gene ftsZA foi utilizado 1X de Gotag® Hot Start Green
Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers ftsZ_AspecF1 e ftsZ_AspecR1, 20
ng de DNA e 3.8 pL de agua milli-Q para um volume final de 12 pL. As condicdes
de amplificacdo foram: periodo inicial de desnaturacdo de 94°C por 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturagcédo, 59°C por
45 segundos para anelamentos dos primers e 72°C por 1 minuto e 30 segundos
para extensdao e uma etapa final de extensdo de 72°C por 10 minutos. O
fragmento resultante esperado dessa reagao era de 432 pb e sua amplificacao

foi verificada em gel de agarose 1%.
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3.7.4.2 Supergrupo B

Para a amplificacdo do gene wspB foi utilizado 1X de Gotag® Hot Start
Green Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers 81F e 522R, 20 ng de DNA e
3.8 uL de agua milli-Q para um volume final de 12 yL. As condicbes de
amplificacdo incluiram um periodo inicial de desnaturacdo de 94°C por 2 minutos
seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto para desnaturacéo, 55°C por 1 minuto
para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensdo e uma etapa
final de extensao de 72°C por 5 minutos. O fragmento resultante esperado dessa
reacao era de 449 pb e sua amplificacéo foi verificada em gel de agarose 1%.

A amplificacdo do gene ftsZB foi realizada com 1X de Gotag® Hot Start
Green Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers ftsZ BspecFl e
ftsZ BspecR1, 20 ng de DNA e 3.8 uL de agua milli-Q para um volume final de
12 pyL. As condi¢cdes da reacdo foram constituidas por uma etapa inicial de
desnaturacdo de 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos para desnaturacdo, 5°C por 45 segundos para anelamentos dos
primers e 72°C por 1 minuto e 30 segundos para extensao e uma etapa final de
extensdo de 72°C por 10 minutos. O fragmento resultante dessa reacdo possui

teoricamente 432 pb e sua amplificacdo foi verificada em gel de agarose 1%.
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4. Resultados

4.1 Bioensaios
Bioensaios com larvas

As linhagens de Cx. quinquefaciatus de laboratério IBEx e JPA

apresentaram CLso de 0,0032 (0,0021-0,0049) e 0,0045 (0,0037-0,0056) mg/L,
ou seja, similares pela sobreposicdo de seus IC 95%. O perfil destas linhagens
de Cx. quinquefasciatus foi similar ao da linhagem Rockefeller de Ae. aegypti,
que apresentou CLso 0,0043 (0,0032-0,0058) mg/L (Figura 37).
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Figura 37 - Curva de mortalidade de linhagens de laboratério de Culex quinquefasciatus,
comparadas a linhagem referéncia de Aedes aegypti, ao larvicida organofosforado

temefds. Estao representados médias, erros-padrdo e curvas de regressao ndo-linear para cada
linhagem.

Bioensaios com adultos

Ambas as linhagens de laboratério de Cx. quinquefasciatus apresentaram
baixo percentual de mortalidade quando expostas ao piretroide deltametrina
(0,05%): 18,3% para JPA e 24,4% para IBEX. A linhagem de Ae. aegypti
Rockefeller sofreu 100% de mortalidade (Figura 38A). Para o inseticida
organofosforado malathion (0,8%), os percentuais de mortalidade foram de 92,7
e 99,4% para as linhagens de Cx. quinquefasciatus JPA e IBEX,
respectivamente. A linhagem de Ae. aegypti Rockefeller também obteve
mortalidade de 100% para o organofosforado (Figura 38B). De acordo com

critérios sugeridos pela OMS, as linhagens de Cx. quinquefasciatus séo,
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portanto, resistentes a deltametrina. A linhagem JPA foi classificada como

“possivel resisténcia” para malathion.
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Figura 38 — Mortalidade de linhagens de Culex quinquefasciatus de laboratério a doses
diagnésticas dos adulticidas piretroide deltametrina (A) e organofosforado malathion (B).
A linha vermelha tracejada em 90% de mortalidade representa a linha de corte estipulada pela
OMS (WHO 2016) para a classificacdo das popula¢gBes como resistente (<90%) ou suscetivel (=
98%). A Linhagem Rockefeller de foi empregada como controle de susceptibilidade aos
inseticidas em suas doses diagndésticas.

4.2 Investigacao da presenca de marcadores moleculares associados a
resisténcia a inseticidas
Ao todo, obtivemos o DNA de 744 mosquitos (tabela 7), que foram
utilizados nos ensaios moleculares. Todas estas amostras foram submetidas a
genotipagem em fragmentos dos genes Nav, ace-1 e cgml por métodos
baseados em PCR. A amplificacdo de todos os genes citados foi bem-sucedida
utilizando a concetragéo de 20 ng de DNA individual.

Inicialmente, a diversidade dos genes Nav e ace-1 foi explorada por meio
de amplificacdo, clonagem e sequenciamento. Para o gene Nav utilizamos pools
de DNA das populacdes de Boa Vista-RR, Caceres-MT, Campina Grande-PB,
Caseara-TO, Cuiaba-MT e Recife-PE. Para o gene ace-1 foram utilizados pools
de DNA das linhagens de laboratorio (IBEx e JPA) e as populacdes de campo
de Boa Vista-RR, Caceres-MT, Campina Grande-PB, Cuiabd-MT, Foz do
Iguacu-PR e Recife-PE.

Entre os polimorfismos observados nas sequéncias obtidas, identificamos
as classicas mutagbes associadas a resisténcia a inseticidas em ambos o0s
genes. Mediante tal observacéo, decidimos realizar a genotipagem individual de
todas as amostras para a obtencéo das frequéncias alélicas e genotipicas nos
loci daquelas mutacdes.
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Tabela 7 — Quantidade de amostras de DNA de individuos por populacéo
ou linhagem de Cx. quinquefasciatus.

Localizacao Ndmero de individuos
IBEx 48
JPA 48
Aracaju — SE 47
Boa Vista — RR 67
Caceres — MT 26
Campina Grande — PB 40
Caseara—TO 52
Cuiaba — MT 26
Foz do Iguacu — PR 43
Manaus — AM 61
Oiapoque — AP 73
Pelotas — RS 28
Recife — PE 54
Rio de Janeiro — RJ 102
Séao Lourenco — RS 29
Total 744

As linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratério estdo em negrito.

4.2.1 — Diversidade nucleotidica do segmento 11IS6 do gene Nav

Obtivemos ao todo sequéncias de 101 clones contendo o fragmento do
segmento [IS6 do Nav para as populacbes de Boa Vista (19), Caceres (9),
Campina Grande (23), Caseara (21), Cuiaba (13) e Recife (16) (Tabela 8). As
sequéncias contém 460-461 pares de bases, apresentando os éxons 20 e 21 de
acordo com numeracédo de gene ortdlogo em Musca domestica Linnaeus, 1758
(Williamson et al 1996) com respectivamente 67 e 61 pb e um intron de 332-
333 pb.

De forma geral, a variabilidade nucleotidica foi baixa. Foram identificados
24 sitios polimorficos, uma substituicdo n&o-sinbnima no éxon 20 e 23
substituicbes no intron. A substituicdo ndo-sinbnima corresponde justamente a
classica mutacéo kdr L1014F (numeracao de acordo com Nay de M. domestica).
Ao todo, foram observados 14 haplétipos (Figura 39, Anexo Ill), sendo o
haplétipo Nav_1 o mais frequente (Figuras 39 e 40), contendo 86 sequéncias
(85,1%) e presente em todas as populacdes: 11 de Boa Vista (57,9%), 7 de
Céceres (77,8%), 22 de Campina Grande (95,7%), 20 de Caseara (95,2%), 10
de Cuiaba (76,9%) e 16 de Recife (100%). A populacdo de Boa Vista apresentou
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a maior diversidade haplotipica (hd), com oito haplotipos, sendo sete exclusivos.
Céaceres teve o maior valor de diversidade nucleotidica (11) (Tabela 8). A mutacéo
kdr L1014F apareceu em quatro haplétipos distintos (Nav_6, Nav_7, Nav_8 e
Nav_11), sendo um em Céaceres (Nav_11) e os outros trés em Boa Vista. As
andlises filogenéticas e de rede haplotipica (Figuras 39 e 41) sugerem que 0S
haplétipos com a mutacdo kdr tenham pelo menos duas origens distintas
(Nav_11 + Nav_6 e Nav_7 + Nav_8). A arvore de maxima verossimilhanca
revelou a divisdo das sequéncias em dois clados (A e B), suportada por 100%
de bootstrap (Figura 41). No clado A estdo representadas nove haplotipos,
estando o haplétipo 1, presente em todas as localidades avaliadas. O clado B
apresentou cinco haplétipos, onde ndo foram representadas as populacdes

nordestinas Recife e Campina Grande.

Tabela 8 - indices de polimorfismos encontrados no segmento 11IS6 do gene Nav em seis
populacdes brasileiras de Cx. quinquefasciatus

Populacao N h S hd LI Kk

Boa Vista 19 8 22 0,673(0,119) 0,01446 (0,00524) 6,45
Céceres 9 3 20 0,417(0,191) 0,01703(0,00723) 7,611
CampinaGrande 23 2 1 0,087 (0,078) 0,00019 (0,00017) 0,087
Caseara 21 2 1 0,095(0,084) 0,00021(0,00019) 0,095
Cuiaba 13 4 20 0,423(0,164) 0,01228 (0,00599) 5,487
Recife 6 1 0 0 0 0

Total 101 14 24 0,276 (0,059) 0,00628 (0,00195) 2,794

N: nimero de sequéncias para cada populacdo; h: nimero de hapl6tipos; S: nimero de sitios
polimérficos; hd:diversidade haplotipica; : diversidade nucleotidica; k: ndmero médio de
diferencas nucleotidicas. Desvio padrao em parénteses.
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Figura 39 - Rede de haplétipos para fragmento nucleotidico correspondente ao segmento
I1IS6 do Nav de populac8es de Culex quinquefasciatus do Brasil. O tamanho dos circulos é
proporcional & quantidade de sequéncias obtidas para cada haplétipo no total, de forma que o
menor circulo é representado por apenas uma sequéncia. Os tracos que atravessam as linhas
que unem o0s haplétipos representam a quantidade de passos mutacionais entre eles. As setas
indicam os hapl6tipos que apresentaram a classica mutacao kdr L1014F.
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Figura 40 - Percentual de haplétipos por populacéo para o gene Nav.
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Figura 41 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca para fragmento nucleotidico
correspondente ao segmento I1IS6 do Nav de populacdes de Culex quinquefasciatus do
Brasil. As setas indicam os haplétipos que apresentaram a classica mutacdo kdr L1014F.Foi
utilizado o modelo de padrées heterogéneos de Tamura & Nei (1993), com valores de boostrap
obitidos mediante 1000 permutac¢des. Apenas os valores acima de 80 sdo mostrados.

4.2.2 — Amplificacdo, clonagem e sequenciamento de fragmento do gene
ace-1

Obtivemos sequéncias de 95 clones correspondentes ao fragmento do
gene ace-1 para as linhagens de laboratério IBEx (6) e JPA (4) e das populacdes
de Boa Vista (12), Céaceres (7), Campina Grande (18), Cuiaba (14), Foz do
Iguacu (16) e Recife (18) (Tabela 9). As sequéncias contém 744-746 pares de
bases, apresentando os éxons 2 e 3, de acordo com numeracdo de gene
ortblogo em Torpedo californica Ayres, 1855 (Schumacher et al 1986) e
Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Hall & Spierer 1986; Fournier et al 1989;
Weill et al 2004), com respectivamente 136 e 524 pb e um intron de 84-86 pb.

De forma geral, a variabilidade nucleotidica foi alta. Foram identificados
43 sitios polimoérficos, trés no éxon 2, 24 no éxon 3 e 16 no intron, com 10
substituigdes ndo-sinbnimas: uma no éxon 2 (A018V) e nove no éxon 3 (D029E,
PO91L, S119*?, VO99M, A109T, G247S, A253V, A264T, E290K) (Anexo IV). As
sequéncias foram distribuidas em 39 haplétipos, formando uma complexa rede
(Figura 43). Apenas quatro haplétipos (ace-1_1, ace-1_6, ace-1 11, ace-1_20)
estavam compartilhados por mais de uma populacéo. O haplétipo 1 (ace-1_1) foi
0 mais frequente (Figuras 42 e 43), com 27 sequéncias: quatro de Boa Vista
(33,3%), quatro de Campina Grande (22,2%), dois de Caceres (28,6%), quatro
de Recife (22,2%), trés de Cuiabéa (21,4%), uma de Foz do Iguacu (6,2%), seis

2 *Stop cddon (TAG)
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da linhagem IBEx (100%) e trés da linhagem JPA (75%). A populacdo de Recife

apresentou o maior numero de haplétipos exclusivos, seguida de Cuiaba e Foz

do Iguacu, com sete haplotipos cada. A classica mutacdo G119S (numeracéao de

acordo com o AChE1 de T. californica) foi identificada no haplétipo ace-1_38,

exclusivo de Foz do Iguagu.

Andlise filogenética ndo sugeriu qualquer

agrupamento entre haplétipos do gene ace-1 com suporte estatistico (Figura 44).

Tabela 9 - indices de polimorfismos encontrados no segmento do gene ace-1 nas duas
linhagens de laboratério e nas seis populagc6es de campo de Cx. quinquefasciatus

Populacéo
IBEX
JPA
Boa Vista
Céceres
Campina Grande
Cuiaba
Foz do Iguacu
Recife
Total

N

6

4

12
7

18
14
16
18
95

h

©O© O NN

11
11
39

S

0

1

14
12
17
16
27
24
43

hd
0
0,5 (0,265)

0,894 (0,078)
0,0476 (0,171)
0,908 (0,039)
0,934 (0,045)
0,958 (0,031)
0,908 (0,051)
0,897 (0,025)

LU

0
0,00069 (0,00036)
0,00489 (0,00124)
0,00785(0,00282)
0,00807 (0,00071)
0,00679 (0,00075)
0,00948 (0,00118)
0,01108 (0,00121)
0,00923 (0,00923)

k

0
0,5
3,561
5,714
5,869
4,945
6,900
8,065
6,709

N: nimero de sequéncias para cada populagdo; h: numero de haplétipos; S: nimero de sitios
polimérficos; hd: diversidade haplotipica; m: diversidade nucleotidica; k: nimero médio de
diferencas nucleotidicas. Desvio padrdo em parénteses.
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Figura 42 - Percentual de hapl6tipos por populacdo para o gene ace-1.
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Figura 43 — Rede de hapldtipos para fragmento nucleotidico pacial do gene ace-1. O tamanho dos circulos é proporcional a quantidade de sequéncias
obtidas para cada haplétipo, de forma que o menor é representado por apenas uma sequéncia. Os tragos que atravessam as linhas que unem os haplétipos
representam a quantidade de passos mutacionais entre eles. A seta indica o haplétipo que apresentou as sequéncias com a classica mutacao G119S.
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Figura 44 — Arvore filogenética de maxima verossimilhanca para fragmento nucleotidico
correspondente a segmento do ace-1 de populacdes de Culex quinquefasciatus do Brasil
e linhagens de laboratério. A seta indica o hapl6tipo que apresentou as sequéncias com a
classica mutacdo G119S. Foi utilizado o modelo de padrdes heterogéneos de Tamura & Nei
(1993), com valores de boostrap obitidos mediante 1000 permuta¢fes. Somente valores acima
de 80, foram incluidos na imagem.
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4.2.3 — Genotipagem do SNP L1014F do gene do canal de sddio regulado
por voltagem (Nav)

Uma vez que encontramos a classica mutagédo kdr L1014F no Nav de
Cx. quinquefasciatus entre nossas amostras, realizamos genotipagens
individuais por meio de AS-PCR a fim de obtermos as frequéncias alélicas e
genotipicas das populacdes para o sitio 1014 do Nav. Foram ao todo analisadas
as duas linhagens de laboratério e as 13 populacdes de campo (744 individuos).
Como controle positivo das genotipagens, foram utilizados o DNA plasmidial
purificado de clones cujas sequéncias identificaram L1014 (L/L+) e 1014F (F/F+).
Para o controle heterozigoto (L/F+) foi preparada uma mistura com quantidades
equimolares de ambos os clones. De acordo, as curvas de dissociacdo das
reacbes de AS-PCR revelaram picos de aproximadamente 82.5 e 84.8°C,
referentes aos produtos especificos para os alelos L1014 e 1014F,
respectivamente (Figura 45).

O alelo kdr 1014F foi identificado na linhagem de laboratério JPA e nas
populac6es de campo de Caceres/MT, Boa Vista/RR e Manaus/AM, contudo em
baixa frequéncia (0,010-0,022). Apenas um individuo homozigoto mutante
(1014 F/F) foi encontrado, na populacdo de Boa Vista/RR (Tabela 10). Estes
ensaios confirmaram que a classica mutacéo kdr esta presente em populacfes

de Cx. quinquefasciatus, pelo menos das regiées Norte e Centro-Oeste do pais.
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Figura 45 - Curvas de dissociacdo (melting curve analysis) da reacdo PCR alelo-especifica
(AS-PCR) para variacdo L1014F no segmento 11IS6 do gene Nav de populac8es brasileiras
de Culex quinquefasciatus. Exemplo de andlise com os controles positivos heterozigoto (1014
L/F), homozigoto mutante (1014 F/F) e homozigoto selvagem (1014 L/L).
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Tabela 10 - Frequéncias genotipicas e alélicas para o sitio 1014 do gene Nav das linhagens
de laboratorio e populagdes de campo de Cx. quinquefascistus do Brasil.

Populagao Frequencia Genotipica Frequéncia HWE*
Alélica
N L/L L/F F/F L F X2 p**

IBEx 48 1 0 0 1 0 - -
JPA 48 0,980 0,020 0 0,990 0,010 0,0053 0,9418
Aracaju-SE 47 1 0 0 1 0 - -
Boa Vista-RR 67 0,97 0,015 0,015 0,978 0,022 29 -
Caceres-MT 26 0,962 0,038 0 0,981 0,019 0,0099 0,9203
Camp. Grande-PB 40 1 0 0 1 0 - -
Caseara-TO 52 1 0 0 1 0 - -
Cuiab3a-MT 26 1 0 0 1 0 - -
Foz do Iguacu-PR 43 1 0 0 1 0 - -
Manaus-AM 61 0,968 0,032 0 0,984 0,016 0,0166 0,8922
Oiapoque-AP 73 1 0 0 1 0 - -
Pelotas-RS 28 1 0 0 1 0 - -
Recife-PE 54 1 0 0 1 0 - -
Rio de Janeiro-R) 102 1 0 0 1 0 - -
Sao Lourengo-RS 29 1 0 0 1 0 - -

TOTAL 744

As linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratério estdo em negrito.
* Teste para a avaliacdo da hip6tese do Equilibrio de Hard-Weinberg
** Probabilidade para X2 com um grau de liberdade

4.2.4. Genotipagem do SNP G119S do gene da acetilcolinesterase (ace-1)

Toda aquela colecdo de DNA dos 744 individuos foi também avaliada para
o SNP G119S na acetilcolinesterase (AChE), uma vez que o alelo mutante
classico 119S (ace-1R) foi encontrado entre nossas amostras. Ensaios de
genotipagem do tipo Tagman® (Figura 46) indicaram a presenca do alelo mutante
119S ace-1R apenas na populacdo de Foz do Iguacu/PR, em baixa frequéncia
(0,035) (Tabela 11). Essa amostra com a mutacdo passou a ser utilizada como
controle positivo, desde entdo. A presenca da mutacdo G119S foi confirmada
por clonagem e sequenciamento de fragmento do gene ace-1 daquela amostra
(Anexo V).
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Tabela 11 - Frequéncias genotipicas e alélicas para o sitio 119 (G119S) do gene ace-1 em
populacdes de campo e linhagens de laboratério de Cx. quinquefascistus.

Localizagao N Frequencia Genotipica Frequéncia HWE*
Alélica
G/G G/S S/S G S X2 p**
IBEx 48 1 0 0 1 0 - -
JPA 48 1 0 0 1 0 - -
Aracaju-SE 47 1 0 0 1 0 - -
Boa Vista-RR 67 0 0 0 0 0 - -
Céceres-MT 26 1 0 0 1 0 - -
Campina 40 1 0 0 1 0 - -
Grande-PB
Caseara-TO 52 1 0 0 1 0 - -
Cuiaba-MT 26 1 0 0 1 0 - -
ECI;Z dolguacu- 4,3 o954 0023 0023 0965 0035 18426 0,000018
Manaus-AM 61 1 0 0 1 0 - -
Oiapoque-AP 73 1 0 0 1 0 - -
Pelotas-RS 28 1 0 0 1 0 - -
Recife-PE 54 1 0 0 1 0 - -
Rio de Janeiro - 102 1 0 0 1 0 i )
RJ
Sao Lourencgo - 29 1 0 0 1 0 i i
RS
TOTAL 744

As linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratério estdo em negrito.
* Teste da hip6tese do Equilibrio de Hard-Weinberg
** Probabilidade para X2 com um grau de liberdade
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Legend

= Homozygous allele 1/allcle 1 » Homozygous allele 2/Allele 2
= Heterozygous allele 1 allele 2 sxxUndetermined

Figura 46 — Exemplo de ensaio de genotipagem do SNP G119S do gene ace-1 de
Cx. quinquefasciatus por gPCR TagMan. Neste exemplo, mosquitos da populacdo de Boa
Vista. Cada circulo representa um individuo. Todos os individuos foram genotipados como
homozigotos selvagem (119 G/G, em azul). Estdo destacados os controles positivos 119 S/S
(homozigoto mutante, em vermelho), 119 G/S (heterozigoto, em verde), além de amostras quem
ndo amplificaram (X) e o controle negativo (quadrado negro).
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4.2.5. Genotipagem de variagbes no gene maltase 1 de

Culex quinquefascistus (cqm1)

Todas as amostras foram adicionalmente utilizadas para investigacao de
variacdes no gene cqml por PCR Multiplex e os fragmentos amplificados foram
comparados com o perfil de fragmentos desenvolvido por Chalegre et al (2015)
(Figura 47A). De acordo com este método, a reacao deve amplificar fragmentos
controles de 376 pb e 357 pb (referente ao alelo selvagem cgml ou mutante
cgmilrec), fragmentos diagndsticos de 257 e 238 pb que discriminam entre o
alelo selvagem cgml e mutante cqgmlrec, respectivamente ou um fragmento
anico de 172 pb para o alelo mutante cqmlgec2. Em todas as 744 amostras
avaliadas apenas os fragmentos referentes ao alelo selvagem foram
amplificados, de forma que as duas mutacdes especificas para resisténcia ao L.

sphaericus ndo foram detectadas em nossa amostragem (Figura 47B).

M ] REC REC-2 0] M G Amostras
—P e,

Figura 47 - Perfil de fragmentos do gene cqm1 de Cx. quinquefasciatus por reacdo de PCR
multiplex. Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich).
Em (A) figura extraida de Chalegre et al (2015), exibindo em “con" referentes aos alelos cqm1
ou cqmlgec-2 (376 pb) e cqmlrec (357 pb); “d” fragmentos confirmatoérios para cqmlgrec (238 pb)
e cgml (257 pb); “drec2” fragmento de 172 pb discriminatério para o alelo mutante cqmlgec-2.
Em (B), um exemplo do perfil observado para todas as amostras avaliadas, onde foram
visualizados os fragmentos “con” de 376 e o “d” de 257 pb, caracterizando o alelo cqml1 em
homozigose. M = marcador molecular de 100 pb e C = controle negativo da reacéo de PCR.

4.3 - Diversidade de Wolbachia pipientis

Uma avaliagdo na diversidade nos genes wsp e ftsZ foi utilizada para
classificacdo da bactéria endossimbionte W. pipientis em supergrupos A ou B.
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O diagnostico foi obtido pela amplificacdo (ou auséncia de amplificagdo), em
reacoes especificas para cada um dos supergrupos A ou B, para ambos os
genes. Portanto, todas as amostras foram avaliadas para as reacdes WSpA,
ftsZA, wspB e ftsZB.

Quase a totalidade das amostras analisadas amplificaram produto nas reacdes
wspB e ftsZB (Figura 48), indicando que a W. pipiensis das amostras brasileiras
de Cx. quinquefasciatus sdo em sua grande maioria do supergrupo B. Apenas
quatro amostras da populacdo de Caseara-TO ndo amplificaram em nenhuma
das quatro reacdes, sugerindo auséncia de infeccédo por Wolbachia (Figuras 49
e 50). A fim de averiguarmos a integridade do DNA destas amostras, testamos
a amplificacdo do segmento 11IS6 do Nav, o que revelou produto de tamanho
esperado (Figura 50). Portanto, confirmamos a integrediade do DNA,
corroborando que aquelas amostras deviam ser livres de W. pipientis. Em oito
amostras de Recife (14,8%) e 18 de Campina Grande (45%) houve amplificacédo
nas reacoes wWspA e ftsZA, sugerindo copresenca de Wolbachia do supergrupo
A nestas amostras. Contudo, para a reacdo wspA o tamanho do produto
esperado é de 577 pb (Zhou et al 1998) e estas amostras amplificaram algo em
torno de 700 pb (Figura 51).

De fato, o anelamento dos primers aqui usados para wspA com a
sequéncia KJ140133 (GenBank) de W. pipientis super grupo A, extraida de Cx.
quinquefasciatus da China (Nugapola et al 2017), indica uma regido de 577 pb.
A fim de confirmar a eficiéncia das reacdes wspA e ftsZA, utilizamos algumas
amostras de Aedes albopictus (espécie que notoriamente apresenta Wolbachia
do supergrupo A), que também amplificaram um produto de cerca de 700 pb na
reacao wspA (Figura 52A). Para a reacao ftsZA, tanto aquelas nossas amostras
de Cx. quinquefasciatus quanto essas de Ae. albopictus amplificaram produto
entre 400 e 500 pb (Figura 52B), conforme esperado (432 pb).

Para testar a hipétese de contaminagao de nossas amostras com pedacos
do corpo de outros insetos provenientes das armadilhas de coleta, fizemos
amplificagéo do gene Nav das amostras de Cx. quinquefasciatus que indicaram
W. pipientis do supergrupo A ou que ndo amplificaram nas reagoes para ambos

0s supergrupos. A andlise das sequéncias permitiu descartar essa hipotese,
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pois todas as sequéncias apresentaram alta identidade com os haplétipos do

Nav de Culex quinquefasciatus identificados nesse trabalho (Anexo V).

A Gene wsp B B Gene ftsZB

ARACAJU - SE

OIAPOQUE - AP

28 31 34 37 290 30D 310

Figura 48 - Amplificagdo de fragmentos dos genes wspB e ftsZB. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich). Em (A), exemplo de amplificagéo do
fragmento de 449 pb do gene wspB na populagdo de Aracaju-SE. Em (B), exemplo de
amplificacdo do fragmento de 432 pb do gene ftsZB na populagédo de Oiapoque- AP. 100 pb —
Marcador molecular, C — Controle negativo.
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Figura 49 - Amplificacdo de fragmento do gene ftsZB na populacdo de Caseara-TO.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich). Observe que
ndo houve amplificacdo nas amostras 16D, 18D, 25D e 27D. 100 pb — Marcador molecular, C —
Controle negativo.
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Figura 50 - Amplificagcdo de fragmentos dos genes wspB e Nav em individuos da populacédo
de Caseara-TO. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-
Aldrich). Observe que ndo houve amplificacdo para o gene wspB, porém o fragmento de 467 pb
do gene Nay foi amplificado normalmente, indicando a boa qualidade do DNA. 100pb — Marcador
molecular, C — Controle negativo.

° CAMP. GRANDE
7D 7DD

Figura 51 - Amplificacdo de fragmento do gene wspA em individuos Recife e Campina
Grande. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich).
Houve amplificacao de fragmento do gene wspA, porém o fragmento amplificado possui tamanho
aproximado de 700 pb e ndo 577 pb, como esperado. 100pb — Marcador molecular, C — Controle
negativo.
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Figura 52 - Amplificacdo dos genes do supergrupo A de Wolbachia pipientis em Ae.
albopictus do Rio de Janeiro. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x]
(Sigma-Aldrich). Em (A), amplificac@o do fragmento de aproximadamente 700 pb do gene wspA.
Em (B) amplificagdo do fragmento de 432 pb do gene ftsZA. 100pb — Marcador molecular, C —

Controle negativo.
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5. Discussao

Segundo a WHO (2016), os mosquitos sao classificados como resistentes
a inseticidas se apresentarem razdo de resisténcia (RR) superior a 5 nos
bioensaios com dose-resposta ou mortalidade inferior a 90% nos bioensaios com
dose-diagnostica. Nos ensaios do tipo dose diagnostica com o inseticida
temefds, a razdo de resisténcia das linhagens IBEx e JPA nao foi calculada
devido ao fato de termos utilizado a linhagem de outra espécie (Rockefeller de
Aedes aegitpy) como controle interno. Entrentanto, nesses ensaios, 0s valores
de CLso encontrados para as linhagens IBEx e JPA foram de 0,0032 e 0,0045,
respectivamente. Esses resultados séo similares aos de outras linhagens de Cx.
quinquefasciatus utilizadas como referéncia em ensaios com temefés no Brasil
(Campos & Andrade 2003; Amorim et al 2013), o que indica que essas linhagens
de Cx. quinquefasciatus mantidas no LAFICAVE podem ser utilizadas como
linhagens de referéncia para ensaios com o temefds. O perfil de suscetibilidade
das linhagens IBEx e JPA também foi evidenciado nos ensaios dose-diagnéstica
com outro inseticida organofosforado, o malathion. Porém, a linhagem JPA é
classificada como “possivel resténcia”, por ter apresentado mortalidade entre 90
e 98% a dose diagndstica de malathion (0,8%). No entanto, esta dose utilizada
era recomendada para Ae. aegypti. Como a dose recomendada para Cx.
quinquefasciatus é mais de seis vezes maior (5%), de acordo com documento
da WHOPES atualizado em 2016 (WHOPES, 2016), € necessario que se
caracterize melhor as linhagens de laboratério com a dose atualmente
recomendada. Em todo caso, pela alta mortalidade observada com 0,8%, é

provavel que essas linhagens sejam de fato susceptiveis ao malathion.

Nos ensaios dose-diagnéstica com o piretroide tipo Il deltametrina,
ocorreu o inverso: a dose atualmente indicada para deltametrina € de 0.025%
para Cx. quinquefasciatus, ao passo que usamos o dobro (0,05%) (WHOPES,
2016). Ambas as linhagens de laboratério foram classificadas como resistentes,
apresentando mortalidade abaixo de 30%. Esses resultados sao interessantes,
pois essas linhagens sdo mantidas no LAFICAVE sem pressdo com inseticidas
desde 2002. Além disso, em 1994, ha 26 anos, uma populacdo de Cx.

guingquefasciatus coletados em Benfica, a qual originou a colbnia IBEX, havia
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sido classificada como suscetivel ao inseticida deltametrina (CLso: 0,0009 mg/L,
RR= 3.2) (Gonzales et al 1999).

Em 2002, ano em que ambas as colbnias foram coletadas, o municipio do Rio
de Janeiro passava por uma de suas maiores epidemias de dengue, com mais
de 80 mil casos confirmados da doenca (Casali et al 2004). Durante esse periodo
(anos 2001 e 2002), houve um intenso uso de inseticidas piretroides para o
combate ao Aedes aegypti no municipio. Além dos que foram utilizados pela
prefeitura, houve também a contratacdo por parte de condominios particulares,
de empresas privadas para a aplicagao de “fumacé” e maior utilizacdo de
inseticidas domeésticos (Penna 2003). Tais acdes podem ter selecionado, de
forma indireta, Culex quinquefasciatus resistentes que foram coletados pelo

LAFICAVE para criagéo das colonias.

Nos ensaios moleculares dessas linhagens foi identificado o alelo kdr em
heterozigose na linhagem JPA (veja a tabela 10), entretanto, a frequéncia da
mutacdo nessa linhagem foi baixa (0,010) e a substituicdo L1014F néao foi
encontrada na linhagem IBEXx, 0 que nos permite supor que essa mutacao nao
deve ser responséavel pelo perfil de resisténcia a deltamentrina encontrados nos
ensaios. E provavel que o perfil de resisténcia dessas linhagens seja resultado
da alteracdo de outro mecanismo, como detoxificacdo enzimatica por exemplo.
Bioensaios com uso de sinergistas, como o PBO (piperonil butoxido) por
exemplo, podem ajudar a elucidar se ha envolvimento de enzimas relacionadas

a resisténcia metabdlica (Medeiros 2011).

Arensburger et al (2010), ao analisarem todo o genoma de CXx.
quinquefasciatus, observaram que a espécie possui 18.883 genes que codificam
proteinas. Esse numero € 22% maior do que o de Ae. aegypti (15.449 genes) e
52% maior do que o de An. gambie (12.457 genes). Além disso, observaram que
Cx. quinquefasciatus apresenta expansdo de multiplas familias génicas,
incluindo os genes associados com detoxificacdo metabdlica. De fato, o grande
repertorio de enzimas P450 em Cx. quinquefasciatus tem sido evidenciado com
um papel significativo na resisténcia a inseticidas piretroides (Kasai et al 2000;
Komagata et al 2010).
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As andlises das sequéncias do Nay de Cx. quinquefasciatus provenientes
de Boa Vista, Caceres, Campina Grande, Caseara, Cuiaba e Recife
evidenciaram baixa diversidade, com 14 haplétipos e apenas uma substituicdo
ndo sindnima, correspondente a mutacao kdr. O agrupamento desses haplétipos
em dois clados se deve a variagcBes em blocos no intron. Interessantemente,
estes dois clados sdo separados por alta variabiliadade, mas as sequéncias de

cada clado sdo bastante similares entre si (Anexo llI).

A baixa diversidade do Nav € esperada, uma vez que o gene Nay é
classificado como altamente conservado entre os insetos, apresentando mais de
88.6% de similaridade entre as sequéncias de éxons em Diptera (Silva & Scott
2019). Pouco se sabe sobre a frequéncia da mutacdo kdr em Cx.
quinquefascistus do Brasil. Nesse trabalho, a classica mutacédo kdr L1014F foi
identificada em baixa frequéncia nas popula¢des de Boa Vista-RO, Caceres-MT
e Manaus-AM (veja a tabela 8). Um estudo prévio ja havia identificado a
ocorréncia desta mutacdo também em baixas frequéncias, nas localidades de
Campo Grande/MS (0.01), Rio de Janeiro/RJ (0.03), Niteréi/RJ (0.06) e Belo
Horizonte/MG (0.03) (Muniz 2015).

As andlises das sequéncias do gene ace-1 de Cx. quinquefasciatus
provenientes das suas linhagens de laboratério e das localidades de Boa Vista,
Céaceres, Campina Grande, Cuiaba, Foz do Iguacu e Recife evidenciaram alta
diversidade com a existéncia de 39 haplotipos, sendo o haplotipo ace-1 1, o
mais frequente nas linhagens de laboratério (veja a Figura 41). Essa alta
diversidade encontrada nesse trabalho corrobora com outros trabalhos que
avaliaram a diversidade do gene ace-1 em Anopheles gambiae (Elanga-Ndille et
al 2019), Culex pipiens (Alout et al 2009) e Cx. quinquefasciatus do Brasil (Longo
2016). A mutacdo G119S, que confere resisténcia a inseticidas organofosforados
e carbamatos, foi identificada na populacdo de Foz do Iguacu na frequéncia de
0,035 (veja a tabela 9). No Brasil, essa mutacao ja foi identificada em baixa
frequéncia em Culex quinquefasciatus do Rio Janeiro (Longo 2016), Sao
Paulo/SP (0.12-0.17) (Bracco et al 1999) e Recife/PE (0,11) (Weill et 2003;
Amorim et al 2013). A associagdo com resisténcia a inseticidas néo foi
evidenciada para nenhuma das demais mutacdes identificadas (A018V, DO29E,
P0O91L, S119*, VO99M, A109T, G247S, A253V, A264T, E290K).
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A auséncia dos alelos de resisténcia cqmlrec € cqmlrec2 em todas as
populacdes avaliadas neste estudo pode indicar inexisténcia ou frequéncia muito
baixa destes nas popula¢des de campo, incluindo a populacédo de Recife, onde
esses mesmos alelos ja foram detectados (Menezes et al 2016). Esses
resultados podem ser justificados pela baixa presséo de sele¢cdo com o inseticida
nas ultimas décadas. Apesar de algumas formulacdes de L. sphaericus serem
eficientes também para o controle de Ae. aegypti (Santana-Martinez et al 2018),
esse inseticida geralmente ndo é utilizado nos programas de controle do vetor e
sua utilizacao no controle de Cx. quinquefasciatus foi mais acentuada na década
de 1990, durante os programas de eliminacdo da filariose (Regis et al 1995,
Silva-Filha et al 1995). Apos esse periodo, foi usado pontualmente para o
controle de Cx. quinquefasciatus em Sao Paulo (Andrade et al 2007) e em
combinagdo com o Bti para o controle de Culex e Aedes no Recife (Santos et al
2018). Entretanto, vale salientar que existem outras mutacfes que nao foram
avaliadas nesse trabalho e que também conferem resisténcia ao L. sphaericus
(Chalegre et al 2009; 2012). Além disso, h& registro de populacdes altamente
resistentes ao L. sphaericus e que ndo possuem muta¢fes no gene cgml, porém
com mecanismos ainda desconhecidos (Nielsen-Leroux et al 2002). Todos os
dados publicados até 0 momento sobre resisténcia a inseticidas em populacdes
de Cx. quinquefasciatus do Brasil foram reunidos em uma revisao publicada no

periddico Parasites & Vectors (Lopes 2019), disponivel no anexo |.

Na tentativa de contornar a selecdo de mosquitos resistentes a
inseticidas, os programas de controle vetorial tém apostado em estratégias
alternativas de controle, como por exemplo a utilizacdo de Wolbachia. Wolbachia
€ uma bacteria endossimbionte bastante diversa e, até o0 momento, o género €
dividido em pelo menos 16 supergrupos reconhecidos (A-Q). Entretanto, apenas
0s supergrupos A e B sédo encontrados em mosquitos (Glowska et al 2015;
Moreira et al 2019). A maioria dos insetos abriga apenas um desse dois
supergrupos, porém a ocorréncia de superinfeccao ja foi registrada para algumas
espécies, como Ae. albopictus e Cx. vishnui Theobald, 1901 (Kittayapong et al
2000). Superinfecgédo é o termo utilizado quando duas ou mais linhagens de
Wolbachia sédo encontradas em um mesmo individuo (Sinkins et al 1995). Esse

fendmeno permite a recombinagdo génica entre os supergrupos, aumentando
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sua diversidade e a possibilidade de ocorréncia de incompatibilidade
citoplasmatica (Duron et al 2005; Walker et al 2008). Em Cx. quinquefasciatus,
€ consenso de que apenas Wolbachia do supergrupo B ocorre na espécie
(Klasson et al 2008).

Dadas a distribuicdo de Cx. quinquefasciatus por todo o territério nacional,
que tem proporcdes contineitais, avaliamos se h& presenca apenas de
Wolbachia do tipo B em nossa amostragem. De fato, a grande maioria dos
mosquitos avaliados possuiam somente Wolbachia do supergrupo B, o que
corrobora com outros estudos (Almeida 2008; Morais et al 2012). No entanto,
quatro individuos da populacdo de Caseara — TO ndo estavam infectados por
Wolbachia. Além disso, em 26 individuos de Campina Grande (18) e Recife (8),
amplificamos fragmentos dos genes ftsZ e wsp de ambos 0s supergrupos (A e
B), 0 que nos indica a presenca de superinfec¢cdo nesses espécimes.Estamos
realizando a clonagem e sequenciamento desses individuos para verificar essa
hipotese. Caso se confirme, este serd o primeiro registro de superinfecdo em
Culex quinquefasciatus.

Individuos naturalmente nao infectados por Wolbachia ja foram
registrados para Cx. quinquefasciatus (Rasgon & Scott 2003) e Ae. albopictus
(Albugquerque 2011). A ocorréncia de individuos naturalmente néo infectados é
justificada por uma falha na transmissao materna de Wolbachia para a prole
devido a variacbes ambientais, como temperatura (Clancy & Hoffmann 1998;
Kittayapong et al 2002). Alguns estudos também indicam que a exposi¢édo
prolongada a inseticidas, seguida de selecdo de alelos resistentes e
superproducao de enzimas de detoxificacdo exercem impacto no fitness do
mosquito, compromentendo a capacidade do inseto de controlar a densidade de
Wolbachia (Berticat et al 2002; Echaubard et al 2010). No caso de Caseara, no
entanto, resisténcia a inseticidas ndo deve ser o caso, uma vez que esta

localidade é uma das raras encontradas no Brasil aonde Ae. aegypti é

susceptivel a inseticidas (Sa et al 2019).

O uso de inseticidas ainda € uma estratégia muito utilizada no controle de
vetores, porém a sua aplicagdo reduz a variabilidade genética da populagéo ao
mesmo tempo que seleciona individuos naturalmente resistentes aos compostos
utilizados (Guillemaud et al 1996). As arvores filogenéticas do Nav e ace_1
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indicam baixa extruturacdo genética do Culex quinquefasciatus, assim como
outros estudos realizados com essa espécie no Brasil (Wilke et al 2014; Morais
2011, Morais et al 2012; Carvalho 2017). Entretanto, pretendemos realizar a
andlise de 12 loci de microssatélites para uma avaliagdo populacional mais

precisa.

O fendtipo de resisténcia controlado pelas mutagfes identificadas nesse
estudo ocorre apenas quando os alelos mutantes sdo encontrados em
homozigose. Tal caracteristica faz com que essas mutacbes demorem a se
estabelecer nas populacdes do vetor, sendo geralmente encontradas em baixa
frequéncia. Porém, quando os alelos mutantes atingem certa frequéncia, definida
pela WHO (2012) como tipping point, a presenca desses alelos aumenta de
forma exponencial quando expostos aos inseticidas, tendendo a fixagéo.
Portanto € importante que se faca um monitoramento dos alelos kdr e ace-1R
enquanto estdo em baixa frequéncia e antes que alcancem o tipping point,

possibilitando dessa forma, o controle efetivo do Cx. quinquefasciatus no pais.
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6. Concluséo

- As linhagens de laboratorio JPA E IBEx sé@o suscetiveis aos organofosforados
temefés e malathion e resistentes ao piretroide deltametrina. Ambas podem ser
utilizadas como referéncias para bioensaios com temefos. Outros mecanismos,
distintos da classica mutacdo kdr L1014F podem estar presentes nestas

linhagens.

- A mutacdo L1014F no gene Navy foi identificada na linhagem JPA e nas
populacbes de Boa Vista, Caceres e Manaus em baixa frequéncia. A mutacdo
G119S no gene ace-1 foi encontrada apenas na populacédo de Foz do Iguacu e,
com relacdo ao gene cgml, os alelos mutantes cqmlrec € cqmlrec-2 ndo foram

identificadas em nenhuma populacéo avaliada no estudo.

- A maioria dos mosquitos avaliados (96%) estavam infectados somente por
Wolbachia do supergrupo B, 4 individuos de Caseara ndo estavam infectados e
26 de Campina Grande e Recife estavam superinfectados (coexisténcia dos
supergurpos A e B).
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7. Perspectivas

Dar continuidade a amplificacdo de 12 loci de microssatélites com todas
as populacdes coletadas para a realizacdo de andlises de genética
populacional.

Clonar e sequenciar os fragmentos dos genes wsp_A e ftsZ A para
confirmarmos a superinfeccao por Wolbachia nos mosquitos de Campina

Grande e Recife.
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Abstract

Culex quinquefasciatus is a successful invasive species broadly distributed in subtropical regions, including Brazil. It is
an extremely annoying mosquito due to its nocturnal biting behavior, in high-density populations and it is a potential
bridge between sylvatic arbovirus from birds to man in urban territories. Herein, we present a review concerning the
methods of chemical control employed against Cx. quinquefasciatus in Brazil since the 1950’ and insecticide resist-
ance data registered in the literature. As there is no specific national programme for Cx. quinquefasciatus control in
Brazil, the selection of insecticide resistance is likely due in part to the well-designed chemical campaigns against
Aedes aegypti and the elevated employment of insecticides by households and private companies. There are very few
publications about insecticide resistance in Cx. quinquefasciatus from Brazil when compared to Ae. gegypti. Never-
theless, resistance to organophosphates, carbamate, DDT, pyrethroids and biolarvicides has been registered in Cx.
quinquefasciatus populations from distinct localities of the country. Concerning physiological mechanisms selected
for resistance, distinct patterns of esterases, as well as mutations in the acetylcholinesterase (ace-1) and voltage-
gated sodium channel (Na,) genes, have been identified in natural populations. Given environmental changes and
socioeconomical issues in the cities, in recent years we have been experiencing an increase in the number of disease
cases caused by arboviruses, which may involve Cx. quinquefasciatus participation as a key vector. It is urgent to better
understand the efficiency and susceptibility status to insecticides, as well as the genetic background of known resist-
ant mechanisms already present in Cx. quinquefasciatus populations for an effective and rapid chemical control when
eventually required.

Keywords: Vector control, Southern house mosquito, Insecticide resistance monitoring, Urban vector, Filarial vector

Background

Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae)
known as the southern house mosquito, is a subtropical
mosquito belonging to the complex Culex pipiens, pre-
sent in the Americas, Australia, Asia, Africa, Middle East
and New Zealand, as well as being broadly distributed in
Brazil [1, 2]. Amongst the several species in genus Culex
registered in Brazil [3], Cx. quinquefasciatus stands out
as the most abundant and anthropophilic species [4]. In
addition to the considerable discomfort caused by the
nocturnal biting behavior, Cx. quinquefasciatus is the
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main vector of several pathogens, especially including
the nematode Wulchereria bancrofti (agent of bancroft-
ian filariasis) and the West Nile virus [5, 6]. As mosqui-
toes from the complex Cx. pipiens feed both on human
and bird blood, they may potentially transport sylvatic
arboviruses from migratory birds to man in urban terri-
tories [7]. This mosquito is also a potential vector of the
arboviruses responsible for the Rift Valley fever [8] and
Saint Louis encephalitis [9]. In the recent Brazilian Zika
outbreak, samples of Cx. quinquefasciatus from urban
environments were detected to be infected with ZIKV,
suggesting participation in a new cycle of this emergent
arbovirus in some regions [10, 11]. Similarly, its role has
also been implied in the transmission of the emergent
Mayaro virus in urban centers [12]. Other studies consid-
ering systems of infection in the laboratory demonstrated
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mairvzera/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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that Cx. quinquefasciatus would also be competent to
transmit the protozoan Plasmodium relictum (agent of
bird malaria) [13] and Hepatozoon breinli, an intracellular
parasite infecting birds, reptiles, amphibians and rodents
[14]. An extensive list of viruses, protozoans and nema-
todes isolated from Cx. quinquefasciatus under natural
and laboratory conditions can be found elsewhere [15].

In the absence of effective vaccines available against
most of the Culex-transmitted pathogens, the best strat-
egy to avoid transmission relies on the chemical control
of the mosquito [16]. At the end of the last century, the
World Health Organization (WHO) launched a manual
focused on mosquito vector control, including Culex
spp., highlighting the necessity of measures to prevent
their reproduction and dispersion [17]. Although Culex
spp. females preferentially lay their eggs in collections
of water, either stagnant or gentle flow, rich in organic
matter, Cx. quinquefasciatus is very opportunistic so
that any permanent or temporary collection of water
may serve as a potential breading site for their larvae [1,
18]. Therefore, vector control planning has to focus on
breeding-site elimination or treatment by improving the
basic sanitary infrastructure of water supply and waste
destination, as well as activities to promote community
engagement within an environmental agenda. However,
given the accelerated and disorganized process of urbani-
zation in the last decades, especially in the tropical, low-
income countries, these tasks are too complex to be fully
achieved. Additionally, even in well-developed regions,
the density of these mosquitoes may be positively cor-
related with seasonal high temperatures [19, 20]. In this
scenario, chemical larvicides or polystyrene granules
can be applied to water collections. Insecticide residual
spraying (IRS) in the interior of the houses is generally
not effective against Cx. quinquefasciatus given its habit
of posing on substrates generally not treated with insecti-
cide, such as cloth, curtains and other suspended fabrics,
instead of resting on the walls and ceiling [17].

The first official actions in Brazil specifically targeting
Cx. quinquefasciatus based on chemical control were
during the years 1951-1955, as a first phase of a govern-
mental campaign to control Bancroftian filariasis [21].
This campaign was coordinated by the National Service
of Malaria, opting the use of hexachlorobenzene (BHC),
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) and dieldrin
as residual action insecticides [22]. The second phase of
this campaign was initiated in 1956, with the creation of
the National Department of Rural Endemics (DNERu).
By 1960, 120,339 midguts were dissected from female
mosquitoes caught in filariasis endemic areas, which rec-
ognized Cx. quinquefasciatus (at that time named Cx.
pipiens fatigans) as the main vector in the country [21].
In the following decade, Brazilian national campaigns
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against filariasis were coordinated by the Superintend-
ence of Public Health Campaigns (SUCAM). These cam-
paigns aimed at eradicating or controlling the filariasis
transmission in endemic areas by treating committed
persons with the chemotherapy diethylcarbamazine, as
well as decreasing the density of the mosquito by improv-
ing the sanitary infrastructure and applying residual
insecticides (BHC and dieldrin) against both larvae and
adult stages of Cx. quinquefasciatus [22].

The employment of residual insecticides (BHC, DDT
and dieldrin) for controlling adult mosquitoes was incipi-
ently effective. Nevertheless, they became ineffective,
their use being suspended [22]. Given the lack of an effi-
cient adulticide together with the high cost of larvicide
applications in the breading sites, the chemical treatment
was discontinued and the national programmes central-
ized their actions on the treatment of human cases and
health educational programmes [22]. Currently, the Bra-
zilian Ministry of Health (MoH) acquires the insecticides
and provides them to the states, which supply the munic-
ipalities. In turn, the municipalities have autonomy to
complement alternative compounds in their territories,
as long as they are approved by the WHO and the Brazil-
ian National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA)
[23]. There is no specific national programme for com-
bating Culex, as most of the governmental actions against
this mosquito are a side-effect of the well-structured pro-
gramme for Aedes aegypti control. In this sense, most
of the insecticide selection pressure geared toward Cx.
quinquefasciatus populations in Brazil is substantially
derived from that targeting Ae. aegypti [24].

In the last three decades the main larvicides utilized in
Brazil under national scale against Ae. aegypti have been
the organophosphate temephos, followed by the IGRs
(insect growth regulators class) diflubenzuron, novalu-
ron and more recently, pyriproxyfen. Pyrethroids were
adopted as adulticides from 2000 until 2013 when the
organophosphate malathion began to be implemented,
as the only permissible alternative after reports that pyre-
throid resistance in Ae. aegypti was apparent all over the
country [23, 25]. Nevertheless, commercial pyrethroids
have intensively been sprayed inside the dwellings as
well as under thermo-fogging or ultra-low volume in the
peri-domicile by private companies. In addition to neu-
rotoxic insecticides, as recommended by the WHO [26],
the bacterium Lysinibacillus sphaericus (Lbs), previously
known as Bacillus sphaericus (Bs) [27], is also indicated
and largely enlisted as a biolarvicide for Culex control
[28]. Lysinibacillus sphaericus began to be exploited on
a large scale for Culex control in Brazil since 1989, ever
since used as a larvicide by the Filariasis Elimination Pro-
gramme in Recife/PE and on the border of the Pinheiro
River in Sao Paulo [29, 30].
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Likewise, as with Aedes and Anopheles mosquitoes, the
exacerbated use of insecticides has been selecting resist-
ant Cx. quinquefasciatus populations around the world
[31-34]. Resistance to insecticides is a multi-factorial
genetic trait, preceding insecticide exposure. Normally,
the frequency of resistant insects in natural popula-
tions is very low in an environment free of insecticides,
i.e. without a selection pressure. Hence, the continuous
application of insecticides favorably selects the resist-
ant individuals, while those susceptible are progressively
eliminated, reducing the genetic variability of the target
population [35]. Depending on the intensity of the selec-
tion pressure over genetically well-structured and isolate
populations, resistance may become irreversible due to
the lack of susceptible mosquitoes to contribute their
genes to the next generations, where migration among
other populations is absent or very low [36]. In Brazil,
in addition to the chemicals employed in governmental
campaigns, the uncontrolled application by households
increases during arbovirus outbreaks and also when
targeting Culex itself due to its usual high densities and
annoying nocturnal biting behavior [37, 38]. As the odor
of pyrethroids is less noxious to the people, this class of
insecticide is largely preferred [39, 40]. There is evidence
that this excessive household use of chemicals is the main
factor contributing to pyrethroid resistance selection in
Ae. aegypti [41, 42], Cx. quinquefasciatus populations as
such being likely to experience a similar phenomenon.

There are four main classes of mechanisms attrib-
uted to resistance in a mosquito population: behavioral
changes, decrease of cuticular penetration, increase in
the metabolic detoxification and alteration in the insecti-
cide target-molecule, these two latter mechanisms being
the mostly molecularly elucidated [43-45]. An increase
in the metabolic detoxification may occur due to an
increase in the detoxification power, generally related
to the classes of enzymes esterases, glutathione S-trans-
ferases (GSTs) and multi-function oxidases P450s, which
are able to modify or break up the insecticide molecules
before they reach their target. In turn, target-site altera-
tions inhibit the interaction between the insecticide and
its action target molecules, rendering the insecticide less
effective or even ineffective [46].

In 2011, the Brazilian MoH launched a surveillance
and control methods guide against Cx. quinquefasciatus,
recommending the use of neurotoxic (pyrethroids, carba-
mates or organophosphates) and IGR compounds (juve-
nile hormones analogues and benzophenil ureas, as chitin
synthesis inhibitors) in conjunction with the biolarvicide
Lbs [5], very similarly as indicated against Ae. aegypti.
The compounds currently indicated by the MoH are:
organophosphates and pyrethroids for adult control and
spinosyns; bacterium biolarvicides; benzophenilureas;
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juvenile hormone analogues; and organophosphates
against larvae [47]. Nevertheless, there are some reports
of Cx. quinquefasciatus populations resistant to some of
these compounds in the country (see Fig. 1). A list with
insecticide resistance data available in the literature,
including susceptibility tests, biochemical and molecu-
lar assays, distributed per region and year are provided
in Table 1.

Organophosphates and carbamates

First reports of organophosphate resistance in Cx.
quinquefasciatus from Brazil came from Rio de Janeiro
populations evaluated with chlorpyrifos in 1978 [48]
and later in 1994 [49]. Resistance to the larvicide teme-
phos was described in populations from Campinas (Sao
Paulo State) [50], Santa Cruz do Capibaribe (Pernambuco
State) and Campo Grande [51] and Navirai [52] (Mato
Grosso do Sul State). In addition, a population from
Cuiaba (Mato Grosso State) collected in 2000 was classi-
fied as “tolerant’, while Ae. aegypti collected at the same
site and year were susceptible to the insecticide [50].
Resistance to the carbamate propoxur was evidenced in
Cx. quinquefasciatus collected in the region of Pinhei-
ros River in the center of Sao Paulo, in 1995 and 1996
[53]. Also, in Sao Paulo, resistance was detected to both
organophosphates malathion and fenitrothion [53, 54]
and to malathion (RR;, of 43.81) in Rio de Janeiro [24].

High levels of resistance to malathion were also
observed in Cx. quinquefasciatus from other Latin
American countries such as Cuba (RR;, of 207.91 and
135.97) and to a lesser extent Venezuela (RRg, of 16.11).
The authors considered that the intense employment of
the OP themephos, malathion and propoxur and also
pyrethroids, for the first dengue outbreaks in the 1980,
contributed to control Ae. aegypti, however inducing
resistance in Cx. quinquefasciatus to OPs and propoxur
[55, 56]. In Brazil, resistance to temephos is currently
disseminated in Ae. aegypti populations throughout
the country which forced the National Dengue Control
Programme to replace this chemical by Insect Growth
Regulators (IGRs) compounds [25]. This scenario of
disseminated resistance to temephos might as well be
extended to Cx. quinquefasciatus. For example, more
than 40,000 kg of temephos were applied in the city of
Santa Cruz do Capibaribe alone against Ae. aegypti dur-
ing 2007-2010 which was likely the source of pressure
that selected resistant Cx. quinquefasciatus in the region
[51].

Organophosphates and carbamates both target the
acetylcholinesterase enzyme (AchE), causing the accu-
mulation of the neurotransmitter acetylcholine in a syn-
aptic shift, which inhibits the interruption of a nervous
impulse and therefore, kills the insect. The metabolic
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Fig.1 Representation of insecticide resistance records in Culex quinquefasciatus from Brazil *Tolerance detection to organophosphates.

enzyme participation also plays an important role in
organophosphate resistance in Culex. For instance, a
gene or a set of esterase genes suffered several dupli-
cations, causing the increase of their codified enzymes
and consequently, more sequestration of the insecticide
molecule [57-59]. The register of detoxifying enzyme
quantification associated with insecticide resistance in
Cx. quinquefsciatus from Brazil was noted in popula-
tions from Fortaleza [60], Sao Paulo [53], Santa Cruz do
Capibaribe [51] and Rio de Janeiro [24, 49].

A single nucleotide polymorphism (SNP) in the ace-
tylcholinesterase gene (ace-1) with the substitution of a
Gly by a Ser in the 119 codon (G119S, ace-1® allele) is a
target site mechanism mostly displayed in Culex popu-
lations resistant to organophosphates. The same G119S
SNP is also found in other insects, including Anoph-
eles mosquitoes [61-63]. Other mutations (F290V and
F331W) were also described in the Culex ace-1 gene,
also possibly related to resistance to organophosphates
[64—67]. The G119S was the only ace-1 mutation found
in Cx. quinquefasciatus from Brazil, in the localities of
Sao Paulo [53], Recife [64], Santa Cruz do Capibaribe
[51] and Rio de Janeiro [68].

Organoclhorines and pyrethroids

The organochlorine DDT and the pyrethroids act in the
voltage-gated sodium channel (Nay) in the neuron mem-
branes, prolonging its open state. This interaction results
in a repetitive firing of the nervous impulse, leading the
insect to involuntary muscle spasms, exhaustion and
death, a phenomenon known as knockdown effect [69].
Organochlorine may also inhibit the gamma-aminobu-
tyric acid (GABA)-gated chloride channel. This is the
case of cyclodienes, such as dieldrin which antagonizes
the effects of the GABA receptor by preventing chloride
ions from entering the neurons, thus inhibiting the return
to resting state after an impulse transmission. A classical
mutation (A302S) in the GABA receptor induces resist-
ance to dieldrin, thus being referred to as RDL in several
insects including Cx. quinquefasciatus [70, 71]. No sub-
stitution in the GABA gene has been reported in popu-
lations from Brazil. Increase in the action of detoxifying
enzymes is usually related to DDT- and pyrethroid resist-
ance, especially GST and monoxygenases P450 classes
[72, 73]. However, given the diversity of multiple genes
in these classes, it is difficult to find the same specific
molecular marker for metabolic resistance across distinct
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species or even among populations of a same species. In
the case of the target-site alterations, however, the same
SNPs are found in distinct species, as is the case of the
substitution Leu by Phe in the 1014 site of the Na, gene,
known as the classical kdr (knockdown resistance) muta-
tion [74].

There is one report of a Cx. quinquefasciatus popula-
tion from Rio de Janeiro collected in 1994 resistant to
DDT [49]. The use of this compound had been discon-
tinued against mosquitoes since 1971 and finally prohib-
ited in Brazil in 1985 [75]. Therefore, this could result
from a persisted resistance selected by DDT itself or
cross-resistance by the use of other compounds. Resist-
ance to the pyrethoids cyfluthrin and cypermethrin was
identified in a population from Campinas collected in
1999, whilst simultaneously collected Ae. aegypti were
susceptible [50]. In addition, there was resistance to del-
tamethrin in a laboratory strain from Divinépolis [76].
Resistance to deltamethrin emerged and spread very
rapidly in Ae. aegypti since its introduction by national
campaigns against the dengue vector in 2000. One dec-
ade later, high levels of resistance to this chemical were
acquired throughout the country, especially during den-
gue epidemic seasons, probably with an important con-
tribution of the use of household insecticide sprays, all
pyrethroid-based products [25, 41]. This environment
with constant insecticide application near and inside the
houses has likewise been selecting resistance to pyre-
throids in Cx. quinquefasciatus.

To date, there has only been one report for a kdr muta-
tion in Cx. quinquefasciatus from Brazil in which the
classical L1014F was detected, yet under low frequencies
(4-7%) in samples from Campo Grande, Rio de Janeiro,
Niter6i and Belo Horizonte [77]. In these localities,
resistance to deltamethrin was apparent in Ae. aegypti
probably related to kdr mutations [78]. Similarly, L1014F
was detected in Cx. quinquefasciatus from Mexico, indi-
rectly exposed to pyrethroids targeting Ae. aegypti during
dengue control campaigns [79]. Other substitutions were
found in the same 1014 aminoacid position (L1014S,
L1014C) in the Cx. pipiens complex [80]. However, none
were ever observed in Cx quinquefasciatus from Brazil,
other than L1014F.

Biolarvicides

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) and Lysiniba-
cillus sphaericus (Lbs) are bacteria that produce endo-
toxins that are activated by mosquito larvae intestinal
proteases and bind to specific receptors in the intestinal
epithelium, causing degeneration and consequently, kill-
ing the larvae [81, 82]. The Lbs is more suitable for con-
trolling Cx. quinquefasciatus because it presents higher
activity in polluted water when compared to Bti [83].

Page 9 of 12

The cqgm1 gene encodes an epithelial protein to which
the toxin binds. Some mutations in the cqml gene were
associated with Lbs resistance. For example, a deletion of
19 nucleotides (cgm1pyc) and the substitution of a gua-
nine (G) to an adenine (A) in the codon 1324 (eqgmpec.,),
both present in Cx. quinquefasciatus field populations
from Recife [84, 85]. Resistance to Lbs was found in a
Cx. quinquefasciatus populations from Coque, an urban
area of Recife, only two years after its implementation in
1991, reaching a resistance ratio 10-fold higher than the
susceptible control [86]. However, this resistance was
later reversed with the interruption of the biolarvicide
application in that locality [87]. In other areas of Recife
city, Lsb continued to be enlisted and several studies have
been evaluating the levels of susceptibility to this bioin-
secticide in the city as well as identifying new molecu-
lar markers [88-90]. These studies have shown that the
frequency of resistant individuals in Recife city remains
at low levels, even with the continued application of the
bacterial insecticide, either alone or in combination with
other larvicides such as Bti [91-94]. In a recent study in
Colombia, Lbs proved to be efficient against both Cx.
quinquefasciatus and Ae. aegypti field populations, sug-
gesting it as an interesting alternative to chemical insec-
ticides [28].

Conclusions

In accordance with the WHO Global Vector Control
Response [95], the emergence and spread of vector-trans-
mitted diseases is likely to be intensified in the following
years, especially those with the participation of urban
mosquitoes such as Culex spp., given their strong adap-
tation to climate changes and inefficient urban sanitary
infrastructures. Therefore, as the application of insecti-
cides is a primarily action against Cx. quinquefasciatus
in Brazil, it is urgent to investigate the status of suscep-
tibility/resistance of natural populations to all the chemi-
cal compounds available for use. Effective vector control
in Brazil is a complex and multifactorial task consider-
ing the continental dimensions together with the greatly
heterogeneous ecological and demographic aspects [96].
Future successful campaigns based on the use of chemi-
cals have to implement a constant monitoring of insecti-
cide effectiveness, employing integrated methods against
all targeted species and considering a plan well adapted
to regional peculiarities.
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Instituto Oswaldo Cruz
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/ I0C

LICENCA L-004/2018

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-003/2018), intitulado “Estudos da fisiologia,
desenvolvimento e controle de artropodes vetores”, sob a responsabilidade de José Bento
Pereira Lima atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL). A referida licenca ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta

legislacéo nacional.

Esta licenca tem validade até 31/03/2022 e inclui o uso total de:

Animal espécie ou | quant |4 | Q@ idade peso | origem (*)
linhagem | (total)

(x )camundongo Mus 96 ICTB/Fiocruz
musculus
(Swiss
Webster)

() Rato

() Coelho

() Hamster

() Aves

() primata ndo humano

(x ) Outros Cavia porcellus 72 72 ICTB/Fiocruz

Observagao: Esta licenca ndo substitui outras licencas necessarias, como Certificado de
Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificado do IBAMA
para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 19 de margo de 2018.

FIOCRUZ-Fundagao Oswaldo Cruz/IOC-Instituto Oswaldo Cruz
Av._ Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056

Anexo Il —Licenca para a utilizacdo de cobaias anestesiadas na alimentagdo de mosquitos
no LAFICAVE.
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Flavio Alves Lara
Coordenador da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagao Oswaldo Cruz

FIOCRUZ-Fundagao Oswaldo Cruz/IOC-Instituto Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056

Anexo |l —Licenca para a utilizacdo de cobaias anestesiadas na alimentacao de mosquitos
no LAFICAVE (continuacdao).
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EXON 20 INTRON

1
1 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566|666| 666|667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 990
1 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901|234[567|890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890
C IR § RN R N R R
#Nav_1 C ATG CTG GTG GGC GAC GTG TCC TGC ATT CCG TTC TTC TTG GCC ACC GTA GTIG ATA GGA AAT |TTA| GTC|GTG AGT ATT CCA GCG TGA AGT CTT AGC GAT TGA
#Nav_2
#Nav_3
#Nav_5 T
#Nav_6 e I
#Nav_7 o IR &
#Nav_8 O I I
#Nav_9 O [T I I o
1= A O
21 =N O P
#Nav_12
#Nav_13
#Nav_14

INTRON
111 111 111 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999
000 000 000 111 111 111 111 111 112 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 1211 111 111 111 111 111 111 111 111
123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789

#Nav_1 TCT AGT GTG CGC GCT AGA GCT GTC AAA ACA TCG CCA ACA GCA TGC AAG AAA AGG TGG GAA CGA AAA ACT TTA AGG TCA CAT TTG TAC CTT TGA TGT AAA
#Nav_2 P G
#Nav_3 e et et e eee e iee e e e e e e e e e e eee e e e e e e
#Nav_4 P G
#Nav_5

#NAvV_6

#Nav_7

#Nav_8

#Nav_9

#Nav_10

#Nav_11

#Nav_12

#Nav_13

#Nav_14

Anexo lll — Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 461 pares de bases correspondente ao sitio [IS6 do Nay de Culex
quinquefasciatus. A substituicdo de nucleotideos A-T, correspondente a mutacao kdr est4 destacada em vermelho. A linha azul indica a localizagdo do fim
do éxon 20 e inicio do intron.
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INTRON
222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999
012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678

#Nav_1  CAA ACA GTT CAT ACC GAT CAT TCT A—- GTA AAT ATT TCT TTA AGG TTG CGT TCT TT- AAA AAA AAA TT- -AG ATG AAG GTC CAC ACC TAA AGG TGC AAT
#Nav_2 e e e e e e i Bl UTA il iih iee iee eee e e e eee a7 Tl ... ... A.- C..

#Nav_3 T T S T
#Nav_4 T T LT
#Nav_5 S 1 L T e
#NAV_6 S 1 Ly e
#Nav_7 S T T
#Nav_8 B T T
#Nav_9 B T T S R T
#NaV_10 ... ... ... e aee iee e ALl UTA Ll bih heh heh e e e e e eeT e ... ... AL
#NaVv_ 11 ... ... ... .. ii. iee e Al UTA Ll bih heh heh i e e e e e.T aew ... ... AL
0 N T T S L T
#NaV_13 ... .. . i. it iih iee e aTT i e eee eee eee e e e e a.T ae. ... ... ALT e e e e e e e e
i N T T T T s L8

QQ

QQ

INTRON
233 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567

#Nav_ 1  TGT CTT GGT TGT TGT TTT GAC AGC TCC GCG ATT GGA A-T CTC GCA TGC GAG C-- --C TAC CCC CCA CTG ACA A-- CGA TCT TCT CTC TCC TCC CGA AAC
#NaV 2 ..C ... ... ... cuu ceu e e ... T.ACAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. ... ... ... ... .—— CAC
2 T T o T T

BNAV 4 it it it e e e e e e e e e me e e e e e e i e e e
BNAV 5 oot it it e e e e e e e e e me e e e e e e i e e i e
#NAV_ 6 L.Colil il bl iie ide iee iee we. T.ACAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GAGC. ... ... ... ... .—— CAC
BNAV_ T it it it e e e e e e e e e me e e e e e e i e e e
3 T et
BNAV_ 9 it it it e e e e e e e e e me e e e e e e e e e e e

#NaV 10 ..C +vv wuv wev wue eer wuu +u. ... T.ACAG C.. TTG GAA T.T AT. .GA GC. +ev v ver e == e
#NaV 11 ..C +vv wuv eer wue eee wee wer ... T.ACAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. .un vunr wun wun o= ==
BNAV 12 oot it iee e eae e e e e e e e ame ddB e e e T T i e e e e e
BNAV 13 tit it iee et eee e e e e e e e am e e e e amm T i e e e e e
#NaV 14 ..C ... 2uv it eue eee wee un ... T.ACAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. .un venr wun wun == ==

Q Q

Anexo Il — Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 461 pares de bases correspondente ao sitio 11IS6 do Nay de Culex
quinquefasciatus (continuacéo).
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EXON 21

334|444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 4
990|000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 6
890 (123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 1
v 1+ I Il 2 11 ¢ 1. S ENBESEE oL e
#Nav 1  CAG|GTT CTT AAC CTT TTC TTA GCC TTG CTT TTG TCC AAC TTT GGT TCC TCA AGT CTG TCG GCG A
#Nav_2
#Nav_3
#Nav_4
#Nav_5
#NAV_6
#Nav_7
#Nav_8
#Nav_9
#Nav_10
#Nav_11
#Nav_12
#Nav_13
#Nav_14

Anexo lll — Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 461 pares de bases correspondente ao sitio [IS6 do Nay de Culex
guinquefasciatus (continuac&o). A linha azul indica a localizagao do fim do intron e inicio do éxon 21.
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EXON 2
111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999
123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789
A SN BN DEN - DEN DN NEN DEN BEN BBN 0S) v R N (v BBN A/ BEN - BEN BEN - BEN = DEN SN B RN S0 NN N

#ace-1_1 GCA TTT TTT ACA CCA TAT ATA GGT CAC GGA GAT TCT GTT CGA ATT GTA GAT GCC GAA TTA GGT ACA TTA GAG CGC GAG CAT ATC CAT AGC ACT ACG ACC

HacCe—1_2 .. it i it i e e ee e e e eee eee e e eee e e e e e e e eee e e e e e e e e e e e
Hace—1_3 ... it i it it e eee i e e eee eee e e eee e e aee e e e eee e e eee e e e eee e e e e
#ace-1_4 e e e et et e et e e et e e e e e e e e e e e e e ee e e e et e e e e e e e e e e
Face—1_5 ... L. i i i e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
FACE=L1_6 . ev tue tii sas eee wee aas sas ees ses see see sse aas ess ees ses ses wee wse eas eas ses sea ses wee sse sas eee ees

HacCe—1_T it it it i e e ee e e e eee eee e e eee e e e e e e e eee e e e ee e e e e e e e e
#ace—1_8 ... Lo i it e i eh e e eee eee e e eee e e eee e e e eee e e eee e e e e e e e

#ace—1_ 9 ... i it it i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R e
#ace—1_11 ... cii it it e et e e ee e eee e eee e eee e eee e eee e eee e eee e e et e eee e eee e eee e
Face—1_ 12 ... .. i i et e e e e e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
LR e
Hace—1_ 14 ... .. i it e e eh e e e eee e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e
Hace—1_15 ... ... Lo it e e e e e eee ee e e e eee e e eee e e e e e e e e e eee e e e e e e e
Hace—1_16 ... o it it e hee et e eee eee e e eee e e eee e e e eee e e eee eee e e eee e e e e
Hace—1_17 ... i i it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Face—1_18 ... ... L. i i i e e e e i e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
#ace—1_19 ... .. it et i ih e e ee e eee e eee e eee e eee e eee e eee e eee et e e eee eee e eee e eee e e e
Hace—1_20 ... L. i it e e eh e e e eee eee e e eee e e e eee e et e e eee e e et e e e e e e e e
Hace—1_21 ... ... i it e e eh e e e eee e et e e eee e e eee e e e e eee e e e e e e e e e e e
#ace—1 22 ... . it i ih i e eee e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e
Hace—1_23 ... L. i it e heh i e e eee eee e e eee e e ee e e e eee e e e eee e e eee e e e e

#ace—1_24 ... .. it it i eh e i ee e eee e eee e eee e eee e eee e e e eee eee e e e eee e eee e e

Face—1_25 ... .. L. i i i e i e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
B LT
Hace—1_ 27 ... it i it i e e ee e e e eee eee e e eee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

#ace—1_28 ... L. it i e eh e e et e eee e eee e eee e eee e e T L L il i i e e e eee e eee e e e

#ace—1_29 ... ... it it e heh i e e eee eee e e eee e e eee e e e eee e e eee eee e e eee e e e e
Hace—1_ 30 ... ... L. i i i e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
#ace—1_31 ... .. L it e hee i e e eee eee e e eee e e eee e e e eee e e e eee e e e e e e e

Hace—1_32 ... L. i it e heh e e i eee eee e e eee e e eee e e e eee e e e e e e eee e e e e

Hace—1_33 ... Lt i it e e e e e e et e et e e eee e e eee e e e eee e e e e e e e e e
Hace—1_34 ... L. i it e e eh e e e et eee e e eee e e e e e e eee e e e e e e e e e e e
#ace—1 35 ... i it i it i e eee e i e et e e e e e e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e
Hace—1_36 ... .t i it e heh i e e eee eee e e eee e e eee e e e eee e e e eee e e eee e e e e
Hace—1 37 ... it it i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Face—1_38 ... ... L. i i i e e e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Hace—1_39 ... L. i it e e e e e eee eee e e eee e e eee e e e eee e e et e e e e e e e e

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus. A mutagéo

ndo-sinbnima esta destacada em vermelho.
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EXON 2 INTRON
111 111 111 111 111 211 111 1211 111 111 111 111 1p1 121 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 3B3 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999
012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 ¢[/8 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678
R R R B » B R R PN s [s |s

#ace-1_1 CGG CGG CGT GGC CTA ACC CGG AGG GAG TCC AGC TCC G[ET GAG TTC TAG GAG GGG CTT TT- --- --- --- —--- —--— --G GGG TCA TTT GCC CTT TGC TAA

#ace=—1_2 ... .. it i e eee e e e e eee el e e i e i e i mmm s mmm —mm

#ace=—1_3 ... .. it e e e e eee e e eee el e e i e e e e mmm s e mmm —m s

#ace-1_4 ... ... cih it e e et e eee e e eee e e e iee e eee e T mmm mmm mmm e —mm

#ace-1_5 ... ... cih iih e i it e eee e e eee e e e aee i eee e T e mmm mmm —m— —— - L LT

#ace=—1_6 ... .. it i eee eee e e e e eee e b e aal il Ll il . LaT mmm o mm— mm— ——— ——— == L .. ... ... .AL
#ace—1_7 ... ci. it e e e e eee e e eee el e il i e i e LT mmm s o mmm —mm

#ace-1_8 ... ... cih it e e et e eee e e eee e e ci i e eee e T mmm mmm mmm mmm —mm oo

T T S U S e}
#ace-1 10 ... vut cut iae et e et e e e e www e ee. .. Co. ... LA ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T.

T 5 e D

Hace-1 12 ... it i it e e e e e e eee e e e L Gl Ll TTA ol = mmm mmm mmm —mm —— —— L LT

#ace—1_13 ... ... ti. i it eie i e e e e e e e ol s s i i T mmm e mmm mmm —mm o
Y A
5= U
Hace=1 16 .. vev v uT 0BG e et e e et e e e e ol il L i = mmm mmm mmm mmm —— oo L L. ... ... LA
o i T, 48

T - T e D )

#ace—1_19 ... ... it il i e e eee e e e el e el il il s il LaT Tmm mmm mmm mmm mm— —— Ll e e a.. WAL Lo L
#ace-1 20 ... cit cit it oG ei eee et e e e e e ee il G Ll AL T.. L= mm= mm— mm— ——— ——— =T ... ... LA ... ... ... .T.
#ace-1 21 L. tit cah e e e e e e e e e e e il Ll Ll Ll s mmm s mmm mmm e

$aCe-1 22 it i iee e ciG e e i e e e e e . e e mmm e e e - L. ... ... ... .nA.
#ace-1 23 ... ... Li. oo 0iG iin cin i e e e e e e e e e e e e e e e
#aCe=1 24 .t it iie vie ciG e e e e i i e e e e e e s i = e e e e e —— L. ... ... ... .A.
$ACE-1 25 ot i e e e e e i e e e e e e i s e mmm e e ——— -

#ace=1_26 ... ... i it e e i e e e e e e e Ll il Ll i e s e mmm e

#ace-1 27
#ace-1 28
#ace-1 29
#ace-1_30
T 1 1 O
#ace-1_32
#ace-1_33 ... ... L. il e el e e i e e e e e e Cal e e e .
TS T ¥ S S S W
#ace-1 35 ... ... .. i e iie e et iee e e eee e oo o Cll L. ... ... . T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ...
HACE=1 36+t tit i e e e e e e e e e e e e e e i i = mmm = mmm ——— ——— = .. .TT GG.
TR T b S

o= T 1 U A e,

= Y- T O

@
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

TTA vv oo—m === ——— ——— ——— ——— ——

[eEe e NS
>

Q

Q

Q

Q

Q

=

3

=

Q

A

Q

Q

=

=

3

Q

@

i
HHHEEAa3AA

(@]
H H
@
Q
Q
Q
H
=]
H
@
(@]
Q
Q
=]
=]
H
@
@
>

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuacéo).
A linha azul indica o fim do éxon 2 e inicio do intron.
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INTRON EXON 3

122 222 222 222 222 222 222 2222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
900 000 000 001 111 111 111 2222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999
901 234 567 890 123 456 789 0123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678
A WEN O/H USU WD ¢ 1 (vl NN DN DN DN DN NN BN BN R NGN BON NEN @ BEN 2 ¢ S
#ace-1_1 CTA ATT CAC TCC AAT TTT CGT AGAT GCC ACC GAC TCG GAC CCA CTG GTC ATA ACG ACG GAC AAG GGC AAA ATC CGT GGA ACG ACA CTG GAA GCG CCT AGT
#ace-1 2

#ace-1_3

#ace-1_4 PN
#ace-1 5 ... ... T..
#ace-1_6
#ace-1_7
#ace-1 8
#ace-1_9
#ace-1_10
#ace-1 11
#ace-1 12
#ace-1 13
#ace-1_14
#ace-1_15 ...
#ace-1_16 .G.
#ace-1 17
#ace-1 18 ...
#ace-1 19 .G.
#ace-1 20 ..C
#ace-1 21 ...
#ace-1 22 .G.
#ace-1 23 ...
#ace-1_24 .G.
#ace-1_25
#ace-1_26
#ace-1_27
#ace-1 28
#ace-1 29
#ace-1_30
#ace-1_ 31
#ace-1_32
#ace-1 33
#ace-1_34
#ace-1_35
#ace-1 36
#ace-1 37 ... ... e e i cee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
=T LT B P ¢
#ace-1_ 39

=

HHEH

HHEHEH S,
B
aaaa

=
>
o
>

HHHHEHAEE a3 ad8 84,

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuacéo).

A linha azul indica o fim do intron e o inicio do éxon 3. A mutacdo ndo-sindnima esta destacada em vermelho.
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EXON 3
233 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567
T I R BN T T T E TR Y Rl E By 1Y
#ace-1_1 GGA AAG AAG GTG GAC GCA TGG ATG GGC ATT CCG TAC GCG CAG CCT CCG CTG GGT CCG CTC CGG TTT CGA CAT CCG CGA CCC GCC GAA AGA TGG ACC GGT
#ace-1 2 ... L. L. e iee iee e e e ee eee e e o.. . C
#ace-1_3
#ace-1 4 e e e e e e e e e e e e e
#ace=-1_5 ... LB Lit iih ieh e e et e e e eee eee ... . C
#face-1_6 ... ... ... ... ... ..C
#ace-1 7
#ace-1 8 e e e e o
#ace-1 9 ... ... ... ... ... ..C
#ace-1_10 ... ... ... ... ... ..C
#ace-1_11 ... ..A
#face-1_12 ... ..A
#ace-1 13 ... ... Lo i ae. ..
#face-1_14 ... ... ... ... ... ..C
#ace-1 15 ... ... ... ... ... ..C
#ace-1_16
#ace-1 17
#ace-1_18
#ace-1 19
#ace-1_20 ... ...
#ace-1 21 ... ..A
#ace-1_22
#ace-1_23
#ace-1_24
#ace-1 25 ... .
#ace-1 26 ... ..A
#ace-1 27 ... ..
#ace-1 28 ... ..A
#ace-1_29
#ace-1_30 ... ...
#ace-1_31 ... ..A
#ace-1_32
#ace-1 33 ... ... .. L. ool ...
#ace-1 34 ... ... ... ... ... ..C
#ace-1_35 ... ...
#ace-1 36 ... ..A
#ace-1_37 ... ..A
#ace-1_38
#ace-1_39

QaQaa-

O0.000000-

B

a0

Qo

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuacéo).
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EXON 3
334 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444
990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999
890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456

v, L [ (A WS e/r ® [0S c (v bol N v/E NN N v BN NN SN B - N A/E NEN N b G ¢ B ¢

#ace-1 1 GTG CTG AAC GCG ACC AAA CCA CCC AAC TCC TGC GTC CAG ATC GTG GAC ACC GTG TTC GGT GAC TTC CCG GGG GCC ACC ATG TGG AAC CCG AAC ACA CCG
#ace-1 2 .G

#ace-1_3

#ace-1 4 . . . . . . .
#ace-1_5 ..G . . . . A

#ace-1_6 ..G . . . .

#ace-1_7 ..G . . . .
#ace-1 8

#ace-1_9 G . . .
#ace-1 10 . ..G . . . .
#ace-1_11 . G . .

#ace-1_12 . G

#ace—1_13 ... Lot it it e iee e e e e eee e e e e e e e e e eee eee e e e e e e
S T P
#ace-1_15 ... ... ... .. .. .. .. . . . . . .

#face-1 16 ... ... .. L. .. oo ..
#ace-1 17
#ace-1 18
#ace-1_19
#ace-1_20
#ace-1_21
#ace-1_22
#ace-1_23 ... ... .. o0 aa. ..
#face-1 24 ... ... .. L. Lol oo L.
face-1_ 25 ... ... .. .. .. oL ..
#ace-1 26 ... ... ... L. L. oo L.
#ace-1_ 27
#ace-1_28
#ace-1_29
#ace-1_30
#ace-1_31
#ace-1_32 ... ... .. .. ol .. e e e e e e eee eee eee e e e e e e e eee eee eee e e e
Hace—1_ 33 ... L. i i it iee e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
#ace-1 34 ... ... ... ... ... ... .T
#ace-1_ 35 ... ... .. .. .. oL ..
#ace-1_36
#ace-1_ 37
#ace-1 38 ... ... .. .. ol ool e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Face—1 39 ... L. i i it e e e et e e e e e eee e e et e e e e e e e e e e e

[P EONONANANANANO]

Q0000060 aa -

Q00aaQ

Anexo IV- Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuacéo).

As muta¢des ndo-sindnimas estdo destacadas em vermelho.
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EXON 3
444 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 555 |555(555 555 555
999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 (888|888 999 999
789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 (456|789 012 345

L S/F NS MBS c . NNV v v e (R P (R ¢ [ WA (a (v . D B SN NN |§/S|E B S

CTC TCG GAG GAC TGT CTG TAC ATC AAC GTG GTC GTG CCA CGG CCC AGG CCC AAG AAT GCC GCC GTC ATG CTG TGG ATC TTC GGG GGT [GGC|TTC TAC TCC

#ace-1_1
#ace-1
#ace-1 3

#ace—l:4 e [P
KT e Y R
#ace-1_6 e I
#ace-1_7 N T T

#ace-1_8 ... .A.
#ace-1_9
=TTt O P
=TTt e S (P
#ace-1_12
#ace-1 13
#ace-1_14
#ace-1 15
#ace-1_16
#ace—1 17 ... it i i i e e e e e e e e
#ace-1_18 ... ... .. il iit ieh ieh eee eie eee eee 4ee ... WA
#ace-1 19

#ace-1 20

#ace-1 21

b

KT S S I
=TTt e
T LTt P P (P

#ace-1 25 ... .. Ll i ce cee e i e e e e e
#ace-1 26 ... ... .. L.. iih e e iee eee eee e e ... ..A
#ace-1_27
#ace-1 28
#ace-1_29
#ace-1 30

>
s

=T TR B T T S S P [ i
=TTt B [P N
KT T T I

#ace-1_34
= KT o [P
2 KLt O [P O
2T TRt R N I
=K P V2
#ace-1_39

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 (continuacdo). A substituicdo de nucleotideos G-S,
correspondente a classica mutagdo G119S esta destacada pelo retangulo vermelho.

161



EXON 3
555 566 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666
999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999
678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234

B N Ay B o BB (v BN BSN N R Bt a0 bSe BN NN B v B V0 0y S ol B R (v A S0 o I

GGG ACT GCC ACG CTG GAC GTG TAC GAC CAC CGG ACG CTG GCC TCG GAG GAG AAC GTG ATC GTA GTT TCG CTG CAG TAC CGT GTC GCA AGT CTT GGT TTT

#ace-1_1
#ace-1_2
#ace—1 3 ... L. i ie e e i e e e e e e e
face—1 4 ... ... .. Ll it iie iee eie e eee e eee ... AL
#ace-1 5

.T

=T TR e €
#ace-1_7 e e e e et e e e e e e e e
#ace-1_8 e e e e e eee eee eee eee e e eee eee ... AL
#ace-1_9 e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
=TTt P

#ace-1_11

Hace=1 12 ... i it it et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
=T Lo T e e
#ace-1 14

#ace-1_15

#ace-1_16

#ace-1_17

#Face—1 18 ... i it i e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
5 LT e T €
#ace=—1 20 ... L. ii i i e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
2T =Tt e e €
#ace-1_22

#ace-1 23

#ace-1_24

#ace-1 25

#ace-1 26

#ace-1 27

#ace-1 28

#ace-1_29

#ace-1_30

#ace-1_31

#ace-1_32

#ace-1_ 33

#ace-1 34

#ace-1 35

#ace-1 36

#ace-1_37

#ace-1 38 ... ... ...

#ace-1 39 ... ... .T.

@

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos e aminoé&cidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuacéo).

As mutacdes ndo-sindnimas estdo destacadas em vermelho.
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EXON 3
666 667 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 7
999 990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 6
L B - BN - B 2 » BN 2 B - B o

CTC TTC CTG GGC ACA CCG GAG GCA CCC GGT AAC GCG GGG CTG TTT GAT CAG A

N

#ace-1_1
#ace-1
#ace-1 3
#ace-1_4
#ace-1 5
#ace-1 6
#ace-1_7
#ace-1 8
#ace-1 9
#ace-1_10
#ace-1 11
#ace-1 12
#ace-1_13
#ace-1 14
#ace-1 15
#ace-1_16
#ace-1 17
#ace-1_18
#ace-1_19
#ace-1 20
#ace-1_21
#ace-1_22 ... .. .. ol i ol e
#ace-1 23 ... ... ... ... ... ... A..
#ace-1_24

#ace-1_25

#ace-1_26

#ace-1_27

#ace-1_28

#ace-1_ 29

#ace-1_30

#ace-1_31

#ace-1_32

#ace-1_33

#ace-1_ 34

#ace-1 35

#ace-1_36

#ace-1_ 37

#ace-1 38

#ace-1 39

Anexo IV - Alinhamento de nucleotideos e aminoéacidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuacéo).

A mutagdo nado-sinbnima esta destacada em vermelho.
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EXON 20 — | INTRON
1 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 |666|666|667 777 777 777 88
1 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 (234567890 123 456 789 01

Bl v EE v S c BN c EEEE : A BNV (v B B (|

# Consensus Hap._ NaV_Culex C ATG CTG GTG GGC GAC GTG TCC TGC ATT CCG TTC TTC TTG GCC ACC GTA GTG ATA GGA AAT [TTW|GTC|GTG AGT ATT CCA GC
# Consensus Culex wWsSpA + e
# Consensus NaV_Ae.albopictus - == === ——= === ——= ———= —.. ..T . oo ce LW T oo cee i iie i iee eee wes Gl WA mmm o o e

INTRON
111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666
234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012

e

Consensus Hap. NaV_Culex GTG AAG TCT TAG CGA TTG ATC TAG TGT GCG CGC TAG AGC TGT CAA AAC ATC GCC AAC AGC ATG CAA GAA AAG GTG GGA ACG
# Consensus Amostras wspA +
# Consensus NaV_Ae.albopictus B T e e e

INTRON
111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 122 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444
345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123

Consensus Hap._ NaV_Culex AAA AAC TTT AAG GTC ACA TTT GTA CCT TTG ATG TAA ACA AAC AGT TCA TAC CGA TCA TWC TAG TAA ATA TTT CTT TAA GGT
Consensus Amostras wspA + ! U
# Consensus NaV_Ae.albopictus ——— m—— mm— m—— mmm —m— mmm —m— mmm —m— mmm o mmm —m mmm —mm mmm —m— mmm —m— mmm —mm —mm —mm —m e —m e

4

INTRON
222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 223 333 333 333 333 333 333 333 333
444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 990 000 000 000 111 111 111 122 222
456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234

# Consensus Hap._NaV_Culex TGC GTT CTT TAA AAA AAA ATT AGA TGA AGG TCC ACA CCT AAA GGT GCA ATT GTC TTG GTT GTT GTT TTG —-AC AGC TCC GCG
# Consensus Amostras wspA + T T T T T,
# Consensus NaV_Ae.albopictus ——= ——— == ——— ——— ——— —m— ——— —m—m ——— —m— ——— == ——— -—— . T. .G. A.. C.- C.ACCG ... .A. T.G T.. .GT .T.
INTRON \ EXON 21
333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333|333 333 333 333 444 444
222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888|889 999 999 999 000 000
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567|890 123 456 789 012 345
v, . I . B o
# Consensus Hap. NaV_Culex ATK GGA ATC TMG CAT GCG AGC CTA CCC CAC TGA CAA CGA TCT TCT CTC TCC TCC CGA AAC CAG|GTT CTT AAC CTT TTC TTA
# Consensus Amostras wspA + O [
# Consensus NaV_Ae.albopictus G.- -.. .-—— -——— ..ACA. .C. G.. .TA AT. G.. T.. T.C .-. ... ... C.. CT. .C. .T. ...|..A

Anexo V — Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento correspondente ao sitio [IS6 do gene Navde Culex quinquefasciatus e Aedes
albopictus. A localizacao da classica mutacdo kdr esta destacada em vermelho. As linhas em azul indicam o inicio e o fim do intron.
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_ EXON 21
444 444 444 444 444 4
000 011 111 111 112 2
678 901 234 567 890 1
A L L L S
# Consensus Hap. NaV_Culex GCC TTG CTT TTG TCC A
# Consensus Amostras wspA +

# Consensus NaV_Ae.albopictus

Anexo V — Alinhamento de nucleotideos e aminoacidos do fragmento correspondente ao sitio 11S6 do Nav de Culex quinquefasciatus e Aedes
albopictus. (continuago). A localizagdo da substituicdo de amino&cidos L-F, correspondente a mutacdo kdr esta destacada em vermelho. A linha azul indica
a localizacéo do fim do éxon 20 e inicio do éxon 21
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