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PROSPECCAO GENICA DE MUTACOES DE SIiTIO-ALVO DOS INSETICIDAS
PIRETROIDES; IMPLICACOES NOS PROGRAMAS DE CONTROLE DO Aedes aegypti
NO NORDESTE BRASILEIRO

Evaldo Joaquim de Farias Filho*

RESUMO

Aedes aegypti é vetor de arboviroses de grande impacto para satde publica. Atualmente tem
capacidade vetorial de cinco distintos arbovirus no Brasil; Virus da Dengue (DENV), Zika virus
(ZKV), Chikungunya (CHIKV), Mayaro (MAYV) e virus da febre amarela (YFV),
caracterizando o vetor como de grande importancia para a saude pablica. Nao existem vacinas
especificas para os arbovirus transmitidos pelo vetor, sendo o controle populacional o principal
meio de dominio. O controle quimico é o meio empregado mundialmente no decrescimento
populacional de insetos transmissores de doencas, pela agdo répida e eficaz a curto prazo. A
grande problematica do uso indiscriminado de inseticidas quimicos trata-se da selecéo, atrelada
ao surgimento de mutacdes que trazem devida insensibilidade aos insetos. O presente trabalho
teve como objetivo identificar mutagbes encontradas nas populacfes de Aedes aegypti de trés
estados do Nordeste brasileiro: Paraiba, Pernambuco e Sergipe. Através da prospecgdo de
variaces alélicas no gene Nav, foram identificadas um total de dezessete mutacdes nédo
sindnimas nas amostras dos trés estados. Duas mutac6es ja amplamente descritas em A. aegypti;
Phel1534Cys esta presente nos estados de Pernambuco e Paraiba e Val1016lso no estado da
Paraiba. Novas mutacdes ndo sindnimas também foram documentadas, Thr1755Pro;
Phel758Cys e Lys1805Thr presente nas populagdes de Pernambuco, em Sergipe: Gly1892Val,
Thr1894Pro; Tyr1898Phe; Lys1941Glu; Gly2111Ser e Phe2123Ser, e na Paraiba Gli440Arg,
Glu724Lis, 1s0958Tre, Val1395Leu e Lis1473Glu, estas ainda ndo sdo catalogadas nas bases
cientificas. As mutacbes Phel534Cys e Val1016Iso podem repercutir no nivel de resisténcia
das populacdes de A. aegypti dos estados de Pernambuco e Paraiba, onde documentadas. Dentre
a prospeccdo, foram descritas novas mutacdes, estas necessitam melhor apuramento para
associacdo a implicagOes na resisténcia do vetor.

Palavras-chave: MutacgOes genéticas. Arboviroses. Controle de vetores. Aedes aegypti.

ABSTRACT

Aedes aegypti is a vector of arboviroses wich has a large impact on public health. It currently
has the vectorial capacity of five different arboviruses in Brazil; Dengue virus (DENV), Zika
virus (ZKV), Chikungunya (CHIKV), Mayaro (MAYV) and Yellow fever virus (YFV),
characterizing the vector as being of great importance for public health. There are no specific
vaccines for arboviruses transmitted by the vector, thus population control is the main way of
dominance. Chemical control is the method used worldwide in decreasing the population of



insects that transmit diseases, due to its quick and effective action in the short term. The major
problem with the indiscriminate use of chemical insecticides is selection, linked to emergence
of mutations that brings insensitivity to insects. The present study aimed to identify mutations
found in populations of Aedes aegypti from three states in the Northeast of Brazil: Paraiba,
Pernambuco and Sergipe. By prospecting for allelic variations in Nav gene, a total of seventeen
non-synonymous mutations were identified in samples from the three states. Two mutations
already widely described in A. aegypti; Phe1534Cys occurs in Pernambuco and Paraiba and
Val1016lso the state of Paraiba. New non-synonymous mutations have also been documented,
Thr1755Pro; Phel758Cys and Lys1805Thr present in the populations of Pernambuco, in
Sergipe: Gly1892Val; Thr1894Pro; Tyr1898Phe; Lys1941Glu; Gly2111Ser and Phe2123Ser,
and in Paraiba Gli440Arg, Glu724Lis, 1s0958Tre, Val1395Leu and Lis1473Glu, these are not
yet cataloged in the scientific bases. The Phe1534Cys and Val1016Iso mutations may have an
impact on the resistance level of A. aegypti populations in the states of Pernambuco and Paraiba,
where documented. Among the prospection, new mutations have been described, these need
better determination for association with implications on vector resistance.

Keywords: Genetics mutations. Arboviroses. Vector control. Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ um artropode predominante em ambiente urbano
apresentando habitos diurnos e domiciliar. Este ¢ considerado o principal vetor de arboviroses
em regides tropicais e subtropicais (BHATT et al., 2013). No Brasil, A. aegypti representa o
principal vetor do virus da dengue (DENV), o que remete o nome popular da espécie “mosquito-
da-dengue”, além de transmitir outros quatro arbovirus: Zika virus (ZKV); Chikungunya
(CHIKYV), virus da febre amarela e o recentemente descoberto Mayaro virus (MAYV),
respectivamente. A co-circulagdo desses virus representa altos riscos para o surgimento de
epidemias de grande significancia para a saude publica (DE CASTRO-JORGE et al., 2019;
PEREIRA et al., 2020).

A grande diversidade de criadouros de alto potencial ¢ encontrada no peridomicilio e no
intradomicilio, o que assegura a manutencao da elevada densidade populacional do inseto no
meio urbano, potencializando os riscos de transmissao das respectivas arboviroses (VALENCA
et al., 2013). Geralmente, 4. aegypti realiza a postura de seus ovos em paredes internas de
recipientes com capacidade acumulativa de agua como caixas d’agua, pneus, vasos de plantas,
entre outros, sendo estes criadouros de grande relevancia do ponto de vista epidemiologico
(BANERIJEE et al., 2013).

Seguindo sua extensa distribuicao e capacidade vetorial de cinco arboviroses ja descritos
no Brasil, refor¢a-se a importancia do controle geral do crescimento populacional da espécie
(WHO, 2017). No entanto, atualmente a principal forma de controle da dengue ¢ através do
controle vetorial, especificamente pelo controle quimico, uma vez que ndo existem vacinas ou
drogas antivirais especificas (ZARA et al., 2016).

O combate ao vetor em questdo em sua forma larval e adulta, consiste principalmente
no uso de inseticidas quimicos (larvicidas e adulticidas), estes, quando utilizados por periodos
prolongados e de forma indiscriminada quanto a dosagens e intervalos de aplicagdao, podem
selecionar individuos resistentes a um ou mais classes de inseticidas (BRAGA; VALLE, 2007).
O processo de resisténcia a inseticidas caracteriza-se pela habilidade herdada de um
determinado organismo em tolerar doses de um xenobiotico, onde estas antes seriam letais para
a maioria dos individuos da respectiva populagdo, levando a uma alteracao na sua sequéncia
genética (WHO 1957; CROFT 1988).

Atualmente, o uso de inseticidas quimicos ¢ o principal meio empregado de forma
mundial no controle populacional de artrépodes vetores, e tem se tornado problematico quando

observadas mutacdes reduzem o efeito letal de diversas formulacdes de inseticidas. (ZARA et
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al., 2016). Elencam-se, de forma geral, dois principais mecanismos relacionados ao aumento
da insensibilidade a inseticidas quimicos; a) redu¢do da sensibilidade no sitio-alvo de agdo do
inseticida - Knockdown resistance (Kdr), e b) aumento da expressao de genes de detoxificacao
ou metabolizacio (KARUNAMOORTHI e SABESAN, 2013; LIU, 2015).

Em 4. aegypti, diversas mutagdes no gene que codifica o canal de sédio dependente de
voltagem (Nav); como S989P, 11011M, L1014, V1016G, e F1534C, estdo associadas com
aumento da resisténcia para os inseticidas piretroides e organoclorados (DONG et al., 2014).
No entanto, no Brasil o aumento da resisténcia tem sido associado principalmente as mutagoes:
[1011M, V1016G e F1534C (LINSS et al., 2014).

Estudos indicam que no Brasil, populacdes de A. aegypti adquiriram resisténcia aos
principais produtos utilizados para o seu controle (BRAGA et al., 2004). Entretanto, existem
ainda evidéncias de que o histdrico de formulacdes utilizadas, influenciou o desenvolvimento
da resisténcia registrada nas populac6es do vetor provenientes das regides Sudeste e Nordeste
(DA-CUNHA et al.,, 2005). Particularmente, o aumento da resisténcia aos inseticidas
piretroides, tem exposto a fragilidade para manutencéo de intervencdes de controle de adultos,
uma vez que essa classe de inseticidas é preconizada como a mais segura para utilizacdo em
ambientes urbanos (LIMA et al., 2003; MACORIS et al., 2003).

A evolucdo da resisténcia é considerada uma grande ameaca implicada ao sucesso dos
programas de controle sob populacfes de mosquitos resistentes, um outro ponto que evolui
dentro da perspectiva da resisténcia, diz respeito a resisténcia multipla e cuzada, configurando
mosquitos ou populacdes super-resistentes. A resisténcia cruzada ocorre quando um gene
confere resisténcia a dois ou mais produtos quimicos, sendo estes do mesmo grupo ou nao, ja a
resisténcia multipla acontece quando ocorrem dois ou mais mecanismos de resisténcia, por
exemplo Kdr e resisténcia metab6lica (BISSET 2002; IRAC 2011; RANSON et al., 2009). E
de fato importante o monitoramento do status de susceptibilidade e resisténcia a inseticidas por
parte dos programas nacionais de controle de pragas e vetores. O acompanhamento da dindmica
de resisténcia nessas populacdes deve ser constante, bem como a defini¢cdo de alternativas
seguras e melhor seguimento dos protocolos de aplicagéo, evitando que o uso de determinados
compostos alcancem um limiar de perda de eficacia , impactando as a¢des de controle em
campo (BRAGA et al., 2004).

Dessa forma, a prospeccao e monitoramento da frequéncia de mutagdes que venham a
expressar fenotipos de resisténcia no mosquito 4. aegypti frente a inseticidas, apresentam
grande relevancia para melhor o delineamento de medidas para a aplicacdo do controle quimico

destes insetos. Na regido nordeste do pais, poucos estudos visam tal designio, assim o presente
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estudo tragou por objetivo principal identificar e caracterizar variacdes gendmicas que possam
estar relacionadas com a resisténcia a inseticidas quimicos em populacdes de A.

aegypti na regido Nordeste.

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1 Area de estudo

As coletas de A. aegypti em campo foram realizadas no ano de 2019, em dez municipios
de trés estados no Nordeste do Brasil (Figura 1), as regides foram selecionadas de acordo com
a incidéncia de dengue divulgado pelos respectivos 6rgdos municipais e estaduais. No estado
de Pernambuco as coletas foram realizadas nos municipios: Caruaru, Garanhuns e Santa Cruz
do Capibaribe; Paraiba: Jodo Pessoa, Campina Grande, Juazeirinho e Patos e Sergipe: Carira,
Canindé de S&o Francisco e Pinh&o.

Figura 1: Mapa com a localizacdo da area de coleta, com destaque aos municipios onde foram

distribuidas as ovitrampas.
42°0'W 40°0'W 38°0'W
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.



13

2.2 Coleta de ovos do A. aegypti

Em cada area de coleta foram distribuidas 50 armadilhas do tipo ovitrampas de forma
aleatoria em areas de intra e peridomicilio de distintas residéncias. As armadilhas foram
recolhidas quatro dias ap0s a instalacéo, e o material coletado acondicionado em caixas térmicas
de isopor, sendo encaminhado para o Laboratorio de Entomologia Médica Molecular-
LEMMol, na Universidade Estadual da Paraiba, para obtengdo dos insetos adultos. As palhetas
contendo os ovos de A. aegypti, foram colocadas em bandejas plésticas separadas por cidade,
contendo agua destilada com o intuito de obter insetos adultos da geracdo F1. A juncao das
palhetas das diferentes armadilhas da mesma area de coleta objetivou representar a diversidade

populacional, e minimizar o possivel nimero de individuos da mesma progénie.

2.3 Extracao do RNA

O material coletado foi enviado para sequenciamento na Invitrogen, Reino Unido. A
extracdo de RNA gendmico foi realizada a partir de um pool de 50 fémeas por estado utilizando
0 nimero equivalente de individuos dos diversos municipios. Foi utilizado RNeasy Micro Kit

(Qiagen), seguindo as recomendaces do fabricante.

2.4 Deteccdo de mutacOes em diferentes genes

A presenca de polimorfismos no gene do canal de sodio regulado por voltagem (Nav) em
A. aegypti, foi identificado a partir da amplificacdo das respectivas regides génicas (HADDI et
al., 2017). As referidas regiGes foram amplificadas utilizando a técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction) a partir dos pares de primers conforme a tabela 1:

Tabela 1: Primers e respectivas sequéncias utilizadas na amplificagdo do gene do canal de
sodio regulado por voltagem (Nav) do vetor A. aegypti.

primer Sequéncia Regido amplificada
AaAe F1: 5’-CATTGTTGGCCATATAGACAATG-3’
AaAe R1: 5’-ATCGACATCTTCTCCTTGTTG-3’ 1a1536
AaAe F2: 5’-TAGCTCTACTATGCCGACCA-3’
1282 a 2167

AaAe R2: 5’-TAGCTCTACTATGCCGACCA-3’
AaAe F3: 5’- CAACGACAATCCTTTCATCG-3’
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AaAe R3: 5’- CCATCGCACTCATCGTCTA-3’

2054 a 3647
AaAe F4: 5’-CAAGGACGAAAGCCACAAAG -3’
AaAe R4: 5’- GAACGACCCGAAGATGATG -3° 35362 4565
AaAe F5: 5’-GGCAAGTATTTTAAGTGCGT-3’
AaAe R5: 5’- CGTCCTCGTTGATGATACC-3’ 429625326
AaAe F6: 5’-TACAATTTCAAGACGTTCGG-3’

5245 a 6402

AaAe R6: 5’-GCGAGGCCTGGCTCAGACATCCGC-3
Fonte: HADDI et al., 2017.

Cada reagédo de PCR obteve volume final de 25 pl contendo; 1 pul de cDNA (80ng), 1ul
de cada primer (10 pmol/ul) (forward e reverso), 0,5 ul MgCI2 (50 mM, Invitrogen), 12,5 pl
MasterMix - Invitrogen e dgua Milli-Q® autoclavada g.s.p. A amplificacdo foi realizada em
termociclador nas seguintes condi¢des; desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, em seguida
realizou-se 30 ciclos compostos por desnaturacdo (94°C por 60 segundos), anelamento (67°C
por 60 segundos) e extensdo (72°C, por 60 segundos) e, por fim, uma extensao final de 72°C
por 10 minutos.

Para confirmar a amplificacdo do cDNA, os produtos da PCR foram aplicados em gel
de agarose a 1% (Sigma-Aldrich) diluido em solucdo tampédo TBE 0,5x e corado com brometo
de etidio. Apds a eletroforese, os amplicons foram visualizados em transiluminador sobre luz
UV. As variagfes gendmicas foram identificadas via sequenciamento em sequenciador capilar
ABI 3100 (Applied Biosystems).

2.5 Andlise de dados

A edicdo e a andlise das sequéncias foram realizadas com o programa CodonCode
Aligner (9.0.1 for WINDOWS). Analise por alinhamento global e gendbmica comparativa de
sequéncias realizou-se utilizando o programa MEGA-X 5.2 (KUMAR et al., 2008).

3 RESULTADOS

Através da prospeccéo de variagOes alélicas no gene Nav, foram identificadas um total
de dezessete mutacOes nas amostras dos trés estados. Duas mutagdes ja amplamente descritas
em A. aegypti; Phel534Cys esta presente nos estados de Pernambuco e Paraiba e Val10161so
no estado da Paraiba (Tabela 2 -3, Figura 5). Entre as novas mutagdes identificadas na Paraiba
trés foram sindnimas, enquanto seis novas mutag¢des ndo sinonimas: Gli440Arg, Ser568Arg,
Glu724Lis, 1s0958Tre, Val1395Leu e Lis1473Glu (Tabela 2), em Pernambuco trés novas
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mutagdes Thr1755Pro; Phel758Cys e Lys1805Thr (Tabela 3) e em Sergipe seis Gly1892Val,
Thr1894Pro; Tyr1898Phe; Lys1941Glu; Gly2111Ser e Phe2123Ser (Tabela 4).

Tabela 2: Descricdo geral de mutacdes identificadas em Aedes aegypti no estado da Paraiba,
Brasil.

AMOSTRA" POSICAO* DESCRICAO™ EXON™ ALTERACAQ™™
BRA 1038 2718 SINONIMA 18 -

BRA 1038 2719 SINONIMA 18 -

BRA 1038 2730 SINONIMA 19 -

BRA Ae 1320 NAO SINONIMA G>R 10 Glid40Arg
BRA Ae 1706 NAO SINONIMA S>R 13 Ser568Arg

BRA Ae 2173 NAO SINONIMA Q>L 15 Glu724Lis

BRA 1038 2875 NAO SINONIMA EU>T 20 150958 Tre

BRA 1038 3067 NAO SINONIMA V>EU 21 Val10161So
BRA 534 4186 NAO SINONIMA V>0 26 Val1395Leu
BRA 1085 4420 NAO SINONIMA K>Q 27 Lis1473Glu
BRA Ae 4694 NAO SINONIMA C >F 29 Fen1534Cis
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

“Amostra (codigo da amostra); “"Posi¢do (posi¢do da mutacdo dentro do genoma); ““Descri¢do
(sinbnima e ndo sinbnima); “““Exon (éxon em que a mutacdo se encontra); ~Alteracio

(nomenclatura da mutacéo descrita).

Tabela 3: Descricdo de mutagcfes encontradas nos mosquitos do estado de Pernambuco, Brasil.

AMOSTRA POSICAO DESCRICAO EXON ALTERACAO
BRA_AeR5 4694 NAO SINONIMA F>C 29 Phe1534Cys
BRA_AeR5 5263 NAO SINONIMA T>P 31 Thr1755Pro
BRA_AeR5 5273 NAO SINONIMA F>C 31 Phe1758Cys
BRA_AeRS5 5414 NAO SINONIMA K>T 31 Lys1805Thr

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 4: Descricdo das mutacdes encontradas nos mosquitos do estado de Sergipe, Brasil.

AMOSTRA POSICAO DESCRICAO EXON ALTERACAO
BRA_AeR6 5675 NAO SINONIMA G>V 32 Gly1892Val
BRA_AcR6 5680 NAO SINONIMA T>P 32 Thr1894Pro
BRA_AeR6 5693 NAO SINONIMA Y>F 32 Tyr1898Phe
BRA_AcR6 5821 NAO SINONIMA T>S 32 Lys1941Glu
BRA_AeR6 6331 NAO SINONIMA G>S 32 Gly2111Ser
BRA_AcR6 6368 NAO SINONIMA F>S 32 Phe2123Ser

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 2: Mutacdo Phel534Cys representada na sequéncia base de referéncia para Aedes
aegypti resistente a piretroides (Amostra de nimero 6) e nas amostras do estado de
Pernambuco (sequéncia. 7-26).

Species/Abbry
1. A _aegypti_Per-R_EU3331231.1_Aedes_aegypti_strain_Per F
2. A._aegypti_ PYR-SUS_KY747529.1_Aedes_aegypti_isolate F
3. A._aegypti EU359179.1_Aedes_aegypli_strain_Bora_wvolac F
4. A _aegypti_ EU399180.1_Aedes_aegypli_strain_NS_votage F
5. A._aegypti KC107440.1 _Aedm_aeg_ypﬁ_strain_w.mu_sud F
. A._aegypti PYR-Rest Ky 747530.1_Aedes_aegypti_isolate, F
7. A10_AeR5 F
8. AB_AeRS5 F
9. AD_AeRS F
10. B10_AeRS F
11. B8_AeRS F
12. B9_AeRS F
13. C10_AeRS F
14. C8_AeR3 F
F
F
F
F
F
F
F
F
F
F
F
F

15. CB_AeR5_2
16. C9_AeRS
17. D10_AeRS
18. DB_AeRS5
19. D9_AeRS5
20. E8_AsRS
21.E9_AeRS
22 F8_AeRS
23. F9_AsRS
24 G9_AeRS5
25. H8_AeRS5
26. H9_AeRS5
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Figura 3: Mutagdes ndo sindnimas Gly1892Val; Thr1894Pro e Tyr1898Phe, identificadas
em Sergipe (Sequencias. 11; 17 e 23).

Species/AbbrY TEEREREEEREEEEEEEEEEEEEEEEE
1. A_aegypti_Per-R_ELI399181.1_Aedes_\V L vilm v F ¥

2 A_aeqypti_ PYR-SUS_KYT47529.1_Asl L ' N1 - I F ¥ | [y
3. A_aegypti_EU399179.1_Aedes_aegypti v L vilm g F Y IRY
4 A_aegypti_EU399180.1_Aedes_aegypti L villmr v F ¥ | [Jly
5. A_aegypti_KC107440.1_Aedes_aegyptiV/ L viEmy g F Y IRY
6. A_aeqypti_PYR-Rest_KY747530.1_Aed\ L wilm g F Y IRY
7. E10_AeRS % L il v g F ¥ | [y
8. F12_AeRS % L vilm g F Y IRY
9. E11_AcRS % L ' N1 - I F ¥ | [y
10. C11_AeRE v | vilm g F Y IRY
11. C12_AeRE % 1! ' N1 - I F ¥ | [y
12. D11_AeRE v L vi@m g F Y IRY
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21. H10_AeRE v L My B | F Y IRY
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23. G10_AeRS v MY YE | F Y IRY
24, H11_AeRE % My e | F Y IRY
25 D12_A=RE % MY e | F ¥ | [y

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.



17

Figura 4: Mutacdo Phe2123Ser, correspondem ao estado de Sergipe, presentes nas
sequencias 22 e 23.
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Figura 5: Diagrama representativo do compartilhamento das mutagdes ndo sinénimas em
A. aegypti catalogadas nos estados: Paraiba, Pernambuco e Sergipe.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

4 DISCUSSAO

As populacdes de A. aegypti dos estados da Paraiba e Pernambuco apresentam variacdes
alélicas ja descritas e associadas com resisténcia a piretroides, bem como mutacGes nao
descritas pela base cientifica, que podem estar relacionadas com fendtipos resistentes (LINSS
et al., 2014). Dentro da perspectiva de controle vetorial, & imprescindivel considerar a presenca
das diversas variagfes génicas para desenvolver sistemas de monitoramento da evolugdo das
resisténcias mais realistas. Neste estudo, apesar da cobertura parcial da regido génica NaV, area
genética de ndo abrangéncia de todo o genoma nas respectivas populacdes, as principais
mutacdes, Val1016lso na Paraiba e Phe1534Cys para Paraiba e Pernambuco (Figura 2) sao
detectaveis, expondo a importancia geral do monitoramento de mutacfes de sitio-alvo para
elaboracdo do programa de controle através de inseticidas quimicos.

Em 2019, DE ARAUJO e colaboradores trazem um apanhado geral do estado de

Pernambuco no que diz respeito a resisténcia do A. aegypti, referente ao periodo de 2009 e
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2012. O trabalho citado identificou uma frequéncia de até 0,50 de frequéncia alélica para a
mutacdo Phel534Cys em mosquitos resistentes no estado, sendo notorio que pelo menos sete
anos depois, considerando a data de coleta deste estudo, a mutacdo ainda ocorre em
Pernambuco, expondo a fragilidade dos programas de controle quimico dos municipios.

No estado da Paraiba hd uma escassa documentacdo das mutacdes especificas,
principalmente sob a resisténcia a piretroides. No presente trabalho, as mutagdes Phe1534Cys
e Val1016lso sdo presentes nas amostras da Paraiba, levando em consideracdo que para esse
Estado o material analisado foi em maior escala, abrangendo os diversos éxons do gene Nav.
Sao descritas também, seis mutacdes novas, aparente apenas na Paraiba comparando aos
Estados inclusos na area de estudo. Assim, estudos adicionais, a nivel molecular, a exemplo a
modelagem molecular, é essencial para validar possiveis implicacdes dessas variagdes na
resisténcia a piretroides, melhores avaliacBes para compreender 0s possiveis mecanismos
envolvidos. Um ponto notério dentre as pesquisas documentadas é a especificidade dos
marcadores para deteccdo de mutagdes j& descritas, bem como a andlise da susceptibilidade
mediante os compostos especificos. Ndo devem ser descartadas possibilidades do surgimento
de novas mutagdes que expressem resisténcia, uma vez que ha uma grande pressao seletiva
exercida sob essas populagdes do A. aegypti.

Em Sergipe, a anélise deste estudo incluiu apenas o éxon 32 do gene Nav, assim ndo se
detectou mutacGes especificas de resisténcia, j& que o respectivo éxon ndo inclui mutacGes
relacionadas com resisténcia a piretroides ja validadas. DOLABELLA et al., 2016, demonstram
o nivel de resposta de susceptibilidade mediada por Val10161s0, nos sete municipios de Sergipe
em que aplicaram o estudo. Os referidos autores descrevem ainda uma alta frequéncia dessa
mutacdo para todos os municipios. DA-CUNHA et al., 2005 estudou um composto piretréide e
demonstrou também em seus resultados uma reducdo da sensibilidade para as populacdes de
Sergipe. Na regido analisada no presente estudo, Em Sergipe as seis muta¢es nunca descritas
representam uma quantidade relativamente alta principalmente quando comparado ao estado de
Pernambuco. As mutacbes Gly1892Val, Thr1894Pro e Tyr1898Phe (Figura 3) por exemplo,
ndo apresentam uma frequéncia relevante a ser considerada importante dentro do perfil de
resisténcia dessas populagdes. Porém, e importante salientar que o nimero de mosquitos
utilizados para sequenciamento foi limitado, consequentemente coletas mais amplas e
genotipagem de um numero maior de individuos se faz necessario para descrever um padréo
mais realista da frequéncia de novas varia¢fes no gene Nav.

Outro estudo de abrangéncia nacional, dentro do panorama de resisténcia, foi

desenvolvido por CHEDIAK et al., 2016. O mesmo, trata da evolucdo da resisténcia a temefds
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no pais nos ultimos doze anos antecedentes. O Nordeste se destaca nos resultados pela baixa
mortalidade entre 2008 e 2011, pds exposi¢do aos compostos. Mesmo ndo sendo a mesma classe
de inseticida abordado, esse estudo pode trazer uma criticidade ao Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), levando em consideracao a problematica da resisténcia multipla
e cruzada.

BRENGUES et al., publicam em 2003 uma pesquisa de grande abrangéncia, expondo a
resisténcia cruzada no Brasil desde o ano de 1998. S0 escassos estudos que visem a
identificacdo de resisténcia cruzada no Nordeste no Brasil, este estudo quando em conjunto a
documentos recentes amplia a possibilidade de uma constancia nesse tipo de resisténcia, o que
sugere um melhor manejo aos protocolos de aplicacdo considerando tamanho impacto nao
apenas a uma classe de quimicos utilizados nos programas.

Embora haja limitacdes, principalmente com a prospeccdo do genoma completo para
elucidar os mecanismos genéticos relacionados com a resisténcia, esse tipo de abordagem
desencadeia novas possibilidades para desenvolver novas ferramentas de diagnostico da
resisténcia. A genotipagem de mutacdes diretamente relacionadas a resisténcia a inseticidas é
uma importante ferramenta de vigilancia para fins agricolas e sanitarios. Sendo esta, associada
a diversos meios de investigacdo por procedimentos distintos juntamente com ferramentas da
bioinformatica que propiciam melhor predigdo funcional destas mutacgGes, além da incluséo
desses elementos para conhecimento abrangente da comunidade cientifica. Sendo assim, ha o
reforco de que a descricdo de novas mutacdes ou mutagdes previamente descritas, sdo de fato
necessarias para que haja o emprego de novas metodologias de controle a nivel regional e
mundial (DONNELLY, 2009).

Além da identificacdo alélica através de sequenciamento e genotipagem, o emprego de
estudos de associacdo gendtipo-fendtipo sdo fundamentais para elucidar possiveis niveis de
resisténcia a inseticidas quimicos, como exemplo a utilizagdo de modelagem molecular e testes
de suscetibilidade. Esta ferramenta permite que através de técnicas computacionais possamos
modelar e visualizar tais moléculas associando ao comportamento das mesmas, o que podera
prever o tipo de mutag@o e o possivel vinculo com resisténcia de sitio-alvo para os inseticidas

quimicos aprovados para o controle vetorial na perspectiva de satide publica.
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5 CONCLUSAO

As mutacdes Vall016ISo e Phel534Cys, encontradas no estado da Paraiba, e
Phel534Cys, documentada nas amostras de Pernambuco, podem repercutir no nivel de
resisténcia a inseticidas piretrdides nesses estados, principal classe de quimicos utilizados pelos
programas de controle de vetores urbanos ha décadas.

Quinze novas mutagdes nao sindbnimas foram descritas para os trés estados do Nordeste,
considerando a deteccdo das respectivas alteracbes nunca documentadas, impde-se a
necessidade de um melhor apuramento das mesmas. Estudos que associam as mutagdes quanto
suas funcdes na resisténcia, exemplo: a modelagem molecular, avaliando que de fato podem

ocorrer novas mutacdes diante de um ou mais classes de inseticidas.
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