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INVESTIGACAO DAS MUTACOES KDR PHE1534CYS E VAL1016ILE
EM UMA POPULACAO DE Aedes (Stegomyia) aegypti LINNAEUS, 1762)
PROVINIENTES DO MUNICiPIO DE FLORESTOPOLIS, PARANA

Isabeli Godoy*'; Maria Rita Rocha Lourente'; Natalia Furlanetto'; Paulo Eduardo Braga
Tressoli'; Jaqueline Fernanda Dionisio’; Larissa Forim Tressoli'; Leandro Feronato'; Jodo
Antonio Cyrino Zequi?; Renata da Rosa';

! Laboratorio de Citogenética ¢ Entomologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, PR
2 Laboratdrio de Entomologia Geral e Médica, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor de arboviroses como dengue, Zika e chikungunya, sendo
considerado um problema significante de saide publica. A aplicacdo de inseticidas quimicos ¢
amplamente utilizada como estratégia de controle da dissemina¢do desse vetor. Porém o uso
indiscriminado desses inseticidas, principalmente do grupo piretroéides tem contribuido para a selegdo de
populagdes resistentes de Ae. aegypti, fator que esta diretamente relacionado a mutacdes no gene do
canal de sodio dependente de voltagem (NaV), conhecidas como mutagdes knockdown resistance (kdr).
Entre essas mutagdes, destacam-se as substituicdes dos aminoacidos fenilalanina por cisteina
(Phe1534Cys) e da valina por isoleucina (Vall016Ile), amplamente relatadas em populacdes de Ae.
aegypti brasileiras. O municipio de Florestopolis localizado ao norte do estado do Parand, possui uma
area territorial de cerca de 246.853 km’ e cerca de 11.446 habitantes. O municipio apresenta um
historico de epidemias de dengue, e um clima do tipo subtropical imido o que favorece a proliferacdo
de Ae. aegypti. Diante disso, esse estudo investigou a presenca e a frequéncia de duas mutagdes kdr em
Ae. aegypti coletadas em Florestopolis, PR. As amostras biologicas foram obtidas no ano de 2022 por
meio de armadilhas ovitrampas distribuidas em quatro regides distintas da cidade (A, B, C, D). Os ovos
foram cultivados em condi¢des controladas até a emergéncia dos adultos, que foram devidamente
identificados e submetidos a extragdo de DNA. Apds avaliagdo da concentragdo e pureza do DNA em
espectrofotdmetro, as amostras foram analisadas por PCR alelo-especifica, seguida de eletroforese em
gel de agarose 2%, para detecgdo das mutagdes Phe1534Cys e Vall534lle. Foram analisados no total 40
mosquitos adultos, 10 individuos de cada regido da cidade. Os dados obtidos indicaram que 98,75% dos
individuos apresentam o alelo mutante Cys‘" e 68,7% deles, o alelo mutante Ile"”. Apesar de ambas as
mutagdes estarem em equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores genotipicos de Cys/Cys* sdo
alarmantes (97,5%), além disso, 40% dos individuos analisados apresentam ambas as mutagdes (Cys'"
+11e*). Essa porcentagem associada a ocorréncia simultinea das mutagdes em parte da populagio,
revela uma circulagdo significativa de alelos mutantes em Florestopolis, sugerindo que a estratégia de
controle por meio da aplicagdo de inseticidas piretroides nesse local pode ndo ser eficaz. As
informagdes adquiridas ressaltam a importancia do monitoramento continuo da resisténcia e da
diversifica¢ao nas estratégias de controle vetorial, visando maior eficacia e menor pressdo seletiva sobre
as populacdes de mosquitos.

Palavras-Chaves: Arboviroses; Entomologia Molecular; Piretrdides; Resisténcia.

Area de estudo: Genética e Biologia Molecular.
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VARIACOES DA NORMALIDADE CROMOSSOMICA: ASPECTOS
CITOGENETICOS, CLINICOS E IMPLICACOES NO
ACONSELHAMENTO GENETICO

Lyvia Emanoely Santos Tenorio Miranda*!; Maria Eliane Longhi Barroso!; Matheus Pires
Rincéo*

1Universidade Estadual de Londrina;

Resumo: As variagdes da normalidade cromossdmica, como polimorfismos em regifes
heterocromaticas, sdo alteracdes citogenéticas estruturais comuns e que geralmente sdo consideradas
“normais”, uma vez que a heterocromatina constitutiva ndo possui potencial de codifica¢do génica. Um
exemplo dessas variantes é o alongamento ou encurtamento do comprimento das regides
pericentroméricas nos bracos longos dos cromossomos, sendo as mais comuns as alteragdes em 1gh*,
9gh*", 16gh™ e Ygh"". Nesse trabalho, relatamos o caso de uma paciente do sexo feminino
encaminhada para avaliacdo diagnostica ao Servico de Aconselhamento Genético da Universidade
Estadual de Londrina (SAG-UEL) aos 10 anos de idade, por apresentar baixa estatura, maturacdo dssea
avancada, TDAH e dificuldade na fala e na aprendizagem. Foi realizada a analise de 20 células
metafésicas provenientes da cultura temporaria de linfocitos de sangue periférico, seguida por
bandamento G. O cari6tipo revelou um padrdo 46,XX,1gh"*, confirmado pelo bandamento C. Esse
resultado é considerado segundo o International Ststem for Human Cytogenetic Nomenclature como
uma variante na normalidade, sem implicac@es fenotipicas para o paciente. Contudo, casos previamente
descritos envolvendo tal regido sugerem uma possivel associacdo com alteracBes fenotipicas
especificas, principalmente em quadros de infertilidade. Além disso, estudos apontam que
polimorfismos de regiGes heterocromaticas podem estar associados a uma gama mais ampla de
disturbios do neurodesenvolvimento, incluindo dificuldade de aprendizagem e transtornos de atencéo.
A literatura sugere que determinadas variag¢des consideradas neutras possam, em contextos especificos,
exercer influéncia em processos regulatorios epigenéticos ou na expressao génica de regides vizinhas.
A andlise desse caso demonstra a necessidade de uma investigagdo citogenética mais detalhada acerca
da correlacdo gendtipo-fenotipo em pacientes portadores de variagdes da normalidade. E sugere que a
implementac&o de técnicas moleculares deve se tornar padrdo na analise genética de pacientes suspeitos

de alteracGes genéticas.
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polimorfismo; heterocromatina.

Area de estudo: Genética e Biologia Molecular
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MUTACAO KDR NO MOSQUITO Aedes aegypti: UMA ANALISE
MOLECULAR E CIENCIOMETRICA
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Felipe Augusto Roche?; Edson Kenji Kawabata?; Jodo Antonio Cyrino Zequi*; Renata da
Rosa'.
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O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ um culicideo amplamente
distribuido em regides tropicais e subtropicais. Esse mosquito € vetor de diferentes arboviroses como
dengue, chikungunya, Zika e da febre amarela urbana, sendo considerado um grande problema de
saude publica. No ano de 2024, foram registrados no Brasil mais de 6,6 milhdes de casos suspeitos de
dengue e cerca de 6.264 6bitos provocados pela doenga. Estratégias de monitoramento e controle do
vetor sdo fundamentais objetivando-se a reducdo ¢ prevencdo da transmissdo dessas arboviroses,
sendo a aplicacdo de inseticidas quimicos, principalmente do grupo dos piretrdides uma das
alternativas mais utilizadas. Entretanto, o uso intensivo desse grupo de inseticida atua selecionando
populagoes resistentes de Ae. aegypti, sendo a resisténcia associada a mutagdes no gene que codifica o
canal de sddio dependente de voltagem (Nav) dos mosquitos, ocasionando o chamado efeito kdr
(knockdown resistence), o que reduz ou impede a eficacia dos inseticidas em seu alvo. Diante disso,
este estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de duas mutagdes kdr Phe1534Cys ¢ Vall016lle,
relacionadas a resisténcia a piretroides em populacdes de de. aegypti coletadas no Museu Historico de
Londrina, Londrina-PR, além de utilizar uma abordagem cienciométrica no mapeamento de
publicacdes cientificas envolvendo essa tematica. Para as analises moleculares foram coletados 30
mosquitos adultos, por meio do aspirador de Nasci, que em seguida foram transferidos para o
laboratorio, identificados, triados e armazenados em freezer -80°C. Os insetos foram utilizados para a
extragdo de DNA, seguida da genotipagem das duas mutagdes kdr por PCR alelo-especifica, com
posterior analise dos alelos amplificados por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%. Para a
abordagem cienciométrica foi realizada a coleta de dados no Web of Science (WoS), utilizando como
termo de busca “Adedes aegypti and kdrmutation”, sendo considerados apenas artigos cientificos
publicados nos ultimos 20 anos (2005-2024). Os dados obtidos no WoS foram exportados e analisados
usando os softwares VOSviewer e Bibliometrix, duas ferramentas aplicadas no mapeamento
cientifico. Os resultados moleculares apontaram uma alta frequéncia genotipica para a mutagao
Phe1534Cys, com 93,33% dos individuos mutantes (Cys«) e 6,67% heterozigoto, ja para mutacao
Vall016lle, a maioria (96,6%) dos individuos analisados eram heterozigotos (Val/Ilew) e 3,4%
selvagem (Val+). Ao considerar a frequéncia alélica, foi identificado nessa populacdo de Ae. aegypti
96,66% do alelo mutante Cyswe 48,33% do alelo mutante Ile«. A busca no WoS resultou em 295
artigos e apontou que as principais areas de publicagdes envolvendo essa tematica foram: Tropical
medicine, Parasitology, Entomology, ¢ que a maioria dos artigos foram publicados em 2020 (n=37),
2024 (n=33), e 2021 (n=32). Com o VOSviewer foi identificado a formag¢do de 4 clusters na rede de
coocorréncia de palavras-chave e foi observado a dindmica dessa rede dentro de um recorte temporal
(2014-2020). O Bibliometrix apontou os dez autores e as dez palavras mais relevantes relacionados
aos artigos obtidos no WoS, além disso, foi possivel identificar que Estados Unidos, Brasil e China
sd0 os paises com maiores numeros de citagdes e produgdes envolvendo Ae. aegypti ¢ mutagao kdr,
também foi observado as principais redes de colaboragdes entre os paises. Diante desses resultados, ¢
possivel concluir que o monitoramento de populagdes resistentes contribui para avaliar a eficacia das
estratégias aplicadas e orientar no desenvolvimento de abordagens mais adequadas, auxiliando na
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reducdo da infestagdo do vetor e consequentemente na incidéncia das arboviroses. Adicionalmente, as
analises cienciométricas possibilitaram uma melhor compreensdo do cenario global de pesquisa
relacionado ao tema, destacando as tendéncias, contribuicdes e dindmica envolvendo esse campo
cientifico.

Palavras-chave: Arboviroses; Entomologia molecular; Piretroides; Resisténcia; VOSviewer.
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AVALIACAO DO POLIMORFISMO RS2227982 DO GENE PDCDI NA
GRAVIDADE E DESFECHO DA COVID-19

Sarah Lott Moretto*'; Marie Augusta Squarca e Silva'; Maria Luisa Motta Franco'; Bianca
Lisley Barboza Pacheco'; Mariane Ricciardi da Silva'; Giulia Mariane Fortunato'; Pamella
Rodrigues da Silva'; Maylla Cardoso de Oliveira'; Caroline Yukari Motoori-Fernandes’;
Eliza Pizarro Castilha!; Janaina Nicolau de Oliveira'; Rafaela Roberta de Jaime Curti'; Sara
Mataroli de Godoy'; Wilson Frantine-Silva'; Karen Brajdo de Oliveira'

! Universidade Estadual de Londrina.

Resumo: A proteina de morte programada 1 (PD-1) e seu ligante PD-L1 formam um importante
checkpoint imunolégico e estdo associados ao equilibrio da resposta imune em diversas doengas,
como a infec¢do viral aguda COVID-19. A forma como o receptor PD-1 desempenha seu papel pode
ser influenciada por diversos fatores, incluindo variagdes genéticas, as quais podem causar alteracdes
na regulacdo da expressdo génica, estrutura e fungdo proteica. Dentre as diversas alteragdes genéticas
jé identificadas no gene PDCDI, codificante para a proteina PD-1, o polimorfismo de nucleotideo
unico rs2227982, localizado na posi¢ao 7625 (G>A) do exon 5, se destaca por ser uma troca ndo
sindnima provocando a alteragdo de aminoacidos de ala>val, a qual pode interferir na fun¢do do
receptor PD-1 e seu papel como regulador da resposta imune antiviral. Assim, este estudo teve por
objetivo avaliar os genotipos e frequéncias alélicas da variante rs2227982 e associa-los a gravidade e
desfecho da COVID-19. Este estudo obteve aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE 36247920.1.0000.5231), e todos os 354
pacientes participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Todos os
participantes foram positivos para a infeccdo por SARS-CoV-2 e o grupo foi subdividido em
COVID-19 leve, moderada e grave, sendo o primeiro considerado o grupo de referéncia. A partir de
amostras de sangue periférico foi realizada a extragdo do DNA gendmico utilizando kit comercial. A
inferéncia dos gendtipos foi feita por ensaio de discriminagdo alélica com sondas TagMan pela
técnica de PCR em tempo real. A andlise de associagdo através do teste do X? indicou uma diferenga
significativa na distribuicdo dos alelos G e A (p=0,023), assim como de seus genotipos (p=0,047)
GG, GA e AA, entre os grupos estudados. Por meio da andlise de regressdo logistica multinomial
observamos que os portadores do alelo A (GA+AA) apresentaram uma maior susceptibilidade para
desenvolverem a forma moderada da doenca em relacdo a forma leve quando comparados aos
individuos portadores do gendtipo GG (OR=2,657, 1C95%=1,315-5,367, p=0,006), assim como
individuos heterozigotos (GA) foram mais suscetiveis a forma moderada se comparados a individuos
homozigotos (GG+AA) no modelo de hereditariedade superdominante (OR=2411,
1C95%=1,169-4,973, p=0,017). Entretanto, quando as analises foram ajustadas para as variaveis sexo
e idade, a associagdo perde significancia, demonstrando que o polimorfismo esta associado ao
desenvolvimento da COVID-19 mas ndo de forma independente. Ademais, ndo foram observadas
associacdes entre os modelos de hereditariedade e a forma grave da doenca ou o desfecho da
COVID-19. Este estudo se destaca como o primeiro a avaliar este polimorfismo no contexto da
doenga. Os resultados obtidos indicam uma possivel influéncia da variante rs2227982 na
imunopatologia da COVID-19.

Palavras-chave: imunidade antiviral; receptor de morte programada 1; PD-1.9; novo
coronavirus; sindrome respiratéria aguda grave.
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