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RESUMO

A resisténcia aos inseticidas quimicos tem sido descrita em uma série de ordens
de insetos e representa um dos maiores obstaculos para o sucesso dos
programas de controle de vetores de doencgas. Os mecanismos de resisténcia aos
inseticidas quimicos podem ser divididos em categorias, dentre elas a
insensibilidade do sitio-alvo e mecanismos metabdlicos, através da
superexpressdo de enzimas de detoxificagdo, como as esterases. Até o momento,
as esterases foram identificadas como o principal mecanismo que confere
resisténcia aos organofosforados em Aedes aegypti. O objetivo principal deste
trabalho foi analisar o polimorfismo genético do gene da esterase e, avaliar o seu
papel em possiveis mecanismos de resisténcia ao temephos em populacdes deste
mosquito. Com este propésito, foram utilizadas duas linhagens de laboratério: a
Rockefeller (padréao de susceptibilidade a todas as classes de inseticidas) e a
Recife-Resistente (mantida sob forte pressao de selegcéo pelo temephos durante
cinco geracdes); e nove populagdes naturais: oito provenientes da regido
metropolitana do Recife e uma de Araripe (CE). Estas populagbes naturais foram
coletadas em forma de ovos, durante os anos de 2004 e 2005. Foram realizados
ensaios bioquimicos, eletroforese de isoenzimas, PCR e seqilienciamento de parte
do gene, e PCR em Tempo Real para comparar a quantidade de copias do gene
na linhagem resistente e susceptivel, e em populagdes naturais. Testes
bioquimicos realizados apenas na linhagem Recife-Resistente demonstraram a
presenca do mecanismo de resisténcia metabdlica através de uma alta atividade
esterasica. O padrao das esterases foi observado em nove populagdes, em géis
de poliacrilamida 6%, corados com substratos especificos para as enzimas o e -
esterase. Os valores de heterozigosidade observada (H,) variaram de 0,278 a
0,533 em 2004, e em 2005, de 0,388 a 0,608. Estes géis ainda apresentaram um
loco de alta atividade esterasica, denominado de loco 1. Neste loco, o alelo
responsavel pela maior atividade esterasica foi chamado de 3. Sua freqliéncia
variou em 2004 de 0,100 em Dois Irmaos a 0,191 em Alto José do Pinho, e em
2005, caiu para 0,071 e 0,107 respectivamente. Na linhagem Recife-Resistente, a
freqléncia deste alelo foi de 0,214. O seqlienciamento de parte do exon 4 do gene
da a-esterase, mostrou que o fragmento analisado, de aproximadamente 180 pb,
€ relativamente conservado, apresentando somente quatro sitios polimorficos em
seis populagdes estudadas. Os resultados da PCR em Tempo Real indicaram que
as populagdes estudadas nao apresentam amplificacdo génica para o gene da a-
esterase, quando comparadas a linhagem Rockefeller, com exceg¢do das
populacdes de Engenho do Meio e Araripe. Apesar do maior numero de moléculas
apresentado por estas populagdes, estes resultados ainda precisam de maiores
comprovagbes a fim de se assegurar que a superexpressdao dos genes € a
possivel causa da resisténcia. A frequéncia do alelo superexpresso pode ser
monitorada ao longo do tempo e auxiliar no manejo da resisténcia ao inseticida
quimico em populagdes tratadas.
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ABSTRACT

Resistance to chemical insecticides has been described to a vast order of insects
and represents one of the greatest challenges for obtaining success in control
programs of disease vectors. Resistance mechanisms to chemical insecticides can
be divided in categories, including target-site insensitivity and metabolic
mechanisms, through the expression of the organism detoxifying enzymes, such
as esterases. At the moment, esterases have been identified as the main
mechanism conferring resistance to organophosphates in Aedes aegypti. The main
objective of this study was the analysis of the esterase genetic polymorphism and,
to evaluate its role in possible mechanisms of resistance to temephos in natural
populations of this mosquito. To answer these questions, we used two laboratory
strains: Rockefeller (susceptibility model for all the insecticides groups) and the
Recife-Resistente (kept under strong selective pressure by temephos for five
generations), and nine natural populations: eight from the metropolitan area of
Recife and one from Araripe (CE). These populations were collected as eggs,
during the years 2004 and 2005. It was performed techniques such as biochemical
assays, isozymes electrophoresis, PCR and sequencing of part of the gene, and
Real-Time PCR to compare the amount of gene copies of the gene in a resistant
and a susceptible strain, and in natural populations. Biochemical assays were run
only in Recife-Resistente strain and, the results showed the presence of the
metabolic mechanism of resistance, through high esterase activity. The esterases
pattern was observed in nine populations, in 6% polyacrylamide gel stained with
specific substrates to o and B-esterase enzymes. The observed heterozygosity
values (H,) varied from 0,278 to 0,533 in 2004, and in 2005, from 0,388 to 0,608.
The gels also showed a region of high esterase activity, denominated locus 1. In
this locus, the allele responsible for the higher esterase activity was called 3. Its
frequency varied in 2004 from 0,100 in Dois Irmaos to 0,191 in Alto José do Pinho,
and in 2005, dropped to 0,071 and 0,107 respectively. In the Recife-Resistente
strain, the frequency of this allele was 0,214. The sequencing of part of exon 4
from the a-esterase gene showed that the analyzed fragment, approximately 180
pb long, is quite conserved, presenting only four polymorphic sites. The results
obtained by Real-Time PCR indicated that the populations submitted to the study
did not present gene amplification to the a-esterase gene, when compared to
Rockefeller strain, except the populations from Engenho do Meio e Araripe. Inspite
of the higher number of molecules presented by these two populations, the results
still need more proofs to guarantee that the superexpression of the gene is the
possible cause of the resistance. The frequency of the superexpressed allele can
be monitored through time and help the management of resistance to chemical
insecticides in field projects
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I. INTRODUGCAO

Em 1939 um inseticida do grupo dos hidrocarbonetos clorados, o
diclorodifeniltricloroetano, amplamente conhecido como DDT, foi apresentado
como a grande solucdo para a eliminacdo dos insetos. A descoberta do DDT
passou a representar um marco histérico, de grandes investimentos econémicos
no desenvolvimento de compostos inseticidas. Este acontecimento foi logo
seguido pelo desenvolvimento dos organofosforados, os quais tinham sido
descobertos desde a década de 30. Em seguida, nos anos 50 os carbamatos e,
entre os anos 60 e 70 os piretréides (BECKER et al., 2003).

Desde entado, os inseticidas quimicos desempenham um importante papel
no controle de insetos vetores. Infelizmente, a habilidade notavel de populagdes
destes invertebrados desenvolverem resisténcia a todas as classes de inseticidas
disponiveis, pode levar ao fracasso o controle populacional.

A resisténcia aos inseticidas quimicos afeta direta e profundamente a
reemergéncia de doencgas transmitidas por vetores, principalmente aquelas em
que nao € possivel a cobertura vacinal para garantir a protecdo da populagéo
humana. O mosquito Aedes aegypti, vetor implicado na transmissao da dengue no
Brasil, apresenta um ciclo biolégico curto (média 8-12 dias), as fémeas depositam
ovos de um mesmo ciclo gonadotroéfico em varios recipientes, estes ovos em
condigbes adversas, podem entrar em diapausa por periodos prolongados
(aproximadamente um ano). Estes e outros fatores tornam o combate ao Ae.
aegypti uma dificil tarefa, no entanto, este combate apresenta-se como ferramenta
primordial para o controle da doenca (REY, 2002).

Apesar de todos os esforgos para mudar as estratégias no atual programa
de controle do Ae. aegypti perante o desenvolvimento da resisténcia aos quimicos,
a hegemonia da pratica de utilizagado dos inseticidas quimicos pelos gestores de
saude publica nos leva a perceber uma tendéncia do uso prolongado de tais
estratégias. Esta situacdo aponta para a necessidade de elaboracédo de medidas

que viabilizem o uso racional destes inseticidas.
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O Programa de Erradicagcdo do Aedes aegypti (PEAa), atual Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD), recentemente reavaliou suas
estratégias de controle vetorial e enfatizou a necessidade de um monitoramento
continuo da susceptibilidade das populacbes de mosquitos expostas aos
inseticidas quimicos empregados. As primeiras evidéncias de modificacdo na
susceptibilidade de populacbes brasileiras de Ae. aegypti ao organofosforado
temephos foram detectadas em amostras procedentes de Goias, tratadas com
este larvicida desde 1986 (MACORIS et al., 1995). Novos registros de alteragdes
na susceptibilidade ao temephos foram feitos para popula¢cdes de nove municipios
de Sao Paulo (MACORIS et al., 1999). Em relatérios divulgados pelo Ministério da
Saude/Fundagao Nacional de Saude, nos anos de 2000 e 2002, a resisténcia do
Ae. aegypti ao temephos foi confirmada em grande parte dos municipios
investigados. Populagdes provenientes de Recife e Jaboatdo dos Guararapes
foram classificados, em ambos os relatérios, como resistentes (MINISTERIO DA
SAUDE/FUNDAQAO NACIONAL DE SAUDE, 2000). Estudos recentes sobre a
progressao da resisténcia em municipios que ndo sao considerados sentinela
mostraram que o fenbmeno esta amplamente disseminado em populagdes
brasileiras de Ae. aegypti (ANASTACIO, 2003; LIMA et al., 2003; MACORIS et al.,
2003). Diante desse quadro, foram estabelecidos critérios para direcionar melhor
as estratégias de controle, e paralelamente realizar o monitoramento da
resisténcia através de bioensaios com a dose-diagnéstica dos inseticidas e testes
bioquimicos.

Os mecanismos comumente associados a resisténcia aos inseticidas
quimicos estdo divididos em varias categorias, entre elas o mecanismo
metabdlico, através da superexpresséo de enzimas de detoxificagdo do organismo
como as esterases, oxidases e Glutationa S-transferase (GST). As esterases
compreendem um grupo de enzimas n&o-especificas que estdo envolvidas,
principalmente, na resisténcia aos inseticidas organofosforados. Mesmo ja tendo
sido descrito o mecanismo molecular de resisténcia mediado por esterases, de

algumas linhagens resistentes do género Culex, até o momento, pouco se sabe
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sobre esses mecanismos no Ae. aegypti (KARUNARATNE et al., 1998;
MOUCHES et al., 1986; SMALL; HEMINGWAY, 2000b).

Este trabalho se propde a avaliar o polimorfismo do gene da esterases e o
seu papel no mecanismo de resisténcia ao organofosforado temephos em

populacdes naturais de Ae. aegypti.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Controle quimico — uma “pratica” milenar

O uso de inseticidas quimicos €, seguramente, uma pratica de carater
secular. Relatos do uso de compostos quimicos datam desde antes do ano 2.500
a.C., em que os sumérios aparentemente utilizavam compostos sulfuricos para o
controle de insetos. Os chineses, em 1.200 a.C., utilizavam compostos arsénicos e
mercurio como inseticidas (RETNAKARAN et al., 1985). Em Historia Naturalis, de
Plinio — o Ancido, ha uma descri¢gdo que inclui um resumo de praticas de controle
de pragas, extraidas da literatura grega, as quais datam do ano 70 a.C. (BECKER
et al., 2003).

Registros de uso de um po6 basico a base de flores de piretro datam de
1697, quando asiaticos sabiam do poder inseticida de espécies do género
Pyrethrum (Pyrethrum carneum e Pyrethrum roseum) (RUIGT, 1985). O uso do
arsénico verde de Paris e solugbes de querosene deram inicio a era da aplicagéo
em larga escala de inseticidas quimicos como controle de insetos e pragas.

Entre 1920 e 1930, uma ampla variedade de compostos sintéticos foi
descoberta como potencial arma para o controle de mosquitos, levando a uma
massiva utilizacao desses produtos em todo o mundo (CREMLYN, 1978).

Os anos seguintes foram marcados, principalmente, pelo comeco da
Segunda Guerra Mundial e pela necessidade de se controlar piolhos que
assolavam as trincheiras. Cientistas procuraram avidamente novos produtos que
pudessem ser aplicados em roupas e no corpo, € mais do que iSSO prevenisse re-
infestagbes do inseto por longos periodos. Varios compostos foram testados em
vao. Em 1939 um inseticida do grupo dos hidrocarbonetos clorados, o
diclorodifeniltricloroetano, amplamente conhecido como DDT, foi apresentado pelo
quimico suico Paul Muller, como a grande promessa de eliminag¢ao dos insetos. O
DDT tornou-se o composto quimico mais famoso e mais utilizado do século 20,
levando o Dr. Miller ao Prémio Nobel de Medicina em 1948. Logo em seguida, os
organofosfatos foram sintetizados na Alemanha. No inicio da década de 50, os
carbamatos na Suiga e, entre 1960-1970, os piretréides foram descobertos no
Japao e no Reino Unido (BECKER et al., 2003).
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Efeitos adversos, principalmente pelo uso indiscriminado e excessivo de
compostos quimicos, levaram os cientistas a procurar novas alternativas para
controlar vetores. Compostos alternativos, tais como reguladores de crescimento
(IGRs), inibidores de quitina e modificadores de comportamento de insetos foram
sintetizados e até hoje ainda sado testados. Pesquisas extensivas também foram
direcionadas ao uso de inseticidas biolégicos a base de virus, bactérias, fungos,
parasitos, entre outros. Entretanto, até o momento apenas os inseticidas a base
de bactérias entomopatogénicas tornaram-se amplamente utilizados no controle
de vetores (MULLA; DARWAZEH; ZGOMBA, 1990).

2.2 Inseticidas

Inseticidas quimicos podem ser classificados de varias maneiras. A primeira
delas é de acordo com o grupo quimico ao qual pertencem, sendo conhecidos os
hidrocarbonetos clorados ou organoclorados, carbamatos, piretrbides e
organofosforados. A segunda forma de classificacdo esta de acordo com o modo
de acado: a primeira geracédo de inseticidas & caracterizada por compostos que
acometem o aparelho digestivo, como o arsénico; a segunda geragédo € composta
pelos inseticidas de contato, como os organoclorados, carbamatos, piretrdides e
organofosforados; a terceira geragcdo €& composta por compostos de acgao

fisiologica, como os horménios juvenis e seus analogos (WHO, 2005).

2.2.1 Organoclorados

Carbono, hidrogénio e cloro sédo os trés elementos que caracterizam esta
classe de inseticida. Os organoclorados possuem estabilidade quimica, baixa
solubilidade em agua, estabilidade moderada em solventes organicos e uma baixa
pressdo de vapor. Por tais caracteristicas, esta classe de inseticida € altamente
persistente, podendo ocasionar contaminagées em longo prazo do meio ambiente
e bioacumulagéo gradual em animais (HILL; WALLER, 1982). O DDT (Figura 1), o
principal representante do grupo dos organoclorados, € caracterizado por possuir

amplo espectro de atividade toxica, alta persisténcia, risco ao meio
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ambiente/humanos. Devido a estas caracteristicas, o DDT passou de inseticida

mais utilizado no século 20 para o mais inapropriado no século 21.

Fonte: Becker et al., 2003.

Figura 1: Estrutura molecular do DDT

Insetos susceptiveis expostos ao DDT costumam apresentar tremores por
todo o corpo, hiperexcitabilidade e consequente perda do movimento, também
chamada de ataxia. Ao agir no sistema nervoso do inseto, o DDT age no equilibrio
dos ions potassio dos neurdnios sensoriais, causando os disparos aleatérios e
impedindo a passagem normal do impulso nervoso. O efeito pos-potencial em
gerar disparos repetitivos, depende das propriedades do canal de sodio da fibra
nervosa. O DDT interfere na atividade estabilizadora dos ions Ca®" presentes na
superficie axonal dos insetos, interferindo assim no processo de estabilizagdo
membranar (BECKER et al., 2003). Essa cadeia de acontecimentos € transmitida
para o resto do sistema nervoso, causando contorsdo muscular, a qual é

geralmente procedida por convulsdo e morte do individuo.

2.2.2 Carbamatos

Os inseticidas da classe dos carbamatos s&o derivados do acido cabarmico,
tendo sua introdu¢cdo no mercado em 1951, pelas Industrias Quimicas Geigy da
Suica. O primeiro carbamato natural foi descoberto em uvas africanas, em
meados do século 19, entretanto, por apresentar instabilidade quimica, o seu
analogo sintético veio a ser produzido (AESCHLIMANN; REINERT, 1931).
Possuem um amplo espectro de atividade inseticida, agindo por contato ou nas
paredes do estdbmago, e seu uso € efetivo em populagbes resistentes aos

organoclorados e organofosforados.
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Seu modo de agao é através da inibicdo da atividade da acetilcolinesterase
(AChE), uma enzima que cataliza a hidrélise da acetilcolina (ACh) — um
neurotransmissor atuante nas sinapses neuronais do sistema nervoso central.
Com a inibicdo da AChE, a acetilcolina fica acumulada, prolongando a sua agéo.
Em insetos, o resultado € uma hiperexcitabilidade do sistema nervoso, seguido de
convulsado, paralisia e conseqiiente morte do inseto tratado (ELDEFRAWI, 1985).

O Propoxur (Figura 2) € o inseticida mais comum entre os carbamatos.

Fonte: Becker et al., 2003.

Figura 2: Estrutura molecular do Propoxur

2.2.3 Piretréides

Os piretrdides representam uma nova geracao de inseticidas sintéticos.
Naturalmente extraidos do apice da flor do Chrysanthemum sp.. A primeira
producéo comercial do produto foi feita em Dalmatia (Croacia) em 1840 (CASIDA,
1980). Devido a sua baixa toxicidade em humanos, sdo geralmente utilizados sob
a forma de sprays residuais — seja em telas, cortinas ou paredes. Os piretrdides
praticamente substituiram/suplementaram o uso das outras trés classes de
inseticidas em diversas areas de controle de pragas e hoje, representam
aproximadamente 25% do mercado de inseticidas quimicos no mundo
(HEMINGWAY et al., 2004). Nos ultimos anos um grande numero de compostos
piretréides foi sintetizado, sendo alguns destes extremamente potentes.

Piretréides s&o neurotdxicos para os insetos. Mosquitos tratados com
piretréides apresentam um quadro de hiperexcitabilidade, descoordenagao e
paralisia; insetos alados sao rapidamente nocauteados. Os sintomas exatos nos

insetos vao depender da dose utilizada. Ao agir na membrana nervosa, 0s
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piretréides modificam canais de sodio, provavelmente obstruindo mudangas
conformacionais protéicas na interface lipidio-proteina da membrana. Tipicamente,
o inseto apresenta disparos repetitivos e bloqueio da transmissdo neuromuscular.
A acao letal dos piretroides provavelmente envolve neurbnios periféricos e
centrais, enquanto que o efeito knockdown (nocaute) é produzido por efeitos de
intoxicacao periférica (HEMINGWAY et al., 2004).

2.2.4 Organofosforados

Os organofosforados também s&o conhecidos por fosforados organicos,
inseticidas fosforados, ésters fosféoricos ou ésteres de acido fosférico.
Organofosforados sdo comumente utilizados como um termo genérico, pois inclui
todos os inseticidas que contenham fésforo. Possuem duas caracteristicas
marcantes: uma baixa estabilidade quimica e uma maior toxicidade a vertebrados
do que os organoclorados (BECKER et al., 2003). Por possuirem baixa
persisténcia, foram bastante utilizados como método alternativo aos persistentes
organoclorados, particularmente o DDT. Esta classe de inseticidas € conhecida
por produzir grande acumulo da acetilcolina (ACh) nas terminacbées nervosas. A
acetilcolina € um importante neurotransmissor que em condi¢des normais, o
organismo a destréi, pela acdo da colinesterase (ChE). Em insetos expostos a
esses compostos, a colinesterase € inibida, fazendo com que os niveis de
acetilcolina se elevem. Essa inibicdo é praticamente irreversivel, o que difere da
acao dos carbamatos, que mesmo tendo o mesmo alvo, a inibicdo é reversivel
com o tempo (TAYLOR, 1980). Com a inibicdo da ChE, ha um acumulo de
acetilcolina no organismo produzindo sinapses aleatérias, distorgdo muscular e
paralisia do inseto (MADDRELL, 1980).

Com o seu uso bastante difundido na saude publica, o malathion (Figura 3)
€ amplamente utilizado como adulticida, aplicado em ultrabaixo volume (UBV),
para o controle de populacbes de mosquitos. O temephos também tem sido

bastante utilizado em programas de controle, porém como larvicidas.



Monitoramento do gene, que codifica... PAIVA, M.H.S.

Fonte: Becker et al., 2003.

Figura 3: Estrutura molecular do malathion

2.3 A resisténcia aos inseticidas quimicos

Inseticidas quimicos desempenham um papel fundamental em programas
de controle de vetores desde o inicio do século 20. A resisténcia aos inseticidas
quimicos ja se encontra documentada em mais de 504 espécies de artropodes.
Infelizmente, a grande maioria desses registros foi realizada apés falhas ao tentar
controlar determinado inseto, e ndo como um estudo prévio antecipando-se a tais
erros (GEORGHIOU; LAGUNES-TEJEDA; BAKER, 1983).

A resisténcia € uma caracteristica hereditaria, e sendo assim, uma outra
definicdo de resisténcia dentro de um contexto genético é a de Crow (1957) que
define a resisténcia como "o marco na mudang¢a da composigéo genética de uma
determinada populagdo em resposta a pressdo de selecdo". O processo
determinante no desenvolvimento da resisténcia € a pressdo continua de selecgéo,
ou seja, o uso freqiente de um determinado pesticida. Trata-se de um caso tipico
de evolugdo Darwiniana; ou seja, a aplicagdo constante de um mesmo produto
quimico aumenta a freqUéncia relativa de alguns individuos "pré-adaptados”
presentes em uma populagéo.

Dentre as conseqléncias drasticas da evolugcdo da resisténcia estdo a
aplicacdo mais freqlente de pesticidas; aumento na dosagem do produto; e
substituicdo por um outro produto, geralmente de maior toxicidade (GEORGHIOU,
1983). Estes fatores comprometem os programas de controle de vetores em vista
da maior contaminacdo do meio ambiente com pesticidas, destruicdo de
organismos benéficos, e elevagdo nos custos para obter os niveis aceitaveis de

controle. Sabe-se também que a descoberta e o desenvolvimento de novos
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compostos esta se tornando cada vez mais dificil e caro (ZAIM; GUILLET, 2002).
Associado a estes fatores, existe a possibilidade das populagdes alvo
apresentarem resisténcia cruzada para os novos compostos. Sendo assim, o
manejo da resisténcia de artropodes aos produtos quimicos tem se tornado um
importante componente do controle vetorial (GEORGHIOU, 1983; SAWICKI, 1987;
CROFT, 1990; DENHOLM; ROWLAND, 1992).

2.3.1 Métodos de detecgao da resisténcia

Quanto mais precocemente detectada e monitorada a resisténcia, maior a
chance de programas de controle terem sucesso. A resisténcia aos inseticidas
quimicos pode ser estudada em varios niveis: desde o ensaio biolégico, e
caracterizagdo molecular dos genes que conferem resisténcia, até a analise
bioquimica da expressdo de genes respondendo a pressao de selecdo imposta
pelos inseticidas.

As técnicas tradicionais de detecgao/quantificagdo da resisténcia utilizadas
em programas de vigilancia epidemiolégica em todo o mundo podem ser dividas
em: bioensaios, para a determinacdo da dose diagnéstica ou quantificacédo do
nivel de resisténcia, e os ensaios bioquimicos em microplacas com a finalidade de
determinar qual o mecanismo envolvido. Além dessas técnicas consideradas
“universais”, a analise molecular de genes de resisténcia também oferece um
campo bastante promissor na busca de novos métodos para compreender a

dindmica desses genes.

2.3.1.1 Abordagens tradicionais no estudo da resisténcia

Bioensaios dose-diagndstica

Dose-diagnostica € a dose predeterminada de um inseticida, que apresenta
efeito letal para a maioria dos individuos susceptiveis, mas que néo afeta a
maioria de individuos resistentes (FERRARI, 1996). Este é considerado o método

mais simples de deteccdo da resisténcia, j4 que a OMS oferece uma lista de
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doses-diagnésticas de varios inseticidas, para uma variedade de espécies de
artropodes transmissores de doengas (WHO, 1991).

Quando o inseticida em questdo age em formas aquaticas (larvas/pupa), a
dose é aplicada na agua. Bioensaios em garrafas séo utilizados quando o
inseticida testado age nas formas adultas, sendo a dose aplicada a superficie do
recipiente (BROGDON; McALLISTER, 1998).

Bioensaios dose-resposta

Este tipo de ensaio é a ferramenta de escolha quando ha a necessidade de
se monitorar o progresso da resisténcia em uma determinada populagdo. Uma
escala de diferentes doses de inseticidas € utilizada para se obter um espectro de
respostas de mortalidade entre as amostras estudadas. A resposta obtida pode
ser analisada através da andlise de probites (FINNEY, 1971).

Ao submeter dados de dose-mortalidade a analise de probites, é possivel
observar a resposta de uma determinada linhagem a um inseticida,
estabelecendo-se a dose de inseticida capaz de matar uma dada porcentagem
dos individuos tratados em periodos determinados de tempo. Desta maneira,
tracam-se dois parametros: a CLsp, concentracao letal para 50% da populagéo, e a
CLgs, responsavel pela morte de 95% dos individuos (FERRARI, 1996).

Ensaios bioquimicos em microplacas

A utilizacdo de ensaios bioquimicos € de vital importancia quando se busca
identificar o mecanismo de resisténcia em uma determinada populacdo. Estes
ensaios fornecem a relacdo entre atividade enzimatica e qual o possivel
mecanismo de resisténcia presente no inseto analisado (BROGDON, 1989).

Segundo Brogdon e Dickinson (1983), estes ensaios podem detectar
atividades de esterases (o e B), acetilcolinesterases (AChE), glutationas S-
transferases (GSTs) e oxidases. Corregcbes para as variagdes dos diferentes
tamanhos de insetos podem ser feitas através da deteccao dos niveis de proteinas
totais. Os niveis enzimaticos sdo lidos em leitor de ELISA, de acordo com a sua

absorbancia especifica.

11



Monitoramento do gene, que codifica... PAIVA, M.H.S.

2.3.1.2 Abordagens moleculares no estudo da resisténcia

Caracterizar variagbes genéticas em populagbes naturais de vetores é
considerado um dos passos mais relevantes dos ultimos tempos. Com o avango
da genética molecular e da clonagem de genes, a utilizagdo de técnicas
moleculares na deteccdo de alelos mutantes que podem conferir resisténcia,
passou a desempenhar um papel promissor nos estudos da resisténcia em
mosquitos.

Até o momento, o maior numero de dados em genética de populagdes foi
fornecido por pesquisas que utilizaram as isoenzimas como marcadores
(TABACHNICK; BLACK 1V, 1996). No entanto, métodos mais recentes de analise
genética concentraram seus esforgos quase que totalmente no uso de marcadores
de DNA e RNA. Varios genes de resisténcia ja foram descritos utilizando-se tais
métodos, como o trabalho de clonagem, seqienciamento e expressao funcional
do gene da acetilcolinesterase em Ae. aegypti (FFRENCH-CONSTANT et al.,
1995); a andlise de mutagdes no gene do canal de sddio voltagem-dependente em
Ae. aegypti (BRENGUES et al., 2003); a descricdo do gene da citocromo P450
(COLLINS et al.,, 2002); a analise molecular da relagcdo entre as glutationa
transferases e a resisténcia aos inseticidas quimicos (HEMINGWAY et al., 2004);
analise da mutacao kdr, causada pela troca de uma leucina por uma fenilalanina
em Anopheles gambiae (DIABATE et al., 2004; SIMARD et al., 2006) e a analise
do promotor da B-esterase em Culex quinquefasciatus (HAWKES; HEMINGWAY,
2002).

As técnicas moleculares, por serem mais especificas e sensiveis, se
mostram bastante uteis na elucidagdo mais aprofundada do problema da
resisténcia a inseticidas quimicos. No entanto, apesar de todo o avango alcangado
através de estudos moleculares, ainda existe a necessidade de um maior

intercambio entre os achados laboratoriais e as técnicas empregadas em campo.

12
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2.4 Mecanismos de resisténcia em mosquitos

A base molecular pela qual mosquitos, sob pressédo de selegdo de
inseticidas quimicos, apresentam um quadro de resisténcia, ainda esta sendo
elucidada. Esta elucidacéo estad sendo bastante auxiliada, pelo fato dos genomas
da Drosophila melanogaster, do Anopheles gambiae e de boa parte de Ae. aegypti
ja estarem disponiveis em bancos de dados, tais como o GeneBank e o TIGR
(HEMINGWAY et al., 2004).

Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em quatro categorias:
penetracdo reduzida, mudangas comportamentais, alteracdo do sitio-alvo e
resisténcia metabodlica (FERRARI, 1996).

Penetragao reduzida

Mudancas na cobertura de quitina do inseto podem significar uma
diminuicdo na penetragdo do inseticida. Mosquitos que desenvolvem este tipo de
mudanca ndo apresentam altos niveis de resisténcia, mas quando associada a
outros mecanismos, o0 nivel de resisténcia aumenta consideravelmente
(APPERSON; GEORGHIOU, 1975).

Mudangas comportamentais

Mosquitos podem apresentar mudancas de comportamento em areas
tratadas. Estas mudancas podem fazer com que os mosquitos reconhegcam
superficies tratadas com inseticidas, apresentando maior tendéncia de nao
adentrar em areas sob tratamento, reduzindo a taxa de invasao de domicilios ou
modificando o horario de repasto sangiineo (MATHENGE et al., 2001).

Alteragao do sitio-alvo

Este tipo de resisténcia é ocasioanada por mutagbes em genes que
codificam para o sitio de agdo do inseticida, impedindo/dificultando assim a
ligacdo do inseticida com sua molécula-alvo. Estas alteracbes podem
comprometer parcialmente ou integralmente a atividade inseticida em questéo. A
enzima acetilcolinesterase, o receptor neuronal do acido y-aminobutirico (GABA) e
os canais de sédio dependentes de voltagem, sdo exemplos de sitio-alvos
envolvidos neste tipo de resisténcia (HEMINGWAY et al., 2004).

13
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Acetilcolinesterase insensivel: Como mencionado anteriormente, inseticidas
organofosforados e carbamatos s&o neurotdxicos, que agem inibindo a enzima
acetilcolinesterase (HEMINGWAY, 2000). A AChE possui um papel fundamental
no sistema nervoso central, finalizando o impulso nervoso pela catalisagdo da
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina. Apesar deste tipo de resisténcia ja ter
sido detectado, através de ensaios bioquimicos, em varias espécies vetoras, o
mesmo ainda nao foi relatado para o Aedes aegypti (HEMINGWAY et al., 2004).

Mutagéo no receptor GABA: O sitio de acao dos inseticidas organoclorados,
como o dieldrin, é o receptor neuronal do acido y-aminobutirico (GABA). A ligagéo
do GABA ao seu receptor, composto por cinco subunidades, resulta na rapida
abertura de um canal ibnico cloro-seletivo. A insensibilidade do receptor GABA ja
foi bem estudada em varias espécies de insetos (HEMINGWAY; RANSON, 2000;
HEMINGWAY et al., 2004).

Mutagbes no canal de sodio dependentes de voltagem. O efeito
farmacologico do DDT e piretroides consiste em causar ativacdo constante dos
canais de sédio. Este efeito € conhecido por nocaute, do inglés “knock-down”. O
intenso uso de piretrdides e DDT levaram populagbes de varios tipos de insetos,
incluindo Anopheles e Aedes, a desenvolverem resisténcia do tipo Kadr
(knockdown resistance) (SODERLUND; KNIPPLE, 2003).

Resisténcia metabdlica

A resisténcia metabodlica € o resultado de uma mudanga estrutural na
molécula da enzima que aumenta sua habilidade em detoxificar o inseticida e/ou,
elevacao nos niveis da enzima produzida (HEMINGWAY, 2000). Um pequeno
grupo de enzimas ou familia de enzimas esta envolvido neste mecanismo de

resisténcia: as oxidases, as glutationa-s-transferases e as esterases.

Oxidases. A citocromo P450 faz parte de uma familia complexa de enzimas
encontradas desde bactérias até mamiferos. Sao responsaveis pelo metabolismo
oxidativo de varios compostos enddgenos e exdgenos. A diversidade dessa

familia de enzimas pode ser exemplificada pelas multiplas isoformas da citocromo
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P450, diferentes padrbes de expressdo e uma grande variedade de substratos
(FEYEREINSEN, 1999). Como objetivo de classificar essa variada familia, Nelson
et al. (1993) sugeriram um sistema de nomenclatura baseado na seqiéncia de
aminoacidos. Este sistema preconiza que cada P450 seja classificada em uma
familia (designada por um numero), e uma subfamilia (designada por uma letra). A
disponibilizacdo do genoma completo da Drosophila melanogaster tem facilitado
bastante o trabalho de filogenia baseado na analise das oxidases P450 de insetos
(RANSON et al., 2002). Nesta espécie, foram encontrados 83 genes que codificam
P450 funcionais. Estas P450s foram classificadas em 25 familias diferentes, sendo
mais de 50% destas, pertencentes a familia CYP4 ou CYP6 (TIJET; HELVIG;
FEYEREISEN, 2001; COLLINS et al., 2002). Ha relatos de resisténcia mediada
por tipos diferentes de P450 oxidases para todas as classes de inseticidas, mas
nem todas as familias de P450 sdo capazes de se ligar e consequentemente
degradar o inseticida (COLLINS et al., 2002). Varios trabalhos ressaltam niveis
elevados de P450s das familias CYP4, CYP6 e CYP12 em amostras de insetos
resistentes, mas apenas em poucos é estabelecida uma relagao entre uma P450
especifica e alto metabolismo de inseticida (COLLINS et al., 2002). Niveis
elevados de atividade da monoxidase P450, em mosquitos resistentes, sdo
freqientemente encontrados em associacdo com atividade alterada de outras
enzimas (HEMINGWAY et al., 2004). Brogdon (1999) relatou a resisténcia contra a

cipermetrina, causada por oxidase e esterase em Anopheles albimanus.

Glutationa S-transferases (GSTs): Estas enzimas pertencem a uma ampla familia
de enzimas multifuncionais, envolvidas na detoxificagdo de uma variedade de
compostos — incluindo os inseticidas (SALINAS; WONG, 1999). Ha duas classes
de GSTs, classificadas de acordo com sua localizagdo na célula: microssomal e
citosélica (HEMINGWAY et al., 2004). Em An. gambiae, ha apenas trés GSTs
microssomais e um grande numero de citosolicas. Sequéncias de aminoacidos de
GSTs que compartiiham 40% de homologia sdo geralmente classificadas na
mesma classe. Propriedades imunobiologicas, relacédo filogenética, e estrutura

terciaria também sdo empregadas na classificacdo (HEMINGWAY et al., 2004).
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Estas enzimas desempenham importante funcdo no estresse fisiolégico, estando
também implicadas no transporte intracelular e cascatas biosintéticas (WILCE;
PARKER, 1994).

Niveis elevados de GSTs, em amostras de insetos resistentes aos
organofosforados, foram originalmemente relatadas por Hayes e Wolf (1988) apud
Hemingway et al. (2004). No entanto, a elevada atividade das GSTs em insetos
tem estado associada aos mecanismos de resisténcia a todas as quatro classes
de inseticidas quimicos. A atividade enzimatica elevada ocorre, na maioria das
vezes, devido ao aumento da concentracdo de uma ou mais enzimas GSTs, nao
sendo um resultado da amplificagdo génica (RANSON; HEMINGWAY, 2004).

Esterases: S&o enzimas que, em insetos, desempenham papel no sistema
nervoso central, na protedlise, no metabolismo hormonal, entre outros
(ALDRIGDE, 1953). Em uma grande variedade de mosquitos, a atividade elevada
das esterases tem sido reportada como o principal mecanismo de resisténcia aos
inseticidas organofosforados (HEMINGWAY, 2000). Esta atividade é resultante de
uma superproducdo de esterases nao-especificas, as quais capturam a molécula
do inseticida antes que a mesma alcange seu alvo: a acetilcolinesterase
(HAWKES; HEMINGWAY, 2002).

As esterases podem gerar dois tipos de resisténcia a inseticidas quimicos:
uma resisténcia de grande amplitude através de uma rapida ligagdo ao inseticida
(sequestro) ou uma resisténcia de amplitude menor através da metabolizacao de
uma variedade pequena de inseticidas que contenham uma ligagdo éster em
comum (KARUNARATNE et al.,, 1995). Em geral, a elevagdo dos niveis de
esterases que sequiestram a molécula do inseticida se da por amplificacéo génica.
A Unica excecao relatada consiste na elevagédo esta? em uma linhagem de Culex
pipiens da Franga, a qual ndo esta relacionada com a amplificacdo do gene
(RAYMOND et al., 1998). Apesar da amplificacdo do gene da esterase estar bem
documentada em linhagens resistentes de algumas espécies de mosquitos, como
o Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens, Cx. tarsalis e Cx. tritaeniorhynchus
(MOUCHES et al., 1986; KARUNARATNE et al., 1998; SMALL; HEMINGWAY,
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2000), pouco se sabe sobre a ocorréncia deste mecanismo para o mosquito Ae.
aegypti.

A classificagéo das esterases é feita de acordo com suas afinidades para a-
ou B- naftil acetato, sua mobilidade em gel de poliacrilamida, e sua sequéncia de
nucleotideos (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998). Embora uma grande
variedade de genoétipos de esterases tenham sido descritos em linhagens
resistentes de Cx. quinquefasciatus, ha a predominancia da amplificagado de dois
genes, esta? e estf2, em um cistron de aproximadamente 25 kb (VILLANI et al.,
1983; HEMINGWAY; CALLAGHAN; AMIN, 1990). Estes genes estédo localizados
numa orientagcdo invertida, separados por um espagador intergénico de
aproximadamente 2,7 kb. Na linhagem susceptivel, os genes homodlogos esta3 e
estf1 estdo separados por apenas 1,7 kb. Estes espacadores intergénicos
provavelmente contém tanto o promotor para as seqiéncias do gene o, como
também para o gene [} esterase e outros elementos regulatorios, os quais sao
também comumente encontrados dentro destas sequéncias (Figura 4). E
importante salientar que devido a proximidade de ambos os /oci, 0s genes da a e
B-esterase sdo co-amplificados como uma unica unidade (ROOKER et al., 1996).
Apesar dos genes de esterase serem co-amplificados em uma proporgéao de 1:1,
estudos realizados na regiao promotora do gene identificaram que s&o obtidas
quantidades trés vezes maiores de proteinas de B-esterase em insetos adultos do
que de a-esterase. Além disso, 1,3 a 32 vezes mais RNAm de estf2 é encontrado
em homogenatos de individuos adultos do que RNAmM de esta?2 (HAWKES;
HEMINGWAY, 2002).
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1759 bp

B POUCA HOMOLOGIA (~25%)

D - l INSERCOES NO ESPACADOR DA PEL RR

——p DIRECAO DA TRANSCRICAQ

Figura 4. Representacdo esquematica da comparagéo dos espagadores
intergénicos entre a esta e estf de linhagens resistentes (Pel RR) e

linhagens susceptiveis (Pel SS) de Culex quinquefasciatus. Fonte:
(Hawkes e Hemingway, 2002) modificado.

Uma sintese da relagao entre as classes de inseticidas empregados, tipo de

resisténcia envolvido e enzima/alvo envolvidos, esta mostrada na Tabela 1.
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Tabela 1. Diferentes classes de inseticidas, enzimas e sitios alvos envolvidos nos

mecanismos de resisténcia ja relatados em mosquitos.

Modificagcido do

sitio-alvo

Canais de Sddio

Classe de Inseticida Mecanismo de Enzimalalvo Referéncia
resisténcia envolvida Bibliografica
Organofosforados Metabdlico Esterases Hemingway, 2000
Glutationas-S- Hemingway, 2000
transferases
(GSTs)
Oxidases Hemingway et al., 2004
Modificacdo do  Acetilcolinesterase Weill et al., 2003
sitio-alvo (AChE)
Carbamatos Metabdlico Esterases Hemingway, 2000
Glutationas-S- Vontas; Small;
transferases Hemingway, 2001
(GSTs)
Modificagéo do Acetilcolinesterase Weill et al., 2003
sitio-alvo (AChE)
Piretroides Metabdlico Esterases Hemingway; Ranson,
2000
Glutationas-S- Ranson et al., 1997
transferases
(GSTs)
Oxidases Vulule et al., 1994
Modificagéo do Canais de Sdédio Brengues et al., 2003
sitio-alvo
Organoclorados Metabdlico Glutationas-S- Vontas; Small;
transferases Hemingway, 2001
(GSTs)
Oxidases Hemingway et al., 2004
Modificagcido do Receptores GABA  Ffrench-Constant, 1994
sitio-alvo

Brengues et al., 2003
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2.5 Situacao atual do Programa de controle do vetor da dengue

Nos anos 40, um programa de controle do Ae. aegypti foi iniciado pela
Organizagdo Pan Americana de Saude (PAHO) visando prevenir epidemias
urbanas de febre amarela. Este programa eliminou o vetor de 19 paises
representando mais de 73% da area primeiramente infestada (SCHLEISSMAN,;
CALHEIRQOS, 1974; MONATH, 1994; GUBLER, 1997). Infelizmente a erradicagéo
era dificil de ser mantida e por volta dos anos 70, a reinvasdo do mosquito foi
intensa. Tal infestagdo continuou durante os anos 80 e 90. Hoje, Ae. aegypti tem
uma distribuicdo mais ampla do que a registrada nos anos 40.

Nos ultimos tempos o Ae. aegpyti, que também é o principal vetor do
Dengue no Brasil, tem sido combatido multisetorialmente. Infelizmente, tais
medidas de controle sdo as mesmas empregadas ha 100 anos atras, levando a
insucessos do programa de controle deste mosquito.

A implantacdo do Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti, o PEAa,
resultou em um fortalecimento das ag¢des de combate ao vetor, com um
significativo aumento dos recursos utilizados para essas atividades, mas ainda
com as agdes de prevencao centradas quase que exclusivamente nas atividades
de combate ao Ae. aegypti, em campo, com o uso de inseticidas. Essa estratégia,
comum aos programas de controle de doencgas transmitidas por vetor em todo o
mundo, mostrou-se incapaz de responder a complexidade epidemiolégica da
dengue (BRASIL, 2003).

Os resultados obtidos no Brasil e o proprio panorama internacional, onde
nao existem evidéncias da viabilidade de uma politica de erradicagao do vetor, em
curto prazo, levaram o Ministério da Saude a fazer uma nova avaliagdo dos
avancos e das limitagbes do programa, com o objetivo de estabelecer um novo
programa, o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que
incorporasse elementos como a mobilizagdo social e a participagdo comunitaria,
indispensaveis para responder de forma adequada a um vetor altamente
domiciliado. Neste cenario epidemioldgico, torna-se indispensavel que o conjunto
de agdes sejam intensificadas, permitindo um melhor enfrentamento do problema

e a reducgao do impacto da dengue no Brasil (BRASIL, 2003).
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Segundo Macoris et al. (1995), populagbes de Ae. aegypti procedentes de
Goias, tratadas com o temephos desde 1986, apresentaram modificacdes na
suscetibilidade a este composto, tendo sido este, o primeiro registro de resisténcia
em Ae. aegypti no Brasil. Em 1999, Macoris et al. detectaram populagbes
resistentes em nove municipios de Sdo Paulo. Ainda naquele ano, teve inicio a
elaboragcdo do programa de monitoramento da susceptibilidade aos inseticidas
empregados no PNCD, em &mbito nacional. No ano de 2000, populagbes de 69
municipios caracterizados como sentinelas foram investigados pelo Ministério da
Saude. Dessas populagdes de Ae. aegypti, 19 foram classificadas como
resistentes ao temephos, 16 apresentaram os primeiros indicios de resisténcia,
estando inclusas nessa lista populacdes do Recife e Jaboatdo dos Guararapes
(BRASIL, 2000). Em alguns estados como Rio de Janeiro, Ceara e Rio Grande do
Norte, foi recomendada a substituicdo do temephos por biolarvicidas a base de
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), bactéria entomopatogénica considerada um

dos agentes de controle bioldégico mais eficazes contra culicidios (BRASIL, 2000).
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lll. JUSTIFICATIVA

O monitoramento da resisténcia aos inseticidas quimicos desempenha um
papel fundamental nos programas de controle de vetores pelas seguintes razdes:
1) A deteccdo a priori de genes de resisténcia em populagdes naturais ira
direcionar a escolha da classe de inseticida mais adequada para ser empregada
no controle, permitindo definir um esquema de rotatividade entre inseticidas, bem
como o momento exato de realizar a introdugédo de novos agentes de controle sem
que ocorram falhas nestas acbes, 2) este monitoramento evitara a selecéo de
genes de resisténcia, por monitorar sua freqiéncia em populagbes naturais,
evitando, por exemplo, o estabelecimento de uma pressao de sele¢cdo que leve a
inutilizacdo do inseticida, 3) permitira seu uso de forma adequada/racional, de
modo a evitar danos a saude humana e meio ambiente e 4) fornecera informacgdes
sobre a dindmica dos genes de resisténcia em populagdes que estao sob efeito do
inseticida.

Os métodos atualmente utilizados para a deteccao de resisténcia, como os
bioensaios (com larvas e mosquitos adultos) e os testes bioquimicos, além de
laboriosos, requerem grande numero de larvas ou de mosquitos adultos e podem
superestimar a resisténcia devido a tolerancia apresentada por alguns individuos
da populagédo. Esta tolerancia pode né&o ter base genética e, portanto ndo estar
relacionada a resisténcia. Assim, uma superestimativa nos resultados gerados
pelos bioensaios, pode alterar substancialmente os resultados da taxa predita na
qual a resisténcia sera selecionada em populagcdes com baixa freqiéncia dos
genes de resisténcia.

Apesar da importadncia, o monitoramento da resisténcia aos inseticidas
utilizados nos programas de controle nunca foi avaliado de forma sistematica no

Brasil.
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IV. PERGUNTA CONDUTORA

Qual o papel das esterases nos mecanismos de resisténcia ao inseticida

quimico temephos em populagdes brasileiras de Ae. aegypti?
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V. OBJETIVOS

Geral:

- Identificar e avaliar a presenca de alelos de resisténcia ao inseticida

organofosforado no gene da esterase, em populagdes naturais de Aedes

aegypti.

Especificos:

1. ldentificar o mecanismo envolvido com a resisténcia ao temephos nas
populacdes naturais de Ae. aegypti;

2. Detectar a presenga de alelos de resisténcia no gene da esterase nestas
populagdes;

3. A partir da deteccdo de alelos de resisténcia, estimar as frequéncias
destes alelos nas populagbes naturais do estado de Pernambuco,
através da eletroforese de isoenzimas ao longo do tempo;

4. Caracterizar a diversidade génica dos genes de esterase nestas
populagdes;

5. Avaliar o grau de polimorfismo dos genes de esterases em populacdes

naturais deste mosquito;
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VI. MATERIAIS E METODOS

Os mecanismos de resisténcia aos inseticidas quimicos s&do complexos e
requerem uma diversidade de técnicas para sua analise. Neste trabalho
objetivamos identificar se 0 mecanismo de resisténcia relacionado as esterases
estaria presente em uma linhagem de Aedes aegypti resistente de laboratoério.
Neste sentido, realizamos testes bioquimicos nesta populagéo e posteriormente,
identificamos diferentes alelos no gene da esterase com diferengas no padréo de
expressdo por eletroforese de isoenzimas. Ap6s a identificacdo do alelo
superexpresso, avaliamos sua freqiiéncia em dois momentos diferentes em
populagdes naturais do mesmo mosquito. Sequenciamos parte do gene da
esterase e comparamos a quantidade do numero de cbpias do gene na linhagem
susceptivel e nas populagcbes naturais pela técnica de PCR em tempo real. Um
esquema geral mostrando as etapas do trabalho esta ilustrado na Figura 5. A

seguir descreveremos cada uma das técnicas detalhadamente.

Amostragem
(ovos)

Larvas (L4) :>

To@E@
QEQUENClAME@

Figura 5: Organograma representativo da metodologia utilizada no trabalho.

TESTES
BIOQUIMICOS
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6.1 Linhagens e populagées de Aedes aegypti

6.1.1 Linhagens de laboratoério

Neste estudo, foram utilizadas duas linhagens de laboratério de Ae. aegypti.
A linhagem Rockefeller, conhecida mundialmente por ser susceptivel a todas as
classes de inseticidas quimicos, foi utilizada como padréao de susceptibilidade em
algumas das etapas a seguir. A segunda linhagem utilizada foi a Recife-
Resistente, a qual foi originariamente proveniente de Araripina (localizada a
aproximadamente 690 km da cidade de Recife). Individuos desta localidade foram
submetidos a bioensaios dose-diagndstica, utilizando-se como inseticida o
temephos, em um trabalho paralelo realizado em nosso insetario (PAIVA et al., em
preparagao). Esta populagcdo apresentou uma mortalidade média de apenas
16,8%, e uma alta razdo de resisténcia (RR=14) (MELO SANTOS et al.,
comunicagao pessoal). Diante destes resultados, a populacdo de Araripina esta
sendo exposta ao temephos e encontra-se na quinta geragdo sob pressdo de

selecao e, atualmente é denominada de Recife-Resistente (Rec-R).

6.1.2 Populagées naturais

As populagbes naturais utilizadas neste estudo foram previamente
submetidas a bioensaios dose-diagnostica (DD = 0,012 mg/L) com o temephos e,
todas elas foram classificadas como resistentes (MELO SANTOS, dados nao
publicados) (Tabela 2). Foram estudadas sete populagcbes coletadas na regiao
metropolitana do Recife (Engenho do Meio, Dois Irmaos, Alto José do Pinho,
Morro da Conceigdo, Casa Forte, Parnamirim e Brasilia Teimosa), uma do
municipio de Moreno (Nossa Senhora de Fatima), e uma outra populacao
proveniente do Araripe (Ceara) (Figura 6). Todas as amostras foram coletadas em
forma de ovos, através de armadilha de oviposi¢gdo adaptada do modelo descrito
por Fay e Perry (1965) e posteriormente, levadas ao insetario do Departamento de
Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes. Apds a abertura dos
ovos, as larvas do 4° estagio (L4) foram separadas e congeladas a —-70° C

individualmente em microtubos de 1,5 ml, para serem utilizadas nos testes
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isoenzimaticos, enquanto que os mosquitos adultos foram congelados para
posterior extracdo de DNA. Um total de 1.760 individuos foi utilizado no presente

trabalho.

Tabela 2. Status das populacdes utilizadas neste estudo, diante de bioensaios dose-

diagnostica.
Localidades Total de larvas Mortalidade Status
expostas Dose Diagnéstica (%)
Rockefeller Susceptivel
Dois Irmaos 320 62,1 Resistente
Morro da Conceigao 560 67,5 Resistente
Alto José do Pinho 520 71,0 Resistente
Parnamirim 560 65,4 Resistente
Engenho do Meio 480 70,0 Resistente
Casa Forte 520 67,0 Resistente
Brasilia Teimosa 360 77,5 Resistente
Nossa Sra. De Fatima 600 70,0 Resistente
Araripe 600 3,80 Resistente
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Areas Estudadas
em Recife

Nossa Senhora de Fatima
¢ *MORENG

CABODE ur‘ronacm

Regido Metropolitana
Mapa do Recife do Recife

Figura 6: Sitios de coleta de ovos de Aedes aegypti. A. Bairros da cidade de
Recife, em destaque as localidades de Morro da Concei¢do, Alto José do
Pinho, Casa Forte, Parnamirim, Brasilia Teimosa, Engenho do Meio e Dois
Irmaos. B. Regido Metropolitana de Recife, destacando o bairro de Nossa
Senhora de Fatima no municipio de Moreno.

6.2 Ensaios bioquimicos

Os testes bioquimicos foram realizados nas dependéncias do Centro de
Controle de Doencas e Prevengdao (CDC — Centers for Disease Control and
Prevention), em Atlanta — GA, EUA. O protocolo utilizado neste trabalho foi
baseado em Brogdon (1989). Nesta técnica foi avaliada somente a linhagem
Recife-Resistente, comparada com a linhagem Rockefeller, para as enzimas o e
B-esterase, acetilcolinesterase insensivel e nivel de proteinas totais. Foram
testados, em média, 60 individuos distribuidos em duas placas para cada enzima

testada.
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Todos os reagentes empregados nos testes foram preparados minutos
antes da reacgédo, assim, ndo houve degradacgéo dos substratos em fung¢éo da luz e
temperatura.

Mosquitos adultos foram macerados em 100 pl de tampao fosfato de
potassio 0,1 M (KH,PO4) pH 7,2, em seguida, completado seu volume para 1 ml
com o mesmo tampao. Cada individuo foi analisado em ftriplicatas e para todas as
placas, utilizou-se uma triplicata de controles positivos e negativos. Os controle
positivos para os ensaios da B-esterase foram 25 mg de B-naftol dissolvidos em 5
ml de acetona e, para a-esterase, o controle positivo foi constituido de 25 mg de
a-naftol dissolvidos em 5 ml de acetona. As reac¢des da iIAChE e proteinas totais
nao utilizaram nenhum tipo de controle positivo. Os controles negativos foram

todos constituidos de apenas KH,PO, (Figura 7).

Triplicata S 6 7 8 910 1 12

qo mesmo Q,Q" .‘.*.*.*.*q.,'.‘,.
individuo A '........
000000000000
<t Sl el Sl el el
000000000

e
CXLLLLLLLAND
900000000 Controle +
06000006

Controle -

Figura 7: Representacao da placa utilizada nos ensaios bioquimicos.

Para a afericdo da atividade p-esterasica, uma solu¢do do substrato foi
preparada dissolvendo-se 56 mg de B-naftil acetato em 20 ml de acetona e 80 ml
de tampao KH,PO4. A solugao foi acondicionada em um frasco a prova de luz a 4°
C. Uma solugdo de diamizidina foi preparada dissolvendo-se 100 mg de 6-
diamizidina tetrazéica em 100 ml de agua destilada. A solu¢ao obtida também foi
acondicionada nas mesmas condi¢cdes citadas acima. Em cada pogo da placa

foram adicionados 100 pl do homogenato, em seguida, adicionados 100 pl da
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solucdo do substrato e a placa incubada a temperatura ambiente por dez minutos.
Ap6s o término da incubagdo, foram acrescentados 100 pl da solugdo de
diamizidina, incubado por mais dois minutos e finalmente feita a leitura
fotocolorimétrica em leitor de ELISA (BIORAD, microplate reader 3550) em filtro
540 nm. A atividade da a-esterase pbde ser analisada seguindo o mesmo
protocolo da p-esterase, apenas modificando o substrato para a-naftil acetato.

A atividade da acetilcolinesterase foi detectada através do teste chamado
de ensaio da acetilcolinesterase insensivel. Para isto, uma solugdo de
acetiltiocolina iodada (ATCH) contendo 75 mg de ATCH, 21 mg de propoxur,
diluido em 10 ml de acetona e 90 ml de tamp&o KH,PO,4 Uma segunda solugéo, a
DNTB, foi feita com 13 mg de acido ditio-bis-2-nitrobenzéico (DNTB) diluida em
100 ml de tampao KH,PO, Todas as duas solu¢des foram acondicionadas em
frascos a prova de luz a 4° C. Em cada pogo foram pipetados 100 pl de
homogenato, em seguida, pipetou-se 100 upl da solugdo ATCH e mais 100 ul da
solucdo DNTB. Foi realizada uma leitura imediata da absorbancia da placa em
filtro de 414 nm e, uma outra apés 10 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente.

Um ensaio de proteinas totais foi realizado com o objetivo de tracar um
parametro entre concentracdo de proteinas totais e os niveis da enzima em
estudo. Para tal reagdo, uma solugdo protéica estoque contendo 20 ml do
concentrado protéico (BIORAD) diluido em 80 ml de agua destilada foi
acondicionada a 4° C. Em cada poco contendo 20 pl do homogenato, foram
pipetados 80 ul de tampao KH,PO4 e 200 ul da solugao protéica. A leitura foi feita
imediatamente utilizando-se filtro 620 nm.

Todos os ensaios realizados foram repetidos para garantir a qualidade dos

resultados.
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6.3 Isoenzimas de esteraes

A eletroforese de esterases foi realizada em 70 individuos de cada
populacao, em dois momentos distintos: Setembro de 2004 e Setembro de 2005.
Larvas individuais em 4° estadio foram maceradas em 50 ul de agua destilada e
centrifugadas a 10.000 rpm/4° C por 10 minutos. O sobrenadante foi misturado ao
tampao de amostra (azul de bromofenol 0,1% e glicerol 30%) e aplicado em géis
de poliacrilamida 6%, de tamanho 14 X 18 cm. Pedacos de papel filtro (Whatman)
foram embebidos nas amostras e aplicados no gel. A eletroforese horizontal foi
realizada a 4° C por aproximadamente 5 horas de corrida, a 120 V. Esse tempo foi
suficiente para a corrida alcancar sete centimetros de comprimento e separar as
bandas.

O processo de deteccao enzimatica foi realizado de acordo com Harris e
Hopkinson (1976). Para identificar os loci e os alelos da a e B-esterases, dois géis
foram corridos com as mesmas amostras e corados separadamente, um com o-
naftil acetato e outro com p-naftil acetato. Apdés mapear onde havia atividade
enzimatica, todos os géis seguintes foram incubados com os dois substratos ao
mesmo tempo. A coloragéo consistiu de 15 mg de a-naftil acetato, 25 mg de B-
naftil acetato e 50 mg de RR-Salt, diluidos em 2 ml de acetona e 50 ml de tampéao
fosfato pH 6,0 (NaH,PO4 0,2 M e Na;HPO4 0,2 M). Apés uma hora a 37° C, em
auséncia de luz, a solugdo de coloragdo foi diluida com agua destilada na
proporcao de 1:4. O recipiente foi coberto com papel aluminio e acondicionado a
27° C overnight.

Os loci e alelos foram numerados de acordo com a nomenclatura descrita
por Neale, Weber e Adams (1984). A frequéncia alélica e os parametros de
variabilidade genética foram calculados utilizando o Tools for Population Genetics
Analyses (TFPGA), versao 1.3 (MILLER, 1997). Desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg foram testados para cada locus e populagdo, usando o teste exato

proposto por Haldane (1954) e corrigido por Bonferroni (Lessios, 1992).
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6.4 Extragao de DNA

O DNA foi extraido de mosquitos individuais de acordo com o protocolo de
Ayres et al. (2003). Foram extraidos 50 individuos de cada populagdo. Os
mosquitos foram macerados individualmente, em microtubo de 1,5 ml, em uma
solugao contendo 400 pul de tampao de lise (NaCl 5M, Tris-HCI 1 M e EDTA 0,5 M
pH 8.0), 7 ul de proteinase K (SIGMA) (10 mg/ml) e 72 ul de SDS 10%. O material
foi incubado a 65° C por no minimo 8 horas. A cada tubo foram acrescentados 420
ul de NaCl 5M, os mesmos foram homogeneizados e centrifugados a 12.000 rpm
por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um microtubo de 2,0 ml,
adicionado 1 volume de isopropanol e incubado a -20° C por 1 hora. Ap6s a
incubacéo, os microtubos foram centrifugados por 12.000 rpm por 20 minutos. O
sedimento foi lavado com 500 ul de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado a
12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento seco e
ressuspendido em 150 ul de T.E. (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) estéril.
Todos os DNAs foram avaliados quanto a sua integridade, por eletroforese em gel

de agarose 0,8%.

6.5 PCR

Individuos de sete popula¢des foram avaliados por PCR para o exon 4 do
gene da a-esterase: Engenho do Meio (EM), Recife-Resistente (Rec-R),
Parnamirim (PN), Nossa Senhora de Fatima (NSF), Casa Forte (CF), Morro da
Conceicdo (MC), Brasilia Teimosa (BT) e Araripe-CE (AR). Os primers para
amplificagdo do exon 4 em Aedes aegypti, foram desenhados através da analise
do alinhamento de varias sequéncias do gene entre outras espécies, ja que o
mesmo ainda n&o foi descrito no género Aedes. O gene foi localizado no genoma
do Ae. aegypti disponivel no site do projeto TIGR (The Institute for Genomic
Research: http://www.tigr.org/msc/aedes/aedes.shtml), através de uma busca
utiizando como modelo o exon 4 do gene esta2 do mosquito Culex

quinquefasciatus (numero de acesso Z47988). Cinco primers foram desenhados,
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sendo dois 5" (A2X4R1 e A2X4R2) e trés 3" (A2X4L1, A2X4L2 e A2X4L3) (Figura
7). Os cinco primers geraram seis combinagoes:

Set 1: A2X4L1 e A2X4R1 =150 pb

Set 2: A2X4L1 e A2X4R2 = 152 pb

Set 3: A2X4L2 e A2X4R1 =153 pb

Set 4: A2X4L2 e A2X4R2 = 155 pb

Set 5: A2X4L3 e A2X4R1 =178 pb

Set 6: A2X4L3 e A2X4R2 = 180 pb

| A2X4L3 | A2X4L2

1 gagatgaagtggttccagggaa tttggtctaaaggécca-atcgttagctttggaatgggtgaag 66
L

| A2X4L1

67 Caaaacattgccagttttggaggaaacccgaggttggtgaccattticggccagagtgcecggtgce 454

A2X4R1 |

=Y

34 aggatcagtgcacatgcacatgat--cagtcctitgagcgaaggact ttctc-gagagcgl]attgtg 200
]

A2X4R2 |

201 atg 203

Figura 8: Localizagédo dos primers utilizados no exon 4 do gene da a-esterase do mosquito Ae.
aegypti .

Cinquenta individuos foram testados para as diferentes combinacbes de
primers. As reacdes foram preparadas em um volume final de 25 ul por tubo
contendo: 200 ng de DNA gendémico; 0,2 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato
(ANTP-PROMEGA); 1,5 mM de MgCl,; 10 pmol de cada primer; 1U da enzima Taq
DNA polimerase (PROMEGA) e tampao da enzima (Tris-HCI 200 mM, KCI 200
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mM, pH 8,4). A amplificacdo foi realizada em um termociclador (EPPENDORF
Mastercycler gradiente), utilizando as seguintes condi¢des: 95° C por 5 minutos,
35 ciclos de 95° C por 1 minuto, 55° C por 1 minuto e 72° C por 1 minuto. Uma
temperatura final de extenséo a 72° C por 10 minutos foi utilizada antes da reacao
ser finalizada em 4° C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose

0,8% corados com brometo de etideo.

6.6 Seqiienciamento

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o Kit Montage PCRgs
Cleanup (Millipore), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Uma vez
purificadas por filtracdo a vacuo, as amostras foram ressuspendidas em T.E. (Tris
10 mM, EDTA 1mM, Tween 20 0.05%, pH 9.0). Foram selecionados 5 individuos
de cada populacéo: Engenho do Meio, Recife-Resistente, Parnamirim, Nossa
Senhora de Fatima, Casa Forte e Morro da Conceicéo, para cada um dos sets de
primers, totalizando 25 individuos por populagéo. Os produtos de PCR purificados
foram submetidos a reagdo do sequenciamento, utilizando-se o Big Dye
Terminator Ready Reaction Kit v1.1 (Applied Biosystems). Em cada reagcéo foram
utilizados 0,5 ul do Terminator Ready Reaction v1.1 (Applied Biosystems), 2,0 ul
do tampéo de sequenciamento ABI, 5 pmol de cada primer, 1,0-2,0 ul do DNA
molde e 10 ul de agua ultrapura (Millipore). A reacdo de sequienciamento foi
realizada em um termociclador (Eppendorf), utilizando as seguintes condi¢des: 25
ciclos de 96° C por 10 s, 50° C por 5s e 60° C por 4 minutos. A reacao foi
novamente purificada, desta vez utilizando colunas Centri-Sep (Princenton
Separations), secas em um concentrador e ressuspendidas em 15 ul de HI-DI
(formamida) antes de serem colocadas no sequenciador. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas no Centro de Controle de Doencas e Prevencgéo
(CDC - Atlanta, GA), utilizando o sequenciador automatico ABI 3100da Applied
Biosystems. Os programas utilizados para a analise das seqiiéncias foram o
Chromas Lite, Clustal W, DnaSP e o Mega. O Chromas Lite foi utilizado para a
analise dos eletroferogramas, o Clustal W foi utlizado no alinhamento dos contigs

(sequéncias editadas), o DnaSP para fornecer os dados de polimorfismo de DNA
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e 0 Mega, como ferramenta de analise de sitios polimorficos. Além dos programas
acima citados, foram utlizados o conjunto de programas do DNAstar,
principalmente o Editseq, que permitiu editar as seqiéncias obtidas e, o programa
SegMan, que possibilitou a montagem dos contigs.

Uma outra analise do sequenciamento foi realizada considerando cada
nucleotideo diferente entre as seqléncias analisadas como sitios segregantes
polimérficos, apos o alinhamento entre elas. Neste sentido, calculou-se o indice de
nuamero de sitios nucleotidicos polimérficos (pn), que € descrito de acordo com a
seguinte férmula abaixo, onde onde S, é o numero de sitios polimérficos por
sequéncia e mr corresponde ao numero total de nucleotideos analisados (Nei,

1987).
pn= Sp/mr

6.7 PCR em Tempo Real
A analise da PCR em Tempo Real (PCRq) para parte do exon 4 do gene

esta2, foi realizada em 10 individuos de de cada uma das seguintes populacdes:
Engenho do Meio, Dois Irmaos, Casa Forte e Alto José do Pinho. Além dessas
quatro localidades, 5 individuos de Recife-Resistente e 5 de Aripipe — CE foram
acrescentados ao estudo. Em todos os testes foram utilizados como controle de
susceptibilidade, individuos da linhagem Rockefeller. Todos os individuos
analisados foram testados em duplicatas, para evitar eventuais erros. No geral,
120 individuos, incluindo os da linhagem Rockefeller e os controles negativos, de
seis localidades distintas, foram analisados através da PCRq.

A técnica da PCR em Tempo Real permite que seja adicionado um
composto fluorescente (Sybr Green), que se intercala na fita dupla do DNA, e o
mesmo € detectado pelo aparelho, permitindo seguir a cinética de amplificagcao de
um determinado produto de PCR. Ao ser adicionado na reagéo, o Sybr Green
imediatamente se liga a todos os DNAs fita-dupla presentes na amostra. Assim, a
proporcdo que a Taq polimerase amplifica a seqiiéncia-alvo, criando os produtos

de PCR, o Sybr Green se liga a cada nova copia amplificada. Ao final da reagéo, a
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intensidade da fluorescéncia sera proporcional a quantidade de produto de PCR
produzida. O nivel de fluorescéncia computado para cada amostra € aquele
suficiente para atingir um ciclo limiar, por convencao esse limiar € denominado de
Ct (Cycle Treshold).

Os resultados mais confiaveis foram obtidos utilizando-se a combinagao de
primers (A2X4R1 e A2X4L1), em uma concentragcédo de 2,5 pmoles/ul, 50 ng do
DNA molde, sob as seguintes condigbes de PCR: 50° C por 2 minutos, 95° C por
10 minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos, 55° C por 30 segundos e 72° C
por 30 segundos.

Todos os individuos foram processados em duplicatas, sempre
acompanhados de controles Rockfeller e no minimo dois controles negativos (Sybr
Green mastermix, primers, agua), no ABI Prism 7000 da Applied Biosystems. Dois
experimentos independentes serviram para compor os resultados deste trabalho.

Os valores encontrados na PCRq foram submetidos ao teste estatistico de
normalidade Shapiro-Wilk. Os resultados encontrados nas populag¢des, foram
testados quanto a sua significancia, em comparacdo a linhagem Rockefeller
(P<0,05).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Ensaios bioquimicos

Testes bioquimicos foram realizados com o intuito de se identificar qual o
mecanismo de resisténcia envolvido na linhagem Recife-Resistente. Como citado
anteriormente, esta populagdo apresentou altos indices de resisténcia, apos
avaliacdo por ensaios biolégicos com o temephos. Foram testados trés sistemas
enzimaticos diferentes: o-esterases, [B-esterases e acetilcolinesterase insensivel
(IAChE).

Os ensaios da o-esterase demonstraram uma atividade enzimatica elevada
de larvas de Recife-Resistente em relagédo a linhagem Rockefeller. O limiar de
absorbancia encontrado para individuos Rockefeller foi de 0,9, enquanto que para
Recife-Resistente atingiu 1,2. Estes numeros estdo representados no grafico

abaixo (Figura 9).

A-ESTERASE RECIFE-RESISTENTE (LARVAS)

Ld Qg
= ih
i

I
ih

20

= EMOU mMEm

0.1 0.3 1 ] 0.7 0.9 1.1 1.3 1.9 17 1.9
ABSORBANCIA
O A-ESTRec-R B A-EST Rockefeller
Figura 9: Distribuicao das frequéncias de absorbancia em larvas de Ae. aegypti

para o ensaio bioquimico da a-esterase, em um total de 54 individuos da
linhagem Recife-Resistente.
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Mesmo apresentando niveis elevados de a-esterase, foi possivel identificar
que estas amostras apresentaram, também niveis muito elevados de [B-esterase.
O limiar de absorbancia encontrado para individuos Rockefeller foi de 1,4,
enquanto que para Recife-Resistente foi 1,9. Estes numeros estdo representados

no grafico abaixo (Figura 10).

B-ESTERASE RECIFE-RESISTENTE (LARVAS)

P o

=0 MSSma

6l 03 05 07 0% 11 13 16 1.7 19 21 23
ABSORBANCIA

L] 1] L] T L] L

m B-ESTREC-R = B-ESTRockefeller

Figura 10: Distribuicdo das frequéncias de absorbéncia em larvas de Ae. aegypti
para o0 ensaio bioquimico da B-esterase, em um total de 62 individuos da
linhagem Recife-Resistente.

A analise bioquimica dos niveis de iIAChE, mostrou ndo haver atividade
alterada da acetilcolinesterase nas amostras estudadas quando comparado a
linhagem padrao susceptivel. O limiar de absorbancia encontrado para individuos
Rockefeller foi de 0,08, no entanto, o limiar atingido em individuos provenientes da
linhagem Recife-Resistente foi de 0,03. Estes valores estdo mostrados no grafico

a seguir (Figura 11).
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AChE INSENSIVEL RECIFE-RESISTENTE (LARVAS)
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Figura 11: Distribuicdo das frequéncias de absorbancia em larvas de Ae.
aegypti para o ensaio bioquimico da iIAChE, em um total de 50 individuos

da linhagem Recife-Resistente.

Os ensaios de proteinas totais foram realizados para quantificar a relagéo

da atividade das enzimas estudadas, e o volume corpéreo dos individuos

testados. Este teste teve a finalidade de evitar superestimativas das dosagens

enzimaticas,

oriundas das variagbes de massa corporal

intrinsecas da

amostragem. As atividades esterasicas foram comparadas com as dosagens de

proteinas totais em cada amostra e indicaram que os valores encontrados néo

superestimavam os resultados.
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7.2 Isoenzimas de esterases

Nesse estudo foram analisados 630 individuos de Ae. aegypti no total,
sendo 70 de cada uma das nove localidades do estado de Pernambuco, em dois
periodos diferentes, 2004 e 2005.

Um total de cinco loci foi detectado para o e p-esterases, mas apenas
quatro foram utilizados nesta analise. O quinto /ocus nao foi detectado em todas
as populagdes estudadas, sendo excluido da anadlise final. Onze alelos foram
identificados nestes loci e 0 numero de alelos por locus variou de 1 a 3. Os valores
de heterozigosidade observada (H,) variaram de 0,278 na populacéo de Morro da
Conceicéo a 0,533 na populacdo de Parnamirim em 2004. Em 2005, a H, variou
de 0,388 na populacéo de Brasilia Teimosa a 0,608 na populacdo de Engenho do
Meio. As freqiéncias de H, e heterozigosidade esperada H, estdo mostradas na
Tabela 2. Os niveis de diferenciagdo genética das populacgdes (Fst) foram baixos,
mas apresentaram-se significantes (P<0,05). Entre os anos de 2004 e 2005, os

niveis variaram de 0,0385 para 0,0405, respectivamente.
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Tabela 3: Valores de heterozigosidade observada (H,) e esperada (H,) nas

amostras de Ae. aegypti coletadas nos anos de 2004 e 2005.

2004 2005
Localidade H,xSE H.tSE H.xSE H.tSE
Engenho 0,442+0,125 0,510+0,066 0,608+0,265 0,499+0,009
do Meio
Alto José 0,506+0,085 0,507+0,067 0,558+0,237 0,502+0,054
do Pinho
Brasilia 0,481+0,252 0,496+0,059 0,388+0,189 0,472+0,028
Teimosa
Parnamirim 0,533+0,232 0,527+0,040 0,501+0,180 0,482+0,019
Casa Forte  0,493+0,272 0,512+0,038 0,530+0,238 0,444+0,051
Dois Irmaos 0,362+0,160 0,543+0,063 0,465+0,460 0,521+0,023
Morro da 0,278+0,132 0,488+0,061 0,499+0,287 0,491+0,021
Conceicao
Nossa 0,447+0,200 0,550+0,057 0,396+0,373 0,411+0,177
Senhora
de Fatima
Recife- - - 0,474+0,094 0,434+0,028
Resistente

Os géis de isoenzimas apresentaram uma regido de alta atividade
esterasica, denominada de locus 1. Visualmente, esta regido apresentou alelos
com diferentes intensidades entre as populagdes analisadas. O alelo responsavel
pela maior atividade esterasica no loco foi chamado de 3. A frequéncia deste alelo
variou entre as diferentes populagbes estudadas. Nas populagdes de CF, PN e
EM, a frequéncia deste alelo aumentou de um ano para o outro, e nas demais
populagdes sua frequéncia diminuiu, ocorrendo uma reducdo consideravel na

populacdo de NSF (Tabela 3). A maior frequéncia deste alelo foi observado na
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populacdo de Recife-Resistente, que correspondeu a 0,214 em 2005. Nos outros

loci, ndo foram observados alelos superexpressos.

Tabela 4: Frequéncia do alelo superexpresso (3) entre as popula¢des estudadas.

N: tamanho da amostra

2004

2005

Cidade

Recife Engenho

Localidade

do Meio
Alto José
do Pinho
Brasilia
Teimosa
Parnamirim
Casa Forte
Dois
Irm&os
Morro da
Conceicéao
Moreno Nossa
Senhora de
Fatima
Recife-

Resistente

70

70

70

70

70

70

70

70

0,145

0,191

0,125

0,107

0,114

0,100

0,127

0,121

70

70

70

70

70

70

70

70

70

0,164

0,107

0,071

0,121

0,185

0,071

0,085

0,010

0,214
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Na Figura 12, é possivel notar a diferenca na intensidade do alelo

superexpresso em individuos coletados em 2004 de Engenho do Meio.

Figura 12: Gel de poliacrilamida 6% mostrando diferentes

frequéncias do alelo superexpresso, na populagao de Engenho
do Meio. Seta vermelha indicando alelo normal e seta azul, o

alelo superexpresso.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi rejeitado (P<0,05) para todas as
populacbes em ambos os anos, no entanto, desvios significantes ndo foram
observados nos loci apds a correcao de Bonferroni (ajuste de significancia de 5%
para 2004: 0,00156 e 2005: 0,00125).
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7.3 PCR

De cada localidade, 56 individuos foram submetidos aos 6 sets de primers,
desenhados para amplificar um fragmento de aproximadamente 180 pb, do exon 4
do gene da a-esterase. O sexto set ndo foi reprodutivel em todas as populacdes.
Este set de primer apresentou bandas secundarias, mesmo em altas temperaturas
de anelamento. Desta forma, este set foi descartado da analise final. As PCRs
geraram fragmentos que variaram de 150 (set 1) a 180 pares de base (set 5),
sendo todas as condi¢des otimizadas para a reagao gerar apenas um fragmento
especifico. Estes produtos foram purificados e utilizados na reacdo de
sequenciamento. A Figura 13 mostra a amplificacdo do fragmento de esterase,

utilizando-se o set 3 de primers, em individuos provenientes de Recife-Resistente.

M 12,3, 45 50 60 T SR OO IR SRR T6R 17 18 19, 20

153 pb
200 pb -
_-—-'—------—-----——ﬂ
100 pb — - w® @w v v ot W P GW G W OIS TW G e Dimero
pr?n?ler

Figura 13. Gel de agarose 0,8%. M. marcador de peso molecular Ladder
100 pb. Pocos 1 a 20: 5 ul de produto de PCR de individuos Ae. aegypti da
linhagem Recife-Resistente, amplificados com o set 3 de primers.

7.4 Seqiienciamento

As reacgdes de sequénciamento foram realizadas em 25 individuos de cada
populagao, utlizando-se cinco individuos para cada um dos 5 sets de primers.

Um total de 300 seqiéncias foi obtido e, posteriormente analisados seus
eletroferogramas. Esta analise apontou 40 seqiiéncias de baixa qualidade, as

quais foram excluidas da analise final.
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Foram construidos 88 contigs, utilizando-se 275 seqUéncias para a
construgdo dos mesmos. Estes contigs foram alinhados entre si para analise de
homologia entre os nucleomorfos obtidos. Esta analise mostrou que em 180
nucleotideos de extenséo, havia a presenca de apenas 4 sitios polimoérficos. Foi
possivel observar que estes sitios se encontravam em individuos heterozigotos e
ndo estavam fixados em nenhuma das populagbes, indicando que ndo havia
variagdo nos fragmentos estudados, entre as diferentes populagbes. O
alinhamento das seqtiéncias em An. gambiae, Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti,
demonstrou que o gene, aparentemente, pode apresentar splicing alternativo. O

indice de numero de sitios nucleotidicos polimérficos (P,) foi de 0,022.

7.5 PCR em Tempo-Real

Esta técnica forneceu resultados quantitativos, em relagdo a amplificacao
do gene da a-esterase, no DNA de seis populac¢des naturais de Ae. aegypti. As
reacdes de PCRq sado caracterizadas por indicar o momento exato em que o
produto de PCR ¢ inicialmente detectado. Este momento é denominado de Ct ou
threshold cycle (limiar de detecg&o), o qual representa em numeros, o resultado
final da quantificacdo. O Ct é inversamente proporcional ao numero de copias do
alvo em questado, ou seja: quanto menor o Ct, maior a quantidade de copias ao
inicio da reagéo.

Para quantificagcdo das amostras foi adotado um padrdo a partir da
amplificacdo do gene, que codifica parte do exon 4 da a-esterase, com os primers
A2X4R1 e A2X4L1. Este produto amplificado foi subseqiientemente purificado e
quantificado por espectrofotometro. A concentragdo de DNA encontrada foi
verificada por eletroforese, utilizando o marcador de massa molecular DNA Low
Mass (Invitrogen). O valor em ug obtido no fragmento purificado foi convertido em
numero de moléculas, através da ferramenta de conversdo disponivel no site:

http://molbiol.edu.ru/eng/. Os Cts encontrados para quantidades conhecidas do

padrdo foram utilizados para quantificagdo do n° de moléculas, nas amostras

submetidas ao ensaio (Tabela 4 e Figura 15).
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Tabela 5: Resultados obtidos pela PCR em Tempo Real de parte do exon 4 do
gene esta2, através do ciclo limiar (Ct) e n°® de moléculas.

Populacao Individuo Ct N° de moléculas
(x 10"
Engenho do Meio 1 33,16 9,33
Engenho do Meio 2 31,70 9,77
Engenho do Meio 3 30,41 10,18
Engenho do Meio 4 31,41 9,86
Engenho do Meio 5 32,51 9,52
Engenho do Meio 6 31,13 9,95
Engenho do Meio 7 33,21 9,33
Engenho do Meio 8 31,54 9,82
Engenho do Meio 9 34,17 9,06
Engenho do Meio 10 33,54 9,23
Alto José do Pinho 1 32,79 9,44
Alto José do Pinho 2 33,23 9,32
Alto José do Pinho 3 34,04 9,09
Alto José do Pinho 4 33,58 9,22
Alto José do Pinho 5 33,91 9,13
Alto José do Pinho 6 34,69 8,92
Alto José do Pinho 7 33,72 9,18
Alto José do Pinho 8 32,69 9,47
Alto José do Pinho 9 33,15 9,34
Alto José do Pinho 10 33,05 9,37
Casa Forte 1 35,14 8,81
Casa Forte 2 34,57 8,96
Casa Forte 3 35,26 8,78
Casa Forte 4 34,39 9
Casa Forte 5 32,89 9,41
Casa Forte 6 34,22 9,05
Casa Forte 7 32,07 9,66
Casa Forte 8 35,05 8,84
Casa Forte 9 34,37 9,01
Casa Forte 10 34,08 9,08
Dois Irmaos 1 33,35 9,29
Dois Irmaos 2 33,67 9,2
Dois Irmaos 3 34,41 9
Dois Irmaos 4 37,58 negativo
Dois Irmaos 5 33,25 9,31
Dois Irmaos 6 32,95 94
Dois Irmaos 7 32,90 9,41
Dois Irmaos 8 32,70 9,47
Dois Irmaos 9 33,38 9,28
Dois Irmaos 10 34,35 9,02
Recife-Resistente 1 33,03 9,38
Recife-Resistente 2 34,96 8,86
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Recife-Resistente 3 34,27 9,04
Recife-Resistente 4 34,51 8,97
Recife-Resistente 5 33,20 9,33

Araripe 1 30,86 10,04
Araripe 2 31,58 9,81
Araripe 3 32,44 9,55
Araripe 4 32,62 9,5
Araripe 5 32,28 9,6
Rockefeller 1 33,41 9,27

N° de moléculas
(x10")

il

EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM6 EM7 EM8 EM9 EM10 ROCK

Engenho do Meio

27
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N° de moléculas Alto José do Pinho
(x10'%)

“ﬂlﬂam

AJP1 AJP2 AJP3 AJP4 AJP5 AJP6 AJP7 AJP8 AJP9 AJP10 ROCK

N° de moléculas Casa Forte
(x10"°)

mlmri

CF2 CF3 CF4 CF5 CF6 CF7 CF8 CF9 CF10 ROCK
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N° de moléculas Dois Irmaos
(x10"°)
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
DI2 DI4* DI5 DIi6é DI7 DI8 DI10 ROCK
negauvo

N° de()':;g!f)c"'as Recife-Resistente e Araripe

1 1" |

Rec-R Rec-R Rec-R Rec-RRec-R AR1 AR2 AR3 AR4 AR5 ROCK
1 2 3 4 5

Figura 14: Grafico representativo da PCR em Tempo Real de parte do
exon 4 do gene esta2. Ordenadas representando o numero de
moléculas (x10'°) e abcissas, n° de moléculas encontradas em cada
populacdo comparadas a referéncia Rockefeller. A. Engenho do Meio,
B. Alto José do Pinho, C. Casa Forte, D. Dois Irméos e E. Recife-
Resistente e Araripe.

* Individuo com Ct maior que o controle negativo.
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Os valores encontrados na PCRq para as populades de Engenho do Meio e
Araripe foram os unicos significantemente maiores que os valores da linhagem
susceptivel de Rockefeller. Os controles negativos tiveram um Ct de
aproximadamente 37, no entanto, a curva de dissociacdo mostrou que apesar do
alto Ct apresentado, ndo houve amplificacdo nestes controles (Figura 15). Desta
forma, os Cts encontrados em individuos de populagbes naturais acima de 37,

foram considerados negativos (nenhuma ou baixa amplificagao).

Curva de Dissociagao

: Ejz I/\\ Rlecife-Resilstente iy

o ) e |
0,12 .

v oo e 4 ﬂ‘“——-f .i‘r/‘\:ﬁntmle Negativo

i 0,00 i = SN~ o S

v

a "% B5 70 75 80 85 90 95

Temperatura

Figura 15: Curva de dissociagcado representativa das amostras da linhagem
Recife-Resistente, Rockefeller e do controle negativo.

50



Monitoramento do gene, que codifica... PAIVA, M.H.S.

VIIl. DISCUSSAO

O mecanismo de resisténcia ao inseticida organofosforado temephos foi
confirmada na linhagem Recife-Resistente de Aedes aegypti. Niveis alterados de
atividade esterasica, sem niveis alterados de AChE, foram obtidos nos ensaios
bioquimicos realizados nesta populacdo. Resultados como estes corroboram os
valores encontrados previamente, quando esta mesma populagéo foi submetida a
ensaios bioldgicos e exibiu uma mortalidade de apenas 16,8% ao inseticida
temephos (MELO SANTOS et al, dado nado publicado). Apesar dos
organofosforados possuirem a AChE como alvo de agao, niveis elevados desta
enzima nunca foram relatados para populagbes naturais de Ae. aegypti resistentes
a organofosforados. Mazzari e Georghiou (1995), analisando amostras de Ae.
aegypti resistentes a organofosforados, obtiveram niveis elevados de esterases
sem a elevacdo da AChE nestas populagbes. Niveis elevados de esterases
também foram relatados para amostras desta espécie, resistentes ao temephos
(VAUGHN; FFRENCH-CONSTANT, 1998). Flores et al. (2005) encontraram
resultados similares ao analisar populagcdes de Ae. aegypti provenientes do
Meéxico. Os autores relataram resisténcia ao piretroide clorpirifés, através da
elevada atividade de esterases e uma baixa atividade da AChE. Os resultados
obtidos na linhagem Recife-Resistente ainda apontam para uma elevagédo maior
nos niveis de [-esterases, quando comparadas aos niveis de atividade o-
esterasicas. Este resultado similar ao descrito por Hawkes e Hemingway (2002).
Os autores, ao analisarem a regido promotora do gene da esterase em uma
linhagem resistente de Cx. quinquefasciatus, identificaram uma atividade p-
esterase trés vezes maior do que a atividade a-esterase.

A grande maioria dos estudos de isoenzimas, que utilizam as esterases
como marcadores n&o-neutros, evidenciam apenas a expressao e o0 padrao
dessas enzimas nos géis (FIELD; HITCHEN; REES, 1984; SOUZA-POLEZZI;
BICUDO, 2005). Por outro lado, a andlise das isoenzimas esterasicas pode
fornecer outros dados importantes a respeito das populagdes estudadas.

A andlise ao longo do tempo das esterases mostrou uma variagdo nas

freqiéncias alélicas entre os anos de 2004 e em 2005. Os niveis de
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heterozigosidade observada aumentaram de um ano para o outro. A auséncia de
dados de heterozigosidade (H) nestas populagdes, referentes a um momento
anterior a utlizagcdo do inseticida biolégico Bti, torna dificil uma analise
comparativa utilizando-se apenas estes dois momentos, referentes a dois e trés
anos apos a introdugao do Bti. Os resultados encontrados estdo de acordo com os
descritos por Lerdthusnee e Chareonviriyaphap (1999), os quais utilizaram
isoenzimas para avaliar o efeito antes e ap6s a introdu¢cdo do Bti no controle de
populacdes de Ae. aegypti da Tailandia. Os autores observaram valores de H de
0,147 antes do tratamento, uma diminui¢cao para 0,069 apés a introducgéo do Bti e,
apos cinco meses, uma retomada para 0,254. A elevagcéo dos valores de H
mencionados pelos autores e, os valores observados em nossas populagdes,
demonstram uma restauracéo desses valores apds o efeito bottleneck (gargalo de
garrafa) do temephos nestas populacdes. Yan, Chadee e Severson (1998)
afirmam que a selec¢éao por inseticidas quimicos diminui a diversidade genética da
populacao naqueles loci que conferem resisténcia e, em outros loci préximos, os
quais também podem apresentar diminuicdo na diversidade genética devido ao
efeito genético de hitchhiking (efeito-carona). Os valores de diferenciagéo genética
(Fst) encontrados entre as populagdes nos anos de 2004 (Fs; = 0,0385) e 2005 (Fst
= 0,0405), estdo bem abaixo dos valores descritos por Ayres et al. (2004), de
0,177. Entretanto, apesar destes valores estarem abaixo dos valores descritos
anteriormente, estes foram significativos.

A analise dos géis de isoenzimas revelou a presenca de alelos expressos
em diferentes intensidades, nas diferentes popula¢cdes estudadas. Estas
observagbes também foram realizadas por Wirth e Georghiou (1999), os quais
relataram o aparecimento de resisténcia ao temephos, associada aos elevados
niveis de esterase em populagdes de Ae. aegypti de Tortola, nas llhas Virgens.
Em alguns individuos analisados neste trabalho, foi possivel a identificagdo de um
terceiro alelo (3) localizado no loco 1, e a sua presencga foi relacionada a uma
maior atividade enzimatica naquele loco. A identificagdo de um alelo responsavel
pela resisténcia foi também relatada por Rodriguez et al. (2002) em amostras de

Ae. aegypti resistentes ao temephos. O alelo 3, identificado neste trabalho,
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apresentou diferentes freqUiéncias entre as populagdes estudadas nos anos de
2004 e 2005. A linhagem Recife-Resistente apresentou a maior freqiiéncia deste
alelo (0,214) entre todas as populagdes estudadas. Nas populagcdes de Casa
Forte, Parnamirim e Engenho do Meio, a freqiéncia do alelo resistente aumentou
de um ano para o outro. Estes resultados encontrados sugerem que os intervalos
de tratamento com o Bti sdo longos o suficiente para permitir rearranjos
populacionais. Foi observada uma diminuicdo consideravel na freqiiéncia do alelo
3 na populacdo de Nossa Senhora de Fatima em 2005. Esta diminuicdo é o
resultado de uma coleta de ovos macica, e da utilizagdo do Bti com intervalos de
tratamentos mais curtos do que nas demais populagbes analisadas. De uma
maneira geral, a frequéncia do alelo de resisténcia foi similar entre as localidades
estudadas, indicando um efeito de selegcédo uniforme sobre os alelos. Esta presséo
de selegao contrapde ao efeito da deriva genética.

A linhagem Recife-Resistente apresentou a maior freqiéncia deste alelo,
por outro lado, Dois Irmé&os foi a populagdo com menor freqiéncia do alelo 3.
Souza-Polezzi e Bicudo (2005) identificaram diferentes frequéncias alélicas,
comparando os resultados obtidos, em um intervalo de cinco anos atras,
utilizando-se da mesma populacao de Ae. aegypti. Segundo os autores, mudancas
no grau de expressdo daquele determinado alelo sdo o resultado da interagcéo
ambiente/individuo. Desta forma, as populacdes avaliadas no presente trabalho
apresentaram uma distinta relacdo: nivel de resisténcia/frequéncia do alelo de
resisténcia. Esta relacdo € notavel na linhagem Recife-Resistente, onde a baixa
mortalidade causada pelo temephos e a constante pressdo de selegdo submetida,
sao traduzidas em maior frequéncia do gene superexpresso da esterase entre as
populagdes sob estudo. Os resultados obtidos indicam que o método de isoezimas
esterasicas € sensivel o suficiente para detectar variagdes na freqiéncia dos
alelos superexpressos, em populagdes naturais de Ae. aegypti, ao longo do
tempo. O monitoramento da freqiéncia deste alelo podera auxiliar o manejo da
resisténcia ao inseticida quimico, em trabalhos de campo.

O sequenciamento de parte do gene da a-esterase nas populacdes de Ae.

aegypti, forneceu uma fonte de informacado a respeito deste gene, que até entéo
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nao havia sido descrito para esta espécie. As seqiéncias mostraram haver a
presenca de apenas quatro sitios polimoérficos (SNPs) e, que estas mutacdes
encontravam-se apenas em individuos heterozigotos, sugerindo ndo haver a
fixacdo de diferentes alelos de resisténcia nestas populag¢des. Morlais e Serverson
(2003) sugerem que a distribuicdo de SNPs entre os genes nucleares de Ae.
aegypti, seja em média, de 12 SNPs a cada mil pares de base (r = 0,0122). Como
no presente trabalho observamos 4 SNPs em 180 pb (r = 0,0222), este valor
apresenta aproximadamente o dobro do valor descrito por Morlais e Severson
(2003). Este alto grau de heterogeneidade nucleotidica sugere que determinados
genes, dependendo da fung¢ao, apresentem maior frequéncia de SNPs. (MORLAIS
e SEVERSON, 2003). E importante destacar que o fragmento em quest&o & muito
pequeno, representando apenas parte do exon 4 do gene da a-esterase, que ao
todo contem 7 exons e 6 introns. Como as esterases sao enzimas inespecificas,
este nivel de polimorfismo é aceitavel. Holt et al. (2002) observaram que o
genoma do An. gambiae também apresenta regides com grandes oscilagdes nas
freqUéncias de SNP.

A andlise do numero de sitios nucleotidicos polimérficos (p,) mostrou um
baixo grau de variabilidade (2,2%), quando comparado aos valores descritos por
Guillemaud et al. (1996). Os autores detectaram variagdes de 8.7% nos éxons e
21.4% nos introns do gene da esterase, em populagdes de Cx. pipiens
susceptiveis. Este foi o mais alto valor de polimorfismo génico ja descrito em
animais. E necessario ainda ressaltar que, o presente trabalho, avaliou o
polimorfismo apenas de sequéncias do quarto exon do gene da a-esterase, e néo
no gene inteiro.

Uma informagé&o importante, fornecida pelo alinhamento das sequiéncias em
An. gambiae, Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti, € que aparentemente o gene
pode sofrer splicing alternativo (anexo 1). Mecanismo similar foi descrito no gene
da GST no mosquito An. gambiae. Estudos moleculares comprovaram que
splicings alternativos presentes nestes genes sdo as principais formas de se
explicar a diversidade das GSTs, tanto em linhagens susceptiveis quanto em
resistentes de An. gambiae (RANSON; COLLINS; HEMINGWAY, 1998). Neste
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caso, as diferentes formas de isoenzimas observadas pelo gel de poliacrilamida
podem ser resultantes de um unico gene.

A andlise da quantificacdo do gene da o-esterase, nas populagdes
estudadas, foi realizada seguindo trés condi¢des basicas: nenhum produto néo-
especifico detectado na analise da curva de dissociacédo, estudos do log de
fluorescéncia foram analisados em fungcéo das varias concentragdes de DNA-
molde utilizadas e, a ciclagem final utilizada foi estabelecida em fungcéo do estudo
da curva de amplificacédo. Estes trés critérios foram estabelecidos visando gerar
resultados com a maior precisdo possivel para a quantificacdo génica. Os
resultados da quantificagdo indicaram que as populagdes estudadas né&o
apresentam amplificacdo génica para o gene da a-esterase, quando comparadas
a linhagem Rockefeller (referéncia de susceptibilidade). Entretanto nas populacdes
de Engenho do Meio e Araripe, o numero de moléculas foi significantemente maior
que a linhagem Rockefeller. Estes resultados ainda apresentam-se insuficientes e,
precisam de maiores comprovagdes, como a utilizagdo de uma curva padrao para
quantificacdo absoluta mais detalhada deste gene.

Paton et al. (2000) sugere que apesar dos genes esta2 e estfi2 serem
transcritos em uma proporcéo 1:1, estes séo traduzidos de forma desigual. O gene
estf2 possui uma traducdo média de 10:1 em relacdo a esta2. Os autores
sugerem haver a operagdo de mecanismos de controle transcricionais e
traducionais para regular a expressdo de genes de esterases em populagbes
resistentes de Cx. quinquefasciatus. Os resultados encontrados neste trabalho
indicaram que a superexpressdo dos genes, na linhagem Recife-Resistente e
populag¢des naturais estudadas, € a possivel causa da resisténcia, mas que esta
superexpressao deve ser causada por alteragcbes no sitio promotor e ndo pela
amplificagdo do n° de copias do gene.

O proximo desafio consiste na incorporacdo de dados genéticos em
programas de controle, como uma ferramenta de avaliacdo da efetividade das

acdes de controle de vetores.
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IX. CONCLUSOES

1. As esterases exibem um papel fundamental na resisténcia ao inseticida quimico

temephos, em populagdes naturais de Ae. aegypti;

2. O mecanismo de resisténcia ao temephos, exibido pela linhagem Recife-

Resistente, consiste na elevacao dos niveis de esterases;
3. Diferentes frequéncias do alelo superexpresso podem ser detectadas em
amostras naturais de Ae. aegypti, através da técnica de isoenzimas em gel de

policarilamida;

4. A analise de parte do exon 4 do gene esta2 demonstrou um alto grau de

heterogeneidade nucleotidica.
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Xl. ANEXOS

Anexo 1:

culex anopheles aedes.MSF.msf MSF: 1998 Type: D Thursday, 19 de January de
2006 Check: 3906

Name: Culex alfa 2.SEQ Len: 1998 Check: 1750 Weight:
Name: gambiae a.SEQ Len: 1998 Check: 8081 Weight:
Name: gambiae b.SEQ Len: 1998 Check: 6358 Weight:

Name: alfa 5.

Name: CB690927.SEQ Len: 1998 Check: 1556 Weight:

//

Culex alfa 2.
gambiae a.
gambiae b.

alfa 5.
CB690927.

Culex alfa 2.
gambiae a.
gambiae b.

alfa 5.
CB690927.

Culex alfa 2.
gambiae a.
gambiae b.

alfa 5.
CB690927.

Culex alfa 2.
gambiae a.
gambiae b.

alfa 5.
CB690927.

Culex alfa 2.
gambiae a.
gambiae b.

alfa 5.
CB690927.

Culex alfa 2.
gambiae a.
gambiae b.

alfa 5.
CB690927.

SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

.00
.00
.00
.00
.00

Len: 1998 Check: 6161 Weight:

e SR

1 60
ACTACTGATGGACGTCGAACACCCGGTTGTGCCGACCCAGTACGGTCCAGTTAGGGGGGT
......................... GTCGCTGTGACGCAGTACGGCCCAGTGCGAGGCGT
A....TGAGCCAGCCCGATCACCCTGTCGCTGTGACGCAGTACGGCCCAGTGCGAGGCGT
A....... TGGACGTCGAACATCCGGTAGTGCCGACCCAGTACGGTCCAGTTAGGGGGGT
AL e e GTCCTGTGGTTTGTACCAAGTATGGTCCTGTTAAAGGAAT

61 120
TCGTAAGTTGGCCGCAACGGGGGTCGATTACTACAGCTTTCAGCGGATTCCGTACGTGCA
GAAGAAAACGGCTGCCACCGGTGTCGAGTACTTGAACTTCCAGCGTATACCTTACTGTAA
GAAGAAAACGGCTGCCACCGGTGTCGAGTACTTGAACTTCCAGCGTATACCTTACTGTAA
TCGTAAGTTGGCCGCAACGGGGGTCGATTACTACAGCTTTCAACGGATTCCGTACGTGCA
AAGGAAAACAGCGGCCACGGGTGTAGAGTACTTCAGTTTTCAACGGATTCCGTATGCTAA

121 180
GCCTCCTGTTGGAGAGTTAGAGTTTAAG. « v i ittt it e e e ettt ie et e aanennn
ACCACCGATCGGTGAGCGACGCTTTAAG . v v v v ittt it ettt e ettt e e e

ACCACCGATCGGTGAGCGACGCTTTAAG . v v v v et ettt ettt ie e et

GTCTCCCGTTGGAGAGCTTAGATTTAAGGTAGGGGATTTGGGGTATTGATTGTGGGGTTT
ACCACCTGTCGGCGATCTAAGGTTCAAG . v v v v it et e ettt i ettt e e

181 240
................................... GATGCTCAACCGCCGAAACCGTGGA
................................... GATCTGGAGCTGCCAGAGCCATGGA
................................... GATCTGGAGCTGCCAGAGCCATGGA
GAAATGATGGTGCTGAGTTTGACTCTGATTTTTAGGATGCTCAACCGCCGAAACCGTGGA
................................... GATGCTGTACCACCGGCTGCGTGGA

241 300
CGGAACCGTTGGACTGTACCGTCCAAGGCCCAGGTGGGTATCAATACAGTAAGTTGCTGA
CGGAGCCGCTGGACTGCACCCAGCAGGGCCCCAGTGGATATCAGTTCAACAAGTTGCTGA
CGGAGCCGCTGGACTGCACCCAGCAGGGCCCCAGTGGATATCAGTTCAACAAGTTGCTGA
CGGAACCGTTGGACTGTACCGTCCAAGGGCCGGGTGGATATCAGTACAGCAAGTTGCTGA
CAGAAGAGTTGGACTGTACAGTGCAAGGACCTGCAGGATACCAATTTAGTAAGCTGCAGA

301 360
ACAAAATCATTGGAAGAGAGGACAGCTTGCACATGAATGTGTTTACGAAGAAC. . v . ...
ACAAGATCGTGGGCAGTGAGGATCACCTGTACATGAATGTGTACACGAAAGAG. . . .. ..
ACAAGATCGTGGGCAGTGAGGATCACCTGTACATGAATGTGTACACGAAAGAG. . v v v ..
ACAAAATCATTGGAAGTGAGGACAGCTTGCACATGAATGTGTTCACGAAGAACGTAAGTT
ATAAAATCATTGGCAATGAGGATTGCCTGCATATGAATGTTTTCACGAAAAGT . ... ...
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Culex alfa Z2.8E0 ittt ittt e et ettt et et e e e
gambiae a.SEQ ..t ettt et
gambiae b.SEQ ..t ettt e et e

alfa 5.SEQ GAATGGACCATTGAACTGTTAGTGGTGCTGTTGTCGTGGTTATTGTATATATGATTAAAA
CB69002 T . SE D vttt it ittt e e e e e e

421 480

Culex alfa 2.SEQ ...... CTCGATAGCAAGCAGTTATTACCTGTGATGTTGTATATCCACGGTGGGGCCTTT
gambiae a.SEQ ...... CTCAAACCGGCAAAATTGCGCCCGGTAATGGTTTGGATTCATGGGGGCGCTTTT
gambiae b.SEQ ...... CTCAAACCGGCAAAATTGCGCCCGGTAATGGTTTGGATTCATGGGGGCGCTTTT
alfa 5.SEQ TTGTAGCTCAATAGCAAGCAGTTACTGCCAGTGATGTTGTACATCCACGGAGGAGCCTTC
CB690927.SEQ ...... TTAGATAAGGGTGAACGGCTACCTGTGATGTTGTACATTCACGGGGGTGCTTTC

481 540

Culex alfa 2.SEQ ATGAGAGGATCTAGTGGAGTGGAGATGTACGGTCCGGACTATCTCATACAGAAGGATGTG
gambiae a.SEQ ATGCGCGGCTCAAGCGGAACCGAAATGTACGGACCGGACTATCTCATCCAAAAGGACATT
gambiae b.SEQ ATGCGCGGCTCAAGCGGAACCGAAATGTACGGACCGGACTATCTCATCCAAAAGGACATT

alfa 5.SEQ ATGAGAGGATCTAGTGGAGTGGAGATGTACGGACCGGACTATCTCATACAGAAGGATGTC
CB690927.SEQ AATCGAGGTTCCAGCGGGGTGGAGATGTACGGCCCAGATTACCTAATTCAAGCTGACGTT

541 600

Culex alfa 2.SEQ GTGTTCGTGTCGTTCAA.CTACAGAATAGGCGCACTTGG . v v v vt v i iniinnennennn
gambiae a.SEQ GTGCTGGTTACGTTCAA.CTATCGCATTGGAGCTTTCGG. v v v vt v ininnnennn.
gambiae b.SEQ GTGCTGGTTACGTTCAA.CTATCGCATTGGAGCTTTCGG. v v v iv i ininnnnnnn.
alfa 5.SEQ GTGTTCGTGTCGTTCAA.CTACAGAATCGGTGCCCTTGGTATGATTTGTGATTCCTTGGT
CB690927.SEQ GTTTTCGTGTCTTTTAAATTACAGAATTGGCGCTTTAGG . v v vt v vt i i iiieeennns

601 660

Culex alfa 2.8SEQ ..ttt ittt ittt i i ATTCATCTCGTTCGATTCTCCCGAG
gambiae_a.SEQ ................................... ATTTTTGTCCCTCGATTCGAAGGAG
gambiae b.SEQ ... e e e ATTTTTGTCCCTCGATTCGAAGGAG
alfa 5.SEQ AGACAACCTTGAAGAATGCTCAACCTATCCTTCAGATTCATCTCGTTCGATTCTCCCGAG
CB690027 e SE D vttt ittt et ettt ettt e e ATTTATTTCGTTTGAATCGCCTGAA

661 720

Culex alfa 2.8SEQ CTGGGACTACCGGGCAATGCCGGACTAAAGGACCAGAACCTCGCTCTCCGCTGGGTGGTG
gambiae a.SEQ CTTGGCATACCCGGAAATGGTGGTTTGAAAGATCAGAATGTGGCACTTCGCTGGGTGCGC
gambiae b.SEQ CTTGGCATACCCGGAAATGGTGGTTTGAAAGATCAGAATGTGGCACTTCGCTGGGTGCGC

alfa 5.SEQ CTGGGACTTCCGGGCAATGCCGGACTGAAGGACCAGAACCTCGCGCTTCGCTGGGTGGTG
CB690927.SEQ GTCGACCTTCCTGGTAATGCTGGTCTGAAAGATCAGAATCTAGCGTTGCGATGGGTTGTC

721 780

Culex alfa 2.SEQ GACAACGTCGCCAACTTTGGGGGTGACCCGAAGAACATTACGCTGTTTGGAGAGAGTGCC
gambiae a.SEQ GACAACATCGCACAGTTCGGTGGCGATCCCGACAATGTGACGCTGTTCGGTGAGAGTGCC
gambiae b.SEQ GACAACATCGCACAGTTCGGTGGCGATCCCGACAATGTGACGCTGTTCGGTGAGAGTGCC
alfa 5.SEQ GACAATATCGCCAACTTTGGGGGTGACCCGAAGAACATTACGCTGTTTGGAGAGAGTGCC
CB690927.SEQ GAAAACATTGAAGCATTCGGGGGAGATCCCAATAACATAACGCTGTTTGGCGAGAGTGCT

781 840

Culex alfa 2.SEQ GGCGGTTGTTCCG.TGCACTACCACATGGTGTCGGACCTTTCGCG.GGGATTGTTTCAGC
gambiae a.SEQ GGTGGCTGCTC.GGTCCATTACCATATGGTATCGAGCCAATCGAGACAG.TTGTTCCGGC
gambiae b.SEQ GGTGGCTGCTC.GGTCCATTACCATATGGTATCGAGCCAATCGAGACAG.TTGTTCCGGC
alfa 5.5EQ GGTGGTTGTTCCG.TGCACTACCACATGGTGTCGGACCTGTCGCG.GGGATTGTTTCAGC
CB690927.SEQ GGTGGCTGTTCCGGTTCATTATCACATGATTTCGGATCAATCGGAAGGGGCTGTTTCAAC
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841 900

Culex alfa 2.SEQ GTGCGATCGTAATGTCCGGCTGTGTGCTGAACAATTGGTCCGTGGTTCCACGAAGAAAGT
gambiae a.SEQ GGGCGATAGTGATGTCGGGCTGTACGTTGAACAACTGGTCAACGGCGCCGAGACGCGGTA
gambiae b.SEQ GGGCGATAGTGATGTCGGGCTGTACGTTGAACAACTGGTCAACGGCGCCGAGACGCGGTA
alfa 5.SEQ GCGCGATCGTAATGTCCGGCTGCGTGCTGAACAATTGGTCCGTGATTCCACGAAGAAAGC
CB690927.SEQ GAGCGATTGTA.TGTCTGGCTGTTCGGTTGACAATTGG.CTACAATACCGAGGAGGCAAT

901 960

Culex alfa 2.SEQ TTAGCGAACGGCTGGCCAAAGCTCTCGG.ATGGAACGGGCAGGGTGGTGAGCGAGCTGCT
gambiae a.SEQ TGGCGGAAAGGTTGGCCAAAGCGCTCGG. TTGGAACGGGAAGGGAGGCGAAGCGGAATTG
gambiae b.SEQ TGGCGGAAAGGTTGGCCAAAGCGCTCGG. TTGGAACGGGAAGGGAGGCGAAGCGGAATTG
alfa 5.SEQ GGAGCGAACGCCTGGCCAAAGCTCTAGG.CTGGAACGGGCAGGGTGGTGAGCGGACCGCT
CB690927.SEQ TCAGCCAAAGACTGGCCAAGGCTTTTGGGCTGGAATGGACCAANGAGGAGACAAAAGCT.

961 1020

Culex alfa 2.8SEQ CTGGAGGTGCTCGTGAAGGCGGATCCGGAGAGTATCGTTCGTGAGCAGGAAGTTTTGTTG
gambiae a.SEQ CTGAAGGTGCTGAGAGCAACACCGGCCGAGGAGATTATTAAGCATCAGGATCTGCTACTA
gambiae b.SEQ CTGAAGGTGCTGAGAGCAACACCGGCCGAGGAGATTATTAAGCATCAGGATCTGCTACTA
alfa 5.5EQ CTGGAGGTGCTCGTGAAGGCAGATCCGGAGAGTATCGTTCGCGAGCAGGAGATTTTGCTG
CBOO00 27 .SEQ Gttt tt it ittt ittt ettt ettt et ittt i i e e e e

1021 1080

Culex alfa 2.SEQ AATGAGAATG. ¢ vttt vttt it e tetaete e eneeeeneeeeeeenseeenneneens
gambiae a.SEQ ACTAAGAAT G. ¢t vttt ittt ittt ettt ettt te e teeeneenenenens
gambiae D.SEQ ACTAAGAATG. ¢ vttt ittt ittt a i e te it ee et teteteneaeneaenens
alfa 5.S5EQ AACGAGAATGTAAGATTGATAGCTTGTTAGCTTAAATAGTTGATATTCAGTTAATTTAAT

O O O )

1081 1140

Culex alfa 2.SEQ ....... AGATCGAAAATCGCATCCTATTTTCGTTTGGACCAGTGATTGAGCCCTACATT
gambiae a.SEQ ....... AGCTGGAAAACCGTATTCTGTTCGCTTTTGGTCCAGTGGTGGAACCGTACGTA
gambiae b.SEQ ....... AGCTGGAAAACCGTATTCTGTTCGCTTTTGGTCCAGTGGTGGAACCGTACGTA

alfa 5.SEQ TTGTAGGAGATCGAAAATCGCATCCTATTCTCATTTGGACCAGTTATCGAGCCATATGTT
(03 21 S O B B

1141 1200

Culex alfa 2.SEQ ACAAAAAAATGCATGATTCCAAAAGATCCTGTAGAGATGTGTCGTGAAGCTTGGAGTAAC
gambiae a.SEQ ACAGAAAGCACTTTCATTCCGAAGGCACCATTAGAAATGTGCCGTGAGGCATGGAGCAAC
gambiae b.SEQ ACAGAAAGCACTTTCATTCCGAAGGCACCATTAGAAATGTGCCGTGAGGCATGGAGCAAC
alfa 5.SEQ ACGAAAAATTGCATGATTCCAAAGGATCCCCTGGAGATGTGTCGTGAAGCTTGGAGTAAC

(0321 S € B B

1201 1260

Culex alfa 2.SEQ GAAATCGACATTTTGATCGGCGGAAACTCGGAAGAGGGTCTATTCTGTCTGAACGGGATC
gambiae a.SEQ GACATCGACATACTGATCGGGGGAAACGCCGAGGAAGGATTGTTCTGCTTGAGCTCCATC
gambiae b.SEQ GACATCGACATACTGATCGGGGGAAACGCCGAGGAAGGATTGTTCTGCTTGAGCTCCATC
alfa 5.SEQ GAAATTGACATCTTGATCGGTGGAAACTCGGAAGAGGGTCTGTTCTGTCTCAACGGGATC

(0821 S O B B

1261 1320

Culex alfa 2.SEQ AAAGAAAATCCTTCGATCATGAGTAACTTGAAGGACTTTGAGTATCTGGTTCCGCTGGAG
gambiae a.SEQ AAGGAAAGCCCCGCCATAATGGATAATCTGAAAAACTTCGAGTATCTCGTACCTACCGAG
gambiae b.SEQ AAGGAAAGCCCCGCCATAATGGATAATCTGAAAAACTTCGAGTATCTCGTACCTACCGAG
alfa 5.SEQ AAGGAGAATCCCTCGATCATGAGTAACTTGAAGGACTTTGAGTACCTGGTTCCGCTGGAG

(03 21 S O B B
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1321 1380

Culex alfa 2.8SEQ CTGGACTTGGTACGCACATCTCAGAGATGCAAAGAGGTGGGCAAGCAGATGAAAAAGTTC
gambiae a.SEQ CTAGAGCTGGTGCGTGGATCGCAAGCATGCCAGCAGTATGGGCTGAAGTTGAAAAAGTTC
gambiae b.SEQ CTAGAGCTG . v v vttt ittt ittt ettt ettt eeee e enenenenenenenens
alfa 5.SEQ CTGGACTTGGTCAGGACTTCTCAAAGATGCAAGCAGGTGGGCAAGCAGATGAAAAAGTTC
CB69002 T . SE D vttt it ittt e e e e e e

1381 1440

Culex_alfa_Z.SEQ TACTACGGTGAAACGGAACCGTCGTTTGAGAATCGAGAGGGTTACCTTACG . v v v v v v v
gambiae_a.SEQ TACTACGGTGGATCCCAACCATCGTTCGACAATCGGGAAGGCTATTTAACG .. v v v v v v v
gambiae b.SEQ Lt ettt e e et e e
alfai5.SEQ TACTACGGTGAAACGGAACCGTCGTTTGAGAATCGAGAGGGTTACCTAACGGTAAGACGA
CBO909 27 i S D vttt e ettt e ettt ettt ettt et e et e et e e e

1441 1500

CULEX_A1Fa 2.SEQ 4 tteetee et e e e et a e e e CTGATGACCGACAAGC
GAMDIAE 2.SEQ  « et e ttee e et e e e e e e e CTCATGACCGATAAGC
GAMDIAE D.SEQ  t et ettt ettt e e e e e CTCATGACCGATAAGC

alfa 5.SEQ TCATTACGCATTTCAATATCTATTACAAGTATCGTTCCACACAGCTGATGACCGACAAGC
(03 21 S O B B

1501 1560

Culex alfa 2.SEQ TATTCCTGCACGGACTGCATCGTACGATCCTGTCAAGACTCAACTCGAAGAAACCGTCGA
gambiae a.SEQ TCTTCTGGCACGGGCTGCACCGTACCGTCTGCTCGAGGATCAGCTCCCAARAAGCCGGCCA
gambiae b.SEQ TCTTCTGGCACGGGCTGCACCGTACCGTCTGCTCGAGGATCAGCTCCCAAAAGCCGGCCA
alfa 5.SEQ TATTCCTGCACGGACTGCATCGTACGATCCTGTCAAGACTCAACTCGAAGAAACCGTCGA

(0821 S € B B

1561 1620

Culex alfa 2.SEQ AGACGTTCCTGTACCGGTTCTCGGTAGATTCGGACACCTACAACCACTACCGGATCGTGT
gambiae a.SEQ AAACGTTCGTCTACCGGTTTGCAGTGGATTCGGAGACGTACAATCACTATCGCATCTATT
gambiae b.SEQ AAACGTTCGTCTACCGGTTTGCAGTGGATTCGGAGACGTACAATCACTATCGCATCTATT
alfa 5.SEQ AGACCTTCCTGTACCGCTTCTCCGTGGATTCGGACACCTACAACCACTACCGGATCGTGT

(03 21 S O B B

1621 1680

Culex alfa 2.8SEQ TCTGCGACAAGAACGTGCGCGGAACTGCCCATGCCGACGATCTGTCGTACATCTTCAAGA
gambiae a.SEQ TTTGCGATCGTAACGTGCGCGGTACCGCCCATGCGGATGATCTTTCGTATCTGTTTAAGA
gambiae b.SEQ TTTGCGATCGTAACGTGCGCGGTACCGCCCATGCGGATGATCTTTCGTATCTGTTTAAGA
alfa 5.SEQ TCTGCGACAAGAACGTGCGCGGCACGGCCCATGCCGACGACCTGTCGTACATCTTCAAGA

(0321 S € B B

1681 1740

Culex alfa 2.SEQ ACGTGTTCAACGATCCCCCGGCGAAGGATACCTTCGAGCATCGTGCGATGATGAACATG.
gambiae a.SEQ ACGTGTTCAGCCCGGTGCCGGATGTGGGCACGATGGAGTACAGGACGATGCAAACGCTG.
gambiae b.SEQ ACGTGTTCAGCCCGGTGCCGGATGTGGGCACGATGGAGTACAGGACGATGCAAACGCTG.
alfa 5.SEQ ACGTGTTCAACGATCCGCCGGCGAAGGATACCTTCGAGCATCGCGCGATGATGAATATGG

(0821 S O B B

1741 1800

CULEX A1Fa 2.SEQ  t et e e e tete e e e ettt et et ettt GTCGGC
gambiae 8.SEQ ittt et e e et e e e GTCGAG
gambiae b.SEQ ...ttt e e e et e GTCGAG

alfa 5.5EQ TGAGTTGGACTTTCTGATTTCTATCCTTCATGTAGAGTAATTGAACGCTTACAGGTCGGC
(03 21 S O B B
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1801 1860

Culex alfa 2.SEQ TTATTCTCAACGTTCGCGAGTA...ACAATGGAAATCCCAACGGAGAGCAGATCAACGAA
gambiae a.SEQ TTGTTTACTAACTTTGCGACCGTGGGCAGCCCGAATGTTGGCGGCAGTGTTGGCGATATA
gambiae b.SEQ TTGTTTACTAACTTTGCGACCGTGGGCAGCCCGAATGTTGGCGGCAGTGTTGGCGATATA
alfa 5.SEQ TTGTTCTCAACGTTCGCGAGTA. . .ACAATGGAAATCCCAACGGAGAGCAGACCAACGAA
(0GR L 0 S

1861 1920

Culex alfa 2.SEQ TGGGAATCGATTGCGACGCCGGCGGGACCGTTCAAGTGTCTCAACATCAACAACGACGGT
gambiae a.SEQ TGGCAACCGGTCGGTGCAAAGGTGGAGCCGTACAAGTGTTTAAATATTAACAATGGCGGT
gambiae b.SEQ TGGCAACCGGTCGGTGCAAAGGTGGAGCCGTACAAGTGTTTAAATATTAACAATGGCGGT
alfa 5.SEQ TGGGAATCGATTGAGACGCCAACGGGACCGTTCAAGTGTCTCAACATCAACAACGACGGT

(02T S € B B

1921 1980

Culex alfa 2.SEQ TTGCAGTTTATTGAGTATCCGGAGCAGGAACGAATGAAGTTTTGGGATTCACTGTACAGC
gambiae a.SEQ GTGAGCTTTATCGATTTGCCGGAAATGAGACGCATGCTGCTGTGGGATTCGTTGTACAAA
gambiae b.SEQ GTGAGCTTTATCGATTTGCCGGAAATGAGACGCATGCTGCTGTGGGATTCGTTGTACAAA
alfa 5.5EQ TTGCAGTTTATTGAGTATCCGGAGCAGGAACGAATGCAGTTTTGGGATTCACTCTACAGC

(03 21 S O B B

1981 1998

Culex alfa 2.SEQ AAAGATAAGCTTTATTAG
gambiae a.SEQ CGGGAACAGTTGTATTAA
gambiae b.SEQ CGGGAACAGTTGTATTAA
alfa 5.SEQ AAAGATAAACTTTATTAG
CB690927.SEQ v i ittt iiiiiieeeenn
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Anexo 2:

Parecer emitido pelo Comité de Etica do CPgAM

-

< [

FIOCRUZ
wiiro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES rezom

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CPgAM

Titulo:do Projeto: "Monitoramento dos genes de resisténcia a inseticidas quimicos
em populagdes naturais de Aedes aegypti do Brasil”.

Pesquisador responsavel: Marcelo Henrique Santos Paiva

Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPFgAM/FIOCRUZ

Data de apresentagdo ao CEP: 15.02.2005

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 05/05

PARECER

A Comissdo considera que o Projeto em questdo ndo envolve
procedimentos relacionados as exigéncias de conduta ética envolvendo seres

humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, resolugdo CNS 196/96 e
complementares

Recife, 02 de margo de 2005

Campus da UFPE - Ay, Morues Rego, #'n - Cx. Postal 7472 - Fone: OXXE1 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670420
Recife - PE - Brasil - hup://www opgam. fiocnuz. br
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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