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RESUMO

O uso continuado de inseticidas quimicos ocasiona uma intensa pressdo de
selecdo, acarretando problemas para os programas de controle de vetores. O
termo “Knockdown Resistance” (kdr) é aplicado a insetos que perdem sua
coordenacao imediatamente ap0s a exposi¢ao ao inseticida, recuperando-se apos
o seu efeito; sendo frequentemente causado por mutacdes de carater recessivo
Vall016lle no canal de sédio voltagem dependente. Este trabalho teve como
objetivos levantar dados e avaliar a suscetibilidade de larvas de 3° instar final e 4°
inicial ao inseticida temephos, e verificar a presenca da mutacao Vall016lle, que
confere a resisténcia a adulticidas piretréides, em popula¢gées do Estado do PR.
Foram recebidos ovos de 12 municipios paranaenses (Cianorte, Florai, Guaira,
Ibaiti, lguatu, lvaipord, Loanda, Londrina, Maring4, Nova Londrina, Paranavai e
Pitanga). Bioensaios para verificar a suscetibilidade ao temephos, estimando os
valores das CLsp, CLgs, RRso € RRgs foram realizados apenas para as populacdes
de Aedes aegypti de Cianorte, Maringa e Paranavai. A partir da calibracdo com a
linhagem suscetivel Rockefeller, foram estabelecidas oito concentragbes do
organofosforado, com quatro réplicas, tanto para as populacdes avaliadas como
para o controle. A presenca da mutacdo no coédon 1016 foi verificada nos
municipios de Florai, Loanda, Londrina, Paranavai e Foz do Iguacu, sendo o
ultimo dividido em cinco regides (Norte, Sul, Leste, Oeste e Central) devido a sua
localizacdo em area de triplice fronteira. Para analises moleculares foram
utilizados trés iniciadores na técnica PCR alelo especifico: um para o alelo
mutante, um para o selvagem, e um terceiro especifico da regido conservada e
comum a ambos. A verificacdo da amplificacéo foi realizada com eletroforese em
gel de poliacrilamida, no qual a presenca de uma banda 98bp indica homozigoto
mutante (resistente), a presenca de uma banda 78bp indica homozigoto selvagem
(suscetivel) e a presenca de duas bandas indica heterozigoto (suscetivel). A
criacdo em laboratério resultou em 5857 adultos, sendo 4267 Aedes aegypti e
1586 Aedes albopictus. O numero de paletas positivas variou de 2,0% a 100% e a
taxa de eclosado oscilou entre 0 e 87,5%. A relacdo entre sexos aproximou-se do
esperado (1:1) em todas as localidades para ambas as espécies. Os resultados a
partir da concentragdo diagnostico indicam que a amostra de Cianorte estd com a
suscetibilidade alterada, enquanto Maringd e Paranavai estdo resistentes. As
razOes de resisténcia (RRgs) foram 3,56; 7,18 e 3,97; respectivamente. A
presenca da mutacdo Vall016lle em todos os municipios avaliados sugere que 0
uso de piretroides esta expondo as populacdes a intensas pressoes de selecao. O
predominio de heterozigotos, observado em quase todas as regides, pode elevar
a frequéncia de individuos mutantes (resistentes) nas proximas geracdes. O
acompanhamento das populacfes deve ser feito de modo continuo, a fim de
detectar prontamente qualquer alteracdo no status de suscetibilidade e aumento
na frequéncia da mutacéo. Informacao a respeito da resisténcia € imprescindivel
para auxiliar nos programas de controle de vetores, podendo ser utilizada na
indicacdo de metodologias alternativas, visando manter e restaurar a eficacia dos
inseticidas quimicos.

Palavras-chave: Resisténcia, vetores, dengue, piretroides, Val1016lle
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ABSTRACT

Continued use of chemical pesticides has led populations to an intense selection
pressure, causing problems for vector control programs. The term "Knockdown
Resistance” (kdr) is applied to insects that lose their coordination immediately after
exposure to insecticide, recovering after its end; is frequently caused by recessive
mutations in Val1016lle voltage-gated sodium channel. This study aimed to gather
data and evaluate the susceptibility of third instar larvae to the insecticide
temephos and to verify the presence of Vall016lle mutation, which confers
resistance to pyrethroid adulticide in populations of the State of Panara. Eggs
were received from 12 municipalities of PR (Cianorte, Florai, Guaira, Ibaiti, Iguatu
Ilvaipord, Loanda Londrina, Maringa, New London, and Paranavai Pitanga).
Bioassays to determine the susceptibility to temephos, estimating the values of
LCso, LCos5, RRsg and RRgs were performed only for Aedes aegypti populations of
Cianorte, Maringa and Paranavai. From the calibration with the susceptible strain
Rockefeller, were established eight concentrations of the organophosphate, with
four replicates for all populations evaluated, as well as the control. The presence
of the mutation at codon 1016 was verified for the municipalities of Florai, Loanda
Londrina, Paranavai and Foz do Iguacu, wich was divided into five regions (North,
South, East, West and Central) due to its location in the triple border area. For
molecular analysis, three primers were used in allele-specific PCR: one for the
mutant allele, one to the wild, and a third specific for the conserved region,
common to both. Verification of the amplification was performed with
polyacrylamide gel electrophoresis, in which the presence of a 98bp band
indicates mutant homozygous (resistant), the presence of a 78bp band indicates
wild homozygous wild (susceptible) and the presence of two bands indicates
heterozygous (susceptible). Laboratory rearing resulted in 5857 adults, 4267
Aedes aegypti and 1586 Aedes albopictus. The number of positive palettes ranged
from 2.0% to 100% and hatching rate varied between 0 and 87.5%. The
relationship between the sexes approached the expected (1:1) at all locations for
both species. The results from the diagnostic dose indicate that the sample of
Cianorte has altered susceptibility, while Maringa and Paranavai are resistant. The
resistance ratios (RRgs) were 3.56, 7.18 and 3.97, respectively. The presence of
the Vall016lle mutation in all municipalities evaluated suggests that the use of
pyrethroids is exposing populations to intense selection pressures. The
predominance of heterozygotes observed in almost all regions, can increase the
frequency of mutant individuals (resistant) in the next generations. Monitoring of
populations should be done continuously in order to promptly detect any change in
susceptibility status and any increase in mutation frequency. Information on
resistance is essential to assist vector control programs, and can be used to
establish alternative methodologies to maintain and restore the effectiveness of
chemical insecticides.

Keywords: Resistance, vectors, dengue, pyrethroid, Val1016lle
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1. INTRODUCAO

1.1 A dengue e o Aedes aegypti

Entre as doencas virais de transmissdo vetorial, a dengue € a que
atualmente causa maior impacto na populacdo em termos de morbimortalidade
(Gubler, 2002; Tauil, 2002). Apesar de ser conhecida a mais de dois séculos e
das informa¢des acumuladas nos ultimos anos, esta arbovirose continua sendo
um dos principais problemas e uma das prioridades da Saude Publica do século
atual, exigindo esforcos e investimentos cada vez mais intensos (Periago &
Guzman, 2007).

Seu agente etiologico € um retrovirus da familia Flaviviridae, género
Flavivirus, que inclui os organismos causadores da febre amarela, febre do oeste
do Nilo e encefalite japonesa (Tauil, 2001; Carroll et al., 2007). S&o conhecidos
guatro sorotipos antigenicamente distintos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4
(Sabin, 1952; Schlesinger & Frenkel, 1956; Hammon & Sather, 1960). Todos os
sorotipos podem infectar diversos tipos de células em homens e outros primatas,
mas apenas 0 primeiro apresenta manifestacfes clinicas da doenca (Borges,
2001; Seneviratne, 2006).

Estimativas indicam que 2,5 bilhdes de pessoas (dois tercos da populacéo
mundial) encontram-se em areas de risco para contrair a infeccdo (Figura 1),
sendo que mais de 100 milhdes sdo acometidas pela doenca anualmente (WHO,
1997; Wilder-Smith & Schwartz, 2005). As manifestacdes mais graves da dengue
atingem, pelo menos, 500 mil pessoas, apresentando taxa de mortalidade de até
10% para pacientes hospitalizados e de 30% para pacientes nao tratados
(Holmes et al., 1998).

A dengue classica se inicia abruptamente com febre alta (39°C) de no
maximo sete dias de duracéo e, no minimo, mais dois sintomas entre cefaléia, dor
retro orbitaria, mialgia, artralgia, exantema, dor abdominal, prostracdo e
fendbmenos hemorragicos leves. Ja nas formas mais graves, a Febre Hemorragica
do Dengue (FHD) e Sindrome do Choque do Dengue (SCD) (Halstead, 2004), os
sintomas iniciais sdo semelhantes aos da dengue classica, porém, apds o terceiro

dia o quadro se agrava com manifestagbes hemorragicas, trombocitopenia,
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derrames cavitérios, instabilidade hemodinamica, debilidade profunda, agitacao
ou letargia, palidez, cianose e diminuigcdo brusca de temperatura (Ministério da
Saude — FUNASA 2002; Toleto et al., 2006).

A transmissao ocorre através da picada de fémeas de mosquitos do género
Aedes, sendo incriminadas vérias espécies do subgénero Stegomyia. O principal
vetor desta arbovirose é o mosquito de habitos urbanos Aedes (Stegomyia)
aegypti (Linnaeus, 1762). Ja o Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) é um
vetor de importancia secundaria na Asia, onde predomina em &reas rurais, que
ainda ndo foi incriminado como vetor do agente etiolégico da doenca nas
Américas, embora ja tenham sido encontrados espécimes naturalmente
infectados (Ibafiez-Bernal et al., 1997; Braga & Valle, 2007).

No Brasil, o Aedes albopictus teve seu primeiro registro em 1986 no Estado
do Rio de Janeiro (Forattini, 1986) e, atualmente, se encontra amplamente
distribuido no pais, especialmente nas regifes Sul e Sudeste (Santos, 2003).

Associado a ecossistemas antropicos, o Aedes aegypti € um mosquito
antropolfilico, com atividade hematofagica diurna e com boa capacidade de
adaptacdo ambiental (Ribeiro et al., 2008). Presente em areas urbanas, é
geralmente encontrado entre as latitudes 35°N e 35°S e pode habitar locais de até
2.200 metros de altitude (OPAS, 1995; Donalisio & Glasser, 2002; Singhi et al.,
2007), sendo encontrado principalmente colonizando depésitos de
armazenamento de agua e pequenas colecdes temporarias (Teixeira et al., 1999;
Braga & Valle, 2007).

A incidéncia de casos de dengue varia conforme as condic¢des climaticas, e
esta associada a fatores ambientais, como aumento de temperatura, pluviosidade
e umidade do ar, condicbes que favorecem o aumento do nimero de criadouros
disponiveis para o desenvolvimento do vetor (Ribeiro et al., 2006).

A fémea do culicideo é infectada com o virus ao se alimentar do sangue de
um individuo infectado, durante a fase virémica. Apds um periodo de incubacéo
extrinseca, que dura de oito a dez dias, 0 mosquito esta apto a transmitir o virus
por toda sua vida (Donalisio & Glasser, 2002), seja para o homem, através da
picada e injecdo de saliva, ou para outros mosquitos, através da coépula ou
verticalmente (Singhi et al., 2007). Depois da picada pelo mosquito infectado, o

periodo de incubacdo do virus no homem dura, em média, de quatro a sete dias,
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durante os quais a doenca pode variar de formas assintomatica e clinicamente
inespecificas até quadros fatais (Ferreira et al., 2005; Singhi et al., 2007).
Epidemiologicamente, a forma assintomatica apresenta grande
importancia, pois constitui fonte silenciosa de transmissdo do virus para areas
indenes, mas infestadas com o vetor (Vasconcelos et al.,, 1998). Desta forma, a
ampla circulacdo viral é um fator de risco para o surgimento de formas mais

graves do dengue (Guzméan & Kouri, 2002).

Dengue: paises ou areas de risco, 2009

_ ) January isotherm

The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits of the northem and

Paises ou areas onde a ‘
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses.

dengue foi reportada

Figura 1 - Paises/Areas com risco de transmissdo de dengue no ano de 2008, de acordo com a
Organizac¢do Mundial da Saude (Fonte: WHO 2009).

1.2 Dengue no Brasil e no Parana

Da Africa, o Aedes aegypti se dispersou por todo o hemisfério ocidental no
século XVII (Teixeira et al., 1999). Na década de 1950, através de uma campanha
nacional com estruturacao militar, o Brasil conseguiu erradicar esse vetor. O pais
enfrentou varias reinfestacdes que, detectadas precocemente, foram eliminadas.

Em 1976, uma nova infestagcdo nao foi controlada, atingindo aproximadamente
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3.794 municipios em todas as 27 Unidades de Federacéo (Consoli & Lourencgo de
Oliveira, 1994; Teixeira & Barreto, 1996; Tauil 2002; Pimenta Jr., 2005; Camara et
al., 2007).

A introducdo sequencial de diferentes sorotipos do virus contribui para
pressionar a incidéncia da doenca (Camara et al., 2007). Em 1981, uma epidemia
com os sorotipos DEN-1 e DEN-4 ocorreu em Boa Vista, Roraima (Osanai et al.,
1983). O uso de inseticidas nos programas de saude publica desde 1967 néo
impediu o aparecimento de vérias epidemias desde 1986, quando o numero de
casos aumentou em diversas regides brasileiras (Lima et al., 2003).

A dengue apresenta um padrdo sazonal com maior incidéncia no primeiro
semestre do ano, periodo mais quente e Umido, tipico dos climas tropicais (Braga
& Valle, 2007). Em aproximadamente duas décadas, o nUmero de casos no pais
aumentou de 46.000 em 1986 para 790.000 em 2002, sendo considerada
endémica no pais (Martins et al.,, 2008). Em 2008, o Brasil contava com
aproximadamente 80% dos mais de 908 mil casos notificados de dengue nas
Américas (PAHO, 2009).

Situando-se entre os paralelos 22° e 27° S e os meridianos 48° e 50° W, o
Estado do Parana possui 199.575 km? divididos entre planicie litoranea e trés
planaltos (Figura 2). Ocorrem trés tipos climaticos no Estado: Clima Subtropical
com verdo quente (Cfa), Clima temperado com verdo ameno (Cfb) e Clima
Tropical Superumido (Af) (Figura 3). A populacdo humana foi estimada em
9.536.458, dos quais mais de 81% residem em areas urbanas (Figura 4) (Silva et
al., 2008).

A primeira notificacdo de casos autoctones de dengue no Estado do
Parana data de 1993. Desde entédo, importantes epidemias foram registradas nos
anos de 1996, 2002, 2003 e 2007, sendo nesta ultima confirmados 25.988 casos
da doenca (Mendonca et al., 2004; SESA-PR, 2010).

A Secretaria de Vigilancia em Saude notificou 155.771 casos de dengue no
pais nas sete primeiras semanas epidemiolégicas de 2010. Apenas 2% dos casos
foram registrados para a regido Sul, cuja concentracdo (96,4%) ocorreu no
Parana (SVS, 2010).



[ altitudes < 600 m
= altitudes = 600 m

m limites dos
planaltos

Figura 2 - Distribuicdo dos trés planaltos paranaenses (Fonte: Miretzki, 2003).
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Figura 4 - Grau de urbanizagdo do Estado do Paran& no ano de 2007 (Fonte: IPARDES 2008)



19

Segundo Boletins Informativos da Dengue, realizados pela Secretaria de
Vigilancia em Saude, foram registrados no Estado, no periodo de janeiro a abril
de 2009, 6.233 casos suspeitos, dos quais 396 foram confirmados, sendo 344
autoctones. No mesmo periodo de 2010, foram registrados 39.981 casos
suspeitos, sendo 10.010 confirmados, dos quais 9.571 eram autéctones. Esses
valores representam um aumento de 641,4% dos casos suspeitos e 2.782,3% dos
casos confirmados autdctones no ano de 2010, quando comparado a 2009. De
acordo com os 6rgdos publicos de vigilancia epidemioldgica, este aumento é
consequéncia de fatores determinantes, como o elevado indice de infestagéo
predial (IIP), observado em varios municipios no inicio deste ano, e dificuldade no
controle do vetor e participagdo da populacdo para eliminagdo de criadouros,
tornando o risco iminente e permanente (Boletim Informativo dengue n° 4/2009 e
4/2010).

1.3 Inseticidas e mecanismos de acédo

Como nao existe vacina, o combate a dengue se baseia no controle do
inseto vetor. Embora ocorram importantes avancos no desenvolvimento de
medidas alternativas, o uso de inseticidas quimicos continua sendo essencial nos
programas de controle integrado, sendo utilizados ha muitos anos devido a sua
eficacia, sustentabilidade e baixo custo (Rose, 2001; Prieto et al., 2002).

No Brasil, os programas focalizados nas formas imaturas estdo
fundamentados no manejo associado ao uso de produtos biolégicos, como o
Bacillus thuringiensis Berliner, e quimicos, como temephos (Beserra et al., 2007).

Os inseticidas organofosforados (OP) sdo a classe de maior interesse
comercial e toxicolégico. Possuem esse nome por serem ésteres ou tidis
derivados de acidos fosfoéricos, fosfénico, fosfinico ou fosforamidico (Santos et al.,
2007). A aplicacdo comercial destes compostos na agricultura comecou em 1941,
com o Scharadan (octametilpirofosforamida) (Gilman et al., 2003). S&o
amplamente utilizados em agua estagnada e reservatérios de dgua potavel para

uso domeéstico por serem biodegradaveis, porém, devido a instabilidade quimica,
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requerem aplicacdes periddicas, em ciclos bimestrais (Braga & Valle, 2007; Melo
et al., 2008).

Esta classe de inseticidas age por contato e ingestédo, ligando-se ao
centro esterasico da enzima acetilcolinesterase (AChE), impossibilitando-a de
hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e &cido acético. A
presenca continuada da acetilcolina nas terminagdes nervosas interfere no
mecanismo de transmissdo neuronal. Deste modo, na presenca do
organofosforado, o estimulo do sistema nervoso central é continuo, ocasionando
paralisia e morte do inseto (Braga & Valle, 2007).

O organofosforado temephos (Ci6H2006P2S3) (Figura 5) foi introduzido no
mercado em 1965 (Melo et al., 2008), sendo o Unico larvicida do grupo com uso
generalizado no controle de larvas de mosquito aprovado pela Organizacao
Mundial da Saude para uso em &agua de consumo humano, por suas
caracteristicas de baixa toxicidade aguda e pouca persisténcia no ambiente
(WHO, 2007). Esse produto pode causar intoxicacdes graves se absorvido pelos
pulmbes ou ingerido em altas doses, sendo ainda discretamente irritante em
contato com a pele e olhos (FISPQ, 2010).

No Brasil, este composto é utilizado desde 1967 (Ministério da Saude
1968), sendo aplicado em ciclos bimestrais. Apds a epidemia de 1986 o uso de
organofosforados se intensificou (Schatzmayr, 1986; Dletz, 1990; Braga et al.,
2004), e desde a implantacdo do Plano para Erradicacdo do Aedes aegypti
(PEAa), seu uso em programas de saude publica foi ampliado consideravelmente
pela adicdo de cerca de 5 mil toneladas de temephos por ano (SESA-PE, 1997;
FUNASA, 2001).

S
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Figura 5 - Estrutura quimica do larvicida organofosforado temefés, de nhome quimico O,O-(ditio-
4,1fenileno) bis  (O,0-dimetilfosforotioato);  O,0'(ditio-4,4-fenileno)0,0,0',0' tetrametil  bis
fosfototioato.
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Outra classe de inseticida amplamente utilizado no pais sé@o os piretroides.
Estes compostos foram introduzidos no mercado em 1976 e ainda que sejam
mais caros por unidade de peso em relacdo aos outros praguicidas, os piretrdides
tém sido bastante empregados na area da Saude e na Agricultura. Isto ocorre
devido a sua alta eficiéncia, sendo necessérias menores quantidades de produto
ativo, resultando em menor contaminag&o nas aplica¢cdes (SUCEN, 2010).

De custo elevado, sdo produzidos a partir de uma substancia natural
extraida de crisantemos, o piretro. Os piretréides sintéticos classe dois
(cipermetrina) e trés (deltametrina) (Figura 6) somam aproximadamente 25% do
mercado mundial de inseticidas, pois agem rapidamente, sdo biodegradaveis, ndo
cumulativos e raramente téxicos a aves e mamiferos (Hemingway, 2004; Braga &
Valle, 2007).

A exposicdo aos piretroides pela populacdo ocorre principalmente via
ingestao de residuos presentes nos alimentos e inalacdo apds o uso do inseticida
no interior de domicilios. Apesar das vantagens apresentadas pelos piretroides
em relacdo a outros inseticidas, os mesmos cuidados devem ser tomados para
sua utlizacdo, jA que podem exercer nos vertebrados efeitos neuro e
cardiotoxicos, afetando principalmente o figado e os rins (Santos et al., 2007c).

Os piretréides, bem como o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) atuam no
sistema nervoso do inseto, alterando a funcdo normal do canal de sédio.
Piretréides do tipo | provocam a abertura prolongada do canal, levando a impulsos
repetitivos em resposta a um uanico estimulo, levando a exaustdo e morte.
Piretréides do tipo Il causam uma despolarizacdo da membrana, acompanhada
por uma supressdo do potencial de acdo (Soderlund & Bloomquist, 1989;
Narahashi, 1992; Dong, 2007).

Em 1999, os piretrdides substituiram os organofosforados no controle de
adultos de Aedes aegypti ha maior parte do pais, com excecdo de Sao Paulo,
onde sao utilizados desde 1989 (Macoris et al., 1999; Braga et al., 2004). A
periodicidade das aplicacfes ocorre de seis meses, porém, a duracdo do efeito
residual destes inseticidas pode variar entre dois e seis meses (Santos et al.,
2007Db).
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Figura 6 - Estruturas quimicas da a) Cipermetrina (C,,H19CI,NO3) e b)Delametrina (C,;H19BroNO3).
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1.4 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia é definida como a habilidade de uma linhagem de um
organismo em tolerar doses de tdxicos que seriam letais para a maioria da
populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie (Poletti & Omoto, 2003). Ela
pode ser vista como um processo de evolucéo acelerada, em que uma populacéo
resistente é selecionada com o uso de determinados pesticidas (Braga & Valle,
2007).

O uso do inseticida ndo causa alteracdes genéticas nos individuos, apenas
seleciona os que ja possuem a caracteristica necessaria para sua sobrevivéncia.
Ha quatro mecanismos distintos que promovem resisténcia aos inseticidas:
penetracdo reduzida, alteracbes comportamentais, resisténcia metabodlica e
alteracoes estruturais nos sitios-alvo (Hemingway & Ranson, 2000; Brengues et
al., 2003; Paiva 2006).

A reducéo na taxa de penetracdo do inseticida € um mecanismo no qual
mudancas na composicao protéica do integumento podem levar a uma diminui¢cao
da penetracdo do inseticida. E considerado de importancia secundéria por conferir
um baixo nivel de resisténcia, porém associado a outros mecanismos o nivel de
resisténcia aumenta consideravelmente (Apperson & Georghiou, 1975; Braga &
Valle, 2007).

As alteragcbes comportamentais podem fazer com que o0s insetos

reconhecam superficies tratadas com inseticidas, apresentando maior tendéncia
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de ndo adentrar nas areas sob tratamento, assim, reduzindo a taxa de invasao de
domicilios ou modificando o horario do repasto sanguineo (Mathenge et al., 2001;
Paiva, 2006) Este mecanismo ainda ndo esta claro, podendo ser um modo de
selecao natural.

A resisténcia metabdlica se da devido ao aumento da atividade
detoxificante de enzimas, o que possibilita a degrada¢éo da molécula quimica em
compostos inertes. Exemplos de grupos enzimaticos envolvidos neste mecanismo
em espécies de artrépodes sdo as monooxigenases dependentes do citocromo P-
450, esterases e GSH-transferases (Poletti & Omoto, 2003).

As alteragbes estruturais no sitio-alvo diminuem sua afinidade pelo
inseticida e sdo causadas por alteracdes nos genes que codificam o sitio de acao
do inseticida, impedindo ou dificultando a ligacdo do composto com a molécula-
alvo. Este tipo de alteracdo que pode comprometer parcial ou integralmente a
atividade do inseticida esta presente na enzima acetilcolinesterase (AChE), nos
receptores neuronais do acido gama-aminobutirico (GABA) e nos canais de sédio

voltagem dependente (Na,) (Hemingway et al., 2004).

1.5 Kdr — Knockdown Resistance

“‘Knockdown resistance” ou “kdr’ é, provavelmente, o mais importante
mecanismo de resisténcia relatado em varios insetos, e ocorre devido a uma
reducdo de 10 a 20 vezes na sensibilidade dos sitios-alvo a piretréides (Davies et
al., 2008). O termo “kdr” & aplicado a insetos que perdem sua coordenagao
imediatamente apds a exposi¢cao ao inseticida, recuperando-se apos o efeito do
mesmo (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Garcia et al., 2009).

O canal de soédio voltagem-dependente (Na,) é uma proteina
transmembrana constituida por quatro dominios homologos (I-1V), cada qual com
seis segmentos hidrofébicos (S1-S6) (Figura 7) (Loughney et al., 1989; Martins et
al., 2009a). O funcionamento correto destes canais € essencial para a
transmissao normal do impulso nervoso e, quando em contato com o inseticida,

ocasiona a morte do inseto (Garcia et al., 2009).
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Pesquisas sobre alteragdes no gene do canal de sodio associadas ao Kdr
identificaram inUmeras mutacées em diversas espécies de insetos (Soderlund &
Knipple, 2003), como Anopheles gambie (Martinez-Torres et al., 1997), Blattella
germanica (Liu et al., 2000) e Drosophila melanogaster (Williamson et al., 1996).
A mutacdo mais comum associada a resisténcia a piretroides é a substituicdo de
uma leucina por uma fenilalanina no segmento 6 do dominio Il do canal de sédio
(Williamson et al.,1996; Martinez-Torres et al., 1997).

Para Aedes aegypti, Brengues et al. (2003) identificaram varias mutacdes
no S6 do dominio Il em mosquitos resistentes, dentre as quais a classica Leu-
Phe nédo estava presente.

Analisando mutac¢des ndo sinbnimas nos éxons 20 e 21 de popula¢cbes de
Aedes aegypti da América Latina, Saavedra-Rodriguez et al. (2007) descreveram
duas novas mutacdes nos codons 1011 e 1016. Uma transicao A/G
(adenina/guanina) no alelo 1011 leva a uma alteracdo de uma Isoleucina para
uma Metionina (lle1011Met), enquanto que uma transicdo A/G no alelo 1016 leva
a uma alteracdo de uma Valina por uma isoleucina (Val1016lle).

Os genes que conferem o kdr sdo recessivos, ou seja, SO SA0 expressos
em homozigose (Davies et al.,, 2008). Deste modo, através de bioensaios
moleculares, Martins et al. (2009b) perceberam que a frequéncia do alelo 1016
mutante em homozigose (lle/lle) era maior nos casos de individuos resistentes.
Esses dados corroboram a associacdo desta mutacdo com a resisténcia de

populacdes brasileiras de Aedes aegypti a piretroides.

Dominio | Dominioll Dominio Dominio IV

Figura 7 - Esquema do canal de sodio voltagem dependente, seus quatro dominios homélogos e
suas seis subunidades hidrofébicas.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso continuado de inseticidas quimicos, que data de mais de 40 anos
para organofosforados e aproximadamente 10 anos para piretréides, tem levado
as populacdes a uma intensa pressao de sele¢édo, podendo selecionar individuos
capazes de tolerar doses que normalmente causariam mortalidade a individuos
suscetiveis (Lima et al., 2003). A selecao dessas popula¢des pode inviabilizar os
programas de controle de vetores, favorecendo a transmissdo da dengue
(Macoris et al., 1999; Campos & Andrade, 2001; Karunaratne & Hemingway,
2001; Carvalho et al., 2004).

O Estado do Parand é responsavel por mais de 95% dos casos de
dengue registrados para a regido Sul do Brasil na ultima década, apresentando
municipios, como Maring4, Londrina e Foz do Iguagu, onde a ocorréncia dos
casos é recorrente ao longo dos anos, apesar dos esfor¢cos das Secretarias de
Saude e Centro de Controle de Zoonoses.

Deste modo, a fim de conferir seguranca a populacdo e economia aos
cofres publicos (Campos & Andrade, 2001), a eficiéncia dos produtos utilizados no
controle de insetos vetores deve ser frequentemente monitorada. Bioensaios para
avaliacdo da suscetibilidade larval visam detectar prontamente a presenca de
individuos resistentes em uma populacdo de insetos para permitir a otimizacéo
das campanhas de saude através do manejo de produtos e utilizacdo de métodos
alternativos de controle (Bisset et al., 2005). Do mesmo modo, a deteccdo de
mutacdes associadas a resisténcia € fundamental para auxiliar nas estratégias de
manejo destinadas a prolongar o tempo de uso de um inseticida (Soderlund &
Knipple, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a suscetibilidade de populacbes de Aedes aegypti ao larvicida
organofosforado temephos pestanal e detectar e verificar a frequéncia da
mutacdo Vall016lle no gene do canal de sddio de populacdes de Aedes aegypti
provenientes de diferentes municipios do Estado do Parana — Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar a suscetibilidade de larvas de Aedes aegypti de terceiro instar
final e quarto inicial ao larvicida temephos pestanal, estimando as ClLsy € CLgs,
RR50 € RRgs.

Confirmar a coexisténcia entre espécies, porcentagens de eclosdo e razao
sexual de Aedes aegypti e Aedes albopictus em municipios do Estado do Parana
— Brasil.

Verificar a distribuicdo da mutacdo Vall016lle no gene do canal de sodio
de populacbes de Aedes aegypti de diferentes municipios do Estado do Parana;

Verificar a distribuicdo da mutacdo Vall016lle no gene do canal de sédio
de Aedes aegypti de diferentes regides administrativas de Foz do Iguacu, de

acordo com seus limites geograficos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

Foram analisadas populacdes de mosquitos provenientes de 12 municipios
do Estado do Parana, de acordo com as coletas realizadas pela Secretaria de
Estado da Saude do Parana (Figura 8).

4.2 Caracterizacdo dos municipios analisados
Os doze municipios estudados foram caracterizados de acordo com dados

retirados do boletim informativo dengue n.° 4/2010, até a data de 30/04/2010,

conforme informagdes dos municipios e respectivas regionais de saude (Tabela I).
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Tabela | — Caracterizagdo dos municipios, suas respectivas regionais de salde, populacao,
nimero de casos confirmados, notificados e incidéncia.

Municipio Relevo Populagéo Casos confirmados Casos Incidéncia*
Notificados
Autéctones Importados Total

Maringd  Terceiro 329.800 1092 16 1108 5149 331,11
Planalto

Paranavai Terceiro 79.747 92 1 93 435 115,36
Planalto

Londrina  Terceiro 503.041 579 32 611 4421 115,10
Planalto

Cianorte  Terceiro 63.832 55 7 62 284 86,16
Planalto

Loanda Terceiro 21.073 9 0 9 59 42,71
Planalto

Guaira Terceiro 27.517 5 2 7 44 18,17
Planalto

Ibaiti Segundo 26.806 0 2 2 5 -
Planalto

Iguatu Terceiro 1.609 0 0 0 5 -
Planalto

Florai Terceiro 5.103 0 0 0 4 -
Planalto

Nova Terceiro 13.438 0 1 1 4 -

Londrina  Planalto

Ivaipora  Terceiro 28.120 0 1 1 3 -
Planalto

Pitanga Terceiro 34.160 0 0 0 0 -
Planalto

* Incidéncia: casos autéctones por 100.000 habitantes



30

4.3 Estabelecimento e manutencao das colonias de insetos

Ovos de Aedes spp. foram coletados pelos respectivos Nucleos de
Entomologia da Secretaria de Estado da Saude do Parand (SESA), nos
periodos de agosto de 2008 a setembro de 2009 (Tabela Il). Ovitrampas,
recipientes escuros contendo paletas de eucatéx de 2 cm de largura por 12 cm
de comprimento, presas em suporte plastico e submersas em 500 ml de
solucédo de feno a 10% (Reiter et al., 1991), ficaram em campo durante cinco
dias. A distribuicho das armadilhas ocorreu de forma aleatoria nos
peridomicilios das residéncias em varios pontos dos municipios, seguindo o
padrdo da Fundacao Nacional de Saude.

ApoOs a coleta, as paletas foram encaminhadas ao Laboratorio de
Entomologia Médica e Veterinaria da Universidade Federal do Parana
(Departamento de Zoologia), onde ficaram armazenadas em condigdes iguais
de temperatura (26+£2°C), umidade (80+10%) e foto-periodo (12h:12h). As
paletas tiveram seus ovos quantificados sob microscopio estereoscopico e
posteriormente, para induzir a eclosao, foram colocadas individualmente em
copos plasticos com capacidade para 770 ml, contendo agua desclorada
suficiente para cobrir a paleta e aproximadamente 0,36 g/copo de racdo de
gatos Purina® Cat Chow ® (Figura 9). Ap0s a eclosédo, as paletas foram
retiradas e as larvas transferidas para um novo recipiente plastico onde
receberam uma quantidade aproximada de 1g de racdo por dia, até atingirem o
estagio de pupa. Nesta fase, os individuos foram transferidos para um novo
recipiente e colocados em gaiolas para identificacdo dos adultos quanto ao
Sexo e espécie, e entdo mantidos para a obtencédo de novas geracgdes (Figura
10). O mesmo processo foi realizado na criacdo de uma col6énia Rockefeller
(cepa suscetivel), cujos ovos se encontravam disponiveis no Laboratorio de

Entomologia Médica e Veterinaria.
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Tabela Il — Municipios avaliados e seus respectivos nlcleos regionais, meses relacionados aos
periodos de instalacao e posi¢cdo em relacao aos planaltos paranaenses.

Municipio Nacleo Regional Re%iaogcilede Periodo de instalagao
Iguatu Toledo 10 07/2008
Guaira Guaira 20 10/2008
Loanda Porto Rico 14 10/2008

Nova Londrina Porto Rico 14 11/2008
Ivaipora Apucarana 22 12/2008
Pitanga Apucarana 22 12/2008
Maringa Maringa 15 12/2008

Paranavai Porto Rico 14 02/2009

Cianorte Apucarana 13 02/2009

Londrina Maringa 17 03/2009

Ibaiti Jacarezinho 19 03/2009

Florai Apucarana 15 09/2009
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Figura 9 - Armadilha de oviposicao e inicio do processo de criacdo: a) ovitrampa, b) paleta, c)
detalhe da paleta com ovos, d) recipientes com paletas, agua desclorada e racdo para
estimular a eclosdo dos ovos.

Figura 10 - Processo de criacdo para obtencd@o de larvas para realizacdo dos bioensaios: a)
larvas e pupas, b) recipiente com pupas e adultos, c) identificagdo de adultos, d) diferencas
morfologicas entre Aedes aegypti e Aedes albopictus (Florida Medical Entomology Laboratory,
1999), e) gaiolas para criagdo de adultos, f) oviposi¢éo.
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4.4 Bioensaio para verificar a suscetibilidade de mosquitos ao
temephos

O inseticida utilizado foi o Temephos Pestanal (Sigma) grau técnico, e a
calibracdo do produto quimico foi realizada com a colénia padrdo de Aedes
aegypti (Rockefeller). Nesta col6nia suscetivel, foram testadas onze
concentracbes do inseticida (Figura 11) e, a partir da andlise estatistica dos
resultados, encontramos a concentragcdo que mata 99% dos individuos
testados (CLggrock) de 0,008 ppm.

Todos o0s bioensaios seguiram o modelo recomendado pela Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti a inseticidas
(MoReNAa) (Braga & Valle 2007). Para detectar qualitativamente a presenca
de individuos resistentes em relacdo a colénia Rockefeller, foi utilizada uma
dose diagnéstica (DD) de 0,016ppm correspondendo a duas vezes a Clgg
(0,008 ppm) da coldnia suscetivel (WHO 1981, 1992; Lima et al. 2003). Os
bioensaios foram repetidos quatro vezes, em diferentes dias.

Simultaneamente, foi realizado o bioensaio Dose Resposta (DR). Neste
ensaio quantitativo conta com quatro réplicas por concentracdo; foram
utilizadas 10 concentracdes (0,0042; 0,0072; 0,0102; 0,0132; 0,0162; 0,0192;
0,0222; 0,0252; 0,0282 e 0,0312 ppm), entre elas a DD (0,0162 ppm), além de
um controle contendo apenas agua e o volume de alcool absoluto equivalente
ao maior volume utilizado de inseticida. Cada réplica recebeu 20 larvas de
terceiro instar final e quarto inicial, resultando em 80 larvas por concentracao,
completando um volume de 100 mL. Os testes foram repetidos quatro vezes
em diferentes dias e 0 desenho experimental seguiu as orientacbes da OMS.
Todos os testes foram realizados em paralelo com a colénia Rockefeller,

utilizada como parametro para o controle de qualidade (Figura 12).
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4.5 Andlise estatistica

Para deteccao de alteragbes da suscetibilidade das populacdes avaliadas,
foi seguido o critério proposto por Davidson & Zahar (1973) (Tabela IlI).

Tabela Il — Critério para avaliagdo da suscetibilidade a partir da mortalidade observada com a

Dose Diagnostica.

% Mortalidade Status

>98% Suscetivel
<98% e >80% Alteracao na suscetibilidade

<80% Resistente

A razao de resisténcia (RR) como indicador quantitativo foi calculada
comparando as concentracdes letais 50 e 95% de mortalidade (CLsp € ClLgs) das
localidades com a colénia Rockefeller. Razdes de resisténcia menores que cinco
indicam baixa resisténcia; entre cinco e 10 indicam média resisténcia e acima de
10, alta resisténcia (Mazzari & Georghiou 1995). Para determinar as
concentragcfes letais ClLsp e Clgs, testes de x? e calculos de intervalos de
confianca, foi utilizado o programa Probit GW-bacis (Finney 1971). O critério do
Laboratério de Entomologia Médica e Veterinaria estipula como aceitos os
bioensaios com x2 menor que 10, indicando que os resultados possuem um alto

grau de confiabilidade.
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4.6 Amostras para extracdo de DNA

Para as andlises moleculares, foram utilizados espécimes de Aedes
aegypti provenientes de diferentes municipios do Estado do Parana.

As reacles para os municipios de Florai, Loanda, Londrina e Paranavai
(Figura 13) foram realizadas a partir de extracdes ja disponiveis em laboratorio,
sendo assim o numero de espécimes variou conforme sua disponibilidade
(TABELA V).

Devido a proximidade com a Argentina e Paraguai, cujas acdes de controle
de vetores ndo sdo bem conhecidas, o municipio de Foz do Iguagu teve seus 11
estratos agrupados de modo a gerar cinco regides: Norte (1, 2, 3), Sul (11), Leste
(5, 9), Oeste (6, 10), Centro (4, 7, 8) (Figura 14). Foram utilizados 50 espécimes
de Aedes aegypti de cada regiao (TABELA V), provenientes de coletas realizadas
pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) em 2009. Devido a falta de material,
foram utilizadas extracdes da regido Sul ja disponiveis no laboratério, referentes a
coletas anteriores.

Para impedir a contaminacdo das fémeas com esperma dos machos, 0s
individuos foram mortos logo apds a ecloséo e, entdo, separados em microtubos

de 1,5 mL contendo alcool absoluto para posterior extracdo de DNA.
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[ Florai

B Loanda

B Londrina

B Paranavai

M Foz do Iguagu
H Andira

[] Bandeirantes
M Barra do Jacaré
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Figura 13 — Mapa do Parana, com destaque para os cinco municipios avaliados para a presenca

da mutacdo no cédon 1016.

,,“ :

Figura 14 - Mapa do Brasil, com destaque para o Estado do Parani e o Municipio de Foz
Iguacu, cujos estratos foram agrupados em cinco regides.
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Tabela V- Relaco das extracGes de DNA utilizadas para realizacdo de PCR, referentes a
diferentes municipios do estado do Parana.

Municipio Espécimes
Loanda 20
Londrina 50
Paranavai 40
Florai 30
Bandeirantes 30
Barra do Jacaré 23
Andira 08

Tabela V - Relacdo de mosquitos separados para extracdo de DNA, referentes as regides de Foz
do Iguacu.

Regido Espécimes Sexo Estrato

13 Q 5
Leste 15 Q 9
22 3 5
Norte 21 Q 2
19 3 2
20 Q 4
Central 2 Q 7
28 3 4
27 Q 10
Oeste 1 Q 6
16 3 10
6 3 6
20 ?* 11
Sul 24 Q 11
6 3 11

*Como foram utilizados 20 extragcdes de DNA ja disponiveis no laboratério, referentes a coleta I,
néo foi possivel separar os individuos por sexo.
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4.7 Método para extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foi seguido protocolo de Cheung et al. (1993)
ligeiramente modificado (Anexo 1). Os insetos selecionados foram macerados
individualmente em tubos de microcentrifuga de 1,5ml, contendo 160ul de tampao
de extracdo. Logo depois, foi adicionado 20ul de SDS 10%, sendo essa solucéo
homogeneizada e incubada por 30 minutos a 60°C.

ApoOs a incubacgédo e o resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado
50ul de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) na solugéo, seguida de centrifugacao
por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novo tubo de
microcentrifuga de 1,5ml previamente identificado, onde foram acrescentados
300ul de etanol 96% e 80ul de acetato de ambénio 7,5M. A solucéo, depois de
homogeneizada por inverséo, foi mantida em congelador a —20°C por 30 minutos,
para precipitacdo do DNA.

As amostras foram, entdo, centrifugadas por 15 minutos a 13000 rpm. O
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 300ul de etanol 70%. Apos
uma nova centrifugacdo a 13000 rpm durante cinco minutos o sobrenadante foi
novamente descartado e o microtubo com o precipitado foi seco em estufa a
37°C.

Para ressuspender o DNA, foram utilizados 50ul de TE (TrisHCI 0,5 M,
EDTA 50 mM, Agua MilliQ) e armazenado a —20°C.

4.8 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada com o espectrofotdmetro NanoDrop™ .

4.9 Amplificacdo génica alelo especifica do cédon 1016

Para avaliar a presenca da mutacao, foram utilizados trés iniciadores, um
especifico para o alelo mutante (5-GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG
CCA CAA ATT GTT TCC CAC CCG CAC CGG-3), um especifico para o alelo
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selvagem (5’-GCG GGC ACA AAT TGT TTC CCA CCC GCA CTG A-3'), e 0
terceiro, comum (5-GGA TGA ACC GAA ATT GGA CAA AAG C-3’) (Saavedra-
Rodriguez et al., 2007; Martins et al., 2009b).

As reacoes foram conduzidas em volume final de 25ul, contendo 2,5 pL de
tampdo 1X (j& contendo MgCly), 12,5 pMoles de cada iniciador, 1,0 uL de dNTP
mix (5 mM), 100 ng de DNA, 2U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e agua
MilliQ estéril gsp.

As reacOes foram modificadas a partir do protocolo descrito por Saavedra
et al. (2007) utilizando-se os seguintes parametros de temperatura: desnaturacéo
inicial a 95°C por doze minutos, 39 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 20
segundos, anelamento a 60°C por um minuto e extensdo a 72°C por 30 segundos;
seguidos de extenséao final a 72°C por cinco minutos e um incremento de 65 °C

para 95 °C numa taxa de 0,3 °C/s.

4.10 Verificacdo da amplificacdo do codon 1016

Para verificacdo de quais alelos foram amplificados, foi preparado um gel
de poliacrilamida a 9% (Anexo 2), contendo 3,5ul de amostra da PCR, 1,5ul de
marcador molecular (Blue Orange Loading Dye), além de 1,5ul do Ladder 25bp
(Invitrogen). Apos a eletroforese, o gel foi corado por 5 minutos em solucao de
brometo de etidio (0,1%), e transferido para o transiluminador para visualizacao
de bandas. A presenca de banda uUnica 98bp indica individuo homozigoto
dominante (suscetivel); a presenca de banda unica 78bp indica individuo
homozigoto recessivo (resistente); e a presenca de duas bandas indica individuo

heterozigoto (suscetivel) (Figura 15).
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Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
selvagem (Aa) mutante
(AA) (aa)

Figura 15. Verificacdo da amplificacao do fragmento do gene que confere resisténcia a piretroides,
na qual uma banda de 98bp indica homozigoto recessivo (aa - mutante), uma banda de 78 bp
indica homozigoto dominante (AA - selvagem) e as duas bandas indicam heterozigoto.

4.11 Célculos das frequéncias genotipicas e alélicas

A frequéncia genotipica (f (x) ) representa a porcentagem de ocorréncia de
determinado gendtipo (AA, Aa ou aa) em relacdo ao numero total de individuos

observados dentro de uma populacao, e foi calculada como:

f (X) = numero de individuos com genaotipo X

numero total de individuos

A frequéncia alélica (f (y) ) representa a porcentagem de ocorréncia de
determinado alelo (A ou a) em relacdo ao numero total de alelos observados
dentro de uma populacdo. Como estamos tratando de um sistema dialélico (dois

alelos para cada gendtipo), esta frequéncia foi calculada como:

f (A) = 2xn°deindividuos com gendtipo AA + n° de individuos com genétipo Aa

2 x n° total de individuos

f (@) = 2xn°deindividuos com gendtipo aa + n° de individuos com gendétipo Aa

2 x n° total de individuos
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5. RESULTADOS

5.1 Dados Bioecolégicos

Das 719 armadilhas de oviposicdo instaladas, 41% foram positivas,
resultando em 11.896 ovos que originaram 5.857 adultos, sendo 4.267 Aedes
aegypti e 1.586 Aedes albopictus (Tabelas VI e VII).

Dos 10 municipios cuja criacdo resultou em espécimes adultos, apenas
Ilguatu, Loanda e Nova Londrina ndo apresentaram coexisténcia de espécies.
Ibaiti e Iguatu possuem predominancia de Aedes albopictus (99,4% e 100%),
Londrina possui um equilibrio entre as espécies (53% Aedes albopictus),
enquanto os outros oito municipios apresentam predominancia de Aedes aegypti.
A razao sexual observada foi a esperada (aproximadamente 1:1) para ambas as
espécies em todas as localidades.

A positividade das paletas oscilou entre 2% e 100% (Tabela VI), com as
menores taxas de positividade (menos de 10%) nos municipios de Ivaipora,
Iguatu e Pitanga, que apresentaram poucas ou nenhuma notificacdo de casos de
dengue no periodo das coletas (Boletim Informativo Dengue 12/2008).

A porcentagem de eclosdo das larvas ultrapassou 50% em metade das
amostras. A média de eclosdo para as paletas armazenadas por 15 dias foi
65,7%, apresentando um decréscimo para 32% e 20,8% de ecloséo,

respectivamente, para armazenamentos equivalentes a um e dois meses.
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Tabela VI — Municipios do Estado do Parana e respectivos nimeros de ovitrampas instaladas, ovitrampas positivas, tempo méaximo de armazenamento
(sob condic¢des de laboratoério), niumero total de ovos, adultos e porcentagem de eclosdo de Aedes spp.

Municipio

Iguatu
Guaira
Loanda

Nova Londrina
lvaipora
Pitanga
Maringa
Paranavai
Cianorte
Londrina

Ibaiti

Florai

TOTAL

Ovitrampas
Instaladas
49
46
32
30
50
50
140
45
47
150
30
50
719

Ovitrampas
positivas (%)

2 (4,1%)

4 (8,7)

30 (93,7%)

28 (93,3%)

1 (2%)

2 (4%)

57 (40,7%)

45 (100%)

26 (55,3%)

62 (41,3%)

19 (63,3%)

20 (40%)

296 (41,2%)

Tempo de maximo

de armazenamento

15 dias
15 dias
2 meses
2 meses
1 més
1 més
1 més
1 més
1 més
15 dias
15 dias
15 dias

Ovos

64
40
1186
1019
10

2694
1751
2365
1685
787
290
11896

% eclosao

75,0
87,5
22,2
19,4
0

0
57,4
42,6
61,0
63,9
41,3
60,7
49,23

Adultos

48
35
263
198
0

0
1546
746
1443
1077
325
176
5857




Tabela VII - Municipios do Estado do Parana e respectivos nimeros e adultos, espécies, sexagem e razéo sexual de Aedes spp.
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Localidades
Iguatu
Guaira

Loanda
Nova Londrina
lvaipora
Pitanga
Maringa
Paranavai
Cianorte
Londrina
Ibaiti
Florai
TOTAL

Adultos
48
35

263
198
0

0
1546
746
1443
1077
325
176
5857

Ae. aegypti
0

33
263
198
0

0
1247
676
1181
505
2
162
4267

S)
0

19
134
113

683
367
611
261

82
2270

?

14
129
85

564
309
570
244

80
1997

Razao sexual*

0,42
0,49
0,43

0,45
0,45
0,48
0,48

0,49
0,47

Ae. albopictus

48

O O O o N

295
70
262
572
323
14
1586

3
25

O O O o N

152

30
136
291
173

816

23

o O O O O

143

40
126
281
150

770

Razao sexual*
0,48
1

0,48
0,57
0,48
0,49
0,46
0,50
0,48

* Razao sexual: nUmero de fémeas / nimero total
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5.2 Dose diagnéstica, dose resposta e razdo de resisténcia

A Dose Diagnéstica, estabelecida a partir da calibracdo da cepa suscetivel
Rockefeller com o inseticida temephos grau técnico foi de 0,016 ppm (mg/L). As
populacbes avaliadas responderam de forma distinta quanto a classificacdo de

status de suscetibilidade ao organofosforado.

5.2.1 Cianorte

Através do estabelecimento da col6nia, foram obtidos ovos da geracdo F2
para realizagéo dos bioensaios. O resultado (85,76% de mortalidade larval) indica
gue a amostra recebida estd com suscetibilidade alterada ao inseticida utilizado
(Tabela VII).

A partir de bioensaios com concentragcdes multiplas, foram encontradas
CLso e ClLgs de, respectivamente 0,00905 e 0,02242 ppm, o que representa RRsg
e RRgs de 2,66 e 3,56 (Tabela 1X).

5.2.2 Maringa

Através do estabelecimento das colbnias, foram obtidos ovos da geracédo
F1 para realizacdo dos bioensaios. O resultado (61,11% de mortalidade larval)
indica que a amostra esta resistente (Tabela VIII).

A partir de bioensaios com concentracfes multiplas, realizados apenas
para Aedes aegypti, foram encontradas CLsp € CLgs de, respectivamente, 0,01059
e 0.03191 ppm; o que representa RRsp € RRgs de 3,98 e 7.18 (Tabela 1X).

5.2.3 Paranavai

Através do estabelecimento da colbnia, foram obtidos ovos da geracao F2
para realizacdo dos bioensaios. O resultado (77,31% de mortalidade larval) indica
gue a amostra recebida esta resistente (Tabela VIII). As CLsp e CLgs encontradas
foram de, respectivamente, 0,01059 e 0,03191 ppm. As RRsp € RRgs foram de
3,11 e 3,97 (Tabela IX).
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Tabela VIII - Bioensaios com a dose diagndstica 0,0162mg/L (calibrada com a cepa Rockefeller)
em larvas de Ae. aegypti provenientes dos municipios de Cianorte, Maringa e Paranavai

o % Mortalidade Status
Municipio
(0,0162 mg/L)
Cianorte 85,76 Suscetibilidade alterada
Maringa 61,11 Resistente
Paranavai 77,31 Resistente

Tabela I1X - Municipios do Estado do Parana avaliados, geracdo utilizada, concentracGes letais
(mg/L) e respectivos intervalo de confianga, chi-quadrado e raz&o de resisténcia (RRsp € RRgs) em

populagBes em Aedes aegypti.

icini ~ CL50 CL95 2
Municipio Geracgéo (IC) (IC) X RRsp RRgs
Rockefeller Fx 0,0034 00063 737 1 1

(£0,0001) (& 0,00026)

Cianorte 0,00905 0,02242
F2 (£0,00035) (+0,00163) 17 266 3,556

Maring4 0,01352 0,04521
F (£0,00065) (+0,00635) ~096 398 7,18

Paranavai 0,01059 0,03101
F2 (£0,00049) (+0,00326) 246 311 397

5.3 Amplificacédo do cdédon 1016.

A verificacdo da amplificacdo do fragmento do gene do canal de sédio que

confere resisténcia a piretroides (cédon 1016) se deu em géis de poliacrilamida

(9%) ou agarose (4%). Suas fotos (anexo 3) resultaram em designacdes de

gendtipos, fenotipos (anexo 4) e frequéncias alélicas (Tabelas X a Xlll) das

populacdes analisadas (Figuras 16 e 17).
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Tabela X — Regides de Foz do Iguagu com nimero de espécimes analisados e frequéncias

genotipicas de Aedes aegypti.

Frequencia Genotipica

Regiao n Val/Val (n) Val/lle (n) lle/lle (n)
total AA Aa Aa
Norte 29 0.069 (2) 0.793 (23) 0.138 (4)
Sul 28 0.107 (3) 0.429 (12) 0.464 (13)
Leste 21 0.143 (3) 0.619 (13) 0.238 (5)
Oeste 38 0.053 (2) 0.789 (30) 0.158 (4)
Central 13 0.154 (2) 0.846 (11) 0 (0)
Tabela Xl — Municipios avaliados com respectivos nimeros de espécimes analisados e
frequéncias genotipicas de Aedes aegypti.
Frequencia Genotipica
Cidade n Val/Val (n) Valllle (n) lle/lle (n)
total AA Aa Aa
Foz do Iguacgu 129 0.105 (13) 0.695 (90) 0.200 (26)
Florai 22 0.318 (7) 0.546 (12) 0.136 (3)
Loanda 15 0.133 (2) 0(0) 0.867 (13)
Paranavai 10 0.100 (1) 0.800 (8) 0.100 (1)
Londrina 23 0.348 (8) 0.435 (10) 0.217 (5)
Bandeirantes 26 0.269 (7) 0.462 (14) 0.269 (7)
Barra do Jacaré 19 0.211 (4) 0.578 (11) 0.211(4)
Andira 7 0 (0) 0.571(4) 0.429 (3)
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Tabela XlI - Regibes de Foz do Iguagu com respectivas freqiiéncias dos alelos selvagem (Val) e
mutante (lle) para a mutacdo no cédon 1016 do fragmento do gene do canal de sddio de de Aedes

aegypti.
Regido Val (A) lle (a)
Norte 0.46 0.54
Sul 0.32 0.68
Leste 0.45 0.55
Oeste 0.45 0.55
Central 0.58 0.42
Frequéncia
1
0,8
0,6
llle
04 O Vval
w
w Ty] [Ty} 2‘
<t =+ =+
0,2 o o4 o o
o
0 Regides de
Foz do Iguagu
Norte Sul Leste Oeste Central

Figura 16 - Frequéncias dos alelos selvagem (Val) e mutante (lle) para a mutacdo no cédon 1016
do fragmento do gene do canal de sodio de Aedes aegypti nas cinco regides de Foz do Iguacu.
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Tabela Xl - Municipios avaliados com respectivas freqiiéncias dos alelos selvagem (Val) e
mutante (lle) para a mutagdo no cddon 1016 do fragmento do gene do canal de s6dio de Aedes

aegypti.

Regido Val (A) lle (a)
Foz do Iguacu 0.45 0.55
Florai 0.59 0.41
Loanda 0.27 0.73
Paranavai 0.50 0.50
Londrina 0.56 0.44
Bandeirantes 0.50 0.50
Barra do Jacaré 0.50 0.50
Andira 0.29 0.72
Frequéncia
1 -
0,8
0,6
0,4- o o o
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Figura 17 — Frequéncias dos alelos selvagem (Val) e mutante (lle) para a mutagéo no cédon 1016
do fragmento do gene do canal de sodio de Aedes aegypti. nos cinco municipios do Estado do
Paran4 avaliados.
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DISCUSSAO

6.1 Dados Bioecoldgicos

A Secretaria de Estado de Saude do Parand prioriza coleta de ovos de
Aedes spp. em localidades que apresentem registros de casos de dengue ou
presenca dos vetores. Se observarmos a classificagdo dos municipios, feita para
o primeiro semestre do ano de 2010 (figura 18), percebemos que a maioria dos
municipios estudados apresenta elevadas taxas de urbanizacao.

Estes dados corroboram com Gluber (1998), Lagrotta et al., (2008) e
Mondini (2008), segundo 0s quais a ressurgéncia dos casos de dengue esta
fortemente associada com as mudancas demograficas dos ultimos 50 anos,
principalmente o crescimento populacional e a urbanizacdo nao planejada, que
criaram condicdes ideais para a proliferacdo de vetores.

Duque (2008) aponta para outros fatores, além do tamanho da populacéo
urbana, como determinantes para a presenca e/ou predominancia do Aedes
aegypti. Com excecdo de lIbaiti, todos os municipios onde foram realizadas as
coletas, assim como a maioria dos municipios com elevada taxa de incidéncia de
casos, concentram-se na area do terceiro planalto, que registra as maiores
médias anuais de temperatura para o Estado. Caracteristicas climaticas, como
temperatura, pluviosidade e umidade podem explicar a presenca restrita dos
vetores, ja que o Aedes aegypti é favorecido por temperaturas altas e
precipitacdes pluviométricas abundantes.

Os municipios de Pitanga e Ivaipord, localizados em éarea
predominantemente rural, foram os que apresentaram 0s menores numeros de
paletas positivas e ovos, e cuja taxa de ecloséo foi zero. O municipio de Iguatu,
gue apresenta equilibrio entre populacdo urbana (1.225 habitantes) e rural (1.027
habitantes) foi o Unico que apresentou apenas Aedes albopictus. Esses
resultados estdo de acordo com Chiaravalloti et al. (1997) e Gomes et al. (2005),
gue apontam para ocupacdo nao uniforme de Aedes albopictus em areas
urbanas e maior incidéncia da espécie em areas periféricas e rurais.

A presenca das duas espécies no estado do Parana aumenta o risco de
transmissao de arbovirus, mas a probabilidade para que isso aconteca sempre

dependera, ndo somente da presenca dos vetores, mas sobretudo de seus
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habitos e densidades. Deste modo, enfatiza-se novamente a importancia de
eliminar o vetor, principalmente através da diminuicdo de potenciais criadouros,
fator no qual a colaboracdo da populacdo é determinante.

Os ovos recebidos para a realizacado deste trabalho foram armazenados
por, no maximo, 60 dias, e as taxas de eclosdo foram similares as obtidas por
Fantinatti et al. (2007), que obtiveram eclosdo abaixo de 49% em todas as
amostras, sendo que o tempo de armazenamento dos ovos desde a coleta foi
heterogéneo e néo ultrapassou 90 dias.

Apesar das coletas terem sido realizadas em 12 municipios, devido as
baixas taxas de eclosdo foram obtidas col6nias suficientes para realizacdo de
bioensaios em apenas trés localidades. Segundo Juliano et al. (2002), variaveis
como temperatura, umidade, condi¢cdes de transporte e tempo de armazenamento
afetam a integridade e a taxa de eclosédo de ovos de Aedes aegypti. Como a
metodologia de criacdo em laboratério € padronizada, o estabelecimento de um
método Unico de coleta, transporte e armazenamento dos ovos por todas as
regionais de saude do Estado poderiam garantir a obtencdo de um maior nimero

de individuos e, consequientemente, melhores resultados.

Legenda
(] Sem caso . ...
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Figura 18 - Classificacdo dos municipios segundo incidéncia por 100.000 habitantes — Parana
2010 (Boletim informativo dengue n° 4/2010) e mapa dos municipios avaliados (em detalhes na
figura 8).
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6.2 Dose diagnéstica, dose resposta e razéo de resisténcia

A primeira consideragao na escolha do inseticida a ser utilizado deve ser
sua comprovada efetividade sobre a espécie alvo. Em 1999, a FUNASA iniciou 0
programa para avaliar a resisténcia de Aedes aegypti a inseticidas. Desde entéo,
varios municipios sdo avaliados, principalmente os que exibem niveis elevados de
infestacéo ou de casos de dengue (Braga et al., 2004).

Neste trabalho, a mortalidade observada a partir da concentragédo
diagnostica (86% em Cianorte, 77% em Paranavai e 61% em Maringd)
demonstrou que nenhuma das populacdes avaliadas encontra-se suscetivel ao
organofosforado temephos, indicando processo de estabelecimento de resisténcia
e ineficacia do produto utilizado contra essas populacdes atualmente resistentes.

Os presentes resultados confirmam o que se tem verificado em outras
regides do pais, como Alagoas, Rio de Janeiro e Sergipe (Braga et al. 2004),
Cearéa (Lima et al. 2006), Distrito Federal (Carvalho et al. 2004), Espirito Santo e
Rio de Janeiro (Lima et al. 2003), Paraiba (Beserra et al. 2007), Parana (Duque et
al., 2004, Duque 2008, Prophiro 2008), Sdo Paulo (Campos & Andrade, 2001,
Macoris et al. 1999, 2003).

De acordo com os critérios de Mazzari & Georghiou (1995) sobre as razdes
de resisténcia, Maringa (7,18) apresenta resisténcia moderada, enquanto Cianorte
(3,56) e Paranavai (3,97) apresentam baixa resisténcia. Duque (2008) encontrou
resultados semelhantes para Maringa (6,9) e Paranavai (3,4).

A analise da resisténcia aos inseticidas das populacdes de Aedes aegypti
do Parana é recente no ambito de trabalhos académicos, com Duque (2008) em
Foz do Iguacu, Paranavai, Maringa, lbiporad e Jacarezinho, e Prophiro (2008) em
Foz do Iguacu, sendo assim, 0 aumento significativo desses valores em apenas
um ano de estudo sdo um indicio da forte pressao seletiva ao vetor no Estado.

Assim como observado por Beserra et al. (2007), esses diferentes padrdes
de resisténcia observados para as populacbes podem estar associado ao
historico do uso do produto em cada municipio, com diferentes freqiéncias de
aplicacbes, submetendo-os a diferentes pressdes de selecdo e,
consequentemente, valores distintos de razdes de resisténcia.

A indicacdo de substituicdo do temephos por um inseticida alternativo

ocorria quando a taxa de mortalidade da populagédo exposta a dose diagnéstica
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era menor que 80% e a razao de resisténcia fosse considerada alta (maior que
10). Porém, segundo os critérios definidos em 2006 pelo Grupo Técnico Assessor
para o Programa de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti a inseticidas
sugere-se esta substituicdo quando bioensaios demonstram mortalidade inferior a
70% com a dose diagnéstica ou razdo de resisténcia maior que trés (Reunido
Técnica 2006). Neste contexto, como todos 0s municipios avaliados
apresentaram razdes de resisténcia (RRgs) maiores que trés, a troca de inseticida
para outro de modo de acédo distinto do organofosforado pode resuzir a pressao
de selecao a qual estas populagcdes estao expostas.

Uma das melhores opc¢des atualmente seriam o0s reguladores de
crescimento (IGRs). [Esses compostos, que atuam interferindo no
desenvolvimento do inseto, alterando sua embriologia, pupacédo, diapausa e
comportamento (Resende & Gama, 2006), tém se mostrado eficazes no controle
de diferentes espécies-alvo, como Culex spp. e Anopheles spp. (Batra et al.,
2005).

Os analogos do hormoénio juvenil, como methoprene e pyriproxifen,
interferem no sistema enddcrino, inibindo o desenvolvimento e a emergéncia dos
adultos. Os inibidores de sintese de quitina, como diflubenzuron e novaluron,
interferem na formacé&o da cuticula cada vez que o inseto inicia a muda (Braga &
Vale, 2007).

Para uma maior efetividade do programa de controle, além da substituicdo
do larvicida, sugere-se que o acompanhamento do status de resisténcia ao
organofosforado continue sendo feito a cada dois anos. Espera-se uma maior
efetividade do programa de controle e que, apés um periodo sem a utilizacéo do
temephos, ocorra recuperacdo da suscetibilidade da espécie alvo a essa classe
de inseticida (Lima et al., 2006).

A deteccdo de mudancas na suscetibilidade pode auxiliar no planejamento
do manejo da resisténcia, bem como estratégias de controle que atuem de forma
mais efetiva contra o vetor. Estratégias de educacdo ambiental e em saude
devem ser desenvolvidas para estimular a participacdo da populacdo a minimizar

0 risco representado por criadouros potenciais.
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6.3 Amplificacdo do cédon 1016

Devido ao clima mais frio e aos baixos niveis de infestacdo predial
(quantidade de imoveis onde se encontram imaturos do mosquito), a regido sul
brasileira apresenta poucos casos de dengue em comparacao a outras partes do
pais, estando, assim, menos expostas aos inseticidas (Martins et al., 2009a).
Apesar disto, se considerarmos apenas o Parana, vemos que o Estado possui
ndo s6 elevados indices de infestacdo predial, como grande nimero de casos
autoctones (Boletim da Dengue n°4/2010) e condi¢cdes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do vetor Aedes aegypti.

A presenca da mutacao no cédon 1016 do fragmento do gene do canal de
sédio em todas as regibes e municipios analisados sugere que 0 uso de
piretroides esta expondo as populacdes a intensas pressoes de selecao.

O fendtipo resistente sO0 é expresso em homozigose recessiva, e esta
presente em baixas frequéncias em todas as populacbes, com excecdo de
Loanda. Tais genes recessivos podem persistir em niveis baixos na populacéo,
sem serem detectados, mesmo se nenhuma pressdo seletiva estiver presente.
Assim, embora o0 uso do piretréide seja relativamente recente, esta associado a
utilizacdo do DDT em deécadas passadas, o que foi capaz de selecionar para a
resisténcia a piretréides e reduzir a eficacia de adulticidas com este mecanismo
de acao dentro de um curto periodo de tempo (Davies et al. 2008)

O predominio de heterozigotos, observado em quase todas as regides,
eleva a frequéncia do alelo mutante em todas as regides. Apesar da superioridade
heterozigdtica em relacdo aos dois genotipos, a selecao favoravel ao aumento da
freqiéncia do heterozigoto € um objetivo nulo, ja que o acasalamento entre
individuos heterozigotos resulta em progénies com os trés gendtipos (Salman
2007). Desta maneira, se considerarmos o equilibrio de Hardy-Weiberg (auséncia
de selecdo, mutacdo, deriva genética e acasalamento preferencial), podemos
determinar uma nova frequéncia génica e genotipica apdés uma geracdo de
acasalamento ao acaso (Tabela XIV). Deste modo, perceberemos que, ao
contrario das frequéncias alélicas, as frequéncias fenotipicas sado alteradas,
proporcionando um aumento no namero de individuos resistentes em quase todos

0S municipios/regides (Tabelas XV e XVI).



56

Tabela XIV - Valor preditivo das frequéncias alélicas, de acordo com o teorema de Hardy-

Weinberg. Sendo p = freqiiéncia de A e q = frequiéncia de a.

Genobtipo Frequéncia genotipica
AA p2
Aa 2pq
aa g?

Tabela XV - Frequéncias genotipicas estimadas ap6s uma geracdo de acasalamento ao acaso de

Aedes aegypti para as regifes de Foz do Iguacu.

Frequéncia Genotipica ap6s uma geracao

Regiéo
Val/Val Val/lle lle/lle
Norte 0.21 0.50 0.29
Sul 0.10 0.44 0.46
Leste 0.20 0.50 0.30
Oeste 0.20 0.50 0.30
Central 0.34 0.49 0.17

Tabela XVI - Frequéncias genotipicas estimadas apds uma geracdo de acasalamento ao acaso de

Aedes aegypti para 0s municipios paranaenses.

Frequéncia Genotipica apdés uma geracao

Cidade
Val/Val Val/lle lle/lle
Foz do Iguagu 0.20 0.49 0.30
Florai 0.35 0.48 0.17
Loanda 0.07 0.40 0.53
Paranavai 0.25 0.50 0.25
Londrina 0.31 0.50 0.19
Bandeirantes 0.25 0.50 0.25
Barra do Jacaré 0.25 0.50 0.25
Andir& 0.08 0.41 0.51
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Localizada na regido Oeste do Parana, Foz do Foz do Iguagu é uma das
cidades que apresenta os maiores numeros de casos de dengue no Estado.
Varios elementos podem contribuir para estes numeros, entre eles, a localizacéo
estratégica, o fato de ser um pélo de atracdo turistica e as relagbes com as
nacdes vizinhas, o que proporciona um elevado fluxo populacional. A somatéria
destes fatores pode contribuir com a elevada frequéncia de individuos resistentes
aos piretréides na regido sul, area da triplice fronteira.

A presenca e o aumento da frequéncia da mutacdo VallOl6lle ja foi
verificada em vérias localidades do Brasil (Martins et al. 2009b) e das Américas
(Rodriguez et al., 2005; Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Garcia et al., 2009). A
deteccdo dessas mutacbes no campo tém consequéncias graves para a
sustentacdo do uso de piretréides no controle de mosquitos (Soderlund & Knipple,
2003; Saavedra-Rodriguez et al., 2007,), o que levanta novamente a questao da
substituicdo por metodologias alternativas de controle, visando manter e restaurar
a suscetibilidade aos piretroides.

Como a alteracdo Kdr ndo diminui a eficacia de outras classes de
inseticidas (Soderlund & Bloomquist, 1990; Soderlund, 1997), recomenda-se que
0 acompanhamento dessas populacdes seja feito de modo continuado para a
mutacdo Vall016lle, bem como para outras mutacdes do canal de sodio que
possam apresentar relacdo com a resisténcia a piretréides. Deste modo, pode ser
criado um protocolo simples e de custo reduzido para verificacdo da existéncia de
alelos mutantes nas populacdes, visando auxiliar no desenvolvimento de

estratégias para o0 manejo da resisténcia.
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7. CONCLUSOES

As amostras de Aedes aegypti de Maringa e Paranavai apresentam resisténcia ao

organofosforado temephos.

A populacdo de Aedes aegypti do municipio de Cianorte esta com a
suscetibilidade alterada ao temephos.

Como todos os municipios apresentam populacées de Aedes aegypti com razdes
de resisténcia maiores que trés, recomenda-se a troca do temephos por um

inseticida de diferente mecanismo de acéo.

Todas as regibes e municipios avaliados contam com a presenca do alelo
mutante VallOl1l6lle que, em homozigose recessiva, confere resisténcia a

piretroides em Aedes aegypti.

As maiores frequéncias do alelo mutante foram observadas nas regides Sul, Leste

e Oeste de Foz do Iguagu, e nos municipios de Loanda e Andira.

O uso continuado de inseticidas de mesmo mecanismo de acdo esta expondo as
populacbes de Aedes aegypti a intensa pressdo de selecdo, indicando a
necessidade de acompanhamento da frequéncia de mutacdes no gene do canal
de sodio paralelamente a realizagdo de bioensaios para deteccdo de
suscetibilidade aos piretroides. Informacdes que podem auxiliar na eficiéncia dos

programas de controle do vetor.
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ANEXOS

1- Extragcéo

Protocolo de Cheung et al. (1993) modificado por Carla F. Piccoli, Ana Caroline Dalla Bona,
Rodrigo Faitta Chitolina e Adriana Lacerda Twerdochlib (2009)

1. Separar e identificar microtubos de 1,5 mL para cada mosquito a ser extraido;

2. Pegar o mosquito previamente congelado em alcool com auxilio de pinca de
ponta fina; seca-lo em papel toalha e coloca-lo dentro do microtubo
identificado;

3. Adicionar 160 pL da solugéo tampao em cada microtubo. (200mM Tris-HCI pH
8, 2M NaCl e 70mM EDTA)

4. Com auxilio de um pistilo autoclavado, macerar cada mosquito individualmente
(utilizar um pistilo para cada mosquito para ndo contaminar);

5. Adicionar 20 yL de SDS

6. Colocar para incubar por meia hora a 60°C

7. Deixar resfriar a temperatura ambiente

8. Adicionar 50 pL de cloroférmio:alcool isoamilico;

9. Centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm;

10.Transferir o sobrenadante para um novo microtubo ja identificado de 1,5 mL.

11.Adicionar 80 uL d acetato de aménio 7,5M e 300 pL de etanol 96% em cada
microtubo;

12.Homogeneizar as amostras por inversao;

13.Levar ao congelador a -20°C por meia hora para precipitacdo do DNA

14.Centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm

15.Descartar o sobrenadante

16.Lavar o precipitado adicionando 300 uL de alcool 70%

17.Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm

18.Descartar o sobrenadante, cuidando para ndo descartar o pelet

19.Secar em estufa a 37°C

20.Ressuspender o DNA em 50 yL de TE
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2 — Preparo gel poliacrilamida para verificagcdo da amplificacdo do gene KDR

Preparo de solucdo de poliacrilamida 30%

Para preparar 100 mL de solucao de poliacrilamida a 30%, devo dissolver 29g de
acrilamida + 1g de bis-acrilamida em 60 mL de agua destilada, apos a dissolucéo,
completar o volume para 100 mL e armazenar em frasco escuro na geladeira!
CUIDADO NA MANIPULACAO. PRODUTOS TOXICOS!

Preparo de solucdo de persulfato de amonio (P.A.) 10%

Dissolver 0,19 de persulfato de amdnio em 1 mL de dgua destilada, armazenar

em microtubos de 0,2 mL e deixar no freezer.

Preparo de gel de poliacrilamida a 9%

Para preparar 2 géis de poliacrilamida a 9%, com espacadores de 1.5mm :
- 15 mL de agua destilada

- 9 mL de solucao de poliacrilamida a 30%

- 6 mL de TBE 5X

- 41 uL de Persulfato de aménio (10%)

- 100 pL de TEMED

Realizar a eletroforese a 60V, 120 mA e 120W.

Pipetar 1,5 uLdo tampéao de carregamento + 3,5 puL da amostra de PCR ou 1,5 pL
do ladder 25bp.

Corar por 5 minutos em brometo de etidio (1%).



3- Fotos resultantes das PCRs realizadas
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3- Fotos resultantes das PCRs realizadas (continuagéao).

Foz do Iguagu — Oeste
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3- Fotos resultantes das PCRs realizadas (continuagéao).
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3- Fotos resultantes das PCRs realizadas (continuagao).

Foz do Iguagu - Central
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3- Fotos resultantes das PCRs realizadas (continuagao).
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3- Fotos resultantes das PCRs realizadas (continuagao).

Londrina
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4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e
fendtipos encontrados (listados apenas para as reacdes que geraram
resultados).

Norte 1 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 2 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 3 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 4 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 6 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 7 2 Q aa Resistente
Norte 8 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 9 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 10 2 Q AA  Suscetivel
Norte 11 2 3 Aa  Suscetivel
Norte 12 2 38 Aa  Suscetivel
Norte 13 2 3 Aa  Suscetivel
Norte 14 2 4 Aa  Suscetivel
Norte 21 2 3 Aa  Suscetivel
Norte 22 2 38 Aa  Suscetivel
Norte 23 2 3 Aa  Suscetivel
Norte 32 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 33 2 Q aa  Resistente
Norte 34 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 35 2 Q aa Resistente
Norte 36 2 Q Aa  Suscetivel
Norte 37 2 3 AA  Suscetivel
Norte 38 2 4 Aa  Suscetivel
Norte 39 2 3 aa Resistente
Norte 40 2 4 Aa  Suscetivel
Norte 41 2 3 Aa  Suscetivel
Norte 42 2 I} Aa  Suscetivel
Norte 43 2 3 Aa  Suscetivel
Norte 44 2 IS Aa  Suscetivel




4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e
fenétipos encontrados (continuagao).

\Regiéo Numero Estrato Sexo Genotipo Fenétipo

Leste 1 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 2 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 3 5 Q AA  Suscetivel
Leste 4 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 5 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 6 5 Q AA  Suscetivel
Leste 9 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 10 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 11 2 Q Aa  Suscetivel
Leste 13 9 Q Aa  Suscetivel
Leste 14 9 Q aa  Resistente
Leste 18 9 Q aa Resistente
Leste 21 9 Q AA  Suscetivel
Leste 22 9 Q Aa  Suscetivel
Leste 23 9 > Aa  Suscetivel
Leste 24 9 Q aa  Resistente
Leste 25 9 ? Aa  Suscetivel
Leste 26 5 Q aa  Resistente
Leste 27 5 Q Aa  Suscetivel
Leste 47 5 a Aa  Suscetivel
Leste 48 5 48 aa Resistente

Regido Numero Estrato Sexo Gendétipo Fenotipo

Centro 1 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 2 4 Q AA  Suscetivel
Centro 3 4 3 Aa  Suscetivel
Centro 4 4 ) Aa  Suscetivel
Centro 6 4 Q AA  Suscetivel
Centro 7 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 9 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 10 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 11 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 12 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 13 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 14 4 Q Aa  Suscetivel
Centro 15 4 Q Aa  Suscetivel




4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e
fenétipos encontrados (continuacgao).

Estrato Sexo Genotipo Fendtipo

Oeste 1 6 a Aa Suscetivel
Oeste 2 10 d Aa Suscetivel
Oeste 3 6 Q AA Suscetivel
Oeste 4 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 6 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 7 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 8 10 Q aa Resistente
Oeste 9 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 10 10 Q Aa_Suscetivel
Oeste 13 10 Q aa Resistente
Oeste 14 10 Q Aa_ Suscetivel
Oeste 15 10 Q AA Suscetivel
Oeste 16 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 17 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 18 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 19 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 20 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 21 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 22 10 Q aa Resistente
Oeste 23 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 24 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 25 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 26 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 27 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 28 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 29 10 Q Aa Suscetivel
Oeste 31 10 ) Aa Suscetivel
Oeste 32 10 3 Aa Suscetivel
Oeste 33 10 4 aa Resistente
Oeste 34 10 4 aa Resistente
Oeste 36 10 3 Aa Suscetivel
Oeste 37 10 3 Aa Suscetivel
Oeste 38 10 3 Aa Suscetivel
Oeste 39 10 g Aa Suscetivel
Oeste 40 10 3 Aa Suscetivel
Oeste 42 10 3 aa Resistente
Oeste 43 10 4 Aa Suscetivel
Oeste 44 10 3 Aa Suscetivel




4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e
fenétipos encontrados (continuacgao).

Regido Numero Estrato Genétipo \ Fendtipo
Sul 6 11 AA Suscetivel
Sul 7 11 Aa Suscetivel
Sul 8 11 Aa Suscetivel
Sul 9 11 AA Suscetivel
Sul 10 11 Aa Suscetivel
Sul 11 11 Aa Suscetivel
Sul 14 11 aa Resistente
Sul 16 11 Aa Suscetivel
Sul 17 11 Aa Suscetivel
Sul 19 11 Aa Suscetivel
Sul 20 11 Aa Suscetivel
Sul 21 11 aa Resistente
Sul 22 11 aa Resistente
Sul 24 11 Aa Suscetivel
Sul 27 11 Aa Suscetivel
Sul 30 11 aa Resistente
Sul 31 11 aa Resistente
Sul 32 11 aa Resistente
Sul 33 11 aa Resistente
Sul 34 11 aa Resistente
Sul 35 11 Aa Suscetivel
Sul 36 11 aa Resistente
Sul 37 11 aa Resistente
Sul 38 11 Aa Suscetivel
Sul 39 11 aa Resistente
Sul 40 11 aa Resistente
Sul 42 11 AA Suscetivel
Sul 43 11 aa Resistente




4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e

fenétipos encontrados (continuagao).

~ Cidade Cédigo  Genétipo Fendtipo
Florai FLO2 AA Suscetivel
Florai FLO3 AA Suscetivel
Florai FLO4 aa Resistente
Florai FLO5 Aa Suscetivel
Florai FLO6 Aa Suscetivel
Florai FLO7 Aa Suscetivel
Florai FLO8 Aa Suscetivel
Florai FLO9 AA Suscetivel
Florai FL10 aa Resistente
Florai FL11 Aa Suscetivel
Florai FL12 aa Resistente
Florai FL13 Aa Suscetivel
Florai FL14 Aa Suscetivel
Florai FL16 AA Suscetivel
Florai FL18 Aa Suscetivel
Florai FL19 AA Suscetivel
Florai FL20 AA Suscetivel
Florai FL24 Aa Suscetivel
Florai FL26 Aa Suscetivel
Florai FL28 AA Suscetivel
Florai FL29 Aa Suscetivel
Florai FL30 Aa Suscetivel

~ Cidade Cédigo  Gendtipo Fenétipo
Loanda LOAO3 aa Resistente
Loanda LOAO4 aa Resistente
Loanda LOAOS AA Suscetivel
Loanda LOAOS8 aa Resistente
Loanda LOA10 aa Resistente
Loanda LOA11 aa Resistente
Loanda LOA12 aa Resistente
Loanda LOA14 aa Resistente
Loanda LOA15 aa Resistente
Loanda LOA16 AA Suscetivel
Loanda LOA17 aa Resistente
Loanda LOA18 aa Resistente
Loanda LOA19 aa Resistente
Loanda LOA20 aa Resistente
Loanda LOA21 aa Resistente
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4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e
fenétipos encontrados (continuagao).

‘ Cidade Cdédigo  Genétipo Fenétipo
Paranavai PAD Aa Suscetivel
Paranavai PA | Aa Suscetivel
Paranavai PAJ AA Suscetivel
Paranavai PAN Aa Suscetivel
Paranavai PA P Aa Suscetivel
Paranavai PAR Aa Suscetivel
Paranavai PAO1 Aa Suscetivel
Paranavai  PAO3 Aa Suscetivel
Paranavai  PAQO5 Aa Suscetivel
Paranavai  PAQ8 aa Resistente

‘ Cidade Cddigo Genétipo Fenétipo
Londrina LON43 aa Resistente
Londrina LON44 aa Resistente
Londrina LON45 AA Suscetivel
Londrina LON47 Aa Suscetivel
Londrina  LON48 Aa Suscetivel
Londrina LONS0 AA Suscetivel
Londrina  LON51 AA Suscetivel
Londrina  LON52 Aa Suscetivel
Londrina  LON53 AA Suscetivel
Londrina LON54 aa Resistente
Londrina LON55 aa Resistente
Londrina LON57 Aa Suscetivel
Londrina LON58 AA Suscetivel
Londrina LON59 Aa Suscetivel
Londrina  LONG60 Aa Suscetivel
Londrina LONG3 aa Resistente
Londrina  LON64 AA Suscetivel
Londrina  LONG65 AA Suscetivel
Londrina  LONG66 Aa Suscetivel
Londrina  LONG68 AA Suscetivel
Londrina  LON69 Aa Suscetivel
Londrina LON70 Aa Suscetivel
Londrina LON71 Aa Suscetivel




4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genétipos e
fenétipos encontrados (continuagao).

‘ Cidade Cédigo Genétipo  Fenétipo
Bandeirantes BO1 Aa Suscetivel
Bandeirantes B02 Aa Suscetivel
Bandeirantes BO3 aa Resistente
Bandeirantes B0O4 aa Resistente
Bandeirantes B05 Aa Suscetivel
Bandeirantes B0O6 Aa Suscetivel
Bandeirantes BO7 Aa Suscetivel
Bandeirantes BO8 AA Suscetivel
Bandeirantes B09 aa Resistente
Bandeirantes B10 AA Suscetivel
Bandeirantes B11 Aa Suscetivel
Bandeirantes B13 AA Suscetivel
Bandeirantes B14 AA Suscetivel
Bandeirantes B15 aa Resistente
Bandeirantes B16 AA Suscetivel
Bandeirantes B17 aa Resistente
Bandeirantes B18 aa Resistente
Bandeirantes B20 Aa Suscetivel
Bandeirantes B21 AA Suscetivel
Bandeirantes B22 aa Resistente
Bandeirantes B24 Aa Suscetivel
Bandeirantes B25 Aa Suscetivel
Bandeirantes B26 AA Suscetivel
Bandeirantes B27 Aa Suscetivel
Bandeirantes B29 Aa Suscetivel
Bandeirantes B30 Aa Suscetivel




4-Tabelas relacionando insetos extraidos e respectivos genotipos e
fenétipos encontrados (continuagao).

Cidade Cédigo Gendtipo Fendtipo ‘
Barra do Jacaré BJ1 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ2 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ4 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ5 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ6 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ7 AA Suscetivel
Barra do Jacaré B8 AA Suscetivel
Barra do Jacaré B10 aa Resistente
Barra do Jacaré BJ13 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ14 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ15 aa Resistente
Barra do Jacaré BJ16 aa Resistente
Barra do Jacaré BJ17 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ18 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ19 Aa Suscetivel
Barra do Jacaré BJ20 AA Suscetivel
Barra do Jacaré BJ21 aa Resistente
Barra do Jacaré BJ22 AA Suscetivel
Barra do Jacaré BJ23 Aa Suscetivel

Cdédigo Genétipo Fenoétipo

Andira  AN2 Aa Suscetivel
Andira  AN3 aa Resistente
Andira AN4 Aa Suscetivel
Andira  AN5 Aa Suscetivel
Andirda ANG6 Aa Suscetivel
Andira  AN7 aa Resistente
Andira ANS8 aa Resistente




