Universidade
Estadual de LondRrina

THAYNA BISSON FERRAZ LOPES

ESTUDO GENETICO POPULACIONAL EM AEDES
(STEGOMYIA) AEGYPTI (LINNAEUS, 1762) NA CIDADE DE
LONDRINA - PR

Londrina
2019



“LI,JII Universidade Estadual de Londrina
éf& Instituto Agrondmico do Parana

EmZpa Empresa de Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Thayné Bisson Ferraz Lopes

Estudo genético populacional em Aedes (Stegomyia)
aegypti (Linnaeus, 1762) na cidade de Londrina - PR

|
Londrina — Parana
2019



THAYNA BISSON FERRAZ LOPES

ESTUDO GENETICO POPULACIONAL EM AEDES
(STEGOMYIA) AEGYPTI (LINNAEUS, 1762) NA CIDADE DE
LONDRINA - PR

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Genética e Biologia
Molecular, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito para a obtencao do
titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Renata da Rosa
Co-orientador: Prof. Dr. Jodo Antonio Cyrino
Zequi

Londrina
2019



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, atraves do Programa de Geragao
Automatica do Sistemna de Bibliotecas da UEL

Lopes, Thayna Bisson Ferraz.
Estudo genetico populacional em Aedes ( Sftegomyia) asegypti (Linnasus, 1762) na
cidade de Londrina - PR / Thayna Bisson Ferraz Lopes. - Londrina, 2019.
61 f. -l

Orientador: Renata da Rosa.

Coorientador: Jodo Antonio Cyrino Zequi.

Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de Pos-Graduacio em Genética e
Biclogia Molecular, 2019.

Inclui bibliegrafia.

1. Gengtica de populagies - Tese. 2. Diversidade genética - Tese. 3. DNA mitocondrial
- Tese. 4. Resisténcia a piretroides - Tese. |. da Rosa, Renata. Il. Zequi, JoSo Antonio
Cyrino. lll. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de
Pds-Graduagio em Genélica e Biologia Molecular. IV. Titulo.




THAYNA BISSON FERRAZ LOPES

ESTUDO GENETICO POPULACIONAL EM AEDES (STEGOMYIA)
AEGYPTI (LINNAEUS, 1762) NA CIDADE DE LONDRINA - PR

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Genética e Biologia
Molecular, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito para a obtencdo do
titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Renata da Rosa
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Mario Antonio Navarro Silva
Universidade Federal do Parana - UEFPR

Prof. Dr. Rogério Fernandes de Souza
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Dra. Gislayne Trindade Vilas-Bbas
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Dr. Daniel Ricardo Sosa-Gomez
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria -
EMBRAPA

Londrina, 20 de fevereiro de 2019



Mafalda, as vezes me pergunto:
Qual o sentido da vida?

I na diregdo 5°-- > 3°,
Felipe!!!




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, que sempre colocaram 0s meus
sonhos na frente dos deles. A minha irm&, o grande amor da minha vida, que desde
gue nasceu ilumina todos os meus dias. Vocés sabem a real dificuldade dessa
trajetéria académica, principalmente a saudade que sentimos todos os dias devido a

distancia.

A minha orientadora, professora Dra. Renata da Rosa, por toda confianca.
Sou muito grata por seus ensinamentos, sua dedicacdo e por sempre acreditar em
mim e me incentivar. Felizmente teremos pelo menos mais trés anos juntas e tenho

que certeza que serdo de muito sucesso.

Ao meu co-orientador, professor Dr. Jodo Zequi. Agrade¢co imensamente
por me receber em seu laboratdrio e por esses dois anos de parceria de pesquisa.
Agradeco também por toda a contribuicdo no presente trabalho e em minha

formacéo.
A CAPES, 6rgdo de fomento & pesquisa cientifica, pelo apoio financeiro.

Aos membros do Laboratério de Citogenética Animal, que me auxiliaram e
ensinaram muito ao longo desses ultimos cinco anos. Em especial, agradeco ao
Tafarel, meu grande amigo e colega de laboratoério, sua colaboragcao foi essencial

para a realizac&o deste trabalho.

Aos membros do Laboratério de Entomologia Geral e Médica, em
especial a Bianca, por tudo que me ensinaram, por toda paciéncia e por todo auxilio

durante as coletas.

Aos meus amigos: os de longa data, os do laboratério, os que moram
longe, os que moram perto. Vocés tornam a minha vida mais facil e mais divertida.
Obrigada, mil vezes obrigada. Vocés sdo os melhores amigos que alguém poderia

ter.

Ao meu companheiro de vida e meu melhor amigo, Fernando. Obrigada
por sempre virar sua vida de cabeca para baixo para me ajudar em tudo e estar
sempre presente. Obrigada por todo carinho e dedicacdo comigo durante todos
esses anos. Ter vocé por perto todos os dias faz com que tudo seja mais leve e mais

feliz.



A Universidade Estadual de Londrina e ao Programa de Pés-Graduacdo
em Genética e Biologia Molecular pela estrutura para realizacdo do trabalho e aos

professores que contribuiram e formaram meu conhecimento académico.

Ao prof. Dr. Rogério Fernandes de Souza, que aceitou novamente o
convite para participar da banca examinadora e colaborar com este trabalho.
Agradeco também ao Prof. Dr. Mario Navarro, pela confianca e parceria para a
realizacdo do trabalho, e também agradeco pela disponibilidade e aceite do convite

em fazer parte da banca.

Agradeco a todos com muita consideracdo e carinho, pois vocés foram
essenciais para que o trabalho fosse concluido. Cada um faz parte desse trabalho,

muito do que aprendi e construi devo a vocés.



LOPES, Thayna Bisson Ferraz. Estudo genético populacional em Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) na cidade de Londrina — PR. 2019. 61 f.
Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina. 2019.

RESUMO

Londrina € um dos maiores e mais urbanizados municipios do Estado do Parand e
da regido Sul do Brasil. No municipio, afim de evitar a infestacdo do mosquito vetor e
a circulacdo de virus, o uso de inseticidas piretroides é bastante comum. Esse
composto quimico tém um custo acessivel e € utilizado principalmente no ambiente
doméstico, porém seu uso descontrolado pode ocasionar a selecdo de alelos de
resisténcia nas populacoes (resisténcia knockdown). O monitoramento de mutacfes
de resisténcia assim como a variabilidade genética do mosquito € importante para
conhecer a estrutura das populacdes e direcionar campanhas de controle do inseto.
Sendo assim, o presente estudo avaliou onze localidades em diferentes regides da
cidade e trés localidades dentro da Universidade durante os meses de novembro e
dezembro de 2017. Em relagcdo a variabilidade genética (gene mitocondrial ND4),
dezessete haplétipos foram encontrados nas cinco regidées do municipio, enquanto
na Universidade dez haplotipos foram observados. Em ambas analises, o numero
haplotipico pode ser considerado elevado. O fluxo génico foi baixo e as populacdes
avaliadas se demonstraram estruturadas: a variagédo foi maior entre populagdes que
dentro delas em ambas localidades (77,9% em Londrina e 67,7 na UEL). Em relacao
as mutacdes de resisténcia (VallOl6lle e Phel534Cys kdr), as populacbes
avaliadas apresentaram uma elevada frequéncia dos alelos mutantes: 50% para o
alelo 1le*"" na cidade de Londrina e 57,3% na UEL, enquanto para o alelo Cys'", a
frequéncia foi de 52% na cidade de Londrina e 62,2% nos trés centros avaliados da
UEL. Na Universidade, 3.321 ovos de Ae. aegypti foram coletados para
monitoramento, com positividade de 54% nas armadilhas e proporcdes semelhantes
de infestagdo nas trés localidades. Os resultados demonstraram a diferenciagéo de
cada ponto de coleta, sugerindo que acdes de controle devem ser direcionadas
considerando a particularidade de cada regido e de cada localidade. A partir da forte
presenca dos alelos de resisténcia, € possivel que a aplicacdo de inseticidas
piretroides ndo seja a forma de controle ideal no municipio, tornando necessério o
uso de outras alternativas para evitar a proliferacdo do mosquito e surtos de dengue
e outras arboviroses.

Palavras-chave: DNAmt. Gene ND4. Diversidade genética. Piretroide. Resisténcia
kdr.
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ABSTRACT

Londrina is one of the biggest and most urban cities in Parana and in southern Brazil.
In Londrina, in order to avoid the infestation of the vector mosquito and the spread of
the virus, the usage of pyrethroid insecticides is common. This low-cost chemical
compound is used mainly in the household environment. The uncontrolled pyrethroid
use may cause the selection of resistance alleles in populations (knockdown
resistance). Monitoring resistance mutations, as well as the mosquito’s genetic
variability, is important to learn the structure of the populations and direct insect
control campaigns. Therefore, this study evaluated eleven locations in different
regions of the city and three locations within the University during the months of
November and December of 2017. Genetic variability-wise (ND4 mitochondrial gene),
seventeen haplotypes have been found in the five regions of the city, whereas in the
University, ten haplotypes have been observed. In both analyses, the haplotype
number may be considered elevated. The gene flow was low, and the evaluated
populations have shown to be structured: the variance was higher between
populations than within themselves in both locations (77.9% in Londrina and 67.7%
in UEL). In relation to resistance mutations (Vall016lle and Phel534Cys kdr), the
evaluated populations represented a high frequency of mutant alleles: 50% for the
lle*"" allele in Londrina, and 57.3% in UEL, whereas for the Cys‘" allele, the
frequency was 52% in Londrina, and 62.2% for the three evaluated centers in UEL.
In the University, 3,321 Ae. aegypti eggs were collected for monitoring, with a
positivity of 54% in the traps and similar rates of infestation on the three locations.
The results demonstrated differentiation in each collect spot, which suggests control
actions tailored to each region considering their own particularity. From the strong
presence of resistance alleles, pyrethroid insecticides might not be the ideal control
mechanism for Londrina, making it necessary the use of alternatives to avoid
mosquito proliferation and dengue and other arbovirosis outbreaks.

Key words: mtDNA. ND4 gene. Genetic diversity. Pyrethroid. Knockdown
resistance.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)

O género Aedes (Meigen 1818), familia Culicidae, compreende 932
espécies, distribuidas em 78 subgéneros, dos quais apenas oito foram registrados
nas Ameéricas Central e do Sul (WRBU, 2018). No Brasil, j& foram registradas 28
espécies do género, sendo Ae. aegypti a mais conhecida delas por exercer o papel
de vetor de diversos virus que podem afetar seres humanos.

Oriundo do Velho Mundo, provavelmente da regido da Etidpia, e tendo
sido originalmente descrito no Egito, o Ae. aegypti acompanhou a populacéo
humana em sua longa e ininterrupta migracao na superficie terrestre, permanecendo
onde as alteracbes antropicas propiciaram a sua proliferacdo, devido a sua
plasticidade genética (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994; Natal 2002). Acredita-
se que o mosquito tenha sido levado para os paises do Mediterraneo e das
Ameéricas por meio de navios vindos da Africa, sendo disseminado pelas rotas de
colonizacdo. Nestes locais, estes se tornaram altamente eficientes na transmissao
de arboviroses (Eritja et al. 2005; Weaver & Reisen, 2010). Porém, sua presenca €
limitada a certas localizacbes geograficas, dado que ndo séo capazes de sobreviver
em temperaturas muito baixas. Sua distribuicdo atual se da principalmente em
regides tropicais e subtropicais das Américas, Africa, Oriente Médio, Sudeste
Asiatico e Pacifico. Pode ser encontrado até a latitude 40°N na Ameérica do Norte,
em Indiana e lllinois, porém n&o é capaz de sobreviver aos meses de inverno
rigoroso (CDC, 2018). Esses mosquitos colonizam reservatorios de agua, onde
depositam ovos resistentes a seca (Christophers, 1960). Sua capacidade de
adaptacao é tdo grande que sado capazes de se desenvolver em diferentes tipos de
recipientes disponiveis em varias regides do mundo. Por exemplo, em Bangladesh e
Malasia, os mosquitos sé@o encontrados com maior frequéncia em pequenos
recipientes plasticos e pneus com agua acumulada (Ferdousi et al. 2015), enquanto
no Brasil, recipientes de barro e vasos de plantas sdo mais propicios para 0 seu
desenvolvimento (Pinheiro & Tadei, 2002).

E vélido ainda ressaltar que o Ae. aegypti esta intimamente relacionado
com problemas de saude publica e medidas sociais e sanitarias. A auséncia de agua
encanada confiavel (Kuno, 1997) e coleta regular de lixo (Barrera et al. 1995)
proporcionam aumento na sua proliferacdo, dado que até mesmo agua de ma

qgualidade e recipientes que acumulam agua da chuva sdo ambientes propicios para
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o seu desenvolvimento. Segundo Walker e colaboradores (2018), as modificacbes
humanas do ambiente como irrigacdo e armazenamento de agua, permitiram a
permanéncia do mosquito até mesmo em ambientes mais aridos.

Seu ciclo de vida holometabolo com ovo, larvas e pupa esta associado ao
ambiente urbano, sendo um mosquito domiciliado (Forattini, 2002). Apos eclosdo
dos ovos, as larvas aquaticas passam por trés ecdises larvais, pupa e se tornam
adultos terrestres. O mosquito adulto alimenta-se de seiva vegetal e as fémeas
praticam também a hematofagia, processo fundamental para a producdo de seus
ovos. As fémeas de Ae. aegypti alimentam-se preferencialmente de sangue humano,
mas também de outros mamiferos. Apds a copula, estas fazem diversos movimentos
explorando e disseminando seus ovos, depositando pequenos grupos isolados em
diferentes locais, 0 que é caracterizado como “oviposi¢gdo aos saltos” (Chadee &
Corbet, 1993). Para se desenvolver completamente os embrides de Ae. aegypti
levam cerca de 77,5 horas sob uma temperatura constante de 25°C (Farnesi et al.
2009), podendo entrar em diapausa apos este periodo. E, mesmo assim, o ovo pode
continuar viavel por aproximadamente 450 dias (Franco, 1976). A grande resisténcia
a dessecacao proporcionada pelo exocoério dos ovos que € uma estrutura quitinosa,
junto a uma cuticula serosa disposta na interface entre o embrido e o ovo (Rezende
et al. 2008).

1.2 Arboviroses

As arboviroses sdo doencas virais causadas pelos arbovirus (ARthropod-
BOrne virus), assim denominados por parte de seu ciclo de replicacdo ocorrer nos
insetos, além de serem veiculados a partir de artropodes hematofagos durante o
repasto sanguineo (Lopes et al. 2014).

Quatro familias virais de arbovirus sdo conhecidos por causar doencgas
em humanos: Togaviridae, Bunyaviridae, Flaviviridae e Reoviridae. A familia
Flaviviridae é composta por trés géneros, dentre eles o género Flavivirus. Este
engloba virus como o da dengue (DENV) e seus quatro sorotipos, sendo este
considerado o virus mais importante em circulagdo do Brasil (Lopes et al. 2014).
Outro virus pertencente a esse género é o Zika (ZIKV) que, desde 2015, foi
notificada no Brasil como a causa de microcefalia e da sindrome de Guillain-Barré. A
familia Togaviridae, anteriormente classificada junto a outros grupos de virus,

recentemente foi redefinida como familia distinta distribuida em dois géneros, sendo
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um deles o Alphavirus. O virus Chikungunya (CHIKV) pertence a esse género,
descrito pela primeira vez durante um surto no sul da Tanzania em 1952, é
responsavel por causar uma doenga com alguns sinais clinicos comuns aos da
dengue e Zika (WHO, 2018). Além dos sintomas parecidos, os virus da febre
amarela, DENV, ZIKV e CHIKV compartilham os mesmos vetores, 0s mosquitos Ae.
aegypti e Ae. albopictus, sendo o primeiro o principal vetor, e transmitidas durante o
repasto sanguineo (Chouin-Carneiro et al. 2016; WHO, 2018).

A dengue é uma doenca viral emergente e pandémica. A infeccdo pode
ser assintomatica, leve ou grave, podendo ainda tornar-se letal (Ministério da Saude,
2018). Segundo o Sistema Estadual de Saude (SES) e o Sistema de Informacédo de
Agravos de Notificagdo (SINAN), 12.463.346 casos de dengue classica foram
registrados no Brasil no periodo de 1990 a 2016, dentre eles 365.232 casos na
regido Sul e 342.544 casos no Parand, tornando este o Estado com maior nimero
de casos na regiao Sul do Brasil.

A doenca do virus Zika (ZIKV) é considerada um modelo de infeccao
emergente, dado que recentemente foi descrita em areas geogréaficas onde nao
existia anteriormente (Diaz-Menéndez & Crespillo-Andujar, 2017). Dentre as
principais complicacdes estdo a microcefalia e a sindrome Guillain-Barré, mas ja
foram relatadas isquemia cerebral, meningoencefalomielite, encefalite aguda e
polineuropatias relacionadas ao potencial neuropatogénico do virus, de maneira
similar a outros flavivirus (Barcellos et al. 2016; Carteux et al. 2016).

Chikungunya ou “febre do Chikungunya” € uma infecg¢ao viral emergente
responsavel por causar febres muito altas e dores articulares que podem persistir
durante anos, até mesmo tornarem-se cronicas. Apos a picada de um mosquito
infectado, o inicio da doenca ocorre geralmente entre 4 e 8 dias, variando entre 2 a
12 dias. Dentre os sintomas descritos, febre alta e dores articulares muito fortes sao
as mais comuns, porém dores musculares, dores de cabeca, ndusea, fadiga e
erupcdes cutaneas ja foram relatados (WHO, 2018). Em geral a infec¢cdo ocorre de
maneira branda, porém pode nao ser reconhecida, ou até mesmo mal diagnosticada
em areas onde a dengue ocorre. Tratamentos com drogas antivirais e vacina contra
Chikungunya inexistem.

O conceito de semana epidemiolégica (SE) € utilizado para a
apresentacao da distribuicdo temporal dos casos, numero de Obitos e coeficiente de

incidéncias de infecgbes. Foi estabelecido por convencao internacional, afim de
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facilitar a comparacdo entre dados. As semanas epidemiolégicas sdo contadas de
domingo a sdbado; a primeira semana do ano € a que contém o maior niamero de
dias de janeiro e a Ultima a que contém o maior niumero de dias de dezembro,
muitas vezes néo coincidindo com o calendéario.

Segundo o Ministério da Saude (2018), no ano de 2017, entre as
semanas epidemioldgicas 1 e 52 (1/1 a 30/12), 252.054 casos provaveis de dengue
foram registrados no Brasil, com incidéncia de 122,3 casos/100 mil habitantes. O
Estado do Parana registrou 4.195 casos provaveis, sendo o Estado com maior
incidéncia do Sul do Pais. O municipio de Londrina esteve em destaque entre 0s
municipios com maior incidéncia de casos provaveis de dengue, especialmente no
més de dezembro (63,4 casos/100 mil habitantes). Foram 514 casos acumulados
durante o ano. Em 2016 entre a SE 1 e a SE 52, foram registrados 1.483.623 casos
provaveis de dengue, e em 2015, 1.688.688 casos no mesmo periodo. Em 2018, até
a SE 49 (31/12/2017 a 10/12/2018), foram registrados 247.393 casos provaveis de
dengue no pais, com uma incidéncia de 118,7 casos/100 mil habitantes.

Durante a SE 1 a 52 de 2017, 185.737 casos provaveis de febre de
chikungunya foram registrados no Brasil, sendo 229 casos provaveis registrados no
Estado do Parand. Em 2016, SE 1 a SE 52, foram registrados 277.882 casos
provaveis de febre de chikungunya, e em 2015, 38.499 casos no Pais. Em 2016,
foram registrados 216.207 casos provaveis de febre pelo virus Zika no Brasil durante
0 mesmo periodo. Para a febre do virus Zika em 2017 (SE 1 a 52), 17.452 casos
provaveis foram registrados no Pais, sendo 61 deles no Estado do Parana. No
Estado nenhum obito foi confirmado. Em 2018, até a SE 49 (31/12/2017 a
10/12/2018), foram registrados 85.221 casos provaveis de febre de chikungunya no
Pais; enquanto para o virus da Zika, 8.024 casos provaveis foram registrados (até a
SE 46, 31/12/2017 a 17/11/2018).

Atualmente, um dos componentes das ac¢bes de vigilancia em focos de
mosquitos vetores é LIRAa (Levantamento Rapido de indices para Aedes aegypti). E
uma ferramenta importante pois permite identificar os criadouros predominantes e a
situagdo de infestacdo dos municipios, além de permitir o direcionamento das acoes
de controle para as areas mais criticas. Resultados inferiores a 1%, indicam
condicOes satisfatorias. Resultados entre 1 e 3,9%: indicam situacdo de alerta.

Resultado superior a 4% demonstram risco de surto de dengue. Segundo
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levantamento da 172 Regional de Saude (Londrina, PR), no ano de 2017, o 1° LIRAa
apontou indice de infestacdo em 4,1%, enquanto o segundo em 5,3%. O terceiro
LIRAa do ano apontou indice de 5%, enquanto o ultimo realizado no ano teve indice
de 4,3%. Durante os quatro levantamentos realizados no ano de 2017, trés
demonstraram estado de alerta para infestacdo do mosquito (Inf. pessoal).

A partir dos dados de boletins epidemiolégicos € possivel observar a
diminuicdo do numero de casos provaveis de dengue, Zika e Chikungunya ao longo
dos anos de 2017 e 2018 se comparados aos anos anteriores de 2015 e 2016. A
diminuicdo pode estar relacionada as atividades realizadas pelo Ministério da Saude,
como consta nos boletins epidemiolégicos, como a realizacdo de workshops, cursos,
campanhas de conscientizagdo, monitoramento do levantamento entomolégico
(LIRAa, LIA e armadilhas), repasse de recursos financeiros, elaboracdo de
estratégias de combate ao mosquito, mapeamento de areas de risco e
monitoramento de resisténcia do vetor. Porém, condi¢cdes climaticas e regime de

chuvas devem ser levados em consideragéo.

1.3 Gene mitocondrial ND4

Diversos genes mitocondriais estdo relacionados a estudos populacionais
devido as proéprias caracteristicas do DNA mitocondrial (DNAmt) como heranca
materna, quantidade elevada de copias nas células, genoma compacto e taxa de
mutacdo elevada (se comparada com DNA nuclear). Um dos genes do DNAmt € o
ND4, que codifica a subunidade 4 da enzima NADH desidrogenase. Esta proteina é
parte de um grande complexo enzimatico conhecido como complexo I, que € ativo
nas mitocondrias. Durante a fosforilagdo oxidativa, 0os complexos enzimaticos
mitocondriais realizam reacdes quimicas que impulsionam a producdo de ATP. O
complexo | especificamente é responsavel pelo primeiro passo no processo de
transporte de elétrons, realizando a transferéncia elétrons de uma molécula de
NADH para uma molécula de ubiquinona. Os elétrons sdo entdo passados da
ubiquinona por meio de outros complexos enzimaticos, fornecendo energia para a
geracédo de ATP.

Em estudos com Ae. aegypti, 0 gene ND4 tem demonstrado ser uma
excelente ferramenta de caracterizacao e diferenciacdo genética. Costa-da-Silva et
al. (2005) avaliaram trés populacdes de Aedes aegypti do Peru e observaram trés

haplotipos diferentes, sendo um deles geneticamente distante, sugerindo a
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existéncia de pelo menos duas linhagens da espécie no pais. Herrera et al. (2006)
observaram sete haplotipos em populacfes dessa espécie da Venezuela, sugerindo
fortes evidéncias de isolamento por distancia e uma significante diferenciacéo
populacional.

Afim de analisar a estrutura genética e filogeografica de Ae. aegypti,
Bracco et al. (2007) avaliaram o segmento do gene ND4 de 36 populacbes do
continente americano (Brasil, Peru, Venezuela, Guatemala e Estados Unidos), trés
da Africa (Guiné, Senegal e Uganda), e trés da Asia (Singapura, Camboja e Taiti).
Vinte haplétipos distintos foram encontrados, sendo 14 exclusivos para as Américas
e quatro para a Africa e paises asiaticos. Os demais sdo comuns a dois ou mais
continentes. Aguirre-Obando e colaboradores (2015) avaliaram quatro populagbes
distintas de Aedes aegypti na Coldmbia e puderam observar a presenca de apenas
trés haplotipos diferentes e uma baixa diversidade nucleotidica. Isso provavelmente
ocorreu dado a pequena distancia entre as regides estudadas (menos de 17km),
sugerindo que o fluxo génico é restrito. Os hapl6tipos indicaram uma relacéo
proxima entre populacdes mexicanas e norte americanas, demonstrando a disperséao
passiva do mosquito por diferentes paises.

Esses estudos demonstram a importancia do estudo do gene mitocondrial
ND4, resultando em uma caracterizacdo da estrutura genética populacional de
insetos vetores de patdgenos, extremamente importante no subsidio de programas
de controle, producdo de vacinas e manutencdo da saude publica. Além disso é
possivel obter um maior conhecimento sobre os padrdes de distribuicdo de
haplétipos, que podem demonstrar a origem dos mosquitos e ilustrar a sua
dispersdo. E possivel ainda ressaltar que um conhecimento genético das
populacdes é também importante na evolucdo de mecanismos de resisténcia a
inseticidas, os quais podem gerar populagdes diferenciadas e resistentes, assim

como dificultar o controle das mesmas.

1.4 Knockdown resistance (kdr)

O aumento na frequéncia dos alelos selecionados na populacdo pelos
inseticidas é responsavel pela formacdo de populacbes altamente resistentes.
Dentre os inseticidas conhecidos, € possivel ressaltar o grupo dos piretroides,
comumente utilizados com o objetivo de eliminar mosquitos adultos. Esses

inseticidas agem na manutencdo dos canais de sédio voltagem-dependente na



© 00 N oo 0o b~ W N P

W W W W W N DD DD DD DD DD DN DNDDNDDDNN P PP PR PP PP R
A W N P O © 00 N O O B WO N P O OO 0N O O B W N P+ O

conformacao aberta, ocasionando a propagacdo continua do impulso nervoso e a
consequente morte do inseto (Braga & Valle, 2007).

Mutacbes em proteinas transmembrana do canal de soédio voltagem-
dependente (Na,) que reduzem a ligacdo aos piretrdides sdo conhecidas como
“knockdown resistance” (kdr). O termo refere-se a perda imediata da coordenacéao
dos insetos causada por exposicdo aos inseticidas e a recuperacdo apés o efeito
dos mesmos (Saavedra-Rodriguez et al. 2007). Como relatado em diversas
espécies (Vais et al. 2000), o kdr é considerado um importante mecanismo de
resisténcia e se da por uma reducéo de 10 a 20 vezes na sensibilidade dos sitios-
alvos a piretroides (Davies et al. 2008). Os genes associados ao fendtipo kdr,
apresentam-se de forma recessiva, ou seja, a expressdo desse mecanismo de
resisténcia so é possivel em condi¢do de homozigose (Davies et al. 2008).

Para Ae. aegypti, varias mutacdes kdr ja foram identificadas, sendo duas
delas nas posicées 1016 e 1534 no segmento 6 dos dominios Il e Ill do Nay,
respectivamente. Ambos segmentos sdo bastante relacionados a resisténcia kdr
aos piretroides (Rinkevich et al. 2013; Dong et al. 2014). A mutacdo na posicao
1016 se da por uma transicdo A/G na primeira base do cédon 1016, modificando
uma Valina por uma Isoleucina (Vall016lle), observada por Saavedra-Rodriguez e
colaboradores em 2007 em populacdes latino-americanas de Ae. aegypti. No Brasil,
essa mutacdo também ja foi observada por Martins e colaboradores (2009). A
mutacdo 1534 troca uma Fenilalanina por uma Cisteina (Phel534Cys), ja
observada em populacdes de Ae. aegypti por Linss e colaboradores (2014) em
diferentes Estados do Pais. Apesar de muitas outras terem sido identificadas, as
mutacbes Vall0l6lle e Phel534Cys sado duas das cinco mutacbes
comprovadamente relacionadas a perda de sensibilidade aos piretroides
(Saavedra-Rodriguez et al., 2018).

Sendo assim, o conhecimento sobre as mutacdes especificas em
proteinas de canais de sodio-voltagem dependente, principalmente as responsaveis
por conferir resisténcia a inseticidas piretroides, se torna essencial, dado que esses
sdo comumente de uso domeéstico e fazem parte da composicdo de muitos
repelentes de insetos distribuidos comercialmente. Como s&o produtos de facil
acesso da populacdo humana e seu uso ndo é controlado como deveria,
informacBes sobre o padrdo de distribuicdo da resisténcia em populacdes do

mosquito torna-se essencial em estratégias de manejo do vetor.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo geral uma analise genética de Ae.
aegypti coletados em diferentes regiées do municipio de Londrina a fim de avaliar a

estrutura populacional e a resisténcia a piretroides.

2.2 Objetivos especificos
% Avaliar a variabilidade genética de diferentes populacdes de Ae. aegypti
utilizando o gene mitocondrial ND4;
% Verificar a presenca das mutacdes Na, Vall01l6lle e Phel534Cys
associadas a resisténcia knockdown como possivel mecanismo de

resisténcia a inseticidas piretroides;

X/
L X4

Correlacionar os dados genéticos e de infestacdo de Ae. aegypti para

obter um panorama do risco de circulacao das arboviroses em Londrina.



CAPITULO 1

“Resisténcia a inseticidas piretréides e variabilidade genética em populacdes
naturais de Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera: Culicidae) em Londrina,
Parana (Brasil)”

Este artigo sera submetido a publicacdo na revista PLos Neglected Tropical Diseases
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Resisténcia a inseticidas piretrdides e variabilidade genética em populacdes
naturais de Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera: Culicidae) em Londrina,
Parané (Brasil)

Thayna Bisson Ferraz Lopes’, Tafarel Ribeiro Amaro®, Jodo Antonio Cyrino Zequi?, Renata
da Rosa’.

1. Laboratério de Citogenética Animal, Departamento de Biologia Geral, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Brasil. 2. Laboratério de Entomologia Geral e
Médica, Departamento de Biologia Animal e Vegetal, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, Paran4, Brasil.

Resumo

Londrina é o segundo municipio mais populoso do Estado do Parand, localizado na
regido Sul do Brasil, e compreende grandes areas urbanizadas. Seu clima
subtropical com regime de chuvas em todas as estacoes, aliado a alta densidade
demografica tornam a cidade propicia para o ciclo do mosquito Aedes aegypti. Nos
altimos anos, Londrina apresentou elevados indices de infestacdo e foi uma das
cidades do Estado com maior numero de casos registrados de dengue. Compostos
qguimicos sao aplicados com objetivo de controle do vetor do virus, porém, seu uso
intenso pode influenciar na composicdo genética do mosquito, ocasionando a
selecdo de populagbes altamente resistentes. Diante disso, neste trabalho foi
realizada a andlise genética em populacdes de Aedes aegypti coletadas em onze
localidades da cidade de Londrina. Para isso, foi realizada a andlise de variabilidade
genética e a avaliacdo da presenca de duas mutacdes de resisténcia a inseticidas
piretréides (Vall016lle e Phel534Cys). A analise do gene mitocondrial ND4 de 220
individuos demonstrou a presenca de 17 haplotipos, um numero elevado em
comparacdo com outros estudos. Os alelos de resisténcia kdr avaliados estdo
presentes na cidade, com a frequéncia de 50% para a mutacdo Vall016lle e 48%
para a mutacdo Phel534Cys em 330 individuos genotipados. O baixo fluxo génico
observado e a diferenciacdo elevada entre as populacdes sugerem a influéncia de
deriva genética no loco mitocondrial ND4 no municipio. Além disso, fica evidente a
forte presenca de alelos de resisténcia kdr na cidade, demonstrando que a aplicacédo
de piretroides pode ndo ser uma estratégia viavel no controle do vetor. Sendo assim,
o presente trabalho demonstrou a necessidade de monitoramento genético aliado a
outras ferramentas de vigilancia entomolOgica para criacdo de estratégias de
combate ao mosquito.

Palavras-chave: DNAmt; gene ND4; resisténcia knockdown; PCR alelo-especifica;
canal sédio-voltagem dependente.

Introducéo

A Dengue é uma infecgao viral (DENV) transmitida pelo mosquito Aedes
aegypti, podendo se manifestar de forma assintomatica, leve ou grave [1]. Desde
1846 a dengue ja é referenciada no Brasil, porém somente em 1986 obteve sua
importancia epidemioldgica, a partir do surgimento de uma epidemia no Estado do
Rio de Janeiro, tornando-se endémica no Pais [2].
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Segundo o Sistema Estadual de Saude (SES) e o Sistema de Informacéao
de Agravos de Notificagdo (SINAN), 12.463.346 casos de dengue classica foram
registrados no Brasil no periodo de 1990 a 2016, dentre eles 365.232 casos ha
regido Sul e 342.544 casos no Estado do Parana, tornando este o Estado com maior
ndamero de casos na regido Sul do Brasil. No ano de 2017, 4.195 casos provaveis
foram registrados no Estado, com a maior incidéncia do Sul do Pais [3]. O municipio
de Londrina esteve em destague no mesmo ano entre 0S municipios com maior
incidéncia de casos provaveis de dengue, especialmente no més de dezembro (63,4
casos/100 mil habitantes).

No Brasil, estratégias de monitoramento e controle e ja acontecem ha
muitos anos de forma classica utilizando-se do LIRAa (Levantamento Ré&pido de
indices para Ae. aegypti) e também de procedimentos de controle larval por
reguladores de crescimento e adultos por inseticidas sintéticos. Os inseticidas
piretroides sdao empregados no controle do mosquito desde 2000 como uma
alternativa aos organofosforados e a primeira documentacéo de resisténcia no Pais
ocorreu poucos anos depois [4, 5]. Atualmente o piretroide sintético é a forma de
controle mais utilizada pela populagédo, pois tem facil acesso de compra nos
mercados e uso pratico no interior das residéncias para controle de adultos de Ae.

aegypti [6].

A resisténcia a piretroides é recorrente na maioria das regifes onde Ae.
aegypti é estabelecido [7]. Estudos demonstram que mutac¢des que afetam proteinas
do canal sédio-voltagem-dependente (Na,) podem desempenhar um papel na
resisténcia a piretroides. Na, sédo proteinas transmembrana do canal de sdodio
voltagem-dependente compostas por quatro dominios homologos (I-1V), cada um
com seis segmentos hidrofébicos (S1-S6), presentes nos ax6nios neuronais [8].
Mutacbes em Na, que reduzem a ligacdo aos piretroides sdo conhecidas como
“knockdown resistance” (kdr), devido a perda imediata da coordenagdo dos insetos
causada por exposicao aos inseticidas e a recuperacao apoés o efeito dos mesmos.

Mundialmente, onze mutac¢des kdr em Na, foram observadas em varias
populacdes de Ae. aegypti (AaNa,), e em sua grande maioria, conferindo algum grau
de resisténcia a piretroide [6]. No Brasil, algumas mutacdes ja foram relatadas,
sendo a mutacdo Phel534Cys uma das cinco comprovadamente relacionadas a
perda de sensibilidade aos piretroides, e em co-ocorréncia com a mutagao
Vall1016lle [9, 10]. A mutacdo Vall016lle é resultado da substituicdo de uma valina
por uma isoleucina (GTA-ATA) e a mutacdo Phel534Cys resulta na substituicdo de
uma fenilalanina por uma cisteina (TTC-TGC), e estéo localizadas, respectivamente
nas regides 11S6 e 111IS6 de Na, [10].

O monitoramento da susceptibilidade a inseticidas e a presenca de
mutacdes € uma estratégia importante na ampliacdo do conhecimento sobre os
mecanismos de resisténcia [6, 11]. A interacdo com a analise de diversidade
genética de populacbes de Ae. aegypti pode ser aplicada com o objetivo de
conhecer a estrutura das populagdes, afim de compreender a dinamica das
mesmas, fornecendo dados que podem levar a novas medidas de controle.
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A caracterizacdo da estrutura genética e de fluxo génico de insetos
vetores de patdgenos é extremamente importante no subsidio de programas de
controle, producéo de vacinas e manutencédo da saude publica. O DNA mitocondrial
(mtDNA) é alvo de estudos de genética de populacbes de Ae. aegypti de diferentes
localidades, em especial o gene mitocondrial ND4, que codifica a subunidade 4 da
enzima NADH desidrogenase, importante no processo de fosforilagdo oxidativa. No
Brasil, alguns estudos populacionais ja foram realizados [12, 13], incluindo algumas
populacbées do Parana [14] e até mesmo a cidade de Londrina [15]. Esse tipo de
analise pode fornecer dados para a caracterizacdo da estrutura populacional, bem
como fornecer base para que novas metodologias de controle do Ae. aegypti sejam
implantadas.

A integracdo de diferentes estratégias de controle do vetor, considerando
as alternativas disponiveis e as caracteristicas regionais especificas, parece ser um
mecanismo viavel para a reducédo da infestacdo dos mosquitos e a incidéncia das
arboviroses transmitidas por eles, dado que uma solugdo Unica para o controle do
Ae. aegypti no Brasil € inexistente [16]. Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi
investigar a variabilidade genética de Ae. aegypti na cidade de Londrina utilizando o
gene ND4 e, pela primeira vez, avaliar a presenca de mutacdes de resisténcia kdr no
municipio.

Material e métodos

Coleta

Onze localidades foram selecionadas em cinco regibes da cidade de
Londrina para coleta de ovos por armadilhas de oviposi¢cdo georreferenciadas: (1)
Conjunto Maria Cecilia, (2) Conjunto Aquiles Stenghel (Regido Norte); (3) Unido da
Vitoria, (4) Parque das Industrias (Regido Sul); (5) Armindo Guazzi, (6) Vila Ricardo
(Regiéo Leste); (7) Jardim Bandeirantes, (8) Leonor (Regido Oeste); (9) Vila Casoni,
(10) Centro Social Urbano, (11) Vila Brasil (Regido Centro). Todas as coletas foram
autorizadas pela Secretaria de Saude do municipio e pelo ICMBio (nUmero 27414-
1). A coleta dos ovos ocorreu entre 0s meses de novembro a dezembro de 2017.

Ovos coletados foram submersos em agua no laboratorio de Entomologia
Geral e Médica (Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina)
para eclosdo, sendo as larvas mantidas em condi¢cdes controladas (25 + 2°C,
umidade 80 + 10% e fotoperiodo 14:10 horas) e alimentadas com racdo para peixe
(Tretamix, autoclavada) em particulas de 1mm até a obtencdo dos adultos. Para
identificacdo dos exemplares de Aedes aegypti foram utilizadas as chaves
dicotdbmicas de Consoli e Oliveira (1994) [17], Forattini (2002) [18] e WRBU (2018)
[19] com auxilio de microscopio estereoscépico Opton (40X) CH30LF100. Trinta
adultos de cada localidade de coleta foram selecionados apds a identificacdo. Os
mosquitos foram individualmente armazenados em etanol absoluto a -20°C para as
analises posteriores.

Amplificacdo do gene mitocondrial ND4
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A extracdo de DNA total foi realizada segundo Aguirre-Obando et al.
(2015) [20]. Duzentos e vinte adultos (20 de cada localidade) foram selecionados
para avaliacdo do gene ND4. Dois primers foram utilizados na amplificacdo, um
primer ND4F: 5-ATT GCC TAA GGC TCA TGT AG-3 ’e um primer reverso de
ND4R: 5-TCG GCT TAG TAG TAG ATTC-3 [21]. As reacdes de PCR e
sequenciamento seguiram Twerdochlib et al. (2012). O alinhamento das sequéncias
obtidas foi realizado no programa BioEdit versdo 7.0.5 [22], ferramenta ClustalW
[23]. As sequéncias obtidas foram comparadas com as disponiveis no GenBank,
utiizando a ferramenta TBlastx para confirmagdo do fragmento amplificado. A
relacdo entre os haplotipos foi inferida por meio da construcdo de uma rede de
haplotipos, elaborada com o auxilio do programa Network [24]. A diversidade
genética e os testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu) foram calculados no
programa DnaSP versdo 6 [25]. A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi
realizada com o programa Arlequin versdo 3.5 [26]. A estrutura populacional foi
determinada usando o indice de fixacdo de Wright (Fst, Wright 1921) e fluxo génico
(Nm) foi obtido pelo programa Arlequin 3.5 [26].

Genotipagem dos sitios Na, 1016 e 1534 de Ae. aegypiti

Para a mutagdo Vall016lle foram utilizados os seguintes primers:
1016Val 5-GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCA CAA ATT GTT TCC
CAC CCG CAC CGG-3, 1016lle 5-GCG GGC ACA AAT TGT TTC CCA CCC GCA
CTG A-3’ e um reverse comum para ambos 5’-GGA TGA ACC GAA ATT GGA CAA
AAG C-3'. As condi¢cdes de amplificagdo ocorreram segundo Saavedra Rodriguez et
al. (2007) [27] e Martins et al. (2009) [28]. Para a mutacdo Phel534Cys foram
utilizados os primers “reverse” comum para ambos alelos 5'-TCT GCT CGT TGA
AGT TGT CGA T-3', dois primers forward alelo-especificos 1534Phe™ 5-GCG GGC
TCT ACT TTG TGT TCT TCA TCA TAT T-3' e 1534Cys*" 5-GCG GGC AGG GCG
GCG GGG GCG GGG CCT CTA CTT TGT GTT CTT CAT CAT GTG-3. As
condicbes de amplificacdo ocorreram segundo Harris et al. (2010) [29]. Para
verificagcdo alelos amplificados foi preparado um gel de poliacrilamida a 10% corado
com SYBR® Safe (Kasvi:6x). 30 amostras de cada localidade foram genotipadas
para ambas mutagdes. Ao analisar o amplicons, o genétipo e frequéncias alélicas
foram calculados e o teste da hipdtese do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi
realizado. Estas andlises foram conduzidas de duas maneiras diferentes: primeiro,
cada regido do municipio foi considerada e analisada individualmente e segundo,
todas os pontos de coleta foram agrupados e analisados em conjunto.

Resultados

Estrutura populacional
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O produto amplificado do gene ND4 foi de 339pb com a existéncia de 13
sitios polimorficos e 326 monomoérficos (Tabela 1). A analise do fragmento
amplificado resultou em 17 haplétipos (Figura 1). Os haplétipos mais frequentes
foram H5 e H11 (Figura 1). Os haplotipos foram definidos por quatro transi¢cdes
GeA (sitios 104, 143, 321 e 325) e nove transversdes A—T (sitios 93, 321), TG
(sitios 111, 155, 286), C—A (sitios 230 e 300) e C—G (sitios 311 e 317). A
composicdo média de nucleotideos foi de 41,1% de Adenina, 29,4% de Timina,
21,5% de Citosina e 8,0% de Guanina.

Tabela 1. Sitios variaveis nos 17 haplétipos do gene mitocondrial ND4 de Ae. aegypti observados na
cidade de Londrina, Parand.

Posi¢cdes das mudancas nucleotidicas
Haplétipo N

83 93 104 111 143 155 230 286 300 311 317 321 325
H1 G A T G T C T C C C 16
H2 G A T G T C T C C G 2
H3 G A G T G T C T A G C G G 2
H4 G A G T G T C T C C C A G 28
H5 G A G T G T C T C C C A A 52
H6 G A G T G G A T C C C A A 16
H7 G A G T A G A T C C C A A 2
H8 T T G T G G A T C C C A A 2
H9 G A G T G T C T C C C T A 2
H10 G A A T G T C T C C C A A 2
H11 G A G T G T C G C C C A G 47
H12 G A G T G T C G C C C A A 15
H13 G A G G G T C G C C C A G 8
H14 G A G T G T C C C C C A G 4
H15 G A G T C T C G C C C A T 2
H16 G A G T G T C G C C C A T 2
H17 G A G T G T C C C C C A T 18

N = Ndmero de individuos que compartilham cada haplétipo.

A diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,862 + 0,011 (média + desvio
padrdo, n = 220), a diversidade nucleotidica () foi de 0,0055 + 0,0003 e de 1,876
diferencas nucleotidicas em média. Os resultados do teste de neutralidade nao
foram significativos e estavam de acordo com as suposi¢cées do modelo de mutacéo
neutra (p > 0,10, D de Tajima -0,8799, Fs de Fu -4,8888). A estimativa de fluxo
génico foi de Nm = 0,14.
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1) Maria Cecilia

2) Aquiles Stenghel

3) Uniao da Vitoria

(4) Parque das Industrias
(5) Armindo Guazzi

(6) Vila Ricardo

7) Bandeirantes

8) Leonor

(9) Vila Casoni

(10) Centro Social Urbano
(11) Vila Brasil
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Figura 1. Rede haplotipica gerada para o loco mitocondrial ND4. Os circulos sdo proporcionais ao
namero de individuos observados em cada haplétipo. Em negrito os haplétipos observados. Os
nameros representam a posicéo das mudancas nucleotidicas.

A analise da variancia molecular (AMOVA, Fg =0,78, p <0.05) indicou
diferenciacdo (estruturacdo) genética. Maior variacdo ocorreu entre populacdes
(77,9%) que dentro das populagdes (22,1%).

Genotipagem dos fragmentos 1016 e 1534 do Nav

Um total de 330 individuos foram genotipados para ambas mutacdes (30
de cada localidade) (Figura 2). Para a mutacdo Vall016lle, 30% (98) eram
homozigotos dominantes (Val/Val®), 40% (133) heterozigotos (Val*/lle*) e 30% (99)
eram homozigotos recessivos (lle/lle*™). A frequéncia do alelo Val* foi 0,5 e do alelo
lle"" foi de 0,5 para a cidade de Londrina. Avaliando todas as populacdes em
conjunto, a cidade de Londrina ndo estda em equilibrio de Hardy-Weinberg para a
mutacéo Vall016lle (Tabela 2).

Para a mutacdo Phel534Cys, 30% (99) eram homozigotos dominantes
(Phe/Phe*), 36% (120) heterozigotos (Phe*/Cys*™) e 34% (111) eram homozigotos
recessivos (Cys/Cys™). A frequéncia do alelo Phe* foi 0,48 e do alelo Cys*" foi de
0,52 para a cidade de Londrina. Avaliando todas as populagdes em conjunto, a
cidade de Londrina ndo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg para a mutacéo
Phel534Cys (Tabela 3).
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Figura 2. Frequéncias alélicas observadas na genotipagem dos sitios 1016 e 1534 do Na, kdr de Londrina. Localiza¢&o dos pontos de coleta distribuidos nas
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1 Tabela 2. Frequéncia genotipica da mutacédo Vall016lle do Na, de Ae. aegypti das onze localidades e
2 da cidade de Londrina como um todo. Os valores de X* destacados em italico demonstraram
3 diferenca significativa (p>0,05).

. Frequéncia genotipica EHW*
Regido UBS N° o vavalr valrie  lleflied X2
Maria Cecilia 30 0,167 0,5 0,333 0,024
Norte
Aquiles Stenghel 30 0,133 0,667 0,2 3,453
Parque das 30 0,267 0,4 0,333 1,157
sul Industrias
Unido da Vitoria 30 0,333 0,1 0,567 18,652
Leste Armindo Guazzi 30 0,333 0,333 0,333 3,333
Vila Ricardo 30 0,333 0,333 0,333 3,333
o Leonor 30 0,333 0,6 0,067 2,555
este Bandeirantes 30 0.2 0,733 0067 7,297
Centro Social 30 0,167 0,1 0,733 14,927
Urbano
Centro Vila Brasil 30 0,667 0,133 0,2 13,032
Vila Casoni 30 0,33 0,533 0,133 0,371
Londrina 330 0,297 0,403 0,3 12,411

4 *Equilibrio de Hardy-Weinberg: teste do Chi-quadrado com grau de liberdade 1.
5 Tabela 3. Frequéncia genotipica da mutagdo Phel534Cys do Na, de Ae. aegypti das onze
6 localidades e da cidade de Londrina como um todo. Os valores de X? destacados em italico
7  demonstraram diferenca significativa (p>0,05).
. Frequéncia genotipica EHW*
Regido UBS N phe/phe’ Phe'/Cys"" Cys/Cyst"  X?
Maria Cecilia 30 0,2 0,533 0,267 0,153
Norte
Aquiles Stenghel 30 0,1 0,733 0,167 6,718
Parque das 30 0,267 0,2 0,533 9,726
sul Industrias
Unido da Vitéria 30 0,333 0,333 0,333 3,333
Leste Armindo Guazzi 30 0,367 0,3 0,333 4,783
Vila Ricardo 30 0,334 0,233 0,333 8,383
o Leonor 30 0,167 0,666 0,167 3,333
este Bandeirantes 30 0,267 0,5 0,233 i
Centro Social 55 (433 0 0,567 30
Urbano
Centro Vila Brasil 30 0,167 0,5 0,333 0,024
Vila Casoni 30 0,667 0 0,333 30
Londrina 330 0,3 0,363 0,337 24,372

8 *Equilibrio de Hardy-Weinberg: teste do Chi-quadrado com grau de liberdade 1



Tabela 3. Numero de individuos observados para cada haplétipo em amostras de onze populacdes de Aedes aegypti de Londrina.

Localidade HL | H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 | H10 | H1l | H12 | H13 | H14 | H15 | H16 | H17 | Total
Maria Cecilia 16 | 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
Aquiles Stenghel | 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
Unido da Vitéria | 0 0 0 0 0 16 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
Parque das ol o 0 4 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20

Industrias
Armindo Guazzi | 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
Vila Ricardo 0 0 0 0 16 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 20
Bandeirantes 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 8 6 4 0 0 0 0 20
Leonor 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 9 5 4 0 0 0 0 20
Centro Social 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 4 0 2 2 2 0 20
Urbano

Vila Brasil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 20
Vila Casoni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 18 20
Total 16 | 2 2 28 52 16 2 2 2 2 47 15 8 4 2 2 18 220
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Discusséao

O LIRAa é utilizado no Brasil com objetivo de avaliar a densidade larvaria
do mosquito Aedes aegypti. Esse levantamento apresenta, de maneira rapida e
segura, os indices prediais (percentual de edificios positivos (com a presenca de
larvas do mosquito) e de Breteau (relacdo entre 0 nUmero de recipientes positivos e
o numero de imdveis pesquisados). Ele é empregado como instrumento de
avaliacdo dos resultados das medidas de controle, pois inclui dados referentes aos
tipos de recipientes, tornando possivel redirecionar e/ou intensificar algumas
intervencdes e também alterar as estratégias de controle adotadas [30]. indices
superiores a 4% demonstram risco de surto de dengue. Em Londrina, no ano de
2017, dentre os quatro levantamentos realizados no ano, somente em um deles a
cidade n&o apresentava risco de epidemia de dengue (Tabela 4). No ano de 2018, o
primeiro levantamento do LIRAa demonstrou um indice elevado, onde a cada 100
casas vistoriadas pelos agentes, 12 apresentaram focos do mosquito. Este foi o
segundo maior indice registrado na cidade desde 1988 [31]. Apesar dos dois ultimos
levantamentos do ano nao apontarem alerta de risco, o Ultimo se demonstra
alarmante, pois esta muito proximo ao limite de tolerancia. Esses dados demonstram
a necessidade de monitoramento e politicas de controle do vetor na cidade.

Tabela 4. indices do Levantamento Rapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa) em Londrina em
2017 e 2018, informados pela 172 Regional de Saude de Londrina. Os valores destacados com
asterisco demonstram indices de alerta de risco de surto de dengue em Londrina.

Ano 1°LIRAa  2°LIRAa 3°LIRAa 4°LIRAa
2017 4,1* 53* 0,50 4,30*
2018 12,1* 4,7* 1,6 3.9

A andlise do gene ND4 demonstrou uma diversidade haplotipica elevada
(Hd = 0,862) se comparada com um estudo anterior realizado na cidade de Londrina
(Hd = 0,730) [15] e em Foz do lguagu, outra cidade do Estado (Hd = 0,131) [14]. A
diversidade genética foi baixa (1m = 0,005) se comparado com resultados observados
em outras populagdes do Parana (1m = 0,015), o que pode estar ocorrendo devido ao
dominio de alguns haplétipos mais raros, como os haplétipos H2-H3, H7-H10 e H15-
16. Exceto alguns haplétipos (H4, H5, H11 e H12), todos os outros séo de regides
exclusivas, demonstrando a particularidade de cada regido da cidade de Londrina
(Figura 1).

O baixo fluxo génico observado entre as populacdes de Londrina (Nm =
0,14), assim como a diferenciacéo elevada (77,9%) demonstram uma formacéo de
populacdes estruturadas (diferenciadas). O valor elevado e significante de Fs; = 0,78
(indice de fixagdo) também reafirma essa estruturacdo. Esses resultados sugerem
que as populacdes estdo sob influéncia de deriva, que atua no aumento da variacao
genética entre as populagdes.

Medidas quimicas usadas nos programas de controle de vetores afetam a
diversidade genética das populacdes de Ae. aegypti, e como resultado, podem
induzir alteracbes genéticas através de efeitos de gargalo e deriva [32]. Na América
do Sul, em paises como Brasil, Argentina, Guiana Francesa, Colémbia, Peru e
Venezuela, sucessivos programas de controle implementados nos ultimos anos para
erradicar o Ae. aegypti e controlar a dengue e outras arboviroses, ocasionaram
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efeitos demogréficos que levaram a uma intensa deriva genética e um elevado nivel
de diferenciacdo genética em escalas continental e local [32, 33]. Além disso, esses
efeitos de deriva podem ser explicados devido a prépria caracteristica biolégica do
mosquito vetor: as fémeas realizam uma fraca dispersdo, que nao ultrapassa
algumas centenas de metros durante sua vida, se estabelecendo em regibes
restritas [34]. A possibilidade de dispersao dos mosquitos a longa distancia ocorre
somente de forma passiva (ovos e adultos transportados em automoveis e
transporte publico; recipientes com ovos sendo movidos para diferentes localidades),
0 que pode explicar a coexisténcia de alguns haplo6tipos em diferentes localidades.

Em relacdo as mutacfes de resisténcia kdr a piretroides, as elevadas
frequéncias dos alelos mutantes observadas em grande parte das populagdes
avaliadas séo preocupantes, pois os polimorfismos tém tendéncia a aumentar de
frequéncia se a pressao de selecéo for constante, podendo eventualmente atingir a
fixagcdo [35]. No presente estudo, considerando todos os pontos em geral, os alelos
de resisténcia kdr apareceram em uma frequéncia de 50% para a mutacao
Vall016lle e 48% para a mutacdo Phel534Cys. Apesar do alelo dominante ainda
apresentar maior frequéncia que o recessivo mutante em algumas localidades, como
nas localidades 8, 9 e 11 para a mutagédo Vall016lle e 5, 7, 9 e 10 para a mutagao
Phel535Cys, € valido ressaltar que a heterozigosidade deve ser levada em conta. A
regido Oeste, por exemplo, possui uma frequéncia elevada do gendétipo heterozigoto
para ambas mutacdes (Tabelas 2 e 3), e que, apesar de ndo conferir o fendtipo de
resisténcia, carrega o alelo resistente que pode ser transferido pelos mosquitos ao
longo das geragoes.

Em algumas localidades, a frequéncia alélica se mostrou equivalente: nos
pontos 5 e 6 para a mutacdo Vall0l6lle e nos pontos 4 e 8 para a mutacao
Phe1534Cys. E valido ressaltar a particularidade de algumas localidades da cidade:
no ponto 10 (Centro Social Urbano), ha uma maior frequéncia do alelo lle*" que do
alelo Val*, enquanto a frequéncia do alelo Cys*"" é menor que de Phe*. No ponto 11
(Vila Brasil), isso ocorre de forma contraria: ha uma maior frequéncia do alelo Val*

que do alelo e, enquanto que a frequéncia do alelo Cys™ é maior que de Phe".

Nos ultimos anos, como uma alternativa ao uso de inseticidas e um
auxilio ao monitoramento, outras formas de controle tém sido introduzidas no Brasil.
Alguns compostos naturais, como 6leos essenciais, sdo potenciais larvicidas contra
o Ae. aegypti [36, 37, 38]. A vantagem desses compostos é o fato de demonstrarem
efeitos prolongados apos a sua aplicacao, além de serem inofensivos para humanos
(muitos séo utilizados como aromatizantes na industria alimenticia). Outra alternativa
considerada foi a introducdo da bactéria Wolbachia, capaz de reduzir pela metade o
tempo de vida de um mosquito adulto e ocasionando incompatibilidade
citoplasmatica completa, o que resulta em uma progénie estéril [39, 40]. Ainda ha o
emprego de estratégias aliadas a genética, como a liberacdo de mosquitos
transgénicos. O objetivo dessa estratégia consiste em reduzir ou mesmo eliminar
espécies de mosquitos por meio do desenvolvimento de genes letais ou capazes de
tornar os insetos estéreis, além da transformacéo ou substituicdo da populacado, por
meio da introducdo de um gene efetor para reduzir ou bloquear a transmissédo da
doenca na populacao selvagem [41, 42].
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Os resultados observados no presente trabalho demonstram que o gene
mitocondrial ND4 é uma ferramenta importante na epidemiologia molecular, ao
demonstrar a distribuicdo de haplétipos na cidade e a diferenciagdo das populagdes,
aliado a presenca e padrbes de distribuicdo de mutacOes de resisténcia a
piretroides. Dessa forma, esses marcadores podem colaborar para intervencfes dos
programas de controle em diferentes localidades da cidade de maneira direcionada.
Além disso, os dados demonstram uma necessidade de se utilizar estratégias
alternativas, algumas ja disponiveis, ao uso de inseticidas piretroides.
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CAPITULO 2

“Estudo genético populacional em Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
no campus da Universidade Estadual de Londrina, Parana (Brasil)”

Este artigo serd submetido a publicacdo na revista Parasites & Vectors
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Resumo

Aedes aegypti é vetor dos quatro sorotipos do virus da dengue. O monitoramento do
mosquito aliado a estratégias de controle especificas ainda € o método mais eficaz
para evitar a transmissdo dos virus, que ocorre durante o repasto sanguineo. No
Brasil, a aplicacdo de inseticidas piretroides é realizada como forma de controle, a
fim de eliminar mosquitos adultos. Porém, o uso doméstico e indiscriminado desses
compostos pode ocasionar a selecdo de variedades alélicas resistentes. A
Universidade Estadual de Londrina (UEL), esta localizada na cidade de Londrina,
uma das cidades com maiores indices de infestacdo de Ae. aegypti do Parana e
com maior niumero de casos de dengue e outras arboviroses no Sul do Brasil. A
Universidade abriga uma comunidade muito diversa, originaria de diferentes regides
da cidade e do Pais. Sendo assim, o presente estudo avaliou duas mutacdes de
resisténcia a inseticidas piretroides (Vall01l6lle e Phel534Cys) e variabilidade
genética (gene mitocondrial ND4) em populagfes naturais de Ae. aegypti no campus
da UEL em trés localidades. Dez haplotipos foram observados na andlise do gene
ND4. A frequéncia do alelo recessivo de resisténcia kdr 1016lle foi de 57,3% e de
1534Cys foi de 62,2%. Em relacdo ao monitoramento do vetor, 3.321 ovos foram
coletados nos trés centros, com indice de positividade de armadilhas de 54%. Esses
resultados demonstram uma elevada presenca de alelos de resisténcia a piretroides
e evidenciaram a diferenciacédo e estruturacdo genética entre de cada centro. Além
disso, o trabalho demonstrou que o uso de piretroides dentro do campus
possivelmente ndo seria uma ferramenta viavel e evidenciou a necessidade do uso
de mais de uma ferramenta de avaliagdo, monitoramento e controle, pois ainda nao
h& uma estratégia Unica e eficaz no controle de Ae. aegypti.

Palavras-chave: resisténcia knockdown; piretroide; canal sodio-voltagem
dependente; DNA mitocondrial; gene ND4.

Introducéo

Dengue, Zika e Chikungunya sao infecgbes virais que compartilham o
mesmo inseto vetor, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). A¢des antropicas colaboraram
para a disseminacdo do mosquito na area urbana e sua expansao descontrolada. A
espécie acumula-se em locais com potencial para acumulacdo de agua, a exemplo
de reservatoérios [1], pneus descartados [2], calhas entupidas, materiais reciclaveis,
vasos de plantas, garrafas, reservatorios de &gua externo de refrigeradores,
recipientes de ar condicionado [3], algumas espécies de bromélias no ambiente
urbano entre outros [3-5].

O monitoramento com controle especifico do vetor nas fases de ovos e
larvas € a melhor forma de evitar surtos das doencas [6, 7]. A metodologia de
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monitoramento utilizada no Brasil é o LIRAa (Levantamento Rapido de indices para
Aedes aegypti) [8], que identifica os criadouros predominantes e a situacdo de
infestacdo do municipio a cada trés meses e permite o direcionamento das acdes de
controle para as areas mais criticas. Entretanto, poucas sdo as estratégias de
educacao para saude e acles efetivas de controle do mosquito [9-12].

Com o objetivo de eliminar os adultos, a utilizacdo de inseticidas
piretroides, um composto quimico sintético presente na composicdo de repelentes e
inseticidas de uso domeéstico, € comum no Pais. Porém, o uso desenfreado desses
compostos por campanhas governamentais e por aplicacdo doméstica
descontrolada ocasiona a selecdo de insetos altamente resistentes [13]. Desde 2000
0s piretroides sdo utilizados no Brasil e poucos anos depois a resisténcia dos
mosquitos ja foi documentada [14, 15].

Esses inseticidas agem em proteinas transmembrana do canal de sédio
voltagem-dependente (Na,) deixando-o na conformacdo aberta, ocasionando a
propagacédo continua do impulso nervoso e a consequente morte do mosquito [9].
Porém, algumas mutacdes em Na, reduzem a ligacdo aos piretroides, conhecidas
como mutacdes kdr (knockdown), ocasionando a perda imediata da coordenacao
dos insetos quando em exposicdo aos inseticidas e a recuperacéo logo apoés o efeito
dos mesmos [16].

O conhecimento sobre a distribuicdo de mutacdes de resisténcia e
diversidade genética é importante, pois populacdes que sofrem presséao de selecao
com inseticidas quimicos podem ter sua estrutura genética alterada, assim como sua
capacidade e competéncia vetorial [17]. Além disso, de maneira integrada podem
fornecer informagdes para melhoria das agdes de monitoramento e controle do
vetor, reduzindo a transmissdo de virus como o da dengue [18]. Uma ferramenta
importante que tem sido utilizada nas Ultimas décadas tanto para inferir a
diversidade genética e avaliar o fluxo génico de Ae. aegypti € a andlise do DNA
mitocondrial [19-22]. Um gene mitocondrial comumente utilizado em estudos
populacionais do mosquito € o ND4, que codifica a subunidade 4 da enzima NADH
desidrogenase, importante no processo de fosforilacdo oxidativa e geracao de ATP.

A Universidade Estadual de Londrina (UEL) é uma instituicdo de ensino
superior publica, localizada na cidade de Londrina, Estado do Parana (Brasil). Sua
comunidade interna engloba estudantes de graduacgdo, pos-graduacgéo e servidores,
que totalizam aproximadamente 23.000 pessoas (PRORH-UEL 2018), além de
atender a comunidade externa em seus Orgdos complementares. A circulacdo de
pessoas dentro do campus da Universidade é elevada e a diversidade da
comunidade interna é grande por se tratar de um ambiente universitario, muitas
pessoas sao originarias de diferentes regies da cidade de Londrina e de outros
Estados do Brasil. O campus esta dividido em nove centros de estudos e diversos

orgaos de apoio e de servigos.

Devido a dimensdo do campus (1.500.017,33 metros quadrados) e a
grande circulacdo de pessoas, 0 monitoramento de Ae. aegypti € continuo,
utilizando-se ovitrampas para eficiente acompanhamento e tomadas de agOes
especificas [23, 24]. Além disso, existem diversos relatos sobre a ocorréncia de
dengue, sendo associada a contaminacdo por mosquitos do campus (Inf. pessoal).

Diante disso, diferentes ferramentas de andlise da estrutura populacional
sdo de grande importancia para o conhecimento sobre o comportamento dos
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vetores, além de fornecer base para o desenvolvimento de novas estratégias de
controle. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar a variabilidade genética
de Ae. aegypti de trés localidades dentro da Universidade Estadual de Londrina
utiizando o gene ND4 e avaliar a presenca de mutacdes de resisténcia kdr no
campus.

Material e métodos
Coleta

Trés localidades foram selecionadas para instalagdo de armadilhas de
oviposigédo dentro do campus da Universidade Estadual de Londrina: o Centro de
Ciéncias Bioldgicas (CCB), a Biblioteca Central (BC) e o Centro de Estudos Sociais
Aplicados (CESA). Sao locais equidistantes (aproximadamente 500 m) com
influéncias antropicas distintas (Figura 1). O CCB e a BC estao circundadas por
outros prédios, com grande fluxo de pessoas e o CESA, caracteriza-se como area
limitrofe entre os prédios do campus e ambiente de fragmento florestal, devido a
suas proximidades com o bosque da universidade.

A obtencao dos ovos de Aedes aegypti foi realizada segundo Depoli et al.
(2016) [23]. Vasos plésticos de coloracao preta com capacidade de 500 mL foram
utilizados como armadilhas para oviposi¢cdo. Em seu interior foram adicionados 300
mL da mistura atrativa para os mosquitos, fluido constituido por 250 mL de agua
destilada e 50 mL de agua fenada obtidas através da adicdo de 34 g de capim
Colonido [Megathyrsus maximus (Jacq.)] em 8 L de agua, fermentado por cinco dias
em balde plastico na temperatura ambiente. No interior das armadilhas foi
introduzido um filete de Duratree de 15 x 3 cm. Os ovos foram coletados entre os
meses de novembro e dezembro de 2017. As instalagbes das ovitrampas permitiram
determinar o indice de densidade vetorial que é a média de ovos (IDV), de
positividade de ovos (IPO), que €& a porcentagem expressa pelo numero de
ovitrampas positivas dividida pelo numero total de ovitrampas instaladas. Da mesma
forma, foi calculado o indice de densidade de ovo (IDO), que € a relacdo entre
namero de ovos sobre o numero de ovitrampas positivas [25].

No Laboratério de Entomologia Geral e Médica da Universidade Estadual
de Londrina, foram induzidos a eclosdo sendo submersos em agua destilada em
bacias plasticas (23 cm de diametro x 10cm de profundidade) coberta com microfilo
(malha 1 mm). Os insetos foram acondicionados em camara incubadora BOD a 25 +
2°C, umidade 80 + 10% com fotoperiodo 14:10 horas) e alimentacdo com racéo para
peixe (particulas de 1mm) até a obtengcdo dos adultos. Adultos foram identificados
utilizando-se capturador de Castro com auxilio de microscopio estereoscopico Opton
(40X) CH30LF100 com uso das chaves dicotomicas de Consoli e Oliveira (1994)
[26], Forattini (2002) [27] e WRBU (2018) [28] com auxilio de microscopio
estereoscopico Opton (40X). Os mosquitos foram individualmente armazenados em
etanol absoluto a -20°C para as andlises posteriores.
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Figura 1: Localizagbes georreferenciadas da instalagdo de armadilhas no campus da UEL. Fonte:
PROPLAN-UEL.

Amplificacdo do gene mitocondrial ND4

A extracdo de DNA total foi realizada segundo Aguirre-Obando et al.,
(2015) [29]. Sessenta adultos (vinte de cada localidade) foram selecionados para
avaliacdo do gene ND4. Dois primers foram utilizados na amplificagdo, um primer
universal ND4F: 5'-ATT GCC TAA GGC TCA TGT AG-3 'e um primer reverso de
ND4R: 5-TCG GCT TAG TAG TAG ATTC-3’ (Costa-da-Silva et al. 2005) [30]. As
reagcbes de PCR e sequenciamento seguiram Twerdochlib et al. (2012) [22]. O
alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado no programa BioEdit versdo 7.0.5
[31], ferramenta ClustalW [32]. As sequéncias obtidas foram comparadas com as
disponiveis no GenBank, utilizando a ferramenta TBlastx para confirmag¢do do
fragmento amplificado. A genealogia entre os haplétipos foi inferida por meio da
construcdo de uma rede de haplétipos, elaborada com o auxilio do programa
Network [33]. A diversidade genética e os testes de neutralidade (D de Tajima e Fs
de Fu) foram calculados no programa DnaSP verséo 6 [34]. A analise de variacao
molecular (AMOVA) foi realizada com o programa Arlequin versdo 3.5 [35]. A
estrutura populacional foi determinada usando o indice de fixacdo de Wright (Fsr,
Wright 1921) e fluxo génico (Nm) foi obtido pelo programa Arlequin 3.5 [35].

Genotipagem dos sitios Na, 1016 e 1534 de Ae. aegypti

Para a mutacdo VallOl6lle foram utilizados os seguintes primers:
1016Val 5-GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCA CAA ATT GTT TCC
CAC CCG CAC CGG-3, 1016lle 5-GCG GGC ACA AAT TGT TTC CCA CCC GCA
CTG A-3’ e um reverse comum para ambos 5’-GGA TGA ACC GAA ATT GGA CAA
AAG C-3'. As condi¢des de amplificagdo ocorreram segundo Saavedra Rodriguez et
al. (2007) [16] e Martins et al. (2009) [11]. Para a mutacdo Phel534Cys foram
utilizados os primers “reverse” comum para ambos alelos 5-TCT GCT CGT TGA
AGT TGT CGA T-3', dois primers forward alelo-especificos 1534Phe” 5-GCG GGC
TCT ACT TTG TGT TCT TCA TCA TAT T-3' e 1534Cys*" 5-GCG GGC AGG GCG
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GCG GGG GCG GGG CCT CTA CTT TGT GTT CTT CAT CAT GTG-3. As
condicbes de amplificagcdo ocorreram segundo Harris et al. (2010) [36]. Para
verificacdo alelos amplificados foi preparado um gel de poliacrilamida a 10% corado
com SYBR® Safe (Kasvi:6x). Para verificacdo dos alelos amplificados para a
mutacdo Phel534Cys foi preparado um gel de agarose a 2,5%, contendo 8uL de
amostra de PCR, 5 pL do marcador e 2 pL do corante SYBR® Safe. 30 amostras de
cada localidade foram genotipadas para ambas mutacdes. Ao analisar o amplicons,
0 gendtipo e frequéncias alélicas foram calculados e o teste da hip6tese do equilibrio
de Hardy-Weinberg (HW) foi realizado.

Resultados e discussao

O produto amplificado do gene mitocondrial ND4 foi de 339pb com a
existéncia de 12 sitios polimorficos e 327 monomorficos (Tabela 1). A andlise do
fragmento amplificado resultou em 10 haplétipos (H1-H10). Os mais frequentes
foram H7 e H9 (Figura 2; Tabela 2). Os haplotipos foram definidos por quatro
transicfes: G—A (sitio 79) e T—C (sitios 118, 132 e 134) e oito transversdes: AT
(sitios 114, 279 e 290), G—C (sitios 143, 158, 167 e 317) e G—T (sitio 286). A
composicdo média de nucleotideos foi de 40,8% Adenina, 29,3% Timina, 21,8%
Citosina e 8,1% Guanina.

Tabela 1. Sitios varidveis em 10 haplétipos identificados a partir de um fragmento de 339 pb do gene
mitocondrial ND4 de Ae. aegypti.

Posi¢cdes das mudancas nucleotidicas
Haplotipo N
114 118 132 134 143 158 167 279 286 290 317
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Tabela 2. Namero de individuos observados para cada haplétipo em amostras de trés populacdes de
Aedes aegypti da UEL.

Localidade | H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 | Total

CCB 6 4 3 3 4 0 0 0 0 0 20
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BC 0 0 0 0 0 6 9 5 0 0 20
CESA 0 0 0 0 0 0 0 0 13 7 20
Total 6 4 3 3 4 6 9 5 13 7 60

H9 H10

134
132 @+ @
279 -

H2  “+ H4 158 167 H3 118 132 290 H1 158 143 H5
O=——+290—0- t b -O— | } } O F } ]
286 ™ @ : i @ i @
Hé 317 79 H7 114 HS8
O CCB
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Figura 2. Rede haplotipica para o loco mitocondrial ND4. Os circulos s&o proporcionais ao numero de
individuos observados em cada haplétipo. Em negrito os haplétipos observados. Os nimeros
representam a localizagdo dos polimorfismos.

A diversidade haplotipica foi de 0,891 + 0,016 (média + desvio padréo, n =
60), podendo ser considerada mais elevada, em comparacdo com outro estudo
realizado anteriormente na cidade de Londrina (Hd = 0,730) [22]. A diversidade
genética foi muito préxima (1r = 0,010) em comparagdo com outras populacdes do
Parana (m = 0,015). A diversidade nucleotidica observada foi de 0,0109 + 0,0006 e
de 3,702 diferengas nucleotidicas em média. Os resultados do teste de neutralidade
nao foram significativos e estavam de acordo com as suposi¢oes do modelo de
mutacé&o neutra (p > 0,10, D de Tajima 1,25761, Fs de Fu 0,897).

Nenhum dos sitios polimérficos coincidiram com os observados por
Twerdochlib et al (2012). No presente trabalho ficou evidente a exclusividade dos
haplétipos em cada localidade: H1-H5 para o CCB, H6-H8 para a BC e H9-H10 para
o CESA (Figura 2). Apesar da distancia geografica entre 0s pontos ser muito
pequena, a pressao em cada localidade é diferente e isso condiz com os resultados
obtidos.

As particularidades de cada centro estudado devem ser levadas em
consideragao. O CCB fica localizado em uma das extremidades do campus da UEL
com proximidade da rodovia e € um local de abundante constante circulagéo,
inclusive da comunidade externa, pois abriga o Hospital das Clinicas. A Biblioteca
Central fica localizada na regido central do campus, préxima ao Restaurante
Universitario e em ambos a circulacdo de pessoas € elevada, pois uma grande
parcela da comunidade interna de todos os centros frequenta essas localidades. O
CESA esté localizado em outra extremidade do campus, com uma proximidade do
Horto da Universidade, um local mais conservado e com vegetacao.

A anadlise da variancia molecular (AMOVA, Fs = 0,68, p < 0.05) indicou
elevada diferenciacdo (estruturacdo) genética. A maior variacdo ocorreu entre
populacdes (67,7%) que dentro das populagdes (32,3%). O resultado significante e
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elevado de AMOVA assim como as particularidades de cada localidade demonstram
gue podem existir diferentes pressdes sendo exercidas em cada uma. O valor baixo
de fluxo génico (Nm = 0,12) também reafirma essa possibilidade, pois demonstra
que a transferéncia desse gene entre as populacbes € mais restrita, aliada a
caracteristica bioldgica de dispersdo reduzida do mosquito [37].

Um total de 90 individuos foram genotipados para os fragmentos 1016 e
1534 do Na,. Para a mutacao Vall016lle, 17% (15) eram homozigotos dominantes
(Vallval), 52% (47) heterozigotos (Val/lle) e 31% (28) eram homozigotos recessivos
(lle/lle). As populacdes do CCB, da BC e do CESA estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e as trés populacbes da UEL estdo em equilibrio como um todo (Tabela
3). Para a mutacao Phel534Cys, 7% (10) eram homozigotos dominantes (Phe/Phe),
53% (16) heterozigotos (Phe/Cys) e 40% (12) eram homozigotos recessivos
(Cys/Cys). As populactes do CCB, da BC e do CESA estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e as trés populacées da UEL estdo em equilibrio como um todo (Tabela
4).

A presenca dos alelos recessivos de resisténcia 1016lle e 1534Cys
tiveram uma frequéncia maior nas trés populacdes avaliadas e nas trés populacdes
como um todo (Tabelas 3 e 4). A mutacdo Phel534Cys ja foi comprovadamente
relacionada a resisténcia a piretroides [38], o que torna os resultados obtidos
alarmantes. A elevada frequéncia dos gendtipos heterozigotos Val'/lle" e
Phe*/Cys“" em todas as localidades também é preocupante, pois, apesar de ambos
genotipos ndo conferirem o fenotipo de resisténcia, carregam o alelo de resisténcia
que pode ser transferido pelos mosquitos ao longo das geracdes. Em caso de

pressdo constante, esses alelos podem atingir a fixacéo [39].

Esses dados demonstram que a aplicacdo de inseticidas piretroides no
campus da Universidade Estadual de Londrina provavelmente ndo teriam efeito no
controle do Ae. aegypti e novas medidas devem ser tomadas, a exemplo do
monitoramento continuo com método eficiente como as ovitrampas que podem
complementar o LIRAa (evitando assim o0 uso de inseticidas sintéticos). Caso isso
ocorra a aplicacéo de inseticidas, e sabendo-se da relevante presenca de alelos que
conferem resisténcia, ha necessidade de utilizar outros compostos adulticidas de
forma racional.

Tabela 3. Frequéncia genotipica da mutacéo Vall1016lle do Na, de Ae. aegypti das trés localidades e
da UEL como um todo.

_ Frequéncia genotipica Frequéncia alélica g+
Localidade N© vavar  variie  lefiiekr p q X
Centro de Ciéncias 30 0.1 0,6 0,3 0,4 0,6 1,875

Bioldgicas
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Biblioteca Central 30 0,3 0,367 0,333 0,48 0,51 2,12

Centro de Estudos

Sociais Aplicados 30 0,1 0,6 0,3 0,4 0,6 1,875

UEL 90 0,167 0,522 0,311 0,427 0,573 0,4

*Equilibrio de Hardy-Weinberg: teste do Chi-quadrado com grau de liberdade 1 (p>0,05).

Tabela 4. Frequéncia genotipica da mutacdo Phel534Cys do Nav de Ae. aegypti das trés localidades
individualmente e da UEL como um todo.

Frequéncia

Frequéncia genotipica b
Localidade N a g P alélica EI;|(\2N*
Phe/Phe*  Phe*/Cys""  Cys/Cys*" p q
centro de Ciéncias 5, g g7 0,533 0.4 0333 0667 12
iolégicas
Biblioteca Central 30 0,2 0,5 0,3 0,45 0,55 0,003
Centro de Estudos 55 (g7 0,567 0,366 035 065 1,807

Sociais Aplicados

UEL 90 0,111 0,533 0,356 0,378 0,622 1,627

*Equilibrio de Hardy-Weinberg: teste do Chi-quadrado com grau de liberdade 1 (p>0,05).

Nos dois meses de levantamento de mosquitos (novembro e dezembro de
2017) coletou-se 3.321 ovos nos trés Centros (Tabela 5). O indice de Positividade
de armadilhas foi de 54%. A relacdo das densidades de ovos e a situacdo de
infestacdo observados comprovam que o Ae. aegypti esta presente em proporcdes
semelhantes de infestagdo em todo o campus conforme teste de Kruskal-Wallis (p =
0,77; H = 0,5218). Essa importante relacdo de infestacdo por armadilhas que € um
método sensivel para deteccdo do vetor [40], com os demais dados relacionados as
populacdes de Ae. aegypti das trés localidades, deixam claro que o mosquito sofre
pouco deslocamento em uma pequena area, pois CCB, BC e CESA séao
equidistantes em cerca de 550 metros.

Tabela 5. Numero de ovos coletados nas diferentes armadilhas instaladas nos centros de estudos da
UEL com os indices de infestacdo durante novembro e dezembro de 2017. indice de infestacéo
criado pelo Laboratdrio de Entomologia Geral e Médica conforme densidade de ovos encontrados no
més (até 20 — Satisfatorio; 21-35 — Alerta e acima de 35 — Risco).

Sit aod
IDV* IPO** (%) IDO** Total de Ovos tuagao de
Centro Infestacédo
Nov. Dez. Nov. Dez. Nov. Dez. Nov. Dez. Nov. Dez.
CCB 22,2 14,4 71,8 45 30,9 321 712 289 Alerta Alerta

(0-90) (0-73)
BC 22,4 18 55,5 57,8 40,3 31 807 342 Risco Alerta
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(0-80)  (0-91)

2 1 . - .
CESA (0-52) (06:3’32) 17,5 76,4 5,9 81 118 1053 Satisfatorio Risco
*IDV-Indice de densidade vetorial (média de ovos)
**|PO-indice de positividade de ovos
**|DO-Indice de densidade de ovos

Outra situacdo importante é a questao da resisténcia ao gene kdr. Os
mosquitos coletados nos centros que estao nos limitrofes da Universidade (CCB e
CESA) sofrem acao externa principalmente pela populacdo com uso de piretroides,
e 0s resultados demonstraram esse uso por meio da elevada frequéncia de alelos de
resisténcia. Na Biblioteca Central (BC), area de uso comum na Universidade por sua
comunidade interna, ndo se utiliza ou se aplica de forma institucional piretroide para
controle de mosquitos, jA& que a Universidade mantém um programa de
acompanhamento continuo e interdisciplinar com foco no monitoramento do vetor
(GT Aedes UEL — portaria 1302/2016). Sendo assim, é possivel sugerir que possa
estar ocorrendo a entrada desse composto sintético nessa localidade de alguma
outra forma externa.

No presente trabalho também fica nitido que mesmo em local de
monitoramento continuo com ovitrampas e realizagdo de outras a¢cfes educacionais
de forma constante, o Ae. aegypti estd presente. Suas populacbes tendem a ser
estruturadas e distintas geneticamente com baixo fluxo génico. Assim como o Na,, 0
gene ND4 pode estar sofrendo influéncias de produtos sintéticos, dado que essas
medidas quimicas utilizadas em programas de controle de Ae. aegypti afetam a
diversidade genética das populagdes do mosquito [18].

Sendo assim, o monitoramento do vetor, sua variabilidade genética e
mutacdes relacionadas a resisténcia devem ser levados em consideragdo mesmo
em pequenas areas. Isso porque, as populacdes podem ter respostas diferentes
guando ocorrem as agOes de controle por piretroides, elevando-se assim a
complexidade de um controle efetivo. Ac¢bes integradas como as realizadas no
presente estudo devem ser levadas em consideragcdo junto aos planos de
monitoramento e controle de Ae. aegypti para uma eficiéncia de redugcao do vetor,
reduzindo também a circulagédo viral.
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CONSIDERACOES FINAIS

A analise das diferentes populacdes de Aedes aegypti da cidade de

Londrina permitiram concluir que:

7/
L X4

Em relagdo ao gene ND4, um elevado numero de haplétipos foi
encontrado e as populagdes avaliadas estdo geneticamente estruturadas
e com um baixo fluxo génico;

As mutagbOes Vall016lle e Phel534Cys estdo presentes na cidade de
Londrina, demonstrando que a aplicagcdo do inseticida piretroide pode
nao apresentar o resultado esperado no municipio;

As frequéncias dos alelos que conferem resisténcia sdo elevadas,
demonstrando a necessidade de uma avaliagdo de outras possiveis
mutacdes na cidade e de uso de estratégias alternativas de controle do
mosquito adulto;

O gendtipo heterozigoto € muito evidente nas populacfes avaliadas e
torna os resultados preocupantes, pois esses alelos de resisténcia
podem ser transferidos para as préoximas geracfes do mosquito e atingir
a fixacao;

A Universidade Estadual de Londrina apresentou um elevado indice de
ovos do mosquito no periodo avaliado, demonstrando que mesmo em
um ambiente monitorado, o Ae. aegypti esta presente e apresenta risco
alto de infestacéo;

A cidade de Londrina, uma cidade com alto grau de urbanizacdo e com
elevada densidade demogréfica e condigbes climéticas propicias para o
desenvolvimento do mosquito, necessita de um monitoramento genético

aliado ao LIRAa e campanhas de conscientizacao da populacéao.
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