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RESUMO

O Aedes aegypti (Culicidae: Diptera) explora com sucesso o ecossistema
urbano devido a antropofilia e € um vetor competente na transmissao de virus para
dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela urbana levando a epidemias recorrentes.
Quando medidas de monitoramento da atividade vetorial e redugcédo de habitats para
o desenvolvimento de imaturos falham, é necessario o uso de ferramentas como
controle bioldgico e, por ultimo, inseticidas para a redug¢ao da densidade populacional
dos vetores. Este € um método limitado que apresenta toxicidade aos humanos e
animais, leva a contaminacdo ambiental e seleciona os mosquitos resistentes ao
principio ativo. O monitoramento da resisténcia é realizado com o auxilio de técnicas
como bioensaios e ferramentas moleculares, que auxiliam na determinacdo da
suscetibilidade do vetor aos inseticidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
resisténcia de A. aegypti provenientes de Paranagua (PR) utilizando a concentragao
discriminante (CD) estabelecida, bem como estudar a expressao génica de enzimas
relacionadas a resisténcia ao malation. Para isto, foi utilizado o método de bioensaios
de suscetibilidade da OMS utilizando papéis impregnados com malation. A
concentragdo discriminante foi estabelecida através de curva dose-resposta em
concentracdes entre 0,8 % e 3 % utilizando populacéo suscetivel Rockefeller mantida
em insetario. A CD foi avaliada em mosquitos F2 procedentes de Paranagua para
obter o estado da resisténcia. A expressao génica foi realizada apds a transcrigao
reversa do RNA extraido de fémeas sobreviventes a exposicdo na CD, fémeas
procedentes de campo sem exposi¢cao ao inseticida e fémeas do insetario Rockefeller.
Os genes estudados foram das enzimas acetilcolinesterase - AChE (ace-17), citocromo
oxidase Pss0 (CYP6N12) e esterase B (CCEae3A) e os genes referéncia foram
proteina ribossomal S17 e actina. A expressao génica foi estimada utilizando o método
2-88Ct A CD estabelecida foi de 3,41 % e a populagdo de Paranagua apresentou 66,5
% de mortalidade, sendo considerada resistente. Os niveis de expressao génica da
AChE e esterase B ndo apresentaram diferenga significativa entre o grupo resistente
e os controles, mas houve aumento significativo na expressao da Pa4so no grupo
resistente em relagéo ao controle ndo exposto. A CD obtida neste trabalho (3,41 %)
foi superior a concentragao recomendada pela OMS (0,8 %). A resisténcia ao malation
foi evidenciada em uma populacdo de A. aegypti de Paranagua, apenas apoés trés
anos do uso deste inseticida e apds a ocorréncia de uma epidemia de dengue, que
levou ao uso emergencial desta ferramenta. O aumento na expressdo de um gene de
P4s0 pode estar relacionado a sua fungao biolégica na bioativacdo do malation nas
fémeas expostas. Embora ndo tenha sido detectada alteracdo na expressado de
esterase (B, ndo é descartada sua participacdo na resisténcia, uma vez que o
mecanismo mais comum relacionado ao malation € o aumento desta enzima. A AChE,
entretanto, parece nao participar da resisténcia observada uma vez que ndo houve
alteracao da expressao génica e mutagdes sao raras em Aedes. O uso intensivo do
malation em Paranagud, apds a ocorréncia de uma epidemia, levou a selecéo de
resisténcia a este inseticida, evidenciado pelos resultados obtidos.

Palavras-chave: Organofosforado. Citocromo oxidase Passo. Esterase .
Acetilcolinesterase. Paranagua.



ABSTRACT

Aedes aegypti (Culicidae: Diptera) successfully exploits the urban ecosystem
due to anthropophilia and is a competent vector in the transmission of viruses for
dengue, Zika, Chikungunya and urban yellow fever leading to recurrent epidemics.
When measures to monitor vector activity and habitat reduction for immature
development fail, it is necessary to use tools such as biological control and, finally,
insecticides to reduce vector population density. This is a limited method that presents
toxicity to humans and animals, leads to environmental contamination and selects
mosquitoes resistant to the active ingredient. Resistance monitoring is carried out with
the help of techniques such as bioassays and molecular tools, which help to determine
the vector's susceptibility to insecticides. The objective of this work was to evaluate the
resistance of A. aegypti from Paranagua (PR) using the established discriminant
concentration (CD), as well as to study the gene expression of enzymes related to
resistance to malathion. For this, the WHO susceptibility bioassay method using
malathion-impregnated papers was used. The discriminant concentration was
established through a dose-response curve at concentrations between 0,8 % and 3 %
using a susceptible Rockefeller population kept in an insectary. CD was evaluated in
F2 mosquitoes from Paranagua to obtain the resistance status. Gene expression was
performed after reverse transcription of RNA extracted from females surviving CD
exposure, females from the field without exposure to the insecticide and females from
the Rockefeller insectary. The genes studied were the enzymes acetylcholinesterase
- AChE (ace-1), cytochrome oxidase P4s0 (CYP6N12) and B esterase (CCEae3A) and
the reference genes were ribosomal protein S17 and actin. Gene expression was
estimated using the 2-22¢t method. The established DC was 3,41 % and the population
of Paranagua showed 66,5 % mortality, being considered resistant. The levels of gene
expression of AChE and B esterase showed no significant difference between the
resistant group and controls, but there was a significant increase in P450 expression
in the resistant group compared to the unexposed control. The CD obtained in this
work (3,41 %) was higher than the concentration recommended by the WHO (0,8 %).
Malathion resistance was evidenced in a population of A. aegypti from Paranagua, just
three years after using this insecticide and after the occurrence of a dengue epidemic,
which led to the emergency use of this tool. The increase in the expression of a P4so
gene may be related to its biological role in the bioactivation of malathion in exposed
females. Although no alteration in the expression of 3 esterase was detected, its
participation in resistance is not discarded, since the most common mechanism related
to malathion is the increase of this enzyme. AChE, however, does not seem to
participate in the resistance observed since there was no change in gene expression
and mutations are rare in Aedes. The intensive use of malathion in Paranagua, after
the occurrence of an epidemic, led to the selection of resistance to this insecticide, as
evidenced by the results obtained.

Keywords: Organophosphate. Cytochrome Oxidase Pss. [  esterase.
Acetylcholinesterase. Paranagua.
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1 INTRODUGAO

Tém crescido anualmente no mundo casos de arboviroses transmitidas por
vetores artropodes, incluindo a dengue (WILSON et al., 2020). Cerca de quatro bilhdes
de pessoas estdo em area de risco a infecgdo por dengue (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021) e no
Brasil, apenas no ano de 2020 foram registrados 931.903 casos provaveis de dengue,
tendo um histdrico crescente de casos e eventos epidémicos (ANDRIOLI; BUSATO;
LUTINSKI, 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020). As epidemias de dengue se tornam
mais frequentes no pais a cada ano, bem como os periodos interepidémicos tém sido
cada vez menores (ANDRIOLI; BUSATO; LUTINSKI, 2020). As maiores epidemias de
dengue registradas no pais ocorreram neste século, sendo a maior em 2015, ano em
que o municipio de Paranagua, alvo deste estudo, também apresentou sua primeira e
maior epidemia de dengue (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA,
2016a; ANDRIOLI; BUSATO; LUTINSKI, 2020).

Estes dados sao resultado de uma soma de fatores como o crescimento
urbano desorganizado, a falta de infraestrutura nas cidades, precariedade de
suprimento de agua e destinagao de residuos, aumento do uso de embalagens nao
biodegradaveis e seu descarte no ambiente, que levam a criacdo de ambientes
propicios ao desenvolvimento de vetores que transmitem agentes etioldgicos, sendo
que as populagdes com condigbes socioecondmicas mais precarias estdo mais
vulneraveis a infecgdo por arbovirus (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017; WILSON et al., 2020;).

O controle de vetores tem sido a principal ferramenta pela qual ocorre a
prevencao em relagdo a arboviroses, desde que seja precedido por planejamento
adequado utilizando o principio da sustentabilidade no tempo e espago (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017; WILSON et al., 2020). Entretanto o controle
abrangente do vetor é confundido com o seu controle quimico e intervengdes com
produtos quimicos sao valorizados em detrimento de agdes preventivas (VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015; VALLE et al., 2019). Desta forma, intensifica-se a pressao
de selecao sobre os vetores culminando na resisténcia ao principio ativo utilizado,
bem como danos a saude humana e animal e ao meio ambiente (MACIEL-DE-
FREITAS et al., 2014; VALLE et al., 2019; NUNES et al., 2021).
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Apenas no Brasil, a resisténcia a inseticidas ja foi detectada para piretréides
e organofosforados em nivel nacional como resultado do uso excessivo de inseticidas
em resposta proporcional a abrangéncia de epidemias de dengue (VALLE et al., 2019;
CAMPOS et al., 2020). Entretanto as alternativas de principios ativos séo limitadas e
0 uso racional de inseticidas, bem como o monitoramento adequado sdo fundamentais
para que esta ferramenta continue sendo util ao controle de vetores em situagdes
emergenciais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE: SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, 2020).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aedes aegypti E SUA IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)
(HUTCHINGS; SALLUM; HUTCHINGS, 2021) € um mosquito cosmopolita, originario
da Africa e identificado pela primeira vez no Egito, mas que atualmente apresenta
distribuicdo em areas tropicais e subtropicais do mundo devido a dispersao passiva
causada pela sua intrinseca relagdo com a espécie humana (GUBLER, 1998; VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015; WALTER REED BIOSYSTEMATICS UNIT, 2021). No
Brasil, € reconhecido que esta espécie tenha sido inserida pela primeira vez através
do trafego maritimo decorrente de pessoas capturadas e escravizadas vindas da
Africa, no periodo colonial (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Acredita-se que
ocorreram dois eventos de erradicagao de A. aegypti no pais, em 1955 e 1973. Apos
poucos anos, 1967 e 1976 respectivamente, a espécie foi reintroduzida por meio do
trafego de mercadorias e pessoas de outros paises da América (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE: FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE, 1999; LIMA et al.,
2003; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; VALLE et al., 2019).

A. aegypti € uma espécie antropofilica, adaptada a viver em areas urbanas,
onde as fémeas utilizam, para a oviposi¢cado, depdsitos de agua armazenada e
recipientes que acumulem agua como embalagens plasticas, pneus e outros
descartes, abundantes na area urbana, vivendo préximos as residéncias, em locais
com maior aglomeragédo de pessoas (GUBLER, 1998; VALLE; PIMENTA; CUNHA,
2015). Apresentam metamorfose completa, sendo o ciclo de vida: ovo, quatro instares
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larvais, pupa e adulto (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; RUPPERT; FOX; BARNES,
2005). Os mosquitos adultos de A. aegypti sédo escuros, apresentam faixas pretas e
brancas nas pernas dando-lhes um aspecto listrado e s&o identificados pelo padrao
de escamas branco-prateadas em forma de lira, presentes no escudo toracico
(VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

Machos e fémeas adultos, se alimentam de agucares de plantas, entretanto
as fémeas necessitam de uma alimentacdo proteica para que ocorra ©
desenvolvimento completo dos ovarios e a maturacédo dos ovos, que € obtida através
do sangue de vertebrados (HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001; VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015). As fémeas alimentam-se preferencialmente de sangue
humano, uma vez que sua composicdo bioquimica favorece o aumento do valor
adaptativo individual (HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001) de forma que esta
espécie coexiste e acompanha a espécie humana, que favorece sua proliferagao, num
processo coevolutivo (HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001; VALLE; PIMENTA;
CUNHA, 2015). Assim, sao considerados eficientes transmissores de patogenos,
sendo atualmente responsaveis pela transmisséo do virus da dengue, Zika virus, febre
chikungunya e febre amarela urbana ( WEAVER; LECUIT, 2015; BOGOCH et al.,
2016; KANTOR, 2016; COUTO-LIMA et al., 2017).

No mundo, sdo estimadas cerca de 390 milhdes de infecgdes anualmente pelo
virus da dengue, causando a morte de uma pessoa a cada 12 minutos e sendo uma
das principais causas de mortes de criancas na Asia e América Latina
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2021; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). Cerca de quatro bilhdes de pessoas em 128 paises,
aproximadamente metade da populacdo mundial, estdo em risco de serem infectadas
e contrairem a dengue ou dengue grave e nas Américas 500 milhdes de pessoas
estdo em risco (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2021; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021). No Brasil, apenas no ano de 2020 foram
registrados 931.903 casos provaveis de dengue, sendo a maior incidéncia no Centro-
Oeste seguido pela regido Sul com maior contribuigdo do estado do Parana. Também
foram notificados 71.698 casos provaveis de chikungunya e 6.705 de Zika virus no
pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Atualmente ha vacinas eficientes apenas para a febre amarela, enquanto para
a dengue a Unica vacina ja disponivel apresenta eficacia de 59 % e ainda néo estao

disponiveis de forma abrangente, entretanto novas vacinas tém sido desenvolvidas
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para a dengue (KANTOR, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Também nao ha
tratamentos especificos para estas doencas e, dessa forma, a melhor forma de
prevencao tem sido o controle mecanico, biolégico e quimico do vetor para reducao
da sua densidade e bloqueio de epidemias (MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014; VALLE
et al., 2019).

2.2 MONITORAMENTO E CONTROLE DE Aedes aegypti

A presencga do A. aegypti ocorre por uma soma de fatores que dependem da
propria estrutura urbana, onde n&do ha coleta e destinagdo adequada de residuos
sélidos, abastecimento regular de agua, as condi¢des sanitarias sdo precarias e ha
aumento do uso de embalagens n&o biodegradaveis com seu descarte sendo
realizado no ambiente (SILVA; MARIANO; SCOPEL, 2008; MINISTERIO DA SAUDE,
2009; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
Cerca de 80 % da populagéo brasileira vive em areas urbanas, sujeitas a estas falhas
estruturais, favoraveis ao desenvolvimento do vetor (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
Da mesma forma, o controle do vetor é uma atividade complexa que independe
apenas do setor da Saude, sendo necessarias mudancgas estruturais como amplo
saneamento, coleta de residuos sdlidos, fornecimento constante de agua e
participacdo ampla da sociedade para a eliminagao de criadouros que, muitas vezes
sdo internos as propriedades (PENNA, 2003; VALLE et al., 2019). Além disso, a
situacdo atual da distribuicdo de A. aegypti também é resultado de politicas publicas
que nao priorizaram medidas preventivas que pudessem inviabilizar a presenca do
vetor e/ou ampliagdo da densidade vetorial (PENNA, 2003).

O sucesso no controle de vetores de importancia para a Saude Publica
depende primordialmente de vigilancia epidemioldégica e entomoldogica e do
monitoramento da resisténcia a inseticidas (BRAGA; VALLE, 2007a). A sua fungao
primordial € a prevencao, a fim de evitar infecgdes através do bloqueio de transmissao
e tem como objetivo prevenir e manejar problemas como surtos, epidemias e
reintroducado de doencas e reduzir os fatores de risco ambiental para a transmissao
de arboviroses (BRAGA; VALLE, 2007b). Para isto, os métodos preventivos devem
ser prioritarios no controle de vetores pela sua eficiéncia e menor custo ambiental.
Estes métodos sdao compostos por agdes educativas, controle mecanico, apoio da

legislac&o, controle biologico, manejo e, mais atualmente, por métodos mais seletivos,
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naturais e com apoio da biotecnologia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; ZARA et al.,
2016).

A vigilancia epidemioldgica consiste na rapida notificacdo de casos de
arboviroses, como a dengue, registradas nas unidades basicas de saude dos
municipios, como medida de acompanhamento da transmisséo e curva endémica das
doencas para acoes rapidas de prevencéao e controle. Segundo a portaria GM/MS n°
5 de 21 de fevereiro de 2006, a dengue € uma doenga de agravo de notificagdo
compulséria, devendo todos o0s casos suspeitos, confirmados ou n&o, serem
notificados & Vigilancia Epidemioldgica (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A vigilancia entomoldgica consiste no registro constante da densidade vetorial
em uma area urbana, bem como a obtencao de informagdes sobre o vetor como suas
caracteristicas ecoldgicas, distribuicdo geografica, grau de infestagdo e criadouros
preferenciais para nortear acdes de controle (DONALISIO; GLASSER, 2002;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A vigilancia é realizada através da coleta de ovos,
larvas e pupas ou adultos de A. aegypti, cada qual com uma finalidade especifica,
sendo mais utilizadas as coletas de larvas para levantamento da densidade vetorial e
de ovos para estimar a atividade de postura, presenga e abundancia do vetor
(DONALISIO; GLASSER, 2002; BRAGA; VALLE, 2007a; MINISTERIO DA SAUDE,
2009). A coleta destes dados permite a realizacdo de estimativas de indices
entomoldgicos que indicam a situagéo de infestagao através da utilizagado de indices
como o indice de Infestagdo Predial (1IP), indice de Tipos de Recipientes (ITR) e indice
de Breteau (IB), entre outros, que servem como suporte para direcionar agdes de
controle (DONALISIO; GLASSER, 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Acbes educativas sdo fundamentais para o sucesso de campanhas de
controle de vetores, de forma que a comunidade e os gestores sejam sensibilizados
para manter os espacos privados e publicos sem a presenca de criadouros através do
descarte adequado de residuos e realizando a vigilancia entomolégica (MACIEL-DE-
FREITAS et al., 2014). Se por um lado, o enfrentamento do vetor pela populacéo é o
maior aliado das ag¢des preventivas, por outro lado, a comunicacgéo transparente com
a populacdo deve ser valorizada e priorizada pelas autoridades, permitindo o livre
transito de informacdes claras, precisas e atualizadas sobre a melhor forma de realizar
acdes de controle que sejam de sua responsabilidade, bem como os indicadores da

atividade vetorial e numero de casos (PENNA, 2003).
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O controle mecanico consiste de técnicas que impedem a procriagao dos
mosquitos, eliminando criadouros e dando-lhes um destino adequado, sendo
coordenado pelo poder publico. Atividades mais abrangentes podem ser realizadas
em nivel municipal, como reforgo de coleta de residuos solidos e destinagao correta,
vedacdo de depositos de agua e destino adequado de pneumaticos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). O sucesso do controle mecanico como acgéo preventiva depende de
muito trabalho, investimento, atencdo e tempo e, embora campanhas sejam
realizadas para que ocorra a remocao de criadouros, € necessario o investimento em
recursos humanos e estrutura na totalidade dos municipios do pais (SILVA;
MARIANO; SCOPEL, 2008; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014;).

Em adicdo a isto, métodos mais seletivos e naturais com vantagens e
desvantagens especificas, tém sido desenvolvidos para auxiliar no controle do vetor.
Sao eles: abordagem eco-bio-social que leva a participacdo social no controle
mecanico do vetor; mapeamento de risco com agdes especificas em areas criticas;
uso de compostos naturais com atividade larvicida; uso de mosquitos dispersores de
inseticida; mosquitos transgénicos que apresentem genes letais ou com potencial
reduzido para a transmissao de arbovirus; esterilizagdo por irradiagao; e utilizagao de
Wolbachia, uma bactéria que promove esterilizagdo e redugcado da transmissao viral
(ZARA et al., 2016). Por ultimo, o controle biolégico tem o potencial de reduzir a
densidade vetorial utilizando agentes biologicos. Estes podem ser patdégenos como
bactérias, fungos e parasitas ou predadores como peixes e outros invertebrados que
se alimentam de mosquitos (BRAGA; VALLE, 2007a; ZARA et al., 2016). Atualmente
nao ha, entretanto, uma forma unica de controle vetorial, sendo a utilizagdo de mais
de um meétodo necessaria para reduzir a densidade vetorial e a transmissdo de
arboviroses, levando-se em conta as necessidades regionais e tecnologias
disponiveis dentro de um manejo integrado (ZARA et al., 2016).

Por ultimo, quando medidas preventivas ndo sao valorizadas e a densidade
vetorial atinge niveis de risco a ocorréncia de epidemias, € necessaria a utilizagao do
controle quimico para reducao populacional de larvas e adultos do vetor. O Ministério
da Saude é responsavel pela escolha de inseticidas para uso em saude publica,
segundo a Portaria MS/GM n° 1.172/2004, e é baseada nos produtos recomendados
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020). Inseticidas residuais e para controle larval podem

ser utilizados rotineiramente de forma complementar ao controle mecanico em
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situagdes especificas, entretanto a utilizagdo de inseticida Ultra Baixo Volume (UBV)
em veiculo acoplado € utilizado apenas para bloqueio de transmissao e controle de
surtos e epidemias para reduzir a densidade vetorial rapidamente e,
consecutivamente, a transmissao de arboviroses (MINISTERIO DA SAUDE, 20009).

Um ponto importante, € que o uso de inseticidas nao resulta no controle dos
vetores, apenas na reducdo temporaria da densidade vetorial (PENNA, 2003).
Entretanto gestores e a populagédo confundem controle do vetor com controle quimico,
tornando o uso de inseticidas o método mais popular e que cria sensacdo de
seguranga, levando ao aumento da pressao de selecéo sobre os vetores e culminando
na resisténcia ao principio ativo utilizado, bem como danos a saude humana e animal
e ao meio ambiente (MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014; VALLE et al., 2019; NUNES
et al., 2021).

O monitoramento de alteragdes na suscetibilidade aos inseticidas utilizados
no controle quimico de vetores deve ser realizado para garantir sua eficacia, uma vez
que sdo poucas as alternativas de principios ativos inseticidas (DONALISIO;
GLASSER, 2002; BRAGA; VALLE, 2007a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).
Deste modo, detectada a resisténcia, € possivel realizar o manejo do inseticida o mais
breve possivel e definir novas estratégias de controle a fim de garantir a viabilidade
desta ferramenta (DONALISIO; GLASSER, 2002; BRAGA; VALLE, 2007a). O
monitoramento da resisténcia € realizado através da deteccdo de alteragdes na
suscetibilidade a um inseticida utilizando ensaios bioldgicos para detectar alteragdes
nas taxas de mortalidade e ensaios bioquimicos e moleculares para determinar os
mecanismos envolvidos na resisténcia (DONALiSIO; GLASSER, 2002; BRAGA;
VALLE, 2007a).

2.3 CONTROLE QUIiMICO DE CULICIDEOS VETORES EM SAUDE PUBLICA

Inseticidas sdo compostos orgéanicos ou inorganicos de origem sintética ou
natural que causam a morte ou alteracdes no desenvolvimento de insetos (WARE;
WHITACRE, 2004). Compéem um inseticida os ingredientes ativos e ingredientes
inertes. O ingrediente ativo € a substancia quimica que geralmente causa o efeito
téxico podendo um inseticida ser composto por um ou mais ingredientes ativos,
enquanto o ingrediente inerte € a substéncia que tem a finalidade de diluir o
ingrediente ativo, manter sua estabilidade, facilitar dispersdo e/ou penetragdo nos
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organismos alvo (SCHIESARI, 2012). Podem ocorrer varias formula¢cdes de um
mesmo ingrediente ativo, entretanto com variagdo da sua concentragdo ou com
diferentes ingredientes inertes, compondo diferentes produtos inseticidas, mas com
mesmo mecanismo de agao (SCHIESARI, 2012).

As quatro maiores classes de inseticidas tradicionalmente citadas como sendo
utilizadas para o controle quimico de vetores e insetos praga séo os organoclorados,
piretréides, carbamatos e organofosforados (BRAGA; VALLE, 2007b). Entretanto, os
organoclorados ndo sao mais utilizados pela maioria dos paises e, recentemente, um
inseticida da classe dos neonicotindides passou a ser utilizado para controle de
vetores na sua fase adulta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019, 2020).

2.3.1 Organoclorados

Inseticidas organoclorados contém carbono, hidrogénio e cloro em sua
composicdo (WARE; WHITACRE, 2004). Eles atuam nos canais de sédio das
membranas neuronais, mantendo-os abertos e impossibilitando o equilibrio de ions
sodio e potassio nos axbdnios e, com isso, impedem a transmissdo de impulsos
nervosos (WARE; WHITACRE, 2004).

O diclorodifeniltricloretano (DDT) é o inseticida mais conhecido desta classe,
desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial, foi muito utilizado no século
passado para o controle de vetores dos patdégenos da malaria e febre amarela, sendo
relevante no sentido historico por ser o primeiro inseticida quimico utilizado em larga
escala, eficiente para sua fungcédo e econémico (FERRER, 2003; WARE; WHITACRE,
2004). Poréem, devido a alta estabilidade da sua molécula quimica, levando a um
grande potencial bioacumulativo nos tecidos animais e persisténcia no ambiente, foi
proibida sua utilizagdo em varios paises (CHEN; ROGAN, 2003; FERRER, 2003). Por
ser lipofilico, o DDT acumula-se no tecido adiposo e altera a atividade hormonal,
sendo seu uso também associado ao aumento de nascimentos prematuros, reducéo
do tempo de lactacdo, aumento de mortalidade infantil e desenvolvimento de cancer
(CHEN; ROGAN, 2003; FERRER, 2003; WALISZEWSKI et al., 2003). Entretanto seu
uso ainda ocorre, sobretudo em paises que nao tém condigdes financeiras de adquirir
outros inseticidas ou nos quais foi selecionada a resisténcia a outras classes de
inseticidas nos vetores de malaria e leishmanioses, como em Paises da Africa e na
india (VAN DEN BERG; MANUWEERA; KONRADSEN, 2017). No Brasil, também
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houve a proibicdo do uso, fabricagdo, importacdo, exportacdo e manutencdo em
estoque do inseticida DDT, em resposta a lei n° 11.936 de 14 de maio de 2009, que
considerou que sua utilizacdo ocasionaria a poluicdo do ambiente e riscos a

populagdo humana e animal (BRASIL, 2009).

2.3.2 Piretroides

Piretroides sintéticos s&o inseticidas derivados de piretrinas naturais
identificadas em crisantemos (BRAGA; VALLE, 2007a). Estas, entretanto, ndo sao
comumente utilizadas devido ao alto custo e baixa estabilidade em exposi¢ao a luz
solar, enquanto as formas sintéticas, ao contrario, sdo estaveis a luz solar e eficientes
para o controle de pragas e vém sendo amplamente utilizadas (WARE; WHITACRE,
2004). O modo de agao desta classe de inseticidas € similar ao dos organoclorados,
mantendo os canais de sédio abertos nos neurdnios, desregulando o equilibrio de
ions. Eles atuam no sistema nervoso central e periférico dos insetos, estimulando os
neurénios a realizar descargas repetitivas levando a paralisia, sendo estes efeitos
mais intensos nesta classe do que aos organoclorados (FERRER, 2003; WARE;
WHITACRE, 2004).

Piretréides sdo biodegradaveis, ndo tém potencial bioacumulativo e, embora
sejam altamente toxicos a fauna aquatica, sdo considerados de baixa toxicidade para
mamiferos e aves de forma que raramente causam graves intoxicagdes,
provavelmente devido a necessidade de as moléculas serem ativas por hidrolise, mas
sendo fracos indutores de enzimas ( FERRER, 2003; BRAGA; VALLE, 2007a). Devido
a estas caracteristicas, sao os inseticidas com o maior nivel de utilizacdo doméstica,
tendo substituido quase todos os demais e sendo facilmente encontrado em mercados
para o controle de insetos nos domicilios (FERRER, 2003; VALLE et al., 2019).

2.3.3 Carbamatos

Carbamatos séo inseticidas derivados de acido carbamico e atuam através da
inibicdo da acetilcolinesterase nas sinapses nervosas tornando a enzima carbamilada
e rapidamente tendo efeito letal sobre os insetos (FERRER, 2003; WARE;
WHITACRE, 2004; BRAGA; VALLE, 2007a). Entretanto esta ligacdo € reversivel,
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tornando esta classe de inseticidas de baixa toxicidade a vertebrados, diferentemente
dos organofosforados que tém mecanismo de agéo similar (FERRER, 2003; WARE;
WHITACRE, 2004). Além disso, os carbamatos sao potenciais inibidores de
aliesterases, cujas fungdes sao pouco conhecidas, tém maior seletividade a
colinesterases de algumas espécies e ndo possuem potencial bioacumulativo
(FERRER, 2003; WARE; WHITACRE, 2004).

2.3.4 Neonicotindides

Os neonicotinddes sao inseticidas mais recentes, liberados na década de
1990, e, similarmente aos piretroides, sdo substancias sintéticas, porém derivados de
nicotina natural extraida do tabaco, Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) (WARE;
WHITACRE, 2004; SEIFERT, 2005). Diferentemente da nicotina, que é mais toxico
aos mamiferos do que a insetos, 0s neonicotindides sintéticos tém um alto grau de
seletividade em relacédo aos insetos devido a maior afinidade com os receptores no
sistema nervoso central de insetos e pouca afinidade com os receptores de mamiferos
(SEIFERT, 2005). Estes inseticidas sdo sisttmicos e atuam através de contato e
ingestdo, sendo muito utilizados para insetos sugadores de plantas de interesse
agricola. Seu modo de agao ocorre atraves do bloqueio irreversivel dos receptores
nicotinicos de acetilcolina nos neurbénios pds-sinapticos, no sistema nervoso central
(WARE; WHITACRE, 2004; SEIFERT, 2005).

Esta classe € considerada segura para humanos e vertebrados, nao tendo
demonstrado potencial mutagénico, teratogénico, neurotdxico e nem toxicidade
reprodutiva em testes laboratoriais (SEIFERT, 2005). Embora sua seguranga
ambiental supere a de outros inseticidas, devido a sua seletividade para receptores
nicotinicos de insetos, sao tdxicos para artropodes aquaticos e terrestres nao alvo,
como abelhas, sendo atualmente considerado responsavel por afetar suas
populagdes e seu comportamento (SEIFERT, 2005; MUTH; LEONARD, 2019;
SALEEM; HUANG; MILBRATH, 2020).
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2.3.5 Organofosforados

Organofosforados incluem os inseticidas que contém essencialmente ésteres
de fésforo em sua composicao, associados a diversas combinagbes de oxigénio,
carbono, enxofre ou nitrogénio. Esta classe € subdividida em trés grupos: alifaticos,
que contém carbono em sua estrutura; derivados de fenil, que apresentam um anel
de fenil, sdo mais estaveis e seus residuos tém maior durabilidade; e os heterociclicos,
também possuem um anel de fenil, mas apresentam oxigénio, nitrogénio ou enxofre
(WARE; WHITACRE, 2004). O modo de agao dos organofosforados € através da
fosforilagdo da enzima acetilcolinesterase nas sinapses nervosas causando sua
inibicdo permanente, uma vez que esta ligagéo é irreversivel (WARE; WHITACRE,
2004; ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016). Desta forma, a acetilcolina ndo pode
sofrer hidrélise pela enzima e acumula-se nas juncdes nervosas, estimulando
continuamente os receptores no neurénio pds sinaptico, impedindo a interrupgao do
impulso nervoso, ocasionando contragao rapida dos musculos involuntarios, paralisia
e morte (WARE; WHITACRE, 2004; ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).

Os inseticidas desta classe sao lipossoluveis, permitindo que ocorra uma
rapida dispersao dos principios ativos no organismo, entretanto os eficientes
processos de biotransformagdo permitem que ndo ocorra sua acumulagdo em
gorduras (FERRER, 2003). S&do, também, considerados os inseticidas mais toxicos
para os vertebrados, entretanto a maioria € quimicamente instavel e pouco persistente
no ambiente, e foram considerados os substitutos adequados aos organoclorados,
como o DDT na década de 1970, que tém alta persisténcia ambiental (WARE;
WHITACRE, 2004).

2.3.5.1 Malation

O malation foi o primeiro inseticida a fazer parte do Programa da OMS para
Avaliacéo e Teste de Novos Inseticidas em 1960 (WHOPES), programa criado com a
finalidade de desenvolver novos inseticidas devido a contaminagdao ambiental,
bioacumulagao e aparecimento de populagdes resistentes ao DDT, utilizado em larga
escala (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Em 1960, apds a avaliagdo do

malation para o controle da malaria, foi considerado adequado para uso em
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campanhas de erradicagado de mosquitos Anopheles Meigan 1818, substituindo o DDT
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O malation (S-1,2-bis (ethoxycarbonyl) ethyl,O-dimethyl phosphorodithioate/
férmula molecular: C10H1906PS2) (FIGURA 1), éster de acido fosférico, € um
composto alifatico de cadeia aberta. E utilizado na agropecuaria para controlar insetos
pragas de plantas, gado e produtos armazenados e amplamente em saude publica
para controle de insetos vetores de doengcas como malaria e dengue (WARE;
WHITACRE, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).
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FIGURA 1. FORMULA ESTRUTURAL DO MALATION
FONTE: (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004)

O ingresso do malation ao inseto é realizado por via de contato ou ingestéao
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). Apds sua absorgéo, o malation necessita
ser bioativado no organismo por monooxigenases, que realizam sua transformagao
ao malaoxon, sua forma mais toxica (FEYEREISEN, 1999; SCOTT, 1999;
HEMINGWAY et al., 2004). No organismo, € o malaoxon que interage com as
esterases como sua enzima alvo, a acetilcolinesterase, realizando sua fosforilagao
permanente e inibindo-a, impedindo sua fungao neuronal (FEYEREISEN, 1999;
SCOTT, 1999; HEMINGWAY et al., 2004; WARE; WHITACRE, 2004).

A utilizacdo do malation em saude publica era feita na forma de emulsdo
aquosa (EW), sendo recomendado para pulverizagdo em ambientes externos através
de nebulizacdo UBV, o “fumacé” tendo como alvo o estagio adulto do vetor
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). No Brasil, a entrega de particulas de aerosséis de
inseticida deve ser usada apenas para bloqueio de transmisséo e controle de surtos
e epidemias. Para impactar as populagdes e transmissdo de patdgenos, o inseticida

deve ser langado em ciclos de cinco aplicagbes em ciclos de trés a cinco dias sem
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ultrapassar cinco a sete vezes por ano e em associagcdo com ac¢des de remocao de
criadouros (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Entretanto, na pratica, os ciclos de
aplicagao nao sao respeitados, sendo utilizados mais ciclos do que o recomendado
uma vez que ha recorréncia de epidemias (LEANDRO et al., 2020) e a distribui¢ao
heterogénea de periodos epidémicos pode causar pressao de selegao diferencial
entre diferentes localidades no pais colaborando para a selecao de resisténcia nos
vetores em nivel nacional (CAMPQOS et al., 2020).

2.4 ADULTICIDAS RECOMENDADOS PELA OMS PARA USO EM SAUDE PUBLICA

A OMS preconiza os principios ativos que podem ser utilizados na area
urbana, as concentragbes e tipos de tratamento seguindo normas técnicas e
operacionais de especialistas em praguicidas. A lista de inseticidas recomendados
pela OMS para uso em saude publica no controle quimico de vetores foi atualizada
pela ultima vez em janeiro de 2020 e apresenta todos os compostos que podem ser
utilizados atualmente. Integra a lista, inseticidas que atingem a fase adulta dos vetores
como spray residual interno, redes impregnadas de efeito duradouro ou rapido e
nebulizacdo espacial e, para as fases imaturas, os larvicidas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). A TABELA 1 apresenta os
principios ativos, modo de agao no organismo e classe a qual pertencem os inseticidas
utilizados para nebulizacao espacial.

No Brasil, a nebulizagdo espacial é realizada através da aplicagdo UBV,
chamada “fumacé” e tem o objetivo de eliminar adultos de A. aegypti em agbes de
bloqueio de transmissao e controle de surtos e epidemias. O equipamento libera
aerossois, pequenas particulas de inseticida (10 ym a 25 ym) que devem ter
capacidade de eliminar um mosquito adulto. O Ministério da Saude é o responsavel
pela obtencao de inseticidas para uso em saude publica, recomendados pela OMS,
sustentado pela Portaria MS/GM n° 1.172/2004 que proibe aquisicdo direta pelos
municipios (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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TABELA 1. INSETICIDAS RECOMENDADOS PELA OMS PARA NEBULIZACAO

Ingrediente Ativo Acao Classe
. . Canais de so6dio na membrana | . .
d,d transcifenotrina Piretroide
neuronal
. Canais de s6dio na membrana | . .
Deltametrina Piretroide
neuronal
. . Canais de s6dio na membrana | . .
Lambda-cialotrina Piretroide
neuronal

Fenda sinaptica, inibidor de
Acetilcolinesterase

Canais de sodio e receptores
nicotinérgicos

S-Bioaletrina, Permetrina | Canais de s6dio na membrana
e Piperonyl Butoxide neuronal

Malation Organofosforado

Praletrina+Imidacloprida Piretréide+Neonicotindide

Piretroide

FONTE: (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020)

2.5 INSETICIDAS USADOS PARA O CONTROLE DE CULICIDEOS VETORES NO
BRASIL

O uso de inseticidas quimicos para controle de insetos vetores no Brasil
comegou em 1939 com a campanha de erradicagcdo de Anopheles gambiae Giles
1926 (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Entretanto o controle de A. aegypti comegou
apenas em 1947 sendo utilizado o inseticida DDT, que propiciou a sua primeira
erradicagao, em 1955. Em 1967 ocorreu sua reintrodugédo no pais e, em decorréncia
da resisténcia ao DDT, o temefés passou a ser utilizado para seu controle, que
possibilitou a segunda erradicagdo em 1973 (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE:
FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE, 1999; LIMA et al., 2003; VALLE et al., 2019).

Em 1976 ocorreu a ultima reintrodugéo de A. aegypti no Brasil através do porto
de Salvador, de onde se dispersou por todos os estados do pais (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE: FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE, 1999). A partir de
entdo, passaram a ser utilizados organofosforados para larvas e adultos intensificando
0 uso de produtos quimicos apés a epidemia de dengue em 1986 no Rio de Janeiro,
quando a dengue passou a ser um problema nacional. Até entdo o uso de inseticidas
era esporadico, mas passou a ser utilizado periodicamente no controle de vetores para
evitar novas epidemias ( VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; VALLE et al., 2019).

Apesar da ampla distribuigdo de A. aegypti no Brasil, os programas de controle
do vetor ainda priorizam pouco as agles integradas de controle como medidas

sanitarias, remog¢ao de criadouros, educagao e participagao da comunidade (VALLE
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et al., 2019). Além disso, o levantamento de indices entomoldgicos, preconizado pelo
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) (MINISTERIO DA SAUDE, 2009),
nao ocorre de forma eficiente, levando a implementagdo da ultima alternativa de
controle, que é o uso de inseticidas de sintese organica. Desta forma, o controle de
vetores foi e continua sendo fortemente baseado no controle quimico com inseticidas
direcionados a larvas e adultos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. FUNDACAO
NACIONAL DA SAUDE, 1996; MACORIS et al., 2007).

O Ministério da Saude preconiza os inseticidas que serdo utilizados pelos
estados no controle do vetor, baseando-se na lista de inseticidas recomendados pela
OMS (BELLINATO et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).
Entretanto, apesar do historico de inseticidas ser predominantemente o mesmo em
todos os estados (MACORIS et al., 2007), as substituicbes de inseticidas ndo foram
sincrénicas e cada estado teve suas particularidades quanto a resisténcia das
populagdes do vetor e tempo para a substituicdo. Portanto o uso de inseticidas
utilizados no Brasil ndo foi homogéneo, mas segue uma ordem de substituicdo a
medida que a detecgdo de resisténcia nas populag¢des foi sendo relatada (VALLE et
al., 2019).

O organofosforado empregado para o controle de larvas foi o temefés que
comecou a ser utilizado no Brasil a partir de 1967 quando o A. aegypti foi reintroduzido
no pais e propiciou o0 segundo evento de erradicagdo do vetor em 1973. Apos sua
ultima reintroducgdo, em 1976, este larvicida continuou sendo utilizado e a medida que
o vetor se dispersava pelo pais, especialmente apos 1980, passou a ser integrante do
controle de vetores em todos os estados. Apds observacdo de populagdes com
elevados niveis de resisténcia, a partir de 2000 o biolarvicida Bacilus thurigiensis
israelenses - Bti foi também introduzido no controle de vetores nos municipios onde
se detectou resisténcia ao temefds (LIMA et al., 2003; MACORIS et al., 2018; VALLE
et al., 2019). No entanto, apenas em 2012 recomendou-se definitivamente a
interrupcao do seu uso e a partir de 2014 nao foi mais utilizado. A partir de 2009/2010
passaram a ser utilizados os inseticidas reguladores de crescimento (IGR) da classe
de inibidores de sintese de quitina diflubenzuron e novarulon. Entretanto, a partir de
2014, foram substituidos pelo também IGR analogo de hormdnio juvenil pyriproxyfen.
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2014; VALLE et al., 2019).

O controle quimico do vetor na fase adulta disponibilizados tanto de forma

residual quanto em nebulizagdo UBV foi realizado utilizando os organofosforados
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fenitrotion e malation. Embora ambos fossem utilizados desde a reintrodugcao de A.
aegypti em 1976 de forma esporadica, apenas de 1985 a 1999 foram utilizados de
forma abrangente no pais. Neste periodo, o malation também foi usado de forma
esporadica para tratamento residual (MACORIS, 2002; LIMA et al., 2003; MACORIS
et al., 2007;). Apos trés décadas de utilizagado de organofosforados e com a evidente
diminuicao da sua eficacia em decorréncia da selecdo de populagdes resistentes no
pais (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015), a partir de 1999 passou a ser utilizada outra
classe de inseticida, o piretréide cipermetrina (MACORIS, 2002; MACORIS et al.,
2007; VALLE et al., 2019).

Com o uso intensivo de piretréides no controle de vetores, tanto de A. aegypti
como no controle dos responsaveis pela transmissdo dos agentes etioldgicos da
doenga de chagas, malaria e leishmaniose em varios locais do pais, associado ao uso
doméstico, a pressao com o inseticida alterou rapidamente a suscetibilidade das
populagdes de mosquitos. Em poucos anos as populagdes do vetor ja apresentavam
indicios de selecdo de resisténcia de forma que populacdes coletadas em 2001, 2002
e 2003 ja ndo eram mais suscetiveis e este cenario foi se deteriorando com o passar
dos anos (DA-CUNHA et al., 2005; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; VALLE et al.,
2019). O monitoramento da resisténcia nos anos seguintes indicavam a disseminagao
e aumento dos niveis de resisténcia nas populagdes do A. aegypti no Brasil, um indicio
da forte pressao de selegédo sobre os principios ativos piretréides (MARTINS et al.,
2009; VALLE et al., 2019).

Com as populagdes de A. aegypti resistentes aos piretroides em todo o Brasil
(IOC/FIOCRUZ, 2011), em 2009 o Ministério da Saude recomendou a sua substituicéo
pela unica alternativa a essa classe, o organofosforado malation usado até dez anos
antes, que passou a ser novamente introduzido no controle de vetores adultos. Apesar
do uso pontual entre 2006 e 2008 no Ceara, Rio de Janeiro e Minas Gerais, seu uso
foi estabelecido no pais entre 2009 e 2011 e o piretrdide deltametrina ainda continuou
a ser utilizado esporadicamente até 2014 (IOC/FIOCRUZ, 2016; VALLE et al., 2019).

Mais recentemente, entre 2017 e 2018, foi avaliada a suscetibilidade de A.
aegypti aos inseticidas utilizados no controle do vetor a partir de 2012. A resisténcia
ao adulticida malation foi detectada em todo o territério nacional e ao larvicida
pyriproxyfen apenas nos estados do Nordeste. Concomitantemente foi detectada
também a permanéncia dos marcadores de resisténcia aos piretroides, nao utilizados

nos programas de controle do vetor desde 2012. Desta forma, o Ministério da Saude
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elegeu, junto a especialistas, novos inseticidas preconizados pela OMS para promover
o controle quimico de vetores. Priorizou-se larvicida biologico e adulticida com
diferente mecanismo de acdo dos utilizados anteriormente, uma vez que as
populagdes de mosquitos do Brasil apresentaram indicios de resisténcia a piretroides
e organofosforados. Foram escolhidos o larvicida bioloégico com acdo téxica de
Saccharopolyspora spinosa, adulticida residual Clotianidina+Deltametrina e adulticida
espacial UBV Praletrina+Ilmidacloprida (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE:
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2019).

Frente a isto, o Ministério da Saude ainda reforgou a necessidade de utilizar
o controle quimico racionalmente e em situagdes especificas priorizando medidas
preventivas como controle mecanico, bioldgico e legal (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE: SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2019). Uma vez que as
alternativas de principios ativos sao limitadas, a resisténcia das populagdes do vetor
a organofosforados e piretroides limitando as possibilidades de substituicdo por outra
classe e o processo de obtencdo de novos principios ativos € complexo e demanda
anos de estudos para aprovacgao, o uso racional de inseticidas € fundamental para
que esta ferramenta continue sendo util ao controle de vetores em situagbes
emergenciais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE: SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, 2020).

2.6 INSETICIDAS USADOS PARA CONTROLE DE CULICIDEOS VETORES NO
PARANA

O controle quimico de culicideos vetores na regido Sul comegou apenas em
2003 quando todos os estados receberam o larvicida temefés continuamente entre
2003 e 2014 e, no Parana, até 2013. O Rio Grande do Sul também recebeu
suprimento de biolarvicida Bti em 2006 e 2009. Larvicidas IGR comecaram a ser
utilizados no Parana a partir de 2010 e nos demais estados da regido em 2014. A
partir de 2009/2010 foram utilizados diflubenzuron e novarulon e em 2014 foi
introduzido o pyriproxyfen. (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2014; VALLE et al.,
2019).

O controle quimico de adultos foi realizado apenas com piretroides no Sul,

fornecidos de 2003 a 2014. No Parana, apenas no ano de 2007 nao foi fornecido
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piretréides e a partir de 2010 passou a receber também o organofosforado malation
(VALLE et al., 2019).

Assim como descrito anteriormente, apds a avaliagao, em 2017 e 2018, da
suscetibilidade aos inseticidas utilizados, foi detectada resisténcia ao malation em
todo o pais, inclusive no Parana (CAMPOS et al., 2020; LEANDRO et al., 2020), assim
como aos piretréides (VALLE et al., 2019). Desta forma, o Ministério da Saude elegeu
em 2019 novos inseticidas preconizados pela OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020) para o controle quimico do vetor: o larvicida biolégico com
agao toxica de Saccharopolyspora spinosa, adulticida residual
Clotianidina+Deltamentrina e adulticida espacial UBV Praletrina+Imidacloprida. Desde
fevereiro de 2020, o inseticida espacial UBV Cielo® (Praletrina + Imidacloprida)
substituiu malation nas a¢des de controle no Parana, assim como em Paranagua
(SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2019; GOVERNO DO
ESTADO DO PARANA, 2020).

2.7 RESISTENCIA A INSETICIDAS

A resisténcia a inseticidas é caracterizada por uma rapida evolugdo sob uma
forte pressao de selegao que ocorre em populagcdes abundantes com ciclos de vida
curtos (MALLET, 1989; MCCAFFERY; NAUEN, 2006). Pode ser definida como
alteracdes hereditarias na suscetibilidade de uma populacdo a um inseticida de forma
qgue seu uso cause falhas ao controle de insetos (MCCAFFERY; NAUEN, 2006). De
outra forma, segundo a OMS, é a capacidade de sobrevivéncia de um individuo a uma
concentragdo de inseticida que naturalmente causaria a sua morte (BRAGA; VALLE,
2007a).

O uso continuado de inseticidas tem o potencial de selecionar os individuos
resistentes numa populagdo de vetores, eliminando os suscetiveis e reduzindo a
variabilidade genética. Assim, a resisténcia a um determinado principio ativo ndo é
criada, mas sdo selecionados os individuos que naturalmente tém caracteristicas
genéticas favoraveis pré-adaptativas e que, sem uma pressao seletiva sobre esta
caracteristica, esta em baixa proporgéo na natureza (MALLET, 1989; BRAGA; VALLE,
2007a; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Além disso, ja foram relatados custos de
aptidao/valor adaptativo relacionados a resisténcia, reduzindo a longevidade, sucesso
reprodutivo, capacidade alimentar e mudangas de comportamento destes individuos
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(RIVERO et al., 2010; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Assim, uma vez cessada a
pressao com inseticida, as populacdes retornam ao seu estado de suscetibilidade,
caso a resisténcia nao tenha sido estabelecida pela eliminacédo de todos os individuos
suscetiveis (MALLET, 1989; BRAGA; VALLE, 2007a; VALLE; PIMENTA; CUNHA,
2015).

A selecdo dos insetos resistentes a inseticidas tem aumentado continuamente
ao longo dos anos (MALLET, 1989; GEORGHIOU, 1994). Nas populac¢des de A.
aegypti a resisténcia ao malation ja foi detectada em varios paises do mundo como a
india (SONI et al., 2018), Paquistao (ARSLAN et al., 2016) e Indonésia (HAMID et al.,
2017) na Asia; a Jamaica (FRANCIS et al., 2017) e México (LOPEZ-SOLIS et al.,
2020) na América do Norte; e, na América do Sul, a Guiana Francesa (GUIDEZ et al.,
2020), Peru (PINTO et al., 2019) e Brasil (CAMPOS et al., 2020).

2.7.1 Mecanismos de resisténcia a inseticidas

Os mecanismos de resisténcia sao classificados tradicionalmente em
metabdlicos, causados por aumento de atividade de enzimas de biotransformacéo, e
mecanismos moleculares, caracterizados por mutagdes pontuais em genes alvo de
inseticidas que reduzem a sensibilidade do sitio-alvo (HEMINGWAY et al., 2004;
VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). H4, também, mecanismos de resisténcia
comportamental e de alteragdes no exoesqueleto que causam reducao da penetragao
de inseticida como resultado de alteracbes genéticas (HEMINGWAY et al., 2004;
VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Todos estes mecanismos, associados ou de forma
individual, podem causar altos niveis de resisténcia a diferentes classes de inseticidas
(HEMINGWAY et al., 2004).

A resisténcia comportamental ocorre quando o inseto reconhece a presenca
do inseticida e altera seu comportamento para evitar o contato com o produto. Este
mecanismo é mais estudado em vetores de patégenos que causam a malaria e
envolvendo inseticidas piretroides e organoclorados, que podem atuar como irritantes
e repelentes, propiciando a reducao de entrada de mosquitos nas residéncias, menor
tempo de permanéncia e redug¢ao do sucesso de alimentagdo com sangue (MALLET,
1989; MATHENGE et al., 2001; HEMINGWAY et al., 2004).

A cuticula é uma barreira importante para a prote¢cdo dos insetos em relacao
ao ambiente onde vivem (RIAZ et al., 2013). Geralmente um xenobidtico é absorvido
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rapidamente pelo integumento, atuando no seu sitio-alvo, entretanto a reducéo da
penetracao de inseticida € um mecanismo que pode afetar essa absorcao através de
alteragdes no exoesqueleto que reduzem a sua permeabilidade (GEORGHIOU, 1994).
Embora a base bioquimica ndo esteja elucidada, a composicdo proteica do
integumento bem como aumento de espessura e alteragdes da cuticula parecem ser
importantes na redugdo da permeabilidade (HEMINGWAY et al., 2004; BRAGA;
VALLE, 2007a; RIAZ et al., 2013). A reducdo da penetragdo de inseticida ja foi
considerado pouco importante na resisténcia (BRAGA; VALLE, 2007a), entretanto
cada vez mais, os estudos de resisténcia metabdlica tém encontrado aumento de
expressdo de proteinas cuticulares relacionados a populacbes de A. aegypti
resistentes a inseticidas, evidenciando a importancia deste mecanismo (RIAZ et al.,
2013; DAVID et al., 2014), inclusive ao malation (LOREDO, 2017).

A resisténcia mediada por insensibilidade ao sitio ativo ocorre por
modificagdes nas moléculas alvo dos inseticidas que tornam a ligacao menos eficiente
ao principio ativo, tornando o organismo total ou parcialmente resistente a esta
molécula (BRAGA; VALLE, 2007a; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Essas
alteragdes sao decorrentes de mutagdes pontuais no gene das moléculas envolvidas
como na acetilcolinesterase na resisténcia aos organofosforados e carbamatos, nos
canais de sodio regulados por voltagem para piretroides e organoclorados e nos
receptores GABA para ciclodienos e organoclorados (HEMINGWAY et al., 2004;
BRAGA; VALLE, 2007a; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Este tipo de mecanismo
€ mais facilmente detectavel uma vez que ocorrem em regides especificas do gene,
que codifica para o sitio-alvo de inseticidas, em enzimas altamente conservadas, com
copia unica e cujas mutacbes nao podem comprometer sua fungdo no organismo
(VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

A resisténcia metabdlica é caracterizada pelo aumento de atividade
enzimatica causada por um composto exégeno, envolvendo uma grande quantidade
de enzimas que atuam em série desde a biotransformacédo a excrecdo destes
compostos danosos. Este mecanismo € muito relevante na resisténcia, impedindo que
o principio ativo inseticida atinja seu sitio-alvo (BRAGA; VALLE, 2007a; LI; SCHULER,;
BERENBAUM, 2007; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Este aumento de atividade
pode ser causado por mutagcdes pontuais no gene das enzimas envolvidas que
aumentam a afinidade com o substrato ou a eficiéncia nas reagdes, bem como pelo

aumento da express&o génica dessas enzimas como resultado de amplificagdo génica
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ou regulacao positiva através de alteragées no promotor do gene (LI; SCHULER,;
BERENBAUM, 2007; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

Uma grande gama de enzimas participa deste mecanismo e € comum que
atuem em mais de uma classe de inseticidas causando a resisténcia cruzada. Devido
ao intenso uso de varios inseticidas simultaneamente, os insetos podem ter também
resisténcia causada por diversos mecanismos a diferentes inseticidas
simultaneamente, chamada resisténcia multipla (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).
Trés classes de enzimas estudadas por atuarem na biotransformacgao de xenobidticos,
incluindo inseticidas, sdo as citocromo oxidases Paso monooxigenases (Paso),
esterases (ESTs) e glutationa-S-transferases (GSTs) (LI; SCHULER; BERENBAUM,
2007).

Diferentemente da resisténcia molecular, a deteccdo dos mecanismos da
resisténcia metabdlica € muito mais complexa e dificil de ser desvendada pois ha a
participacdo de uma grande quantidade de enzimas de diferentes familias enzimaticas
que interagem com uma variedade de moléculas e com diferentes graus de afinidade
por diferentes compostos (HEMINGWAY et al., 2004; LI; SCHULER; BERENBAUM,
2007; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

2.8 ENZIMAS RELACIONADAS A RESISTENCIA

2.8.1 Monooxigenases

Monooxigenases dependentes de citocromo P4s0, também chamadas apenas
de monooxigenases, P4so, citocromo oxidase Pa4so e oxidases de fungado mista sdo uma
superfamilia de enzimas hidrofébicas muito importantes por atuarem na regulagao de
compostos endoégenos como horménios, acidos graxos e esterdides e na
biotransformacgao de compostos exégenos como drogas, inseticidas e toxinas vegetais
(SCOTT, 1999; HEMINGWAY et al., 2004). As monooxigenases atuam realizando a
oxidagao de substratos com a participacao de P4so redutase, NADPH, fosfolipideos e
citrocromo P4s0, uma proteina heme que atua como oxidase terminal nos sistemas das
monooxigenases (SCOTT, 1999). Outra caracteristica marcante desta superfamilia de

enzimas € a grande variabilidade de especificidade quanto aos seus substratos,
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podendo uma enzima metabolizar uma grande variedade de substratos, como
diferentes inseticidas e outras apenas um substrato (SCOTT, 1999).

A nomenclatura dos genes de citocromo oxidases P50 segue uma sequéncia
especifica que fornece informagdes sobre as enzimas. Cada gene codifica para
apenas um proteina e s&o identificaveis em italico como CYP (cytochrome Paso - CYP)
que representa a superfamilia de enzimas (NELSON et al., 1996). Um numero em
arabico representa a familia a qual a enzima pertence (CYP6, CYP9) agrupados em
sequéncias com mais de 40 % de similaridade, seguida de uma letra que representa
a subfamilia, com mais de 55 % de similaridade, se houver duas ou mais presentes
na familia (CYP6N) e, por ultimo, um numero arabico é a identificagdo numérica do
gene (CYP6N12) (NELSON et al., 1996). A nomenclatura para os produtos do gene
como RNA mensageiro (MRNA), DNA complementar (cDNA) e proteina sao
realizados da mesma forma, entretanto nao é utilizado o italico (CYP6N12) (NELSON
et al., 1996).

As familias de P4s0 encontradas em insetos sdo CYPG6, 9, 12, 15, 18 e 28
especificas de insetos e CYP4 também presentes em vertebrados (NELSON et al.,
1996; FEYEREISEN, 1999). A identificagao dos genes responsaveis pelas alteragbes
na resisténcia a inseticidas € complexa e dificil de realizar em todos os insetos,
entretanto registros de aumento de atividade da enzima tem sido encontrados
relacionados a familias especificas de enzimas como CYP6 e CYP9 (HEMINGWAY
et al., 2004; NAQQASH et al., 2016).

Monooxigenases sao relacionadas principalmente a biotransformacéo de
piretréides e a ativacdo de inseticidas organofosforados e, em menor proporgéo, a
carbamatos, sendo considerada menos importante para o desenvolvimento de
resisténcia a estas duas ultimas classes (HEMINGWAY; RANSON, 2000; NAUEN,
2007). A maioria dos inseticidas organofosforados sdo pro-inseticidas e requerem a
bioativagdo por monooxigenases, que realizam a transformagdo da forma
fosforotionato a forma mais téxica oxon, que interage com as esterases, incluindo a
molécula alvo, a acetilcolinesterase (FEYEREISEN, 1999; SCOTT, 1999;
HEMINGWAY et al., 2004).

Monooxigenases tém papel importante no crescimento, desenvolvimento,
alimentacgao, resisténcia a inseticidas e tolerancia a toxinas vegetais (SCOTT, 1999).
Estas enzimas atuam na resisténcia a inseticidas através de mecanismos de

superexpressao e regulagao positiva do gene associado a resisténcia através da sua
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interagdo com produtos de genes reguladores (SCOTT; LIU; WEN, 1998; LIU et al.,
2015). A regulagao positiva pode ocorrer através do mecanismo de indugéo, no qual
a presenca de xenobidticos promove o aumento da expressdao génica através da
ativacdo de genes reguladores, e que pode auxiliar na adaptagao dos insetos ao
ambiente e na resisténcia a inseticidas (LIU et al., 2015). Além disso, também ocorre
a expressao simultdnea de multiplos genes de resisténcia desta familia de enzimas
que interagem, tornando os individuos resistentes (LIU et al., 2015).

Outro mecanismo de resisténcia possivel, € o aumento da taxa de
metabolizagdo de inseticida por alteragdes no sitio ativo que aumentem a atividade
catalitica da enzima (SCOTT,; LIU; WEN, 1998). De outra forma, como as
monooxigenases atuam na bioativacdo de organofosforados, a resisténcia pode
ocorrer para esta classe através da reducdo na taxa de ativacdo (KONNO;
HODGSON; DAUTERMAN, 1989; SCOTT, 1999). Entretanto este mecanismo é raro,
sendo o aumento da metabolizagao pelas esterases mais comum na resisténcia a esta
classe de inseticidas (SCOTT, 1999).

2.8.2 Esterases

As esterases ou carboxilesterases, que apresentam o grupamento éster e
éster carboxilico respectivamente, pertencem a classe das Hidrolases e catalisam a
hidrolise de compostos enddgenos e exdgenos adicionando agua para produzir alcool
e acido (WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005). A maioria das classes inseticidas
apresentam um grupamento éster e sdo metabolizados por esta familia de enzimas,
sendo associadas principalmente a biotransformacao de inseticidas organofosforados
e carbamatos e, em menor proporcdo, aos piretroides (HEMINGWAY; RANSON,
2000; BRAGA; VALLE, 2007a).

Ha varias classificagdes para esta classe de enzimas, podendo ser a ou 3
esterases (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998). Segundo a classificacdo de
ALDRIDGE (1953) as esterases que sao inibidas por organofosforados sao
esterases, chamadas carboxilesterases, e as ndo inibidas, a esterases (ALDRIDGE,
1993; WALKER, 1993; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998). As 8 esterases, entéo,
sao fosforiladas pelos organofosforados e a reativagdo da enzima ocorre lentamente,
enquanto as a esterases os hidrolizam imediatamente e continuamente (WALKER,

1993). Classificagbes alternativas, utilizadas para mosquitos Culex, sao a afinidade
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pelos substratos a e B naftil acetato, que s&o hidrolizados preferencialmente por a e 3
esterases respectivamente, e mobilidade eletroforética (GEORGHIOU; PASTEUR,;
HAWLEY, 1980; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998).

Organofosforados e carbamatos tém alta afinidade por carboxilesterases,
inibindo-as através da esterificagdo do residuo de serina no sitio ativo, entretanto sao
substratos pobres para a enzima levando a uma lenta hidrélise (HEMINGWAY;
KARUNARATNE, 1998). Desta forma, as carboxilesterases atuam
predominantemente através do sequestro das moléculas inseticidas antes de
atingirem o local alvo, a acetilcolinesterase, protegendo-a (KARUNARATNE et al.,
1993; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998).

As a e B esterases interagem predominantemente com a forma ativa dos
organofosforados, oxon, tendo pouca afinidade com a molécula original na sua forma
inativa e nado a reconhecendo (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998). Os
organofosforados sdo considerados substratos suicidas para as carboxilesterases
pois inibem fortemente a enzima através da fosforilagdo do sitio ativo, tornando a
ligagdo com substrato estavel e impedindo a atividade catalitica da enzima
(HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005). Embora
as carboxilesterases realizem a hidrolise destes compostos, este processo ocorre de
forma muito lenta, como por exemplo, um tempo de 32 horas para uma enzima
metabolizar uma molécula de paraoxon em Culex quinquefasciatus (KARUNARATNE
et al.,, 1993; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; WHEELOCK; SHAN; OTTEA,
2005). Desta forma, a atuagdo dos organofosforados causa o envelhecimento das
enzimas, tornando o seu principal mecanismo de atuac¢ao o sequestro das moléculas
inseticidas (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; WHEELOCK; SHAN; OTTEA,
2005). O mesmo processo ocorre com o0s inseticidas carbamatos, que metilcarbonilam
as esterases, entretanto esta ligacdo € menos estavel, sendo uma das razdes pela
qual esta classe de inseticida é considerada menos toxica (WHEELOCK; SHAN;
OTTEA, 2005).

Os mecanismos de resisténcia envolvendo esterases foram mais estudados
em mosquitos Culex e tém sido desvendados também para Aedes e Anopheles
(HEMINGWAY; RANSON, 2000). O mecanismo mais comum em mosquitos & o
quantitativo decorrente de amplificagéo génica, que causa aumento da quantidade de
enzimas disponiveis que sequestram as moléculas inseticidas antes que encontrem

seu local alvo, ligando-se rapidamente, mas com metabolizagdo lenta
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(KARUNARATNE et al., 1995; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; HEMINGWAY;
RANSON, 2000; GRIGORAKI et al., 2016).

O mecanismo qualitativo, com aumento da velocidade de metabolizagao de
inseticida sem aumento de enzimas, € menos comum, mas também ja foi registrado
para Culex e Anopheles envolvendo especificamente uma carboxilesterase associada
ao inseticida malation (HEMINGWAY, 1985; ZIEGLER et al., 1987; HEMINGWAY et
al., 2004). O aumento da atividade enzimatica é decorrente de mutag¢des pontuais nos
genes de esterases que alteram as propriedades enzimaticas, como, por exemplo, as
mutacdes G151D e W271L de Culex e Anopheles que participam na resisténcia a
organofosforados (HEMINGWAY, 1985; CUI et al., 2015).

Mecanismos  quantitativos,  decorrentes da  superexpressdao de
carboxilesterases, causam alta resisténcia a inseticidas, sendo mais eficientes na
resposta adaptativa do que mecanismos qualitativos, decorrentes de mutacgdes,

provavelmente devido ao menor custo de valor adaptativo (CUI et al., 2015).

2.8.3 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase € uma serina esterase, uma enzima do sistema nervoso
responsavel por decompor o neurotransmissor acetilcolina em colina e acido acético
nas sinapses nervosas e jungdes musculares através da sua hidrolise, cessando o
impulso nervoso e permitindo que o neurdnio colinérgico retorne ao estado de repouso
(HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; HEMINGWAY et al., 2004; COLOVIC et al.,
2013). Elas sao as moléculas alvo de duas classes de inseticidas, os carbamatos e
organofosforados que atuam na carbamilacdo e fosforilagdo permanente,
respectivamente, do residuo de serina do sitio ativo (BAILLIE, 1985; HEMINGWAY et
al., 2004). A enzima ¢ inibida por competicao do sitio ativo e a acetilcolina ndo pode
ligar-se, acumulando-se nas juncdes nervosas, nao permitindo que o estimulo
nervoso seja interrompido, causando contragdes rapidas dos musculos voluntarios
com paralisia e posterior morte do inseto (WARE; WHITACRE, 2004; BRAGA; VALLE,
2007a).

A acetilcolinesterase atua na resisténcia a inseticidas através de mecanismos
moleculares e metabdlicos (LABBE et al., 2007; DJOGBENOU et al., 2008; EDI et al.,
2014). Na familia Culicidae, dois genes s&o responsaveis por codificar esta enzima,

ace-1 e ace-2, enquanto em dipteros das familias Drosophilidae e Muscidae ocorreu
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a perda secundaria do gene ace-1 e ha apenas um gene responsavel por sua
codificagdo, o ace-2 (WEILL et al., 2002). Em Culicidae, o gene responsavel pelo
desenvolvimento de resisténcia, uma vez que codifica para o sitio alvo dos
organofosforados, € o ace-1, enquanto nas outras duas familias € o gene ace-2
(WEILL et al., 2002). Em mosquitos A. aegypti sdo raros os mecanismos moleculares
e metabodlicos envolvendo a acetilcolinesterase, que afetem a resisténcia a
organofosforados, entretanto, estudos de atividade enzimética e insensibilidade do
sitio ativo aos inseticidas sdao comumente realizados (VIANA-MEDEIROS;
BELLINATO; VALLE, 2018; VALLE et al., 2019).

A resisténcia molecular € causada por mutagdes pontuais no sitio ativo da
acetilcolinesterase que levam a insensibilidade da enzima ao inseticida, levando a um
fendtipo resistente (WEILL et al., 2003). Ja foram encontradas mutagdes pontuais no
gene ace-1 que afetam a sensibilidade da enzima em mosquitos Culex e Anopheles,
sendo a mais importante a mutagdo G119S (nomenclatura de Torpedo californica,
Toutant, 1989), substituicdo de glicina por serina na posi¢céo 119, que causa elevada
resisténcia a organofosforados e carbamatos (WEILL et al., 2003, 2004a). Esta
mutacgao altera o sitio ativo e a serina reduz o acesso as triades cataliticas, impedindo
que o principio ativo inseticida atinja seu local alvo, mas também afetando a ligagao
da acetilcolina e, com isso, havendo um aumento do custo de valor adaptativo (WEILL
et al., 2004a). Alem da G119S, s&o relacionadas a insensibilidade do sitio ativo
também as mutagdes pontuais F290V no gene ace-1 e F455W no gene ace-2
(NABESHIMA et al., 2004; ALOUT et al., 2007).

Em contraste a isto, em mosquitos Aedes, mutagdes no gene ace-1 que
afetem consideravelmente a resisténcia a organofosforados ainda nao foram
encontradas até o momento (BISSET; RODRIGUEZ; FERNANDEZ, 2006; MORI et
al., 2007; DOS SANTOS et al., 2020). Foi registrada apenas uma mutagao silenciosa
em A. aegypti, T506T, que, em associagdo com os bioensaios, demonstrou um padrao
genotipico relacionado ao nivel de resisténcia (HASMIWATI; RUSJDI; NOFITA, 2018).
Embora também ja tenha sido encontrada uma mutacao sinbnima de G119S que
alterou em 15 % a sensibilidade da acetilcolinesterase (MUTHUSAMY;
SHIVAKUMAR, 2015), é uma mutagédo pouco provavel de acontecer em A. aegypti
uma vez que a glicina é codificada por um cédon diferente das espécies analisadas
de Culex e Anopheles e necessita de dois eventos consecutivos de mutagéo para que

passe a codificar uma serina, causando a insensibilidade do sitio ativo (WEILL et al.,
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2004b). Da mesma forma, a mutacado F455W necessita de dois eventos consecutivos
de substituicdo de base, entretanto a F290V é mais provavel e depende de apenas
um evento (MORI et al., 2007).

Em espécies de mosquitos Culex e Anopheles ja foram encontradas
duplicagbes no gene ace-1 levando a uma maior expressao génica desta enzima e
resultando no desenvolvimento de elevada resisténcia (LABBE et al., 2007;
DJOGBENOU et al., 2008; EDI et al., 2014). Um dos genes encontrados apresenta a
mutacdo G119S que causa insensibilidade do sitio ativo e resisténcia a inseticidas,
enquanto o outro gene foi encontrado duplicado, mas sem a mutagao, levando a
diminuicdo do custo de valor adaptativo causado pela acumulagédo da acetilcolina na
sinapse devido & mutagdo (LABBE et al., 2007; DJOGBENOU et al., 2008; EDI et al.,
2014).

Em mosquitos Aedes, ja foi sugerido que um aumento de atividade enzimatica
estaria relacionado a duplicagdo génica ou aumento de expressdao génica em uma
populacao de A. aegypti brasileira (VIANA-MEDEIROS et al., 2017). Entretanto, até o
momento, ndo foram encontradas evidéncias da atuacdo deste mecanismo e ainda
nao ha estudos sobre a expressao génica desta enzima, nem estudos moleculares

que evidenciem duplicagao génica.

2.9 DETECCAO DA RESISTENCIA A INSETICIDAS

2.9.1 Bioensaios de suscetibilidade

Nas campanhas de erradicacdo da malaria, apés 1945, o uso do inseticida
DDT permitiu a erradicagcdo da malaria em regides temperadas. Entretanto, apds
tantos anos de uso intensivo, o sucesso dessas campanhas reduziu, sendo uma das
razoes a selecao de resisténcia aos inseticidas nos vetores. Entdo, a partir de 1960,
a OMS passou a acompanhar a resisténcia aos vetores, em nivel mundial, fornecendo
kits para deteccgao de resisténcia, que ja havia sido detectada para os organoclorados,
organofosforados, carbamatos e outros compostos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1976).

Para a deteccao de resisténcia a OMS recomendou na década de 1960 a

utilizagao de uma técnica padrao de monitoramento em mosquitos adultos de forma a
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melhorar a deteccdo e mensuracdo da resisténcia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1960) e em 1976 este teste passou a ser utilizado como padrao
para detectar suscetibilidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1976). O bioensaio
de suscetibilidade distingue mosquitos resistentes de suscetiveis e consiste de um
teste de mortalidade em que mosquitos sao expostos a uma concentragao conhecida
de inseticida por um tempo fixo e avaliados posteriormente. Este teste é utilizado como
ferramenta de vigilancia da resisténcia, entretanto fornece poucas informacdes sobre
0S mecanismos que promovem a resisténcia ou a sua intensidade (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1960, 2016; VALLE et al., 2019).

Uma vez estabelecido, o método de bioensaio com papel impregnado
permaneceu praticamente inalterado desde seu desenvolvimento e padronizacao até
hoje (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1960, 2016), sendo feitas apenas
atualizagdes, principalmente dos inseticidas utilizados nos testes de suscetibilidade a
cada nova publicagao dos procedimentos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1976,
1998, 2013, 2016). Tendo em vista a necessidade de monitoramento intensivo da
resisténcia a inseticidas e de documentos que pudessem auxiliar no desenvolvimento
de estratégias nacionais, as diretrizes foram atualizadas recentemente, em 2016
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Inicialmente, a menor concentragéo que ocasionava 100 % de mortalidade de
mosquitos suscetiveis era utilizada como uma linha de base para deteccdo de
resisténcia, sendo usada para realizar os testes de rotina com populagdes de campo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1960, 1976). A partir da padronizacédo do
método, em 1976, as concentragdes foram fornecidas nas diretrizes para alguns
inseticidas e atualizadas a cada nova edig¢do. Inicialmente, foram padronizadas
concentracdes de carbamatos, organofosforados, organoclorados e, em 1998, para
os piretréides que comegavam a ser utilizados com maior intensidade no controle de
vetores (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1976, 1998, 2013).

O teste de suscetibilidade da OMS utilizando papel impregnado consiste na
exposicao de fémeas adultas de campo a uma concentragao conhecida de inseticida
por um tempo fixo, projetados para matar uma populagéo suscetivel de laboratorio.
Os individuos sobreviventes a esta concentracdo podem ser considerados resistentes.
Esta quantidade de inseticida € chamada de concentragdo discriminante (CD) e
consiste no dobro da quantidade de inseticida minima necessaria para matar 100 %
das fémeas de uma populagao suscetivel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
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A porcentagem de mortalidade é utilizada para fornecer a resposta de
resisténcia da populacao testada. Se a mortalidade for maior que 98 % a populacéao é
considerada suscetivel ao inseticida testado. Se a mortalidade estiver entre 90 % e 97
% é indicio de que existe resisténcia e deve ser confirmada com nova exposi¢cao ao
inseticida ou ferramentas bioquimicas e moleculares. Se a mortalidade obtida for
menor que 90 % ou a repeticdo causar uma mortalidade menor que 98 %, entdo a
resisténcia é confirmada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Uma vez
detectada a resisténcia, para alguns inseticidas deve-se fazer bioensaios com cinco e
dez vezes a concentracdo discriminante para obtencdo do nivel de resisténcia,
entretanto, ndo ha esta especificagdo para o malation (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

Concentragdes discriminantes tanto para adultos como larvas de diversas
espécies de vetores de patdgenos foram estabelecidas e testadas para varios
inseticidas pela OMS em 1992. A concentragdo recomendada para os testes de
suscetibilidade em mosquitos adultos de A. aegypti para o malation foi de 0,8 %
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). Entretanto estes dados ndo foram
disponibilizados nas edi¢des posteriores dos manuais de resisténcia em vetores, uma
vez que foram direcionados ao controle da malaria, cujo plasmaédio é transmitido por
mosquitos do género Anopheles, cuja CD de 5 % foi mais acessivel nos manuais
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998, 2013). Apenas no ultimo manual de
procedimentos a informagao sobre a CD para mosquitos Aedes foi recuperada, dado
que muitos paises necessitam realizar o monitoramento da resisténcia também para
outros vetores (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Nos bioensaios de suscetibilidade, as caracteristicas bioldgicas dos individuos
também sao importantes uma vez que a idade, o estado fisioldégico e o género dos
mosquitos podem influenciar nos resultados de sensibilidade aos inseticidas. Desta
forma, o uso de individuos provenientes de colegcbes larvais ou insetarios
estabelecidos permite controlar estas fontes de variacdo, garantindo maior
comparabilidade entre os resultados. Como por exemplo: a idade das fémeas pode
ser mantida constante para os bioensaios, pode-se selecionar a quantidade
necessaria de fémeas dos individuos totais, a variagdo ambiental e alimentar entre as
amostras é baixa ou ausente e ha pouca variagao das condigdes fisiolégicas dos
individuos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
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Um método alternativo ao bioensaio de suscetibilidade da OMS foi
desenvolvido por Brogdon e McAllister em 1998, o teste de garrafa do Centro de
Controle e Prevencao de Doengas (CDC). Este teste avalia a mortalidade sob uma
dose e tempo discriminante, sendo detectada a resisténcia com base num tempo
discriminante necessario para matar mosquitos suscetiveis (BROGDON,;
MCALLISTER, 1998; AIZOUN et al., 2013; BROGDON; CHAN, 2013; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Ambos os ensaios sao utilizados atualmente para monitoramento da
resisténcia, entretanto diferem na forma como o inseticida é entregue e como é medida
a suscetibilidade. Enquanto o teste de suscetibilidade da OMS avalia a mortalidade
sob uma concentragao discriminante, o teste de garrafa do CDC avalia quantidade de
mosquitos incapacitados num tempo discriminante e, portanto, os resultados obtidos
nao sao diretamente comparaveis (BROGDON; CHAN, 2013; OWUSU et al., 2015;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016)

Com o avancgo de populacdes resistentes, o conhecimento sobre a resisténcia
aos inseticidas € importante para o monitoramento e planejamento de controle eficaz
de vetores e no manejo do inseticida utilizado. Desta forma é importante o aumento
de testes de suscetibilidade nos programas de monitoramento para que a resisténcia
seja detectada em populagdes de mosquitos precocemente no sentido de garantir a
manutengdo dos compostos quimicos como auxiliares ao controle dos vetores (VALLE
et al., 2019; CAMPOS et al., 2020).

2.9.2 Ferramentas moleculares para detecgao de resisténcia

Aliado aos bioensaios de suscetibilidade, a OMS recomenda que sejam
realizados testes suplementares genéticos e bioquimicos para determinar os
mecanismos de resisténcia envolvidos e detectar o avango de populagdes resistentes.
Todas estas ferramentas podem auxiliar no controle de vetores e impedir a
propagacao de resisténcia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013, 2016; VALLE
et al., 2019).

A resisténcia ocasionada por mutacdes de sitio alvo, na molécula alvo do
inseticida é mais facil de ser realizada uma vez que estas moléculas sao especificas
a determinados inseticidas e sua func&o evolutiva € altamente conservada (VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015; DONNELLY; ISAACS; WEETMAN, 2016). Essas moléculas
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geralmente sdo codificadas por genes de copia unica que nao suportam muitas
modificagdes, uma vez que podem comprometer sua funcdo biolégica (VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015). Logo, estas alteracbes podem ser detectadas através de
sequenciamento genético do local alvo do inseticida, seguido pela comparacao de
polimorfismos genéticos entre populagdes de mosquitos resistentes e suscetiveis para
detectar alteracdes genéticas que possam estar relacionadas a resisténcia (FAUCON
et al., 2015; DONNELLY; ISAACS; WEETMAN, 2016). Exemplos do uso deste tipo
sdo as detecc¢des de mutagdes nos genes kdr para resisténcia a piretroides e DDT e
ace-1 para resisténcia a organofosforados e carbamatos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

A deteccao de resisténcia metabdlica associada a um inseticida especifico é,
entretanto, muito mais dificil de ser realizada. As familias de enzimas envolvidas na
resisténcia metabdlica podem ter centenas de diferentes espécies moleculares com
diferentes graus de afinidade por diferentes compostos e, podem, inclusive ser
redundantes para diferentes compostos ou terem maior ou menor especificidade por
um mesmo substrato (STRODE et al., 2008; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).
Assim, para detectar a participagdo de algum destes mecanismos em resposta a
resisténcia a um determinando inseticida, ha diversos tipos de ferramentas que
mostram diferentes resultados e interpretagées como ensaios bioquimicos e estudos
de expresséao génica (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

Os ensaios bioquimicos sao utilizados para detectar a participacado de familias
enzimaticas utilizando substratos genéricos e pouco especificos. A atividade
enzimatica é avaliada através da absorbancia emitida utilizando corantes e
comprimentos de onda especificos em resposta a atuagao de enzimas que degradam
os substratos fornecidos (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015; BHARATI; SAHA, 2017).
Também sao realizados ensaios de insensibilidade da enzima acetilcolinesterase
através da exposicdo a um inibidor, como o carbamato propoxur, para observar se ha
alteracao da sensibilidade do sitio ativo destas enzimas (LEONG et al., 2019).

Os estudos de expressao génica, por outro lado, sdo compostos por diversos
métodos. Como, por exemplo, microarranjos de DNA como o Aedes Detox Chip,
compostos por sondas que reconhecem diversos genes das familias envolvidas na
biotransformacao de xenobidticos e detectam pequenas alteragdes na sua expressao
(STRODE et al., 2008; VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). De forma semelhante a

deteccdo de mutagdes pontuais na resisténcia molecular, podem ser realizados
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sequenciamentos de genes de enzimas de biotransformacgéo a fim detectar mutagdes,
amplificagdo génica e polimorfismos que possam ser utilizados como marcadores de
resisténcia (FAUCON et al., 2015). Outra forma de avaliagdo da expresséo génica é
através da avaliagao individual da expressao de mMRNAs de genes relacionados a
resisténcia em populagdes resistentes e suscetiveis comparando seus niveis de
expressao através de reacdes em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) ou de
sequenciamento de RNAs (REID et al., 2014; CUI et al., 2015; FAUCON et al., 2017).

2.10 CONSIDERACOES SOBRE A CIDADE DE PARANAGUA

A cidade de Paranagua tornou-se epidémica para a dengue recentemente, a
partir de 2015/2016, quando ocorreu a primeira epidemia de dengue no municipio
(SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2016a). Os boletins
informativos da Secretaria da Saude do Estado do Parana (SESA) registraram, nos
anos anteriores, apenas casos aléctones, de pessoas que contrairam a dengue de
outros municipios ou estados, desde 2005 até 2014, quando houve o registro do
primeiro caso autéctone para dengue (TABELA 2) (SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE DO PARANA, 2021a). No primeiro semestre do ano de 2015 foram
registrados mais sete casos autoctones e, no verdo do proximo ano, 2016, foram
confirmados 15.538 casos na cidade caracterizando a primeira epidemia de dengue
na cidade com 29 mortes. Depois disto, anualmente ocorreram casos autdctones de
dengue na cidade, com excecao do periodo 2017/2018, e nao houve outros eventos
epidémicos nos anos seguintes (TABELA 2) (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
DO PARANA, 2021a).

Em relagéo as arboviroses Zika e chikungunya, transmitidas pelo mosquito A.
aegypti, os registros comegaram durante a epidemia de dengue em 2015/2016 e
foram registrados nove e dez casos autéctones de chikungunya em 2016 e 2017,
respectivamente, e um caso de Zika em 2017 (TABELA 2) (SECRETARIA DE
ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2021a).
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TABELA 2. CASOS DE DENGUE, ZIKA E CHIKUNGUNYA REGISTRADOS NA CIDADE DE
PARANAGUA E INFESTACAO PELO MOSQUITO Aedes aegypti ENTRE OS ANOS DE 2008 E 2021

Anos Dengue Zika Chikungunya| Presenca de A. aegypti
ALO| AUT |ALO AUT|ALO | AUT IP (%) Infestagao
2008 0 0 - - - - - Nao infestado
2009 0 0 - - - - 0,0 Nao infestado
2010 6 0 - - - - - Nao infestado
2011/2012| 4 0 - - - - 0,0 Nao infestado
2012/2013| 6 0 - - - - 0,0 Nao infestado
2013/2014| 1 1 - - - - 0,0 Nao infestado
2014/2015| 36 7 - - - - 0,0 Nao infestado
2015/2016 | 241 ({15.538| 5 0 0 9 1,2* Infestado
2016/2017| O 35 0 1 0 10 - -
2017/2018| 0 0 0 0 0 0 - Infestado
2018/2019| 4 30 0 0 0 0 2,1/ 3,7/ 4,8* Infestado
2019/2020| 2 1681 0 0 0 0 1,0/ 4,0/ 2,7* Infestado
2020/2021| O 2229 0 0 0 0 5,9 ** Infestado

FONTE: (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2021a)

Legenda: ALO: aléctone; AUT: autéctone; IIP: indice de Infestagdo Predial

* Primeiro, segundo e terceiro ciclo de levantamentos informados, respectivamente
** Ciclo Unico de levantamentos informado

Nos boletins epidemiologicos de 2013/2014 e 2014/2015, que antecederam a
epidemia em Paranagua, a SESA informou aos municipios que o Servigo de Alerta
Climatico de Dengue do Laboratdrio de Climatologia da UFPR considerou a situagao
climatica como de alto risco a proliferagdo do mosquito A. aegypti e recomendou que
as cidades realizassem as medidas de controle necessarias como a eliminagao de
potenciais criadouros, incluindo os municipios do litoral, que ndo se mostravam
infestados (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2014, 2015a).

Entretanto, apesar dos registros apresentados nos boletins informarem que
no periodo que antecedeu a epidemia em Paranagua nao houvesse infestagao pelo
mosquito A. aegypti, entrevistas realizadas posteriormente ao Ministério Publico do
Parana pela Gazeta do Povo, evidenciaram que o municipio estava em condi¢coes
propicias ao desenvolvimento do vetor e a ocorréncia de epidemias (LAURA BEAL
BORDIN, 2016). Segundo o Ministério Publico, os gestores do municipio de
Paranagua vinham sendo avisados desde 2013 sobre a possibilidade de ocorréncia
de uma epidemia, entretanto agdes recomendadas néo foram realizadas. Dentre elas
estava a pouca disponibilidade de agentes de endemia para a vigilancia entomoldgica

e as condigbes de risco do municipio como ser area portuaria, problemas de
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saneamento basico como lixo e esgoto, ocupagbes irregulares e degradagao
ambiental (LAURA BEAL BORDIN, 2016).

Ja no primeiro informe técnico de 2015/2016, o litoral estava em risco climatico
médio para o desenvolvimento de A. aegypti, embora os informativos ainda
considerassem o litoral sem infestacéo pelo vetor (TABELA 2) (SECRETARIA DE
ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2015b). No terceiro informe deste ciclo, em
dezembro de 2015, a cidade de Paranagua foi a que mais apresentou casos de
dengue e, pela primeira vez, foi considerada infestada pelo mosquito A. aegypti
(TABELA 2) (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2015c). Em
janeiro de 2016, foi registrada a primeira epidemia de dengue na cidade
(SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2016a). Apesar da auséncia
de epidemias em Paranagua nos ultimos anos, a cidade ainda apresenta infestagéo
pelo mosquito A. aegypti e condigdes propicias ao desenvolvimento do vetor e a
ocorréncia de novas epidemias (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO
PARANA, 2021b).

Foram registrados nos boletins, também, algumas atividades de controle
vetorial, em resposta as epidemias que ocorriam no Parana e, em especial, em
Paranagua nos anos de 2015 e 2016. Em dezembro de 2015, a prefeitura e o Governo
do Estado realizaram ag¢des para o controle do vetor compostas por atividades de
bloqueio com inseticida “fumacé” para atingir a forma alada do mosquito, quando foi
enviada uma frota de camionetes para lancgar inseticida e o Governo do Estado ainda
direcionou suporte financeiro para agdes preventivas (SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE DO PARANA, 2016a). Outro ciclo de aplicagdes de inseticida “fumacé” ainda
aparece nos boletins, sendo sete aplicagdes de abril a junho de 2016 (SECRETARIA
DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2016b, 2016¢). O inseticida fornecido aos
municipios do Parana, neste periodo, para a realizacdo da aplicagdao a UBV foi o
malation (G1 PR, 2016; MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2020).

Nos anos seguintes, outras aplicagdes de inseticida foram registradas através
de meios de comunicacéao local. Houve mencao de aplicagdes de malation em maio
de 2017, entretanto ndo ha informagdes sobre a quantidade de inseticida
disponibilizada (FOLHA DO LITORAL, 2017). Devido ao aumento da densidade
vetorial, de 11 de dezembro de 2017 seguindo-se 25 dias, em janeiro de 2018, foram

realizados cinco ciclos de aplicacdo de inseticida com duracao de trés a cinco dias
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(FOLHA DO LITORAL, 2017). Nova aplicacédo de inseticidas em cinco ciclos foi
registrada em seguida, de 16 de janeiro a 09 de fevereiro de 2018 (FOLHA DO
LITORAL, 2018).

Apesar disto, informagdes sobre a aplicagdo de inseticidas na cidade de
Paranagua n&o é precisa e n&o esta disponivel com facilidade. Entretanto a ocorréncia
abrupta de uma epidemia na cidade levou a utilizagdo de uma grande quantidade de
produtos inseticidas, informados sem detalhamento nos boletins da dengue da
SESA/PR, para mitigar a situagcdo em que a cidade se encontrava, na tentativa de
tentar reduzir a densidade populacional do vetor e com isso reduzir a transmissao das
arboviroses (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2021a). Outros
ciclos foram registrados posteriormente, antecedendo a realizagdo deste trabalho, e
este foi um cenario propicio a selecéo de individuos resistentes nas populacdes de

mosquitos ao inseticida utilizado.
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3 JUSTIFICATIVA

Milhées de pessoas estdao em areas de risco a transmissdo de arboviroses
transmitidas por A. aegypti no mundo, onde ocorre a sua presenga ou, inclusive,
infestacdo pelo vetor. Nao ha vacinas eficientes disponiveis nem tratamentos
especificos para estas arboviroses, sendo necessario 0 monitoramento e posterior
controle do vetor, se necessario, para impedir a transmissdo dessas doencas. Aedes
aegypti € uma espécie antropofilica que se desenvolve, sobretudo, em areas urbanas
onde ha abundancia de criadouros naturais e artificiais, além de condicbes precarias
de saneamento e fornecimento de agua, bem como destinagdo inadequada de
residuos solidos. Embora o controle do vetor comece na resolugdo de problemas
estruturais e educagao comunitaria, em uma abordagem preventiva, na pratica ha um
alto custo envolvido quando comparado ao controle quimico do vetor, sendo este

utilizado nas acdes de controle vetorial, apesar de sua limitagdo temporal e espacial.

O controle quimico do vetor leva a passivos indesejados, como a
contaminacao ambiental com as moléculas utilizadas, bem como prejuizos a saude
humana e animal, além de ter pouca seletividade aos organismos alvo e causar
pressao de selecao nos vetores aos principios ativos dos inseticidas utilizados. Dada
a velocidade e abrangéncia com que as populag¢des do vetor desenvolvem resisténcia
a diferentes principios ativos como resultado da importancia dada ao controle quimico
em detrimento de agbes preventivas, vem ocorrendo o esgotamento das opgdes de

principios ativos que podem ser utilizados em saude publica.

Para tanto, o monitoramento utilizando bioensaios de suscetibilidade, bem
como a descoberta de mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a diferentes
inseticidas, podem auxiliar no mapeamento da resisténcia e permitem que agdes de
controle sejam direcionadas. A detec¢ado de populagdes resistentes permite que o
manejo adequado de inseticidas possa ser realizado para a manutengao do recurso

quimico como um auxiliar ao controle de vetores.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o estado da resisténcia ao malation em uma populagéo de A. aegypti
de Paranagua, considerando resultados de bioensaios de exposi¢ao e a expressao

de enzimas relacionadas a resisténcia a inseticidas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer a concentragédo discriminante do malation nas condigbes locais
utilizando um insetario referéncia de A. aegypti.

Determinar o estado da resisténcia ao malation, em uma populacéo de A.
aegypti proveniente da cidade de Paranagua (PR).

Avaliar o nivel de expressao génica das enzimas acetilcolinesterase, esterase

B e citocromo oxidase P4s0, associadas ao metabolismo do malation em A. aegypti.
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5 MATERIAL E METODOS

51 CURVA DE CALIBRACAO DOSE-RESPOSTA E CONCENTRACAO
DISCRIMINANTE

5.1.1 Insetario referéncia de Aedes aegypti

Mosquitos sensiveis a inseticidas utilizados como referéncia para a espécie
A. aegypti em todos os experimentos pertencem a linhagem Rockefeller (KUNO,
2010). Individuos para este insetario foram obtidos do Laboratério de Fisiologia e
Controle de Artropodes Vetores (Laficave) da Fiocruz e esta sendo mantida no
Laboratorio de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (Lamfic?) do
Departamento de Zoologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana (Parana, Brasil).

Os adultos e imaturos de A. aegypti sao mantidos em insetario sob condi¢des
de biosseguranca, com estrutura adequada que impede o acesso ou saida dos
insetos. A sala € mantida em temperatura controlada em 25+3°C e luminosidade

natural.

5.1.2 Curva dose-resposta e concentracéo discriminante

A curva de calibracdo para delimitagdo da concentragdo discriminante foi
realizada, uma vez que a avaliagdo da dose de 0,8 % de malation recomendada pela
OMS para a realizagao de bioensaios de resisténcia em Aedes spp. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016) nao causou a mortalidade esperada nas fémeas avaliadas.

Para isto, foram testadas 938 fémeas do insetario referéncia de Rockefeller.
A curva dose-resposta foi realizada através da avaliacdo da mortalidade das fémeas
em cinco concentragdes de inseticida: 20 ug cm2 (0,8 %), 25 ug cm? (1,1 %), 32,5 ug
cm? (1,3 %), 35 ug cm2 (1,4 %) e 35,5 ug cm=2 (1,42 %).

A porcentagem de mortalidade em cada concentracao foi obtida considerando
o numero de fémeas vivas e mortas em cada bioensaio, através da razao entre fémeas
mortas pelo total de fémeas testadas para cada concentragédo, multiplicado por 100
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A regressao Probit, bem como seu
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tratamento estatistico, foi utilizada para estimar a concentragao que ocasionaria 99,9
% de mortalidade, a CLgs. O pacote “ecotoxicologia” (GAMA, 2015) foi utilizado no
programa R (v.3.0.1) (R CORE TEAM, 2018) para obter as concentracgdes letais.

A concentracdo discriminante € definida como o dobro da concentragéo de
inseticida que proporciona 99,9 % da mortalidade (CL 99,9) numa populagéo
suscetivel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Desta forma, ela foi calculada,
multiplicando por dois a concentracdo de inseticida que causou a morte de 99 % das
fémeas do insetario de Rockefeller. Esta quantidade de inseticida foi utilizada

posteriormente para os bioensaios com a populagédo de campo.

5.1.3 Impregnacéao dos papeis

Os testes de sensibilidade ao inseticida foram realizados utilizando o método
de papéis da OMS, impregnados manualmente de acordo com suas instrugdes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Para a impregnagao foi utilizado o inseticida malation (Pestanal®98 % Sigma-
Aldrich), sendo aplicado em papel filtro qualitativo Whatman® grau 1, de dimensdes
12 cm x 12 cm que se encaixam nos tubos de bioensaio (FIGURA 2). Azeite de oliva
extravirgem organico comum foi utilizado como carreador e diluente para o inseticida
nas concentragdes desejadas, levando-se em conta a corregdo de densidade
(TABELA 3). O azeite e o inseticida foram pesados em balanga de precisdo no peso
equivalente a 700 mL, ao qual foi acrescentado a mesma propor¢ao de acetona para
dissolver a solugao e facilitar sua distribuicdo no papel. Os papéis do grupo controle
foram impregnados apenas com azeite de oliva e acetona na mesma proporgao.

A impregnacgao em toda a area do papel foi realizada utilizando uma pipeta
multicanal, evitando sobrepor as gotas de forma a n&o alterar a concentragdo de
inseticida. Os papéis ja impregnados foram deixados por 24 horas em capela de
exaustao para evaporagao completa da acetona. Posteriormente, foram armazenados

individualmente em papel aluminio e mantidos a 4°C até o momento da utilizacao.
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TABELA 3. QUANTIDADE APROXIMADA DE REAGENTES UTILIZADOS PARA IMPREGNAGCAO
DOS PAPEIS REFERENTES A CADA CONCENTRACAO DE INSETICIDA, PARA TODOS OS
BIOENSAIOS REALIZADOS

Concentracdao | Inseticida Azeite Azeite + Inseticida | Acetona
Mg cm2 % mg mg mg mL mL
Controle | 0,00 0,00 630,00 630,00 700,00 700,00

20,00 0,80 5,60 625,00 630,60 700,67 700,00

25,00 1,10 7,70 623,00 630,70 700,78 700,00

32,50 1,30 9,10 621,00 630,10 700,11 700,00

35,00 1,40 9,80 621,00 630,80 700,89 700,00

35,50 1,42 9,92 621,00 630,92 701,02 700,00

85,25 3,41 23,90 607,00 630,90 701,00 700,00

125,00 5,00 35,00 595,00 630,00 700,00 700,00

5.1.4 Bioensaios com papel impregnado

Os bioensaios foram realizados utilizando o kit da OMS para papéis
impregnados, que compreende tubos de 12 cm x 4 cm, um de exposi¢ao ao inseticida
e outro de descanso (FIGURA 2), seguindo as orientagdes da OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Grupos de 20 a 25 fémeas entre um e trés dias de vida, ndo
alimentadas com sangue, foram inseridas diretamente nos tubos contendo o papel
impregnado com o inseticida. Os tubos foram mantidos em posi¢ao horizontal durante
uma hora, periodo de exposi¢ao, e ao abrigo da luz e, em seguida, as fémeas foram
transferidas para o tubo de descanso contendo um quadrado de papel filtro limpo. A
transferéncia foi realizada com a inversao dos tubos, de forma que o tubo de descanso
ficasse a cima e as fémeas fossem em direcao a luz e para o tubo superior, bem como
com o auxilio de sopro para direciona-las. As fémeas foram mantidas sob fotoperiodo
12:12 e alimentadas com mel 10 %. Todas as exposi¢cdes no kit da OMS foram
realizadas entre os horarios de 8 e 18 horas. A mortalidade foi contabilizada apds 24
horas da exposi¢cdo. Fémeas foram consideradas vivas se estivessem ageis e aptas
a voar, independentemente do numero de pernas restantes e foram consideradas

mortas se estivessem imoveis ou incapazes de levantar ou voar, independentemente

de terem pernas e asas intactas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
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FIGURA 2 — KIT DE BIOENSAIO COM PAPEIS
IMPREGNADOS, MODELO DA OMS

FONTE: A autora (2018)

LEGENDA: O tubo localizado a esquerda possui
o papel impregnado com inseticida, enquanto o
da direita é o tubo de descanso

Os bioensaios foram realizados em condigdo de temperatura controlada de

26+2°C e umidade relativa média de 72 %. Os tubos de descanso foram mantidos em

camara tipo BOD sob fotoperiodo de 12:12 e temperatura de 26+£2°C.

Os bioensaios para cada concentragado avaliada consistiram de, no minimo,

quatro repeticdes com 25 fémeas expostas, totalizando no minimo 100 fémeas para

cada concentracgdo, incluindo grupos controle. A quantidade de fémeas expostas a

cada concentragao de inseticida pode ser observada na TABELA 4.

TABELA 4. NUMERO DE FEMEAS EXPOSTAS
EM CADA CONCENTRAGAO DE INSETICIDA
PARA REALIZACAO DA CURVA DOSE-

N° de fémeas
expostas

RESPOSTA

Concentragao

Mg cm™? %
20,0 0,80
25,0 1,10
32,5 1,30
35,0 1,40
35,5 1,42

Controle 0,00

135
270
125
147
142
119
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5.2 BIOENSAIOS COM CONCENTRAGCAO DISCRIMINANTE

5.2.1 Descrigao do local de procedéncia de Aedes aegypti

As amostras de campo de A. aegypti foram obtidas do projeto de pesquisa
“Inovagcdo em produtos de controle e repeléncia do vetor e monitoramento de
arbovirus”, desenvolvido na cidade de Paranagua. Este projeto foi aprovado na
chamada MCTIC/FNDCT-CNPq/MEC-CAPES/MS-Decit/N° 14/2016 - Prevencgao e
Combate ao virus Zika.

O municipio de Paranagua esta localizado na regido Sul do Brasil e a Sudeste
do estado do Parana, na Planicie Litoranea, entre as latitudes 25,365°S e 25,735°S e
longitudes 48,706°W e 48,277°W (MELLO; LOPES; ROSEGHINI, 2017) (FIGURA 3).
Tem uma extensao de 826,431 km? e populacéo estimada de 156.154 habitantes com
uma densidade demografica de 169,92 habitantes por km? (IBGE, 2017).

54°W S52°W 50°W 48°W

Localizacdo do municipio de Paranagua/PR

2395
23°S

25°5
25°S

Legenda

0 75 150 km *
[ parana

[ Paranagua DATUM SIRGAS 2000
N . Base cartografica: IBGE, 2020
[—] pemais municipios Elaborado por Valeria Schuartz

27°5
27°s

54°W 52°W 50°W 48°W

FIGURA 3. LOCALIZACAO DA CIDADE DE PARANAGUA
FONTE: A autora (2021)

O relevo da cidade é composto pelas Planicies Litoranea e Fluviomarinhas,

Serra do mar, Morros costeiros e Serras isolados e rampas de Pré-serras (MINERAIS
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DO PARANA - MINEROPAR, 2006; MELLO; LOPES; ROSEGHINI, 2017), esta a
cinco metros acima do nivel do mar e apresenta recursos hidricos importantes como
a baia de Paranagua e os rios ltiberé e Guaraguacu (UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA, 2007).

A vegetacdo predominante constitui-se de Floresta Ombrdfila Densa, Areas
de Formagdes Pioneiras com influéncia Marinha como Restingas e influéncia
Fluviomarinha como Manguezais, Varzeas e Praturdas (campos salinos)
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2007). Estdo presentes na cidade seis
unidades de conservacgao, sendo quatro integralmente no territério e duas em parte,
respectivamente: Parque Estadual da Ilha do Mel, Estac&o Ecologica da llha do Mel,
Estacdo Ecolégica do Guaraguacu, Floresta Estadual do Palmito, Area de Protecdo
Ambiental Federal de Guaraquecaba e Area de Protecdo Ambiental Estadual de
Guaratuba (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2007).

Segundo a classificagao de Kéeppen, Paranagua apresenta clima Subtropical
Umido Mesotérmico (Cfa) com temperatura média do verdo acima de 22°C e no
inverno inferior a 18°C. Os verdes sao quentes e concentram a maior quantidade de
chuvas, entretanto ndo ha estacao seca definida, nem geadas frequentes (VANHONI;
MENDONCA, 2008).

A cidade de Paranagua também apresenta importancia econdémica por
comportar o Porto Dom Pedro Il, o Porto de Paranagua. Este mantém ligagées e fluxo
intenso de mercadorias com outros estados e paises movimentando cargas de
importacdo e exportacédo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2007).

5.2.2 Coleta do material

A cidade de Paranagua foi dividida em 16 estratos que abrangem a totalidade
da area urbana. No processo de mapeamento, os estratos foram demarcados
observando marcos de barreiras fisicas como divisa (FIGURA 4). No total foram
distribuidas 331 armadilhas nos estratos, com distancia aproximada de 200 a 300
metros entre elas (FIGURA 4).

Para o presente estudo foram utilizados ovos coletados no més de junho de
2018, resultando em uma unica amostragem temporal e geografica para os
experimentos. As armadilhas permaneceram por quatro dias em campo, sendo
colocadas em 08/06/2018 e recolhidas em 12/06/2018.
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FIGURA 4. LOCALIZACAO DAS ARMADILHAS OVITRAMPA

LEGENDA: Representacdo esquematica da divisdo da cidade de Paranagua em estratos e
localizagdo das armadilhas do tipo ovitrampa distribuidas pela cidade durante a realizagdo do
projeto “Inovagédo em produtos de controle e repeléncia do vetor e monitoramento de arbovirus”

Os adultos que emergiram foram identificados e os exemplares de A. aegypti
foram registrados por numero de armadilha, estrato e sexo e colocados em gaiolas
para o estabelecimento de um insetario. A representatividade de individuos que
colaboraram para a diversidade genética das demais geragdes deste insetario, bem
como estrato e palhetas de origem podem ser vistas na FIGURA 4 e na TABELA 5.

As coordenadas destas palhetas estao registradas no ANEXO I.

5.2.3 Obtencéo de adultos

As armadilhas do tipo ovitrampa (FIGURA 5) utilizadas para obtengdo dos
ovos em campo foi proposta por Fay e Eliason em 1966 (FAY; ELIASON, 1966). Elas
sao compostas por um recipiente preto com capacidade de 900 mL, no qual é fixada
uma palheta de Duratree, marca Eucatex®, de 14 cm x 3 cm, que fica parcialmente
submersa em aproximadamente 250 mL agua e serve como substrato para oviposigao
pelas fémeas.

As armadilhas permaneceram em campo por quatro dias e, em seguida, foram

recolhidas e encaminhadas para o Laboratorio de Morfologia e Fisiologia de Culicidae
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e Chironomidae (LAMFIC) do departamento de Zoologia do Setor de Ciéncias

Biolégicas da Universidade Federal do Parana.

FIGURA 5 - ARMADILHA DE OVIPOSICAO
UTILIZADA EM CAMPO PARA OBTENCAO DE
OVOS DE Aedes.

FONTE: A autora (2018)
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TABELA 5. ORIGEM E REPRESENTATIVIDADE DE INDIVIDUOS DE Aedes aegypti UTILIZADOS

PARA ESTABELECIMENTO DE INSETARIO E OBTENCAO DA GERAGCAO F1 E F2

Estrato| Palheta | Machos | Fémeas | Total Palheta (%) | Estrato (%)

1 2 0 1 1 0,16
1 4 3 10 13 2,10
1 10 2 2 4 0,65 8,24
1 12 26 7 33 5,33
5 87 0 1 1 0,16 0,16
6 112 0 5 5 0,81
6 113 8 3 11 1,78
6 115 3 4 7 1,13 4,52
6 118 0 2 2 0,32
6 120 0 3 3 0,48
7 137 9 8 17 2,75
7 138 3 2 5 0,81 6,14
7 142 12 4 16 2,58
8 154 4 7 11 1,78
8 157 15 9 24 3,88
8 162 1 13 14 2,26 12,60
8 165 16 13 29 4,68
9 171 15 2 17 2,75
9 179 3 5 8 1,29
9 184 3 5 8 1,29 2,98
9 188 0 4 4 0,65
10 217 13 14 27 4,36
10 218 1 7 8 1,29 5,65
11 221 0 1 1 0,16
11 224 6 7 13 2,10
11 226 20 36 56 9,05 18,26
11 229 17 19 36 5,82
11 233 3 4 7 1,13
12 238 13 13 26 4,20
12 240 13 5 18 2,91 9,37
12 241 7 7 14 2,26
13 267 19 26 45 7,27 8.89
13 271 9 1 10 1,62 ’
14 282 2 1 3 0,48
14 284 6 11 17 2,75 5,82
14 289 6 5 11 1,78
14 291 4 1 5 0,81
15 307 3 16 19 3,07
15 311 14 11 25 4,04
15 312 15 3 18 2,91 14,38
15 322 0 4 4 0,65
15 324 11 12 23 3,72

Total 305 314 619 100 100




61

Em laboratério, foram contabilizados os ovos sob microscépio estereoscépico
(marca Zeiss, modelo Stemi SV 6, com iluminagao integrada) e as palhetas foram
colocadas individualmente em copos plasticos de 700 mL identificados com numero
de palheta e estrato. As palhetas foram submersas em agua desclorada (agua da
torneira oxigenada por 48 horas) para a eclosao dos ovos, apds a secagem completa
das palhetas. As larvas foram alimentadas com racgao triturada para alevinos Aqua
line® Supra juvenil com 42% de proteina até alcangarem o estagio de pupa, quando
foram transferidas para armadilhas de emergéncia de adultos.

Os adultos foram identificados e contabilizados por espécie e sexo. Os
exemplares de A. aegypti foram colocados em gaiolas (30 x 30 x 30 cm) para
estabelecimento de um insetario para gerar ovos de uma primeira geragao, F1 e,
posteriormente da geracédo F2. A variabilidade genotipica foi mantida uma vez que
foram obtidos mais de 30 lotes de ovos, como recomenda a OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016), para garantir uma boa representatividade da populagao
local. O estabelecimento de um insetario para a realizagao dos bioensaios e posterior
avaliacdo da expressao génica visou reduzir as fontes externas de variagdo e garantir
maior comparabilidade entre os resultados e homogeneidade das amostras, além de
aumentar a quantidade de individuos disponiveis para realizar os testes. Os adultos
obtidos da geracdo F2, foram utilizados para os bioensaios de resisténcia ao
inseticida.

A criagdo dos imaturos seguiu a mesma metodologia para as geragdes F1 e
F2 obtidas da populagédo de Paranagua. Os ovos foram colocados para eclodir em
recipientes agua desclorada por 48h. Aproximadamente 500 larvas foram transferidas
para bandejas com 2L de agua desclorada, reposta quando necessario devido a
evaporagao. A racgao liquida utilizada para alimentacao das larvas foi preparada na
proporgao de 3,16 g de ragdo em po para alevinos Aqua line® Supra juvenil com 42%
de proteina para cada 21 mL de volume final. A quantidade de racao fornecida
diariamente para cada 500 larvas em 2L de agua, consecutivamente, do dia um ao dia
nove de vida das larvas ou até a formacgao de pupas foi a seguinte: 0,00 mL, 1,25 mL,
0,00 mL, 2,50 mL, 3,80 mL, 5,00 mL, 4,00 mL, 2,50 mL, 2,00 mL e 0,00 mL. Os
imaturos foram mantidos no interior de camara tipo BOD com temperatura controlada
de 26+1°C e fotoperiodo de 12:12.

As pupas da geracao F1 foram transferidas para gaiolas para a emergéncia

de adultos e, posteriormente, obtengao de ovos da geragéo F2. As pupas da geragao
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F2 foram separadas manualmente com pipeta plastica entre machos e fémeas
utilizando o critério de tamanho. Os machos que emergiram foram sacrificados por
congelamento e armazenados em freezer -80°C e as pupas separadas como fémeas
foram colocadas em gaiolas para emergéncia a fase adulta. Os adultos que emergiram
foram confirmados como fémeas ou descartados se fossem machos. As fémeas foram
alimentadas com solugéo de mel 10 % e foram utilizadas para os bioensaios entre um
e trés dias de vida.

A alimentacao dos adultos no insetario consistiu de uma solug¢ao acucarada
de mel a 10 % e o repasto sanguineo foi realizado duas vezes por semana utilizando
camundongos da linhagem Swiss, com autorizagdo do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal do Setor de Ciéncias Biologicas (Universidade Federal do
Parana) sob o numero 719. As fémeas realizavam a oviposigdo em papéis filtro
parcialmente submersos em agua que eram coletados duas vezes por semana, secos
em temperatura ambiente por 24 horas e acondicionados em sacos de papel. Os
adultos foram mantidos em sala com temperatura de 23+3°C e luz natural.

As fémeas da linhagem Rockefeller foram utilizadas como controle de todos
os experimentos. A metodologia de criagdo das larvas e adultos foi a mesma citada
acima. Os adultos foram mantidos em condi¢des de temperatura de 25+3°C e

iluminacao natural antes da realizacdo dos bioensaios.

5.2.4 Impregnacgao dos papéis

Os testes de sensibilidade ao inseticida foram realizados utilizando o método
de papéis impregnados da OMS de acordo com suas instrugdes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). Os papéis foram impregnados com o inseticida malation
(Pestanal®98% Sigma-Aldrich, lote: BCBS8709V, validade: 19/08/2021), seguindo os
mesmos procedimentos detalhados anteriormente.

Para a realizagado dos bioensaios com a populagado de Paranagua, os papéis
foram impregnados na concentracdo da concentragao discriminante determinada
neste trabalho para a populagéo e as condi¢des locais, de 3,41 % (TABELA 3). Para
isto, foram utilizados 23,9 mg de malation em 607 mg de azeite de oliva, acrescidos
de 700 mL de acetona. O controle foi composto por 630 mg de azeite de oliva e 700

mL de acetona.
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Também foram impregnados papéis filtro com malation a 5 %, como citado
em outros artigos e como concentragdo recomendada para mosquitos Anopheles pela
OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Para obter a concentragao de 5 %
foram utilizados 35 mg de malation em 595 mg de azeite de oliva, acrescidos de 700
mL de acetona. Os procedimentos de impregnagcdo dos papéis foram os mesmos

apresentados anteriormente.

5.2.5 Bioensaios com papel impregnado

Os bioensaios foram realizados em condigao de temperatura controlada de
26+2°C e umidade relativa média de 68,5+£18,5 %. As exposi¢des no kit da OMS foram
realizadas durante nove dias, abrangendo os horarios entre 8 e 18 horas. Os tubos de
descanso foram mantidos em camara tipo BOD sob fotoperiodo de 12:12 horas e
temperatura média de 26+2°C.

Foram avaliadas 1518 fémeas da geragéo F2 oriunda de Paranagua sob a CD
de 3,41 %, sendo 1197 expostas ao inseticida e 321 do grupo controle. Da mesma
forma, foram expostas também 78 fémeas do insetario de Rockefeller, sendo 55 nesta
concentragdo e 23 como controle deste grupo. Cada papel nesta concentragao foi
utilizado 25 vezes. De acordo com o manual da OMS, papéis impregnados com
inseticida nao piretroide podem ser utilizados mais de 20 vezes sem perder a eficacia
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Para a concentracao de 5 % de inseticida, foram testadas 365 fémeas da
geracédo F2 de Paranagua, sendo 290 expostas ao malation e 75 expostas ao papel
controle. Foram testadas também 235 fémeas Rockefeller como controle do
experimento, sendo 81 expostas ao inseticida e 154 como controle deste grupo. Os

papéis impregnados nesta concentragao foram utilizados 12 vezes.

5.2.6 Armazenamento das amostras

As fémeas da populacao F2 de Paranagua sobreviventes apds 24 horas aos
bioensaios de exposicdo ao inseticida e ao papel controle foram mortas por
congelamento em freezer — 20°C e armazenadas em grupos de aproximadamente 50

individuos.
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Fémeas que nao foram expostas nos bioensaios e machos foram mortos por
congelamento e armazenados em grupos separados por sexo. Estas fémeas
consistiram no controle ndo exposto, que foram utilizadas, posteriormente, na
expressao génica.

O armazenamento de todos os individuos foi feito em freezer -80°C para
garantir a integridade dos acidos nucleicos a serem trabalhados posteriormente, na

expressao génica.

5.3 EXPRESSAO GENICA

5.3.1 Extracdo de RNA

A extragdo de RNA foi realizada utilizando o kit de extragdo RNeasy® Mini Kit
(Qiagen), seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante para tecidos animais
(disponivel em: www.qgiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=14e7cf6e-521a-
4cf7-8cbce-bfof6fa33e24&lang=en). A eluigcdo do RNA foi realizada utilizando 30 uL de
agua livre de RNase.

A identificagdo das amostras de fémeas de Paranagua foi: sobreviventes a
exposicao ao inseticida (PV); expostas ao papel controle (PC); e controle, néo
expostas (PN). E o grupo proveniente do insetario Rockefeller é identificavel como:
controle, n&o expostas (RN).

Foi realizada a extracdo de RNA de 60 fémeas dos grupos RN, PN e PC e
124 fémeas do grupo PV.

5.3.2 Quantificacdo das amostras de RNA

O RNA extraido foi quantificado e a pureza das amostras analisada em
espectrofotdbmetro Nanodrop™ 2000. A pureza foi obtida através da raz&o dos valores
de comprimento de onda 260 nm/ 280 nm e as amostras foram consideradas
competentes para uso se apresentassem a razdo 260 nm/ 280 nm de 1,8 ou superior
(ANEXO 1) (TAYLOR et al., 2019).

Apos o tratamento com DNAse (vide abaixo, 6.3.4 Tratamento das amostras),

as amostras foram quantificadas novamente para garantir que a quantificagao fosse
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precisa para a normalizagdo das amostras e, posteriormente, na expressédo génica,
uma vez que este é o ultimo ponto possivel de quantificagdo antes da qPCR. Para
esta quantificagao foi utilizada a técnica de fluorometria, uma vez que este é um
método que utiliza intercalante de acidos nucleicos e aumenta a precisdo da
quantificagdo (BUSTIN et al., 2009). Foi utilizado o kit QuantiFluor® dsDNA System
(Promega) seguindo recomendagbes do fabricante (disponivel em:
www.promega.com.br/products/rna-analysis/dna-and-rna-quantitation/quantifluor-

dsdna-system/) e analisada a fluorescéncia no aparelho Quantus™ Fluorometer

(Promega).

5.3.3 Avaliacéo de integridade do RNA

A integridade do RNA utilizado foi avaliada através da realizagdo de corrida
eletroforética com paréametros de 80 V, 160 mA por 30 minutos, utilizando gel de
agarose 1 % com o tampédo TAE 1 X. As amostras que apresentaram rastros de

degradacao foram excluidas do processo.

5.3.4 Tratamento das amostras

Todas as amostras de RNA foram tratadas utilizando Deoxyribonuclease |
(DNase 1) (Sigma Aldrich) e seu tampao de acordo com instrugbes do fabricante
(disponivel em:
www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/ampd1?lang=pt&region=BR). Devido a
baixa quantidade de ng uL-' de RNA obtidas, foram tratados 500 ng, 250 ng ou todo o
RNA obtido, conforme a quantidade de RNA disponivel para cada amostra. Para as
reagdes, com volume final de 33 L, foram utilizados 24 uL de amostra de RNA, 3 uL
da enzima DNase | e 3 pL do seu tampao. A mistura foi incubada por 15 minutos em
temperatura ambiente, e acrescentou-se 3 pL da solugéo de Stop Solution (Sigma
Aldrich). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 70°C por 10 minutos e
colocadas no gelo.

O tratamento do RNA com DNAse | foi avaliado numa corrida eletroforética
com parametros de 80 V, 160 mA por 30 minutos, utilizando gel de agarose 1 % com

o tampao TAE 1 X e observada a presencga de uma unica banda, o RNA.
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5.3.5 Elaboracdo de cDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Thermo Fisher Scientific), seguindo as
instrucdes do fabricante (disponivel em:
www.thermofisher.com/order/catalog/product/4368814#/4368814). Para tratamento
de 14,2 yL de RNA tratado, acrescentou-se 2 uL de Buffer 10 X, 0,8 uL de dNTP Mix
25 X, 2 yL Random Primer, 1 uL de Reverse Transcriptase, de forma que o volume
final total foi de 20 pL. A quantidade de RNA utilizado para a sintese de cDNA foi
normalizada conforme o RNA total tratado disponivel, sendo a quantidade total de
cDNA ao final do processo, em 20 pL, de 200, 100, 80, 50, 40, 30 ou 20 ng.

Posteriormente, as amostras foram colocadas em termociclador seguindo a
rampa de 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos. Em
seguida as amostras de cDNA foram preservadas em freezer - 20°C.

Para cada rodada de amostras em que foi realizada a sintese de DNA
complementar, foi feito um controle de transcriptase reversa (RT) negativo, o qual
recebe todos os reagentes desta etapa, menos a enzima Transcriptase Reversa. Esta
etapa é importante, uma vez que é o controle de qualidade de que o DNA gendmico
foi todo eliminado até este momento, uma vez que apds a sintese de cDNA, nédo ha

mais diferenciacgao.

5.3.6 Desenho dos iniciadores

Os iniciadores foram desenhados para as trés enzimas de interesse:
acetilcolinesterase (ace-1), esterase B (CCEae3A) e citocromo oxidase Paso
(CYP6N12). O desenho dos iniciadores, bem como informagdes adicionais podem ser
observados na TABELA 6.

Dois genes de referéncia foram utilizados considerando a possibilidade de ndo
serem completamente estaveis ou ocorrer regulacdo ocasional na sua expressao
(RIEDEL et al., 2014). A Actina e Proteina Ribossomal S17 foram utilizados, uma vez
que sao apontados como a melhor combinagao para fémeas adultas de A. aegypti em
estudos de expressao génica (DZAKI et al., 2017).

A sequéncia dos genes referentes as proteinas de interesse foi obtida no NCBI

(National Center for Biotechnology Information) e os oligonucleotideos foram
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desenhados utilizando o programa Primer3Plus. As sequéncias dos oligonucleotideos
referéncia, Actina e Proteina Ribossomal S17, foram obtidos de (DZAKI et al., 2017).

Para resultados confidveis em expressao génica, além do tratamento
adequado da extragcdo de RNA e o uso de DNase para garantir que ndo ha DNA
gendmico na amostra de cDNA, pode-se utilizar um iniciador na unido éxon-éxon. Um
dos iniciadores sobrepde uma jungao eéxon-exon e o outro € interior a um dos éxons,
de forma que o iniciador reconhecera apenas 0 mMRNA maduro e ndo DNA gendmico
(VANDENBROUCKE, 2001). Desta forma, um dos oligonucleotideos para esterase 3
e citocromo oxidase P50 foram desenhados em jungado éxon-éxon. Em relagao aos
demais pares de oligonucleotideos, estdo desenhados dentro de éxons, garantindo a
amplificagdo do RNA mensageiro, mas nao excluindo a possibilidade de amplificar
DNA gendmico. Por isso o controle negativo de cDNA citado anteriormente é

importante e garante que ndo ha contaminacédo com DNA gendmico.

5.3.7 Validagao e otimizagao dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram validados, inicialmente, em PCR convencional
para garantir que estavam amplificando adequadamente. Para a reagao de PCR com
volume final de 10 uL, foram utilizados 1,2 yL de Buffer (10 X), 0,6 uL de MgCl2 (25
mM), 0,25 uL de dNTP (25 mM), 1uL de primer foward e reverse (10 uM), 4,85 L de
agua ultrapura (MilliQ) e 1 yL de cDNA. A Rampa de temperatura utilizada foi de 94°C
por cinco minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, gradiente de temperaturas de
anelamento de 45°C a 65°C por 30 segundos e extensao de 72°C por cinco minutos;
e 72°C por cinco minutos.

Uma vez identificada a temperatura de anelamento ideal sem a formacgao de
produtos de PCR inespecificos, os oligonucleotideos foram testados também em
reacdo de gPCR para garantir que ocorria apenas a amplificacdo de um unico

fragmento, sem a formacao de dimeros dos oligonucleotideos.
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A quantidade de oligonucleotideos a ser utilizada por reagdo de qPCR foi
otimizada fixando uma quantidade de cDNA (10 ng por reagédo) e variando a
concentragdo dos oligonucleotideos, de forma a obter a melhor amplificagdo sem
formagdo de dimeros. Para isto, reacbes de qPCR foram realizadas variando a
quantidade de oligonucleotideos (10 uM) de 0,3 pL a 0,8 pL o par e alternando de 0,3
pL a 0,8 uL cada um dos iniciadores do par.

5.3.8 Eficiéncia de reacao de gPCR

A eficiéncia de reacdo de gPCR foi realizada através de curva de dissociacéo,
utilizando a concentragao fixa de 0,8 yL de cada primer (10 yM) e um gradiente de
concentracdes de cDNA com diluigao seriada de 1:5 (10 ng, 2 ng, 400 pg, 80 pg, 16

pg, e 3,2 pg). A férmula utilizada para o calculo da eficiéncia de reacao foi:

Eficiéncia = 10-"/slore_1

Os valores de eficiéncia de reacdo, que indica que ndo ha contaminantes e a
reacéo esta otimizada, estdo entre 90 % e 110% , como recomendado (TAYLOR et
al., 2019) (TABELA 7). O valor do coeficiente de determinacdo (R?), que indica a
linearidade dos dados, o quao bem a dilui¢do seriada se correlaciona com os valores
de Cq obtidos experimentalmente, foram maiores que 0,98 (BIO-RAD, 2013) (TABELA
7).

TABELA 7. VALORES DE EFICIENCIA DE REAGCAO E R?

_ Parde | pqcisncia(%)| Re
oligonucleotieos
Ace-1 101,76 0,9840
CYP6N12 96,59 0,9894
CCEae3A 100,57 0,9953
Act-5C 97,34 0,9948
RPS17 100,44 0,9815

NOTA: * Para sequéncia, vide TABELA 6
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5.3.9 Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) quantitativa em tempo real (QPCR)

As reagdes de PCR em tempo real quantitativa (QPCR) foram realizadas
utilizando 2 pL de cDNA (1 ng por reagao, nas amostras de expressao génica), 5 uL
da solugdo PowerUp SYBR Green Master Mix® (Thermo Fisher Scientific), 0,8 uL de
iniciador Senso, 0,8 pL de iniciador Anti-senso e 1,4 pL de agua ultrapura (Milli-Q). No
controle negativo foi adicionado 2 pyL de agua ultrapura no lugar de cDNA.

As reagdes de gPCR foram realizadas utilizando um termociclador Rotor Gene
Q5 Plex (Qiagen). A rampa de temperatura utilizada foi de 50°C por 2 minutos de
espera, 95°C por 2 minutos em desnaturacao inicial, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, hibridagao a 53°C por 15 segundos e extensao a 72°C por 60 segundos; e
a extensao final, o melt, foi de 54°C a 95°C, aumentando 1°C a cada 5 segundos.

Todas as amostras do controle RT negativo foram rodadas na qPCR néo
apresentando amplificacdo, o que confirmou a auséncia de DNA gendémico nas

amostras.

5.3.10 Amostras destinadas para a expresséo génica

Para as reacdes de expressao génica foram utilizadas 10 amostras Controle
Rockefeller, 14 amostras Controle ndo exposto de Paranagua, 10 amostras de
Controle exposto e 24 amostras de fémeas sobreviventes a exposicao.

Todas as reagdes de qPCR foram rodadas em ftriplicata e continham um
controle de reacdo (agua). Todos os genes de interesse foram rodados
simultaneamente com ambos os genes de referéncia para evitar variagbes do método
e dos instrumentos entre as corridas. A diferenca de Cts considerada aceitavel entre
as réplicas foi de, no maximo, 0,5 (BIO-RAD, 2013).

5.3.11 Analise dos resultados

A expressao génica relativa foi estimada utilizado o método 2-22CT comparativo
entre os genes alvo, que assume uma eficiéncia de reagéo de 100 % entre os genes
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), adaptado para a utilizagao de dois genes de referéncia
(RIEDEL et al., 2014).
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A remocao de outliers foi realizada com o programa online Outlier calculator
GraphPad (disponivel em www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/), com nivel de
significancia de a=0,05.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 5. A normalidade dos dados foi analisada através do teste de Kolmogorov-
Smirnov, o qual avaliou os dados como nao paramétricos e, portanto, foi realizada a
comparagao entre os grupos com os testes de Kruskal-Wallis e pdés-teste de Dunn,

sendo o nivel de significancia utilizado de a=0,05.



72

6 RESULTADOS

6.1 CURVA DE CALIBRAGCAO DOSE-RESPOSTA E CONCENTRACAO
DISCRIMINANTE

A mortalidade registrada para todas as concentra¢des testadas nas fémeas
Rockefeller e utilizadas para a realizagao da curva dose-resposta esta representada
na TABELA 8.

TABELA 8. PORCENTAGEM DE MORTALIDADE DAS FEMEAS SUSCETIVEIS DE Aedes aegypti
EXPOSTAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE MALATION PARA REALIZACAO DA
CURVA DOSE- RESPOSTA

Concentragao Quantitativo de fémeas

Mg cm™ % Vivas Mortas Total Mortalidade (%)

20,0 0,80 109 26 135 19,26

25,0 1,10 139 131 270 48,52

32,5 1,30 31 94 125 75,20

35,0 1,40 6 141 147 95,92

35,5 1,42 7 135 142 95,07
Controle 0,00 119 0 119 0,00

A quantidade de ingrediente ativo de malation necessaria para matar 99 %
(CL 99) das fémeas Rockefeller foi de 42,7 ug i.a cm? (38,0 — 51,2 ug i.a cm),
equivalente a 1,7 % (1,5 % — 2,0 %) de malation (TABELA 9). A curva de mortalidade,
bem como os limites inferiores e superiores, em resposta as concentragdes de
inseticida esta representada na FIGURA 6. A mortalidade dos controles de todos os
experimentos foi inferior a 5 %, dispensando a corre¢cao dos valores de mortalidade
pela formula de Abbott (SILVA et al., 2007) para os testes de suscetibilidade com

inseticida.

TABELA 9 — DADOS DA RESPOSTA DE FEMEAS ROCKEFELLER DE Aedes aegypti AS
CONCENTRACOES LETAIS DE MALATION

Inclinagao CLgs(IC95) CLgy(IC95)

- 2
Insetario N (SD) ug i.a cm? % X GL P
Rockefeller | 819 | 8,184+0,64 42,70 1,70 322 | 3 | 0,64

(38,00 - 51,20) | (1,50 —2,00)

A concentracao discriminante estabelecida foi de 3,41 %, que corresponde a

uma quantidade de 85,25 pg i.a cm2de ingrediente ativo.
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FIGURA 6. CURVA DE MORTALIDADE DE FEMEAS ROCKEFELLER DE
Aedes aegypti QUANDO EXPOSTA AO MALATION

LEGENDA: representacdo da curva de mortalidade e limites superiores e
inferiores em relacao as diferentes concentragdes de inseticida do insetario
referéncia Rockefeller.

6.2 BIOENSAIOS COM POPULAGCAO DE Aedes aegypti DE PARANAGUA

Das 1518 fémeas de A. aegypti da populacdo de Paranagua expostas ao
inseticida na concentragdo discriminante, 401 sobreviveram e 796 morreram
totalizando uma mortalidade de 66,5 % (TABELA 10), sendo a populag&o considerada
resistente de acordo com os critérios da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016). Fémeas de A. aegypti do insetario de Rockefeller também submetidas a esta
concentragdo como controles, tiveram mortalidade de 100 %, como esperado.

Na concentragcdo de 5 % de inseticida, das 290 fémeas expostas, nove
sobreviveram e 281 morreram totalizando uma mortalidade 96,89 % (TABELA 10). As
fémeas da populacdo Rockefeller expostas a esta concentragdo como controles
tiveram uma mortalidade de 100 % como esperado.

A mortalidade dos controles de todos os experimentos foi inferior a 5 %,
dispensando a correcao dos valores de mortalidade pela férmula de Abbott (SILVA et

al., 2007) para os testes de suscetibilidade com inseticida.
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TABELA 10. RESULTADO DOS BIOENSAIOS COM AS POPULAQC)ES DE Aedes aegypti
EXPOSTAS AO INSETICIDA MALATION UTILIZANDO A TECNICA DE PAPEIS IMPREGNADOS DA
OMS

Grupo Concentragcao | Bioensaios N Total Mort;/l:;i ade
, Sobreviventes 401
0,
Par?FnZa)gua 3,41 % Mortas 706 1197 66,50
0,00 % Controle 317 317 0,01
Sobreviventes 0
0,
Rockefeller 341 % Mortas 55 55 100,00
0,00 % Controle 23 23 0,00
Sobreviventes 9
5 o
Par?Fn;)gua 5,00 % Mortas 281 290 96,89
0,00 % Controle 75 75 0,00
Sobreviventes 0
(o)
Rockefeller 5,00 % Mortas 81 81 100,00
0,00 % Controle 154 154 0,01

6.3 EXPRESSAO GENICA DAS ENZIMAS EM INSETOS RESISTENTES

Os niveis de expressao génica da acetilcolinesterase (FIGURA 7A) e esterase
B (FIGURA 7B) ndo apresentaram diferenca significativa entre as fémeas resistentes
(PV) e as fémeas dos grupos controle (RN, PN e PC). Os resultados indicam que a
expressao génica destas enzimas nao foi alterada apds exposi¢ao ao malation nas
fémeas resistentes (PV). Além disso, também n&o houve diferencga significativa da
expressado génica entre os grupos controle de Paranagua (PN e PC) e o controle
Rockefeller (RN).

A expresséao de citocromo oxidase P4so das fémeas expostas ao malation (PV)
aumentou de forma significativa quando comparada exclusivamente com a expressao
das fémeas nao expostas (PN) (FIGURA 7C). A expressao entre as fémeas controle
de Paranagua (PC e PN) e as fémeas controle Rockefeller (RN) foram semelhantes

entre si.
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ESTUDADAS

LEGENDA. Expressao génica de fémeas de Aedes
aegypti das enzimas (A) acetilcolinesterase, (B)
esterase B (C) citocromo Pass. RN: controle
Rockefeller. PN: controle de Paranagua. PC:
controle solvente de Paranagua. PV: resistentes,
expostas ao malation nos bioensaios de
suscetibilidade (concentragao: 3,41 %).
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7 DISCUSSAO

A recente epidemia de dengue em Paranagua, entre 2015 e 2016, levou a
necessidade do uso de produtos quimicos na tentativa de reduzir a densidade vetorial
induzindo a pressao de selecido nos vetores ao principio ativo utilizado. Dos produtos
recomendados pela OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020), o malation era
o inseticida utilizado neste momento no pais e em Paranagua, a escolha do Ministério
da Saude. O monitoramento da resisténcia € necessario, portanto, para averiguar se
a populacado de A. aegypti avaliada esta sendo selecionada para a resisténcia ao
inseticida utilizado e, com isso, evidenciar a necessidade da troca de principio ativo
se necessario, com objetivo de evitar a perda da sua efetividade na redugédo da

densidade vetorial.

7.1 CONCENTRAGCAO DISCRIMINANTE

Uma vez que o controle de vetores depende da utilizagao de inseticidas em
decorréncia de falhas em outros métodos de controle da populagdo dos vetores, o
monitoramento da resisténcia é fundamental para evitar a transmissao de arboviroses.
Assim, a determinacao e utilizagdo da concentragéo discriminante € uma importante
ferramenta para deteccdo e monitoramento de resisténcia em populagdes de vetores
em programas que utilizam inseticidas para seu controle (JUNTARAJUMNONG et al.,
2012; RAHIM et al., 2017).

Apo6s a padronizacdo do método de bioensaios com papel impregnado,
concentracdes discriminantes para varios inseticidas em adultos de Anopheles foram
estabelecidas ja no primeiro manual de apoio, entretanto contemplava apenas
bioensaios larvais para Aedes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1976). O
estabelecimento da concentracdo discriminante € uma forma de simplificar o
monitoramento rotineiro da resisténcia bem como reduzir custos e aumentar a
eficiéncia dos testes, uma vez que é fornecido apenas uma concentracdo em
contraste com a testagem de varias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1976;
RAHIM et al., 2017). Entretanto as concentragdes discriminantes documentadas para
varios vetores e inseticidas devem ser apenas um guia para a determinagdo de

resisténcia em campo, sendo recomendado o estabelecimento de valores de
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referéncia para as populagdes locais suscetiveis sempre que possivel (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1992; MACORIS et al., 2005).

Neste estudo foi estabelecida a concentragédo discriminante de 3,41 % de
malation sob as condig¢des locais para a qual foi testada a populagéo de Paranagua a
partir de uma curva dose-resposta utilizando um insetario referéncia Rockefeller,
linhagem mantida em laboratério por mais de 130 anos e, portanto, sensivel a
inseticidas (KUNO, 2010).

A concentragao obtida (3,41 %) foi quatro vezes maior do que a recomendada
pela OMS (0,8 %) para a realizacao dos bioensaios com malation em adultos de A.
aegypti (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992, 2016). Em comparagéo com a
concentracao obtida neste estudo, a utilizacdo da quantidade recomendada pela OMS
pode superestimar a resisténcia ao ser utilizada nas popula¢gdes avaliadas.

Neste trabalho a concentracao de 0,8 % de inseticida foi testada em fémeas
suscetiveis do insetario de Rockefeller, entretanto ndo causou a mortalidade esperada
de 100 %, uma vez que a concentracdo discriminante deve ser o dobro da
concentracdo minima necessaria para levar a morte a totalidade dos mosquitos
suscetiveis (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Resultado semelhante foi
obtido no trabalho de MACORIS et al. (2007), onde foi testada a concentragao de 0,8
% em individuos de Rockefeller, entretanto a mortalidade também foi inferior a 100 %.

RAHIM et al., (2017) também delimitaram a concentragdo discriminante, de
2,4 % para o malation utilizando curva dose-resposta em uma populagao de Aedes
albopictus (Malasia). Embora seja outra espécie, a concentragcdo obtida foi mais
proxima a deste trabalho do que a recomendada pela OMS e utilizada em estudos de
resisténcia, tanto 0,8 % quanto 5 %.

Embora os documentos da OMS recomendem a utilizacdo da concentragao
de 0,8 % para Aedes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992, 2016), a maioria dos
trabalhos que avaliaram a resisténcia de populacdes de A. aegypti em varias regides
do mundo utilizaram a concentragao discriminante recomendada para mosquitos
Anopheles, de 5 % (KARUNARATNE; HEMINGWAY, 2001; OCAMPO et al., 2011;
ARSLAN et al., 2016; KAMGANG et al., 2017; BHARATI; SAHA, 2018a; SONI et al.,
2018). De outra forma, menos trabalhos foram encontrados utilizando a concentracao
0,8 % (MACORIS et al., 2007; LI et al., 2018), 0,75 % (KARUNARATNE et al., 2013)

e 0,7 % (HAYD et al., 2020). Assim, a concentragdo utilizada pela maioria dos
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trabalhos de avaliagdo da resisténcia em Aedes também difere da obtida neste
trabalho, entretanto pela maior concentragao de inseticida.

E importante salientar que neste estudo também foi realizada a exposicdo dos
mosquitos de Paranagua a concentragao de 5 % obtendo resposta sobre a resisténcia
diferente da concentragao discriminante estabelecida no presente estudo. A primeira
fornecendo uma resposta de possivel resisténcia a ser confirmada e a segunda,
resisténcia confirmada seguindo o manual da OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Desta forma, é evidente que a concentragao discriminante
utilizada afeta diretamente no resultado do nivel de resisténcia nas populacdes de A.
aegypti ao malation. CDs de concentragbes mais baixas podem aumentar a
sensibilidade na deteccédo da resisténcia, entretanto podem sobreviver organismos
nao resistentes nos bioensaios e superestimar o nivel de resisténcia. De outra forma,
CDs de concentragdes mais altas podem nao abranger todos os individuos que
apresentam algum grau de resisténcia, subestimando o nivel de resisténcia da
populagado amostrada (MACORIS et al., 2005).

A resposta dos bioensaios de suscetibilidade € importante e critica para que,
nos programas de monitoramento, seja detectada a resisténcia e possam ser
alterados os padrdes das respostas fisioldgicas nos vetores (JUNTARAJUMNONG et
al., 2012). Contudo, apenas a CD nao é capaz dar a resposta definitiva sobre
resisténcia de uma populagcdo amostrada, sendo apenas uma evidéncia da diminui¢cao
da suscetibilidade dos mosquitos. Além disso, é essencial que sejam analisados
dados de campo como histdrico de aplicacado de inseticidas e pressao de selecéo a
eles e realizadas analises bioquimicas e moleculares para garantir o diagndstico da
resisténcia (MACORIS et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

7.2 RESISTENCIA AO MALATION

O litoral do estado do Parana, até 2014, n&o registrava a ocorréncia de
epidemias de dengue, entretanto entre 2015 e 2016, no municipio de Paranagua,
ocorreu um numero elevado de casos de dengue e ocorréncia de Obitos
(SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2016a). Esta situagdo colocou
em alerta todos os municipios do litoral, que abarcam populacéo fixa de residentes de

aproximadamente 300 mil pessoas (IBGE, 2021).
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A ocorréncia desta epidemia coloca em evidéncia a dificuldade de controle do
vetor (SMITH et al., 2012; ACHEE et al., 2015), situagéo que pode levar ao uso mais
intensivo de inseticidas, muitas vezes tornando necessario a aplicagao mais vezes ao
ano do que o recomendado pelo Ministério da Saude para tentar reduzir a densidade
do vetor (GARCIA et al., 2018; LEANDRO et al., 2020). Nos anos posteriores, entre
2017 e 2018, periodo que antecede a realizacdo deste estudo, a elevagdo da
densidade vetorial também levou ao aumento da quantidade de inseticida utilizada no
municipio a fim de evitar a ocorréncia de uma nova epidemia e mortes (FOLHA DO
LITORAL, 2017, 2018). Até o momento, ndo havia sido realizado nenhum estudo
sobre a avaliagdo da suscetibilidade da populacdo de A. aegypti ao malation,
inseticida utilizado durante e nos anos que se seguiram a epidemia de 2015/2016, em
Paranagua, (G1 PR, 2016; SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA,
2016a; FOLHA DO LITORAL, 2017, 2018; MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2020). Logo, diante da auséncia de informacdes do
passado, ndo é possivel avaliar a situagdo de suscetibilidade aos inseticidas neste
momento, entretanto, € possivel que ag¢des esporadicas de controle quimico ou
introducdo de mosquitos avindos de outras localidades tenham favorecido a selegéo
de individuos resistentes neste periodo e posteriormente. Além disso, aplicagcdes
registradas de malation nos anos que se seguiram a epidemia podem ter favorecido a
selecao de resisténcia nesta populagao.

A realizagdo de bioensaios com papel impregnado a uma concentragdo
discriminante obtida neste trabalho mostrou que a populagao de A. aegypti procedente
de Paranagua em 2018, estava resistente ao malation.

Assim como neste estudo, a resisténcia ao malation em mosquitos A. aegypti
ja foi registrada em varios paises do mundo (ARSLAN et al., 2016; FRANCIS et al.,
2017; HAMID et al., 2017; SONI et al., 2018; CAMPOS et al., 2020; GUIDEZ et al.,
2020; LOPEZ-SOLIS et al., 2020). No Brasil, estudos de resisténcia mais antigos,
anteriores a reintrodugdo do malation no controle de vetores haviam registrado
populacdes resistentes devido ao uso intensivo deste inseticida ha mais de duas
décadas, no Nordeste e Sudeste em 1999 (MACORIS et al., 2007) e em municipios
do estado do Rio de Janeiro (LIMA et al., 2003).

Entretanto, apds a reintrodugdo do malation, entre 2009 e 2011, para o
controle de A. aegypti, ha poucos trabalhos que avaliaram o estado da resisténcia de

populagdes do vetor no pais a este inseticida. Recentemente foi registrada a
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suscetibilidade em algumas popula¢des no Ceara e Sergipe (VIANA-MEDEIROS et
al., 2017) e algumas cidades do Rio de Janeiro (DOS SANTOS et al., 2020; RAHMAN
et al., 2021).

Outros estudos, no entanto, encontraram populagbes de A. aegypti que
apresentaram desenvolvimento de resisténcia ao malation, como um estudo realizado
em escala nacional (CAMPOS et al., 2020) e um realizado em Roraima, que indiciou
reducao da sensibilidade ao malation apds, apenas, dois anos de uso (HAYD et al.,
2020).

Apos aproximadamente dez anos de uso do malation em escala nacional
(VALLE et al., 2019), foi realizado um monitoramento da resisténcia ao malation em
A. aegyptientre 2017-2018, evidenciando que a resisténcia esta disseminada por todo
o pais (CAMPOS et al., 2020), corroborando com este estudo sobre a resisténcia a
este inseticida. A obtencdo destes resultados evidencia a necessidade da troca de
principio ativo no sentido de evitar que a resisténcia se estabeleca e seja irreversivel
(CAMPQS et al., 2020). Esta foi realizada em 2019, sendo substituido pela mistura de
Imidacloprida e praletrina (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE: SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2019). Entretanto, a situagdo é critica, uma vez que além
deste, soO estdo disponiveis para uso em saude publica piretroides, aos quais também
ja foi detectada resisténcia em nivel nacional (VALLE et al., 2019), e o malation
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Este cenario reforga a necessidade de
reduzir a dependéncia do controle quimico do vetor, utilizando métodos mais naturais
e seletivos, reduzindo passivos ambientais e danos a saude humana e animal
(NUNES et al., 2021).

No Parana, a resisténcia foi identificada nas cidades de Foz do Iguagu
(CAMPOS et al., 2020; LEANDRO et al., 2020), Londrina e Maringa, além de
resisténcia sugerida em Paranavai e Francisco Beltrdo (CAMPOS et al., 2020).
Entretanto, até o momento nenhum trabalho havia sido realizado no municipio de
Paranagua, sendo este o primeiro municipio da regido litoranea a ser avaliado, onde
foi confirmada a resisténcia em A. aegypti ao malation.

A cidade de Paranagua, além de apresentar as condigdes climaticas
adequadas ao desenvolvimento do vetor (VANHONI; MENDONCA, 2008), como
cidade portuaria, € ponto de chegada de navios de origem em diferentes continentes,
bem como de caminhdes de diferentes regides do estado do Parana, regides sul,

sudeste e centro-oeste do pais e também de paises como Paraguai e Argentina. A
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area urbana do municipio pode ser considerado um ponto de chegada de populagdes
de A. aegypti com diferentes niveis de suscetibilidade aos inseticidas autorizados para
seu controle pela OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Portos sao areas de fronteiras mundiais onde deve haver maior vigilancia pois
pode haver a entrada de vetores vindos de outros locais com caracteristicas genéticas
diferentes e com diferentes estados de resisténcia a inseticidas (PASTEUR et al.,
1995; MACORIS et al., 2007; MAITRA et al., 2019; SCHMIDT et al., 2019). Por
exemplo, mosquitos coletados em portos e grandes cidades s&o os que apresentaram
maior heterogeneidade genética em um estudo realizado em paises da Asia (HLAING
et al., 2010). Genes de esterases, associados a resisténcia a organofosforados em
Culex, foram importados através de portos e aeroportos para a Polinésia Francesa
(PASTEUR et al.,, 1995). Da mesma forma, SCHMIDT et al., (2019) estudaram a
origem de mosquitos A. aegypti em portos internacionais da Australia bem como a
resisténcia a piretrdides nessas areas, encontrando populagbes com origem em
outros paises e alelos que conferem alta resisténcia a piretréides, que nao existem
em outros locais do pais. Resultado semelhante foi obtido num estudo sobre a
resisténcia a inseticidas no estado de Sao Paulo em que a cidade de Santos, onde
fica o maior porto do pais, apresentou o maior nivel de resisténcia ao temefés em
relacdo as demais cidades estudadas no estado (MACORIS et al., 2007). Este
cenario, em ambos os casos, é resultado da forte pressao de sele¢cao causada pelo
controle de vetores na area portuaria, além de que as populagdes de vetores
possivelmente introduzidas de outros locais do mundo apresentem algum nivel de
resisténcia (PASTEUR et al., 1995; MACORIS et al., 2007; SCHMIDT et al., 2019). E
possivel que a cidade de Paranagua, tendo um porto com fronteiras mundiais, possa
estar sob condi¢coes semelhantes ao observado em outras cidades portuarias.

Da mesma forma, o transporte de cargas entre o municipio de Paranagua e
outras cidades do estado pode propiciar a dispersdo do vetor passivamente e
acidentalmente pelas rodovias (HUBER et al., 2004; GONCALVES DA SILVA et al.,
2012; MAITRA et al., 2019), vindos de outros locais onde também pode estar
ocorrendo selecgao de resisténcia ao malation, mais especificamente, como observado
em outras regides do estado (CAMPOS et al., 2020; LEANDRO et al., 2020). A
associagao entre dispersao de vetores através e transporte terrestre ja foi evidenciada

em varios trabalhos.
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GONCALVES DA SILVA et al. (2012) obtiveram evidéncias de fluxo génico
entre populagdes de A. aegypti do Sul e Sudeste com Nordeste e Noroeste do Brasil
através de rodovias. Da mesma forma, ja foi registrada similaridade genética entre
populacdes de A. aegypti geograficamente muito distantes para dispersao ativa,
incluindo colonizagao de populagdes do Norte do Brasil vindas do Sul (MAITRA et al.,
2019). Foi registrada também a disseminagao de alelos de resisténcia a piretroides
por transporte viario para Jacarezinho (PR) (AGUIRRE-OBANDO et al., 2016) e alta
incidéncia de dengue e resisténcia a piretroides em cidades que margeiam a rodovia
BR-153 em Tocantins (DE SA et al., 2019). Populacdes de A. aegypti da Argentina
estudadas ao longo da Rota n°2 se dispersaram 59,5 Km no periodo de um ano,
evidenciando a grande influéncia do trafego humano na dispersao (DIAZ-NIETO et al.,
2016). Um estudo realizado no sudeste da Asia entre duas localidades conectadas
por grandes rodovias, populagdes de mosquitos coletados no norte da Tailandia eram
geneticamente semelhantes a mosquitos do sul deste pais, enquanto duas
populagdes mais proximas entre si tinham maiores diferengas genéticas (HLAING et
al., 2010).

Neste trabalho ndo foi estudada a origem da populagdo de mosquitos
presentes, entretanto a origem do desenvolvimento da resisténcia nessa populagao
pode ser observada na medida em que o controle quimico é utilizado com a mesma
intensidade com que ocorrem aumento de casos de dengue e mortes (VALLE et al.,
2019), o que ocorreu recentemente na historia da cidade de Paranagua. Além disso,
os fatores citados acima sado possiveis complicadores da resisténcia na cidade de
Paranagua e podem estar associados com a evidente presséo de selegdo com o

inseticida malation na cidade.

7.3 EXPRESSAO GENICA DE ENZIMAS RELACIONADAS A RESISTENCIA

Neste estudo foi avaliada a expressdo génica de enzimas relacionadas a
resisténcia em fémeas de A. aegypti resistentes de Paranaguda, diagnosticadas
através de bioensaios de exposi¢cao ao malation. Das trés enzimas estudadas, apenas
a citocromo oxidase P50 (CYP6N12) teve aumento significativo de expresséo génica
em resposta a exposicdo ao malation, enquanto a esterase B (CCae3a) e

acetilcolinesterase ndo apresentaram alteracgdes.
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O aumento de expressao génica da citocromo oxidase P4s0 (CYP6N12) ja foi
registrada para organofosforados, piretréides e neonicotindides (STRODE et al., 2012,
VONTAS et al., 2012; RIAZ et al., 2013; REID et al., 2014; SAAVEDRA-RODRIGUEZ
et al., 2019;), entretanto, ainda nao havia sido registrada especificamente para o
malation. Mesmo num estudo realizado com uma populagédo de A. aegypti de Recife
selecionada em laboratério para a resisténcia ao malation, porém n&o expostas
previamente, ndo apresentou alteracao da expressao deste gene (THORNTON et al.,
2020). STRODE et al. (2012) obtiveram forte superexpressao da P4so (CYP6N12) em
larvas e adultos de uma populacao brasileira de A. aegypti, selecionada em laboratorio
para resisténcia ao organofosforado temefds, entretanto era suscetivel ao malation e
piretroides.

Diversos trabalhos tém indicado a associacdo de citocromo oxidase Paso
principalmente com a resisténcia a piretroides, enquanto ha pouca participagdo em
relacdo aos organofosforados. Para estes, aponta-se a participagdo das esterases
como o principal mecanismo de resisténcia em mosquitos através da amplificacéo
génica ou mutagdes pontuais (NAUEN, 2007).

No processo de resisténcia aos organofosforados, tém sido associadas as
familias CYP6 e CYP9 (NAQQASH et al., 2016), registrando a participagao de outros
genes de citocromo oxidase Passo, ndo estudados aqui, na resisténcia também ao
malation. Por exemplo, ja foi evidenciada a superexpressdo decorrente de
amplificagdo génica de CYP6M11 (GOINDIN et al., 2017) e o aumento de expresséo
génica, sem exposic¢ao prévia ao malation, de CYP9J28 e CYP6BB2 (THORNTON et
al., 2020). Desta forma, estes dados coincidem com o observado neste estudo, uma
vez que também obtiveram alteragcdo na expressao génica de citocromo oxidase Pa4so
da familia CYP6 em populagcbes resistentes ao malation. Similarmente, estudos
utilizando ensaios enzimaticos também ja demonstraram a participacdo de
monoxigenases na resisténcia ao malation (MARCOMBE et al., 2019), entretanto,
estes ensaios sdo pouco sensiveis e especificos para detectar pequenas alteragdes
e elucidar quais genes participam da resisténcia (STRODE et al., 2012).

Neste estudo foi evidenciada a participacdo da enzima CYP6N12 em resposta
a exposicao ao malation, entretanto ndo é possivel afirmar que este resultado indique
sua participagao direta na resisténcia observada, uma vez que a fungao biolégica de
monooxigenases em relagao ao principio ativo malation é a sua bioativagao a forma
mais toxica, que é reconhecida por esterases (FEYEREISEN, 1999; SCOTT, 1999;
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HEMINGWAY et al., 2004 ). Este ponto relevante sobre a fungdo das monooxigenases,
por sua vez, nao € levantado nos estudos que obtiveram alteragdo da sua expressao
em relagéo ao malation, ndo sendo claro o papel dessa classe de enzimas em relagao
a resisténcia a este inseticida (GOINDIN et al., 2017; THORNTON et al., 2020).

Em contraste com este estudo, a superexpressdo do gene da esterase 3
CCae3A ja foi encontrada associada a resisténcia ao malation (GOINDIN et al., 2017;
MARCOMBE et al., 2019; THORNTON et al., 2020), bem como a outros
organofosforados, como o temefds, que concentra maior quantidade de estudos
(MARCOMBE et al., 2009, 2012; STRODE et al., 2012; PAIVA et al., 2016; GOINDIN
et al., 2017) e até piretroides (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2019). Da mesma
forma, também ja foi encontrado aumento da atividade de carboxilesterases
relacionadas & resisténcia ao malation (MARCOMBE et al., 2014; LOPEZ-SOLIS et
al., 2020), assim como resultado de superexpressao (BHARATI; SAHA, 2018b;
MARCOMBE et al., 2019).

Entretanto, embora a auséncia de resultados de alteragdo na expressao ou
amplificagdo génica de CCEae3A nao tenha importéncia central nos estudos, em
levantamentos realizados sobre a sua distribuicdo geografica, nem todas as
populagdes coletadas de mosquitos A. aegypti ou A. albopictus apresentam estas
alteracdes (GRIGORAKI et al., 2017; DJIAPPI-TCHAMEN et al., 2021), assim como
observado neste estudo.

De forma geral, o mecanismo mais comum de resisténcia envolvendo
esterases é a amplificagdo génica que promove o sequestro aumentado de inseticida
(HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; GRIGORAKI et al., 2016). Entretanto, a
resisténcia devido ao aumento do metabolismo causado por mutagcdes pontuais no
gene e que aumentam a especificidade e velocidade de hidrolise dos
organofosforados pela enzima sdo mais frequentes na resisténcia ao malation, em
mosquitos (WHYARD; DOWNE; WALKER, 1995; HEMINGWAY, 2000; HEMINGWAY
et al., 2004).

Desta forma, ainda que neste estudo nao tenha sido observado o aumento da
expressdo génica da esterase B, indicando sua baixa ou nula participagdo na
resisténcia ao malation na populacdo avaliada através do mecanismo de
superexpressao, € possivel que outro mecanismo relacionado a esterase e néao
detectados aqui, como aumento da metabolizagao do inseticida, possa estar atuando

na resisténcia. Esta hipotese € reforcada pelos resultados obtidos em relacdo a
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citocromo oxidase P4s0 que atua na bioativagdo do malation a forma mais tdxica, que
interage com esterases (FEYEREISEN, 1999; SCOTT, 1999; HEMINGWAY et al.,
2004). Assim, as fémeas resistentes devem apresentar outros mecanismos que
estejam atuando na biotransformagao do malaoxon e possibilitem sua sobrevivéncia.
Como exemplo, ha estudos que obtiveram aumento da expressao de CYPs em
populacdes resistentes ao malation, entretanto esta foi acompanhada também do
aumento de CCEae3A (GOINDIN et al., 2017; THORNTON et al., 2020)

Neste estudo a acetilcolinesterase avaliada ndo apresentou alteragcao na sua
expressao. Em mosquitos Culex e Anopheles ja foram encontradas duplicacbes do
gene ace-1 relacionados a elevada resisténcia por causar maior expressao génica da
acetilcolinesterase (LABBE et al., 2007; DJOGBENOU et al., 2008; EDI et al., 2014).
Entretanto, para mosquitos Aedes, ndo ha estudos da expressdo génica da
acetilcolinesterase, sendo mais comum estudos que avaliam a atividade enzimatica e
insensibilidade do sitio ativo (VIANA-MEDEIROS; BELLINATO; VALLE, 2018; VALLE
et al., 2019).

A insensibilidade do sitio ativo da acetilcolinesterase devido a mutagdo no
gene ace-1 é fortemente associada a alta resisténcia a organofosforados e
carbamatos em espécies de mosquitos Culex e Anopheles (HEMINGWAY et al., 2004;
WEILL et al., 2004b). Entretanto, em mosquitos Aedes, as mutagdes G119S e F455W
sdo improvaveis (WEILL et al., 2004b; MORI et al., 2007), a mutacdo T506T é
silenciosa (HASMIWATI; RUSJDI; NOFITA, 2018) e, embora a substituicdo F290V
seja mais provavel (MORI et al., 2007), sdo raras as mutagdes ace-1 que afetem
consideravelmente a resisténcia aos organofosforados em A. aegypti (BISSET,;
RODRIGUEZ; FERNANDEZ, 2006; MORI et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2020).

Alteracoes de atividade enzimatica decorrentes da mutacgao do sitio ativo, da
mesma forma, parecem ser pouco importantes na resisténcia a organofosforados
(MARCOMBE et al., 2009; STRODE et al., 2012), sendo a resisténcia metabdlica geral
mais importante para a resisténcia (MARCOMBE et al., 2009, 2012). Em coincidéncia
com esta informacéo, BISSET; RODRIGUEZ; FERNANDEZ (2006) selecionaram uma
populagcdo de A. aegypti de Cuba, resistente a carbamatos, por 13 geragdes e
observaram um aumento constante da insensibilidade da acetilcolinesterase através
de ensaios bioquimicos, entretanto, ndo houve resisténcia cruzada com

organofosforados, incluindo malation.
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No Brasil, apesar de algumas populacdes de A. aegypti apresentarem
aumento de atividade da acetilcolinesterase, a maioria ndo apresentou modificagoes,
e todas até o momento foram consideradas sensiveis a inibi¢ao por inseticida (VALLE
et al., 2019), inclusive ao malation (VIANA-MEDEIROS; BELLINATO; VALLE, 2018).
Entretanto, ja foi sugerido que o aumento de atividade poderia ser relacionado a
amplificagdo génica ou expressao aumentada em uma populacdo do Ceara com
atividade enzimatica aumentada (VIANA-MEDEIROS et al., 2017). Desta forma, dada
a baixa possibilidade de os mecanismos moleculares de resisténcia ocorrerem,
associado ao resultado obtido neste estudo, que evidencia ndo haver alteracdo da
expressao génica e nem amplificagdo génica em relagdo a esta enzima, é provavel
que a acetilcolinesterase nao tenha participagao na resisténcia observada. Entretanto,
outros métodos como atividade enzimatica e sequenciamento podem comprovar isto,
posteriormente, para indicar se ha insensibilidade se sitio ativo e/ou mutacdes neste
local.

De uma forma geral, no mesmo contexto dos resultados deste estudo,
VALBON et al. (2019) estudaram uma populacdo do Rio de Janeiro resistente a
piretroides que nao apresentou aumento de atividade enzimatica de citocromo Pa4so,
associada a esta classe, mas houve aumento de atividade enzimatica de GST e
esterases. Isso evidencia a complexidade da resposta de defesa dos mosquitos e
demonstra, que além da resisténcia aos piretroides, a populagao tem os mecanismos
necessarios para se defender de outras moléculas toxicas ambientais, inclusive
inseticidas com outro modo de agéo (VALBON et al., 2019). Além disso, ja foi sugerido
que diferentes populacdes de vetores podem apresentar distintos mecanismos de
resisténcia metabdlica, bem como a expressao de uma grande variedade de genes,
dificultando ou impossibilitando que sejam definidos mecanismos diagndsticos que
caracterizem individuos resistentes a um inseticida (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,
2012; VALLE et al., 2019).

Considerando a participagdo de citocromo oxidase P4so na resisténcia a
piretréides, neonicotindides e organofosforados (STRODE et al., 2012; VONTAS et
al., 2012; RIAZ et al., 2013; REID et al., 2014; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2019)
€ possivel que a populagdo de A. aegypti de Paranagua tenha algum grau de
resisténcia aos piretrdides, uma vez que esta classe de inseticida esta disponivel em

mercados para uso doméstico (VALLE et al., 2019) e esta sendo utilizado no controle
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vetorial, bem como os neonicotindides (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO
PARANA, 2019; GOVERNO DO ESTADO DO PARANA, 2020;).
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Paranagua é uma cidade litoranea do estado do Parana que, até 2014, nao
havia registrado casos autoctones de dengue e nem era considerada como infestada
pelo vetor, Aedes aegypti. Entretanto, abruptamente, em 2015/2016 ocorreu uma
epidemia de dengue que causou mortes e a indicagao de que cidade estava infestada
com o mosquito, havendo a necessidade de controle quimico emergencial do vetor,
com malation, contribuindo com a pressao de selecéo sobre os vetores.

Para testar a sensibilidade desta populacdo ao malation, foi estabelecida
neste trabalho a concentracao discriminante de 3,41 %, obtida através de uma curva
de calibragao em fémeas do insetario referéncia de A. aegypti. Fémeas da populagéo
de A. aegypti de Paranagua foram expostas a esta concentragdo nos bioensaios de
suscetibilidade e os resultados indicaram que esta populagcdo tem resisténcia ao
malation.

A expresséo génica de acetilcolinesterase, esterase 3 e citocromo oxidase
P4so foi avaliada em fémeas resistentes ao malation para determinar a participagao de
mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia. Houve alteragdo na expressao
génica apenas da enzima citocromo oxidase Paso através do mecanismo de regulagao
positiva, enquanto ndo houve alteragcdo na expressdo de acetilcolinesterase e
esterase [3, indicando que os mecanismos de regulagao positiva e/ou amplificagéo
génica n&o estao atuando na populagao avaliada.

As citocromo oxidases P4s0 atuam na bioativacdo do malation a sua forma
mais toxica, malaoxon, que interage com esterases. Desta forma, embora a esterase
B nao esteja atuando através do aumento da expressao génica, € possivel que possa
participar da resisténcia observada por meio de outros mecanismos como aumento
de atividade enzimatica a este inseticida. De outra forma, mutagdes pontuais da
acetilcolinesterase em Aedes sao raras e néo ha evidéncias da atuagao desta enzima
na resisténcia através de amplificagcdo génica e/ou aumento de expressao génica,
assim como obtido neste trabalho, de forma que, possivelmente, esta enzima nao esta

atuando na resisténcia observada ao malation.
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ANEXO |

COORDENADAS GEOGRAFICAS DE OVITRAMPAS EM PARANAGUA

(continua)
Estrato Ovitrampa |Latitude (y) |Longitude (x)

1 R002 -25.51239 -48.50572
1 R004 -25.51128 -48.50181
1 R0O10 -25.52705 -48.50887
1 R012 -25.52702 -48.51122
5 R087 -25.52786 -48.53171
6 R112 -25.51589 -48.53122
6 R113 -25.51405 -48.52892
6 R115 -25.51655 -48.52938
6 R118 -25.52010 -48.53453
6 R120 -25.51965 -48.53154
7 R137 -25.51066 -48.52444
7 R138 -25.50903 -48.52675
7 R142 -25.50730 -48.52478
9 R154 -25.51366 -48.53920
8 R157 -25.51293 -48.54138
8 R162 -25.51474 -48.54567
8 R165 -25.51144 -48.54382
9 R171 -25.56569 -48.57316
9 R179 -25.55552 -48.55755
9 R184 -25.53673 -48.53014
9 R188 -25.52817 -48.52712
10 R217 -25.53356 -48.52153
10 R218 -25.53376 -48.51868
11 R221 -25.53383 -48.54939
11 R224 -25.53084 -48.54835
11 R226 -25.53147 -48.54477
11 R229 -25.52950 -48.54382
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(concluséo)

Estrato Ovitrampa | Latitude (y) | Longitude (x)
11 R233 -25.52951 -48.54162
12 R238 -25.52749 -48.55016
12 R240 -25.52595 -48.55366
12 R241 -25.52641 -48.55488
13 R267 -25.56943 -48.55957
13 R271 -25.55910 -48.55345
14 R282 -25.57683 -48.58106
14 R284 -25.57481 -48.57716
14 R289 -25.57871 -48.57709
14 R291 -25.57858 -48.57330
15 R307 -25.52133 -48.49706
15 R311 -25.52952 -48.49919
15 R312 -25.52818 -48.50123
15 R322 -25.53279 -48.50992
15 R324 -25.52674 -48.49948

106



107

ANEXO Il

QUANTIFICACAO E PUREZA DAS AMOSTRAS DE RNA UTILIZADAS NA EXPRESSAO GENICA
(continua)

Grupo | Amostras | 260/280 | 260/230 | ng/uL
RN11 2,12 0,82 | 50,8

RN15 2,20 0,58 | 55,0
RN17 2,15 0,53 | 31,3
RN21 2,14 0,69 | 35,0
RN43 2,12 0,73 | 66,0

RN
RN45 2,16 0,65 | 47,8
RN46 2,06 1,29 | 34,0
RNS51 2,16 0,65 | 51,1
RN54 2,13 0,83 | 75,1
RN&7 2,13 1,05 | 49,0
PNO1 2,06 1,49 | 50,4
PNO7 2,01 0,91 20,5
PNO9 2,09 1,34 | 34,5
PN15 2,09 1,01 50,5
PN33 2,09 0,87 |102,3
PN34 2,09 1,28 | 52,9

PN PN37 2,08 1,71 92,3

PN38 2,14 1,00 |180,2
PN39 2,11 0,87 | 90,8
PN45 2,11 217 | 781
PN46 2,08 1,21 29,6
PN47 2,13 1,21 | 152,9
PN48 2,10 1,41 76,8
PN56 2,08 1,30 | 37,7
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(continua)

Grupo | Amostras | 260/280 | 260/230 | ng/uL

PC16 2,08 1,17 | 29,0
PC18 2,06 1,24 | 21,0
PC35 2,09 0,85 | 17,3
PC36 2,00 0,74 9,8
PC40 2,05 1,11 22,6

PC
PC45 2,10 1,34 | 19,8
PC48 2,10 0,54 | 241
PC53 1,95 0,89 | 10,0
PC57 2,08 1,18 | 33,9
PC60 2,02 1,07 | 13,6
PV18 1,96 0,62 | 59,6
PV39 1,99 0,67 | 20,5
PV43 1,97 0,86 | 59,3
PV44 2,06 1,36 | 85,7
PV46 2,04 0,79 |1084
PV49 2,07 1,18 | 86,6
PV50 2,09 0,68 | 70,0
PV52 2,11 1,96 |162,5
PV54 2,08 0,93 | 43,3

y PVe67 1,80 0,99 | 16,5

PV69 2,08 1,74 | 34,1
PV73 1,87 0,38 | 11,0
PV81 1,88 0,6 15,2
PV96 2,01 0,64 | 16,1
PV101 2,09 0,9 | 72,0
PV103 1,90 1,23 | 20,6
PV105 1,85 0,78 | 19,0
PV112 2,07 1,58 | 88,9
PV114 2,13 1,45 | 89,6
PV115 2,13 1,93 |128,7
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(concluséo)

Grupo | Amostras | 260/280 | 260/230 | ng/uL

PV119 2,15 1,11 27,3
PV120 2,09 1,12 | 98,6
PV123 2,08 0,74 | 85,0
PV124 2,04 0,78 | 71,7

PV




