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Resumo

Introducdo: Os mosquitos do género Aedes, em especial 0 Aedes aegypti possuem maior prevaléncia em paises tropicais
e por estarem localizados em ambientes urbanos, atualmente sdo considerados os principais vetores de arboviroses
como a Dengue, Zika, Chikungunya, Febre Amarela, entre outras. A Dengue é uma das doengas mais abrangente e
preocupante para a salde publica, por ser caracteristica de uma epidemia sazonal, e pelo fato de muitos inseticidas
usados em carros fumacé ndo apresentarem mais eficacia contra o vetor, o que dificulta o seu controle, este estudo teve
como objetivo analisar o perfil genético de larvas do Aedes aegypti baseado na detecgdo do gene mtDNA NADH4, e
analisar possiveis mutagdes kdr no gene que codifica os canais de sodio relacionados & resisténcia a inseticidas.
Materiais e método: A pesquisa da mutacdo kdr foi analisada baseado na técnica de polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (PCR-RFLP). Resultados: Das 52 amostras analisadas, 24 apresentaram polimorfismo de bandas
na corrida em agarose, confirmando a mutagdo. Conclusdo: Os resultados obtidos no presente estudo indicaram a
presenca de quase 50% de larvas com mutacdo para resisténcia.

Palavras-chave: Dengue; Mosquito; Arbovirus; Piretroides.

Abstract

Introduction: Mosquitoes of the genus Aedes, especially Aedes aegypti, have a higher prevalence in tropical countries
and because they are located in urban environments, they are currently considered the main vectors of arboviruses such
as Dengue, Zika, Chikungunya, Yellow Fever, among others. Dengue is one of the most widespread and worrying
diseases for public health, as it is characteristic of a seasonal epidemic, and because many insecticides used in
smokeless cars are no longer effective against the vector, which makes its control difficult, this study aimed to analyze
the genetic profile of Aedes aegypti larvae based on the detection of the mtDNA NADH4 gene, and to analyze possible
kdr mutations in the gene that encodes sodium channels related to resistance to insecticides. Materials and method: The
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kdr mutation research was analyzed based on in the restriction fragment length polymorphism technique (PCR-RFLP)
Results: Of the 52 samples analyzed, 24 presented showed polymorphism of bands in the agarose run, confirming the
mutation Conclusion: The results obtained in the present study indicated the presence of almost 50% of larvae with
mutation for resistance.

Keywords: Dengue; Mosquito; Arbovirus; Pyrethroids.

Resumen

Introduccion: los mosquitos del género Aedes aegypti tienen una mayor predominancia en paises tropicales y por estar
ubicados en ambientes urbanos, actualmente son considerados los principales vectores de arbovirus como Dengue, Zika,
Chikungunya, Fiebre Amarilla, entre otros. El dengue es una de las enfermedades mas extendidas y preocupantes para
la salud publica, por ser caracteristico de una epidemia estacional, y porque muchos insecticidas utilizados en los
automaviles sin humo ya no son efectivos contra el vector, lo que dificulta su control, este estudio tuvo como objetivo
analizar el perfil genético de larvas de Aedes aegypti a partir de la deteccidon del gen mtDNA NADH4, y analizar
posibles mutaciones kdr en el gen que codifica los canales de sodio relacionadas con la resistencia a insecticidas.
Materiales y método: La investigacion de mutaciones de kdr se analiz6 en base a la técnica de polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). Resultados: De las 52 muestras analizadas, 24 mostraron polimorfismo de
bandas en la corrida de agarosa, lo que confirma la mutacién. Conclusion: Los resultados obtenidos en el presente
estudio indicaron la presencia de casi un 50% de larvas con mutacién de resistencia.

Palabras clave: Dengue; Mosquito; Arbovirus; Piretroides.

1. Introducéo

Representantes da familia Culicidae, sdo insetos muito associados a doencas que atingem o ser humano, sendo
encontrados em varias regides do mundo, principalmente em paises de climas considerados tropicais e subtropicais. Estes
mosquitos sdo de grande importancia médica, pois sdo vetores de varios virus que afetam a salde humana. Os mosquitos do
género Aedes, em especial a especie Aedes aegypti (A. aegypti) sdo os principais vetores de arbovirus como dengue, zika,
chikungunya e febre amarela, a espécie é conhecida principalmente pela transmissdo da dengue e a febre hemorragica da
dengue. O mosquito A. aegypti € originario do continente africano, da regido da Etidpia, prevalecendo em paises tropicais e
facilmente localizado em ambientes urbanos, no qual atua com picos de atividade diurnos. Como se trata de um mosquito de
habitos diurnos, a sua coloragdo é mais “viva”, do que os insetos hemat6fagos, isso mostra 0 quanto sua evolugdo estd
estritamente ligada aos seres humanos e ao ambiente urbano, isso possibilitou que ele sofresse mudancas e diversidade
filogenética. A caracteristica morfoldgica deste inseto é bem distinta e marcante, o A. aegypti tem como predominante a sua
coloracdo em café escuro, com o0 térax escuro e varias listras brancas no corpo (Akhir et al.,2022; Fonseca, 2016; Taveira,
Fontes & Natal, 2001; Natal, 2002; Silva et al., 2021).

As fémeas do A. aegypti sdo autégenas, ou seja, s6 produzem seus ovos apOs ingerirem sangue, para atingir a fase
gravidica e realizar a ovoposicdo. A fémea do A. aegypti, realiza sua ovoposi¢do em meio liquido, qualquer pequeno recipiente
serve para a postura dos ovos da fémea, que se fixam na parede do recipiente. Por este motivo, houve uma boa adaptacdo com
0 ambiente de cidades, onde é comum o descarte de embalagens de diversos materiais que sdo encontrados na forma de entulho
(Silva, Zilda & Scopel, 2007). Com o0s ovos postos, a fémea continua a procura de hospedeiros para produzir mais ovos. Todo
esse processo é conhecido como ciclo gonotréfico (Andrade, 2018). A fémea pode se alimentar do sangue do hospedeiro ja
infectado por algum virus, como a dengue, e entdo dissemina para outros hospedeiros (Matthews et al., 2016).

O numero de casos de dengue cresce a cada ano, e diferentes hipdteses tém surgido para explicar essa ocorréncia.
Uma delas relata o fato de que a resisténcia do A. aegypti aos produtos quimicos pode favorecer o aumento das populagoes de
mosquitos, resultando no aumento dos casos da dengue. Por isso, é importante investigar a sensibilidade das diferentes
populagBes para 0s agentes quimicos, a fim de ter sucesso na eliminacdo dos mosquitos e diminuir a transmissdo da doenca
(Luna, 2004).

Os principais métodos de combate ao A. aegypti sdo baseadas na utilizacdo de produtos quimicos e biolégicos que

visam a morte dos mosquitos. No Brasil, desde sua reinsercdo na década de 70, tem sido a utilizacdo de inseticidas piretrdides
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e organofosforados, porém, os mosquitos ja apresentam resisténcia. Os piretroides também sdo utilizados em inseticidas
domésticos e seu uso pode favorecer a pressao seletiva dessa espécie (Akhir et al. 2022; Macoris et al. 1999).

As mutagdes nos canais de sdédio voltagem dependente (Na,) frequentemente leva a resisténcia a inseticidas
piretroides, o Nay sdo proteinas transmembrana de canal de sédio voltagem dependentes compostas por quatro dominios
homoélogos (I-1V), destes, com seis segmentos hidrofébicos (S1-S6) cada, presentes em ax6nios neuronais. A mutagcdo Nay
reduz a ligacdo com os inseticidas piretréides, e ao serem expostos ao inseticida ocasiona a perda imediata da coordenacédo dos
insetos, mas logo em seguida se recuperarem, esse efeito é conhecido como resisténcia knockdown (kdr) (Lopes et al, 2021).

A variabilidade genética resulta da sua habilidade de adaptacdo de um organismo, sendo necessaria no entendimento
da sua histéria evolutiva em populacdes de mosquitos e a epidemiologia da doenca. A tentativa de dizimacdo desses insetos
pode ser um fator que corrobora para 0 aumento na diversidade genética do A. aegypti, por exemplo, devido a sua capacidade
de moldar-se ao ambiente. Além de que o convivio com a espécie humana, migrando-se de um local a outro, pode ser uma
grande influéncia nas caracteristicas genéticas destes dois insetos. O compreendimento da estrutura genética de uma populagéo
é fundamental para entender a dindmica das populacdes, sua resisténcia e adaptacdo ecoldgica. Para o estudo da variabilidade
genética dos mosquitos A. aegypti utiliza-se técnicas de sequenciamento genético (Guedes, 2006; Lima, 2010; Lopes et al.
2021).

O DNA mitocondrial é utilizado em estudos genéticos e populacionais por ter um genoma pequeno e circular, com
aproximadamente 16 kb com 37 genes, apresenta heranga materna e auséncia de recombinagdo, possui uma regido nao
codificadora, ricaem A e T em invertebrados e se comparado ao DNA nuclear apresenta alta taxa evolutiva (Arias, Francisco,
& Silvestre, 2003; Fantinatti, 2009; Mareelli, 2011; Souza, 2005). Dentro do mtDNA do A. aegypti ha locais ja utilizados como
marcadores para realizar a técnicas de variabilidade genética. Urdaneta-Marquez et al. (2008) utilizaram marcadores genéticos
do gene mitocondrial NADH e SNPs de 11 loci nucleares em um estudo com mosquitos originarios de seis regifes da
Venezuela, seus resultados indicaram que havia isolamento por distancia entre as cole¢@es e susceptibilidade dos mosquitos a
infecgdo pelo virus tipo 2 da dengue. A subunidade do gene codificador da nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase
(NADH) acumula rapidamente mudangas de bases, com a deteccdo da movimentacdo do vetor e a presenca de haplétipos
Gnicos em resposta a pressao seletiva.

O mosquito A. aegypti é o principal transmissor de arboviroses nos centros urbanos, sendo o virus da dengue o0 mais
abrangente e preocupante para a salde publica, principalmente por possuir a caracteristica de ser uma epidemia sazonal.
Estudos revelam que muitos inseticidas usados em carros de fumacé ja perderam a eficacia para a eliminacéo deste inseto, o
que dificulta o seu controle. Desta forma, avaliar as diferencas filogenéticas de populagdes de diferentes regiGes é relevante
para aumentar a efetividade no controle populacional do A. aegypti, além de auxiliar na analise epidemioldgica da regido de
Foz do Iguagu.

Sendo necessario analisar o perfil genético dos mosquitos Aedes aegypti baseado na técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (PCR-RFLP), genes mtDNA NADH4, e pesquisar possiveis mutacdes kdr no gene que

codifica os canais de sédio relacionados a resisténcia a inseticidas.

2. Metodologia

As coletas das amostras foram realizadas pelos profissionais do CCZ (Centro de Controle de Zoonoses) do municipio
de Foz do lIguacu (PR) por meio de armadilhas posicionadas em locais estratégicos. Foram analisadas 97 larvas nao
alimentadas capturadas na cidade de Foz do lguacu (PR, Brasil).

Inicialmente foi realizada a extracdo de DNA gendmico de um Unico individuo, utilizando a metodologia proposta por

Ayres et al. (2003), descrita a seguir.
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Em cada eppendorf foi colocado um mosquito A. aegypti e 400ul de Tampdo de Lise (Tris 10mM, NaCl 0,4M e
EDTA 2mM), 72 ul de SDS 10% e 7 ul de Proteinase K (10 mg/mL), com auxilio de um bastéo a larva foi macerada. Em
seguida, os eppendorfs foram incubados a 60°C overnight. Apds este procedimento, foram adicionados 420 ul de NaCl 5M e
em seguida centrifugados a 13.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos eppendorfs contendo 700 pl
de isopropanol, para precipitagdo do DNA e foram resfriados a -20 °C por 1 hora. Apds este periodo, foram centrifugados por
20 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 500 pl de etanol 70% para lavar o pellet. Os
tubos foram novamente agitados no vortex e centrifugados por 10 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e os
tubos deixados para secar por 20 minutos em temperatura ambiente. Por fim, o pellet foi ressuspendido com 100 pl de H,O
ultrapura. Todas as amostras foram quantificadas e qualificadas quanto ao seu conteGdo DNAJ/proteinas utilizando
espectrofotdmetro UV.

Uma regido do mtDNA, o NADH4, foi alvo deste trabalho conforme demonstrado na Figura 1. Parte do gene que
codifica para a subunidade 4 da nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase (NADH4) mitocondrial foi amplificada
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A regido NADH4 possui 1344 pares de base e tem um produto

amplificado de 376 pb (Figura 1).

Figura 1 - Sequéncia completa do gene mtDNA do Aedes aegypti.
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Imagem ilustrativa do gene mMNAHD4 em que é possivel observar o local e seu nimero de pares de bases utilizado para as analises da
variabilidade genética do Aedes aegypti. Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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A reacdo de PCR para os primers ND4f / ND4r foram realizadas com um volume final de 25 pL contendo 5 uL do
tampédo de reacdo, 2 mM MgCl;, 0.4 mM de cada dNTP, 0.2 uM de cada primer, 1.5 U da pfu polimerase ¢ 2 uL. do DNA
extraido. O programa utilizado no termociclador Geneamp PCR System 9700 Applied biosystems® com uma desnaturagio
inicial de 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 30 s, 72°C por 1 min e uma extensao final de 72°C
por 5 min.

Os produtos gerados nas rea¢Bes supracitadas foram visualizados em gel de agarose 1,5% aplicados com o tampé&o de

corrida Blue Green Loading dye | (LCG biotecnologia). As sequéncias dos primers estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Oligonucleotideos do gene mMNADH4.

Primer Sequéncia 5'-3' Produto (pb) Referéncia
ND4f TGATTGCCTAAGGCTCATGT Gorrochoteghi-Escalante et al. (2000)
ND4r TTCGGCTTCCTAGTCGTTCAT 376

Lista dos primers (oligonucleotideos) empregados nas reacdes de PCR contendo o nome, sequéncia, nimero de pares de bases e a referéncia
utilizada. Ambos os primers foram retirados da mesma fonte e possuem o mesmo nimero de pares de bases em sua composi¢do. Fonte:
Autores.

Apos a eletroforese, foram medidas as concentragdes dos produtos da PCR por meio da analise da densidade Optica
(DO) em espectrofotdmetro. Segundo esta técnica, 0 DNA absorve luz no comprimento de onda de 260 nm. Para isso, as
amostras de DNA sdo diluidas com &gua ultrapura. Foram preparadas dilui¢des 1:100, com aliquotas de 10 pL de amostra de
DNA misturadas com 980 uL de dgua ultrapura. Para que seja estimada a concentracdo de DNA, utiliza-se a relagdo 1 DOgso =
50 pg de DNA dupla hélice, tornando possivel que a concentracdo de DNA presente na amostra possa ser obtida.

Para verificar a presenca da mutacéo, foi utilizada a técnica de polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP), nela as enzimas de restricdo cortam o DNA em regides especificas, atraves do reconhecimento da sequéncia
genética e fragmentacdo de moléculas que identificam essa sequéncia, gerando extremidades coesivas, que podem ser
detectadas por meio da digestdo do produto da PCR e anélise do tamanho dos fragmentos em gel de agarose, por meio da
técnica RFLP, no qual foi analisado o corte da dupla fita de DNA, uma vez que é observado a hibridizacdo desses fragmentos
com sequéncias homélogas do DNA sinalizado com radioatividade ou por luminescéncia. (Ferreira, 2016).

A enzima de restricdo Ssp | (Jena Bioscience), € derivada do género da bactéria Sphaerotilus, e tem como sequéncia
especifica de corte AAT/ATT, utilizada para pesquisa da mutacdo Val1016lle, resultado da substitui¢do de uma valina por uma
isoleucina (GTA-ATA).

Para reacdo de digestdo foi seguido as orientacfes segundo o fabricante das amostras da enzima de restri¢do utilizada,
enzima de restricdo Ssp | (Jena Bioscience). O volume final de reacéo utilizado foi de 50 pL, em que foram empregados 5 pL
de tampd@o universal (UB) 10 x (fornecido pelo fabricante), 1 ug de DNA de amostra, 5 unidades de enzima e completado até o
volume final com &gua ultrapura. Como a especificagdo para o ensaio exige apenas 1 pg de DNA e devido as diferentes
concentragoes de material genético quantificadas das amostras, separou-se as 52 amostras em 4 grupos, de acordo com 0s
niveis de concentragdo de DNA medidos, e, a partir disso, realizado um calculo buscando estimar a quantidade de produto de
PCR (em pL) que seria necessaria para que houvesse 1 g de DNA na reagdo de digestao.

Com os grupos organizados, foi calculada a quantidade necesséria de produto de PCR para obtencdo de 1 pug de DNA
para cada grupo. ApGs a preparacao do ensaio com a adi¢ao dos respectivos componentes, foi aguardado o periodo de digestéo,
a temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida, para inativacdo da enzima, os ensaios foram incubados a 70° C por mais

20 minutos, finalizando a reacéo, e guardados no congelador a -20° C.
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Posteriormente, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 2% corado com 7uL Safedye Nucleid Acid Stain
(Cellco), conforme mostrado na Figura 2, nela é possivel observar a presenca da mutacdo pelo corte da dupla fita de DNA

realizado pela enzima de restricéo.

Figura 2 - Corrida de amostras em Gel de agarose submetido a eletroforese 2% e corado com 7uL Safedye Nucleid Acid

Stain (Cellco) ap6s reagdo com a enzima de restri¢do Ssp | (Jena Bioscience).

Fotografia da corrida em gel de agarose realizada para confirmacéo da mutagdo kdr. A extrema direita esta localizada a curva controle, com o
nimero de pares de base em ordem crescente, de cima para baixo, de 100 a 1000 pares de bases. Nas amostras em que foram confirmadas a
mutacdo kdr, o corte realizado pela enzima de restricdo na fita de DNA, permite a visualizagdo de duas bandas na corrida das amostras no
gel. As amostras negativas para a mutagcdo demonstram apenas uma banda, com o nimero de 376 pb. Fonte: Autores.

3 Resultados e Discussao

3.1 MutacGes Kdr
Os piretroides atuam como moduladores dos canais de sddio, pela interferéncia na voltagem desses canais, a alteragdo

entre sodio e potéssio, impede a sinapse nervosa normal, provocando a paralisia no inseto, seguida da morte. O mecanismo kdr
(knockdown resistance) carrega a mutacdo no gene do canal de sodio que levam substituicdo de um aminoécido na proteina,
alterando a relacéo entre a proteina e o inseticida, por isso o efeito “knockdown”, o inseto apresenta mal-estar, mas se recupera
em seguida (Lima, 2019; Oliveira, 2019).

Das 52 amostras analisadas, 24 apresentaram polimorfismo de bandas na corrida em agarose, observando duas bandas
devido ao corte realizado pela enzima de restricdo (Figura 2). Isso significa, que essas 24 larvas de mosquitos Aedes aegypti
possuem a presenca da mutagdo kdr, que pode indicar resisténcia aos inseticidas piretrdides. Observa-se, com esses resultados,
que as mutacdes kdr estdo realmente presentes nas populacfes de Aedes aegypti na regido de Foz do Iguagu.

Piccoli (2010) registrou maior frequéncia do alelo mutante para Val1016lle, um tipo de mutagdo kdr, nas regibes
Leste, Sul e Oeste de Foz do Iguagu. E Aguirre-Obando (2016) frequéncias >55% homogeneamente do alelo kdr NaV R2, com
excecdo do estrato um em Foz do Iguagu. Este resultado se relaciona com os encontrados neste estudo, em que também foram
constatadas mutacgdes kdr nas amostras coletadas na cidade de Foz do Iguagu.

Segundo Fantinatti (2009), a mesorregido Oeste do Parana tem maior variabilidade genética devido a movimentagéo
da espécie através do fluxo humano e de mercadorias, principalmente da triplice fronteira, entre Paraguai, Brasil e Argentina,
além da contribuicdo do rio Parana onde o Aedes aegypti pode ser disseminado através do transporte nautico explicando os

resultados significativos de Fst na cidade de Santa Helena e Foz do Iguagu.
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O estudo realizado por Luna et al., (2004), em que foram avaliados dados da susceptibilidade de uma populacgéo de A.
aegypti na cidade de Curitiba, Parand. As amostras de Luna foram submetidas a dois inseticidas quimicos: temephos
(organofosforado) e cipermetrina (piretrdide) e foram avaliadas a razdo de resisténcia dos mosquitos. Os resultados
demonstraram que os temephos ainda sdo tratamentos quimicos vidveis para a populacdo de A. aegypti avaliada, porém, os
resultados para cipermetrina indicam que o produto ndo deve ser mais utilizado no municipio de Curitiba, pois 0s mosquitos
apresentaram resisténcia. Infelizmente, em nosso estudo ndo foi possivel submeter as amostras a um tratamento direto com os
agentes quimicos, e constatar se 0s mosquitos apresentavam a resisténcia, 0 que seria um complemento para nossos achados
moleculares da mutacdo no gene de resisténcia.

Por fim, de modo geral, esse método de controle com agentes quimicos demonstra a grande capacidade de adaptacédo e
variabilidade genética presentes nesta espécie de mosquitos, e pode ser a razdo pela qual sua erradicacdo é tdo dificil. Portanto,
monitorar a presenca e evolucdo desses polimorfismos é imprescindivel para uso adequado dos controles quimicos e garantia
da sua eficiéncia.

4. Concluséao

As populagdes analisadas neste trabalho indicam que o controle do vetor Aedes aegypti através do uso de inseticidas
na regido de Foz do Iguacu pode estar comprometido devido a presenca de mutacbes kdr no gene que codifica os canais de
sodio relacionados a resisténcia aos piretroides presentes em alguns mosquitos. Os resultados obtidos no presente estudo
indicaram a presenca de larvas com mutagdo para resisténcia.

A presenca da mutacdo em quase 50% das amostras analisadas indica a necessidade de mais estudos e
acompanhamento da frequéncia de mutacdes relacionadas & resisténcia, buscando contribuir na eficiéncia dos programas de
controle do vetor, ja que a pressdo exercida artificialmente com a utilizagdo do controle quimico como principal método pode
influenciar a variabilidade genética das popula¢des dos mosquitos, assim, favorecendo o surgimento das mutacbes kdr,
portanto, recomenda-se a substituicdo do inseticida por outro método e/ ou mecanismo de acdo diferente.

A continuidade desta pesquisa, através de comparagdes de resultados com outros trabalhos similares e pesquisa com
novas amostras mais recentes mostra-se importante, considerando que o uso dos inseticidas é o principal método de controle do
vetor, no entanto, 0 uso continuo destes inseticidas pode favorecer a selecdo de populagdes resistentes, tornando-os
ineficientes. Além disso, os resultados deste trabalho podem servir como suporte para novos estudos, que visem avaliar a

presenca e a frequéncia da resisténcia dos mosquitos A. aegypti a inseticidas piretrdides.
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