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RESUMO

Em Culicidae estao presentes espécies responsaveis pela transmissao de
uma série de agentes etioldgicos que determinam doencgas nos seres humanos.
A exemplo os arbovirus, Zika, Chikungunya e Dengue que s&o transmitidos pelo
Aedes aegypti em areas urbanas, determinando epidemias recorrentes. Medidas
eficazes de monitoramento e controle da densidade de mosquitos vetores sao
criticas para alcancar e sustentar a reducao da morbidade atribuivel a essas
doencas. Entretanto, o uso intensivo de inseticidas, como método prioritario de
controle de vetores, principalmente da classe dos piretroides (PY), utilizado em
sprays espaciais, exerce uma pressao seletiva nos mosquitos acentuando a
propagacao dos insetos que conseguem sobreviver e se recuperar dos efeitos
do principio ativo utilizado. A resisténcia € um problema técnico, ja que limita a
eficacia do préprio inseticida, o que pode comprometer a sua utilizagdo em
programas de controle. Neste estudo investigou-se a ocorréncia, frequéncia e
distribuicdo espacial e temporal de mutagdes “kockdown” (kdr) que ocorrem no
gene do canal de sédio voltagem-dependente (Nay) presente nos axdnios
neurais, sitio-alvo dos PY em populagdes de Aedes aegypti e Aedes albopictus
de estratos de Paranagua-PR. O DNA de 447 exemplares de mosquitos, dos
anos 2017 e 2018, foram individualmente extraidos, amplificados, e genotipados
via PCR alelo especifica (AS-PCR). Avaliou-se as frequéncias genotipicas e
alélicas para os sitios kdr 1016 e 1534 de Aedes aegypti (115) e, 1534 de Aedes
albopictus (351). Do total de Aedes aegypti, de dezembro de 2017 (50) e abril de
2018 (65), 86% e 72%, respetivamente, apresentaram heterozigose, Val*/lle"”,
para o sitio 1016 do Nav, e; em 74% e 95% houve predominio do gendtipo
resistente Cys/Cys’”, para o sitio 1534. Ao agrupar esses dois sitios
constituintes de um unico locus, o alelo R2 foi 0 mais frequente entre os estratos
da cidade, e também entre os meses analisados, apresentando frequéncias
superiores a 50%. Em Aedes albopictus detectou-se baixas frequéncias de
mutagéo kdr, com valor maximo de 6% em novembro de 2017. Portanto, tanto
Aedes aegypti quanto Aedes albopictus devem ser monitorados continuamente
quanto a resisténcia aos inseticidas utilizados no controle vetorial. A detecgao de
resisténcia ao principio ativo de uso corrente deve ser prioritaria entre as
atividades de monitoramento dos vetores dipteros em areas urbanas.

Palavras-chave: “knockdown”; inseticida; controle de vetores; dengue.



ABSTRACT

In the Culicidae are present species responsible for the transmission of
a series of etiological agents that determine human diseases. Like the
arboviruses, Zika, Chikungunya and Dengue that are transmitted by Aedes
aegypti in urban areas, determining recurrent epidemics. Effective measures to
monitoring and control the density of vector mosquitoes are critical to achieving
and sustaining the reduction in morbidity attributable to these diseases. However,
the intensive use of insecticides, as a priority method of vector control, mainly of
the class of pyrethroids (PY), used in space sprays, exerts a selective pressure
on mosquitoes, accentuating the spread of insects that manage to achieve and
recover from the effects of active ingredients. Resistance is a problem technical,
since it limits the effectiveness of the insecticide itself, which can compromise its
use in control programs. In this study, the occurrence, frequency and spatial and
temporal distribution of “kockdown” (kdr) mutations that occur in the voltage-
gated sodium channel gene (Nav) present in the neural axons, a target site for
PY in groups of Aedes aegypti and Aedes albopictus were investigated from
Paranagua-PR’s strats. The DNA of 447 specimens of mosquitdes were
individually extracted, amplified, and genotyped via specific allele PCR (AS-PCR)
from the years 2017 and 2018. Stories are described as genotype and allele
frequencies for the kdr 1016 and 1534 sites of Aedes aegypti (115) and, 1534 of
Aedes albopictus (351). Of the total of Aedes aegypti, from December 2017 (50)
and April 2018 (65), 86% and 72%, respectively, heterozygous source, Val*/lle"
for the Nay site 1016, and; in 74% and 95% there was a predominance of the
resistant genotype Cys/Cys'™, for site 1534. When grouping these two sites
constituting a single locus, the R2 allele was the most frequent among the strata
of the city, and also between the months, with frequencies above 50%. In Aedes
albopictus, low frequencies of kdr mutation were detected, with a maximum value
of 6% in November 2017. Therefore, both Aedes aegypti and Aedes albopictus
must be monitored continuously for resistance to insecticides used in vector
control. Detection of resistence to currently used active ingredients [of
insecticides] should be a priority among the monitoring activities of dipterous
vectors in urban areas.

Keywords: “knockdown”; insecticide; vector control; dengue.
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1 INTRODUCAO

No Brasil entre os anos de 2016 a 2018, o numero de casos de dengue
registrados foi superior a 1,9 milhdo segundo boletins oficiais do Ministério da Saude
(MS, 2018; MS, 2017). No mesmo periodo, foram reportados cerca de 540 e 240 mil
casos de Chikungunya e Zika. O principal vetor responsavel pela transmissao desses
arbovirus no Brasil é o Aedes Aegypti. Em outros paises é o Aedes albopictus que se
destaca ao ocupar esse papel (PEREIRA et al., 2020).

As duas espécies, A. aegypti e A. albopictus, s&o ecologicamente homologas
e simpatricas, ambas podem coexistir na mesma regido e utilizar os mesmos tipos de
criadouros. Contudo, a segunda apresenta maior grau de exofilia e de habitos
silvestres, apresentando menor nivel de domiciliagdo do que a primeira (FORATTINI,
1986). Aedes albopicuts também esta presente em todas as regides brasileiras,
incluindo pelo menos 59% dos municipios e mais de 24 estados (CARVALHO et al.,
2014; PANCETTI et al., 2015).

O monitoramento desses culicideos €& fator determinante no controle e
prevencdo de epidemias. Sendo que, no Brasil, problemas como: deficiéncia na
estrutura de saneamento, falta de regularidade no abastecimento de agua, coleta
irregular de residuos, além de questdes sociais e culturais prejudicam o controle
vetorial (TEIXERA et al., 1999).

Ha uma variedade de métodos para o controle vetorial, mas, a abordagem
classica, através da aplicacéo de inseticidas €, mundialmente, a mais utilizada, devido
ao custo-beneficio, e seu potencial controle de estagios imaturos e adultos,
dependendo do principio ativo utilizado. Sendo que, as aplicacbes espaciais séo
preconizadas para controle de surtos e epidemias, conforme estabelecido na
“estratégia global para prevencéao e controle da dengue, 2012-2020” (GOLSTEIN et
al., 2019).

Entretanto, a utilizagdo do mesmo principio ativo por longos periodos, além do
impacto negativo sobre organismos nao alvos, também pode selecionar as
populagdes resistente de mosquitos (MS, 2009-b).

Essa condigao de resisténcia a um principio ativo presente no inseticida é
definida por mudancas que aumentam a capacidade dos insetos sobreviverem e, se
recuperarem dos efeitos de um ou varios principios ativos, fator que compromete o

sucesso dos programas nacionais de controle ao influenciar na eficacia do método,
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dando abertura, dessa forma, a surtos epidémicos (WHO, 2020-a).

A dispersao da resisténcia nos principais vetores, A. aegypti e A. albopictus,
para as quatro principais classes de inseticidas neurotéxicos (carbamatos,
organoclorados, organofosforados e piretréides) esta emergente nas Américas, Africa
e Asia, segundo evidéncias disponiveis para a distribuicdo geografica da resisténcia
(MOYES et al., 2017).

O controle de populagcdes de mosquitos adultos € realizado principalmente
usando piretroides e organofosforados devido a acéo rapida combinada a sua baixa
toxicidade para mamiferos, incluindo humanos (RINKEVICH et al., 2013; DU et al.,
2016). No entanto, o uso intensivo principalmente de piretréides em sprays espaciais
deu origem a muitas popula¢des com niveis variados de resisténcia em todo o mundo,
geralmente mais baixos na Asia, Africa e EUA e mais altos na América Latina (SMITH
et al., 2016; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2018).

Os mecanismos mais comuns de resisténcia a inseticidas sao: (1) a
resisténcia metabdlica, caracterizada pelo aumento da transformagao da molécula
inseticida através da atividade de sistemas enzimaticos. A transformagao de
piretréides por exemplo é realizada pelo citocromo P450; (2) a resisténcia aos sitios-
alvo, que consiste na alteracdo dos aminoacidos responsaveis pela ligagdo da
molécula inseticida em seu local de acdo, sendo as modificagdes na estrutura do
canal de sdédio voltagem-dependente (Nav) ou, também chamadas mutac¢des
knockdown (kdr), as causadas pelos piretroides e organoclorados; (3) a resisténcia
na penetragdo cuticular do inseticida devido ao espessamento da cuticula; (4) a
resisténcia comportamental onde determinadas espécies desenvolvem a capacidade
de sobrevier as aplicagdes de inseticidas pela adaptagdo comportamental (MARTINS
et al., 2009; DUSFOUR et al., 2015).

A identificagdo da condicao de resisténcia nas diferentes regides e paises €
considerada um elemento norteador para o sucesso na implementagao de estratégias
de controle quimico de vetores de arbovirus de interesse na saude publica (CORBEL
et al., 2017). Logo, no presente estudo foi investigada a prevaléncia e distribuicdo das
mutagdes kdr de resisténcia a piretroides no canal de sodio voltagem-dependente de
A. aegypti e A. albopictus entre os anos 2017 e 2018 na cidade portuaria de

Paranagua - PR, na qual é recorrente a ocorréncia de casos de dengue.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O uso intensivo e prolongado do limitado numero de principios ativos
existentes para realizar o controle de mosquitos vetores de arbovirus pode acarretar
no desequilibrio ecoldgico, problemas técnicos no controle do proprio vetor, e ainda,
prejuizos a saude humana. Por isso é importante avaliar o estado da resisténcia aos
piretroides, classe de inseticida utilizada por programas de controle, em populagdes

de Aedes aegypti e Aedes albopictus nas areas urbanas.

1.2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar as mutagdes kdr presentes nos segmentos 11S6 e |[IS6 do canal de
sodio (Nav) em populacbes de Aedes aegypti e Aedes albopictus procedentes de

Paranagua-PR.

Objetivos especificos

o Verificar a frequéncia e distribuicao da mutacao Val1016lle no Nav, de
Aedes aegypti;
o Verificar a frequéncia e distribuicdo da mutagdo Phe1534Cys no Nay, de

Aedes aegypti e Aedes albopictus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OS VETORES

Aedes Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes Stegomyia albopictus
(Skuse, 1895) sao espécies que pertencem a ordem Diptera, familia Culicidae. Seu
desenvolvimento € marcado pela metamorfose completa, passando pelas fases de
ovo, quatro instares larvais, pupa e adulto (RUPPERT et al., 2005). Na fase adulta,
as fémeas exercem a hematofagia para obtencgéo de nutrientes com finalidade de que
ocorra o desenvolvimento dos ovarios e a maturacdo de seus ovos, apresentando
preferéncia pelo sangue humano. A hematofagia confere as fémeas a capacidade de
transmitir diversos patégenos que podem ser adquiridos de vertebrados infectados ou
pela transmiss&o vertical (HARRINGTON et al., 2001).

2.1.1 Aedes Aegypti

Aedes aegypti é originario das florestas da Africa sendo descrito inicialmente
no Egito onde sua forma ancestral apresentava caracteristicas zoofilicas
(LOUNIBOS, 1981; TABACHNICK, 1991). Em 2015 estava presente em praticamente
todo o continente americano, no sudeste da Asia, e na india (KRA.MER et al., 2015)

(Figura 1), completamente adaptado ao ambiente urbano.

FIGURA 1 - Distribuicdo global prevista de Aedes aegypti. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia (de 0 azul a 1 vermelho).

FONTE: KRAMER et al. (2015).
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No Brasil, A. aegypti foi erradicado em duas ocasides entre os anos 1958 e
1973. Entretanto, em 1976, surgiram novamente registros da reintrodu¢do do vetor
devido a falhas na vigilancia epidemioldgica associadas ao crescimento populacional
acelerado do pais. Desde entdo A. aegypti esta presente em todas as Unidades da
Federacdo (OSANI et al., 1983).

A importancia de A. aegypti na saude publica é atribuida a sua capacidade
de transmitir arbovirus como o da dengue, febre amarela, Chikungunya, Zika, Mayaro
e o virus da encefalite equina venezuelana (FIGUEIREDO, 2007; MARCONDES et
al.,, 2016). A transmissdo desses virus é favorecida pela rapida adaptacéo e
proliferagdo do vetor a urbanizagdo crescente que abriga cidades densamente

povoadas assim como fatores socioeconémicos e ambientais (GOULD et al., 2017).

2.1.2 Aedes albopictus

Aedes albopictus também conhecido como tigre asiatico é originario da Asia.
Sua alta plasticidade biolégica e comportamental tem favorecido sua distribuicdo
geografica sendo em 2015 descrito em regides temperadas como América do Norte
e Europa, e em regides tropicais e subtropicais como América do Sul e Africa (REITER
et al., 1987; KRAMER et al., 2015); (Figura 2).

FIGURA 2 - Distribuigdo global prevista de Aedes albopictus. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia (de 0 azul a 1 vermelho).

FONTE: KRAMER et al. (2015).
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Aedes albopictus apresenta comportamento exofilico, sendo encontrado
preferencialmente em areas rurais e silvestres onde as bromélias, buracos de arvores
e bambu sao os locais preferenciais para o desenvolvimento das larvas. Mas também
pode estar presente em ambientes urbanos e co-ocorrer com A. aegypti em
reservatorios de agua artificiais (CARVALHO et al., 2014).

O primeiro registro de A. albopictus no Brasil ocorreu em 1986, quando o
Laboratério de Entomologia da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao
Paulo recebeu da Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM) e da
Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), um material de Culicidae para
identificacédo (FORATTINI, 1986).

O controle e monitoramento de A. albopictus nao era priorizado por nao ser
considerado vetor natural de arbovirus nas américas (CARVALHO et al., 2014). No
entanto, experimentos demonstraram que as populagdes do Brasil e de outros paises
americanos séo altamente competentes na transmissao de arbovirus como dengue,
febre amarela e Chikungunya (MITCHELL et al.,, 1987; MILLER et al., 1989;
MITCHELL et al., 1990; VEGA-RUA et al., 2014).

Aedes albopictus atua como vetor em regides rurais e provavelmente como
vetor urbano secundario mantendo a circulagdo de diversos virus durante temporadas
inter epidémicas (BEZERRA et al., 2016; RICAS REZENDE et al., 2020).

2.2 METODOS DE CONTROLE DOS VETORES

O controle vetorial € a principal ferramenta utilizada para prevenir a
transmissao de arbovirus como dengue, Zika, Chikungunya, e febre amarela, uma
vez que nao existem quimioterapicos ou vacinas eficientes. Portanto, a erradicacao
ou redugdo da populagéo vetorial a niveis baixos tem sido o objetivo em paises da
Ameérica Latina desde 1881, quando foi identificado que a febre amarela urbana era
transmitida por A. aegypti (COSTA et al, 2011).

Os principais métodos para controlar a populagdo de vetores de arbovirus
podem ser agrupados em trés tipos: mecanico, biolégico e quimico (ZARA et al.
2016).
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2.2.1 Controle ambiental/mecéanico

O controle mecanico é realizado através de praticas capazes de eliminar o
vetor e os criadouros ou reduzir o contato do mosquito com 0 homem e animais
domeésticos. Compreende técnicas amplamente utilizadas e bastante eficazes que
resultam em melhoras ao longo prazo uma vez que envolvem agdes de saneamento
basico e de educagao ambiental como: drenagem e retificagdo de criadouros, coleta
e destino adequado de lixo e destruigao de criadouros temporarios (ZARA et al. 2016).

O controle mecanico também inclui a instalagéo de telas em portas e janelas
com finalidade de impedir a entrada dos insetos nos domicilios, e a utilizacédo de
armadilhas do tipo ovitrampas (BALDACCHINO et al., 2015).

2.2.2 Controle bioldgico

O controle biolégico é baseado na utilizagao de inimigos naturais especificos
como predadores, parasitos ou patégenos com potencial para reduzir a populagao
vetorial (FUNASA, 2001). A descoberta de bactérias patogénicas as larvas deu novos
rumos ao controle biolégico de culicideos. Por exemplo Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti) € utilizado como larvicida e pode ser associado com o Lysinibacillus
sphaericus (Lsph), anteriormente conhecido como Bacillus sphaericus. A atividade
larvicida de Bti e Lsph sdo devidas a toxinas que atuam em sinergismo e sdo ativadas
no intestino da larva, onde causam ruptura das membranas celulares e morte dos
organismos devido a sepse (GUIDI et al., 2013).

Outro método de controle biolégico € a Técnica do Inseto Incompativel
(Incompatible Insect Technique — |IT) a qual consiste em infectar o A. aegypti com
cepas especificas da bactéria Wolbachia a qual tem a capacidade de reduzir pela
metade o tempo de vida de um mosquito adulto e também influenciar diretamente a
suscetibilidade do inseto a infeccdo por uma variedade de patégenos de insetos e
humanos (MCMENIMAN et al., 2009; ZARA et al., 2016). A Wolbachia adicionalmente
tem potencial de produzir incompatibilidade citoplasmatica completa, devido a isso se
mosquitos machos portadores de Wolbachia acasalam com mosquitos fémeas nao
infectadas, os ovos descendentes ndo eclodirdo; em contraste, as fémeas infectadas
com a bactéria produzem embrides viaveis quando acasaladas com machos

infectados ou nao infectados, resultando em uma vantagem reprodutiva em relagao
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as fémeas nao infectadas. Ainda, a presenca da bactéria no Aedes se mostrou capaz
de suprimir ou eliminar a transmissao de arbovirus, pela competicdo por aminoacidos
entre o mosquito hospedeiro e o virus, o que nao implica a indugdo de mutagdes no
patogeno (SINKINS, 2013; GARCIA et al., 2020).

2.2.3 Controle genético e autocida

A Técnica de Inseto Estéril (Sterile Insect Technique - SIT) tem sido utilizada
para o controle de pragas agricolas e vetores de doengas. O método conta com
especificidade de espécie, ja que se trata da liberagdo em massa de insetos estéreis
que irdo competir por parceiros com machos selvagens; uma fémea selvagem
acasalada com um macho estéril reduz o potencial reprodutivo da populagao
selvagem, resultando num declinio das geragdes subsequentes.

Se um numero suficiente de machos estéreis for liberado por tempo
suficiente, a populagéo-alvo entrara em colapso, levando a sua supressao ou até
mesmo eliminagao total na area-alvo (DYCK et al., 2005).

Em 2012, o Brasil iniciou a producéo e liberacdo de A. aegypti estéreis em
areas testes, a partir de insetos produzidos na biofabrica Moscamed em Juazeiro
(BA). Mesmo assim, essa técnica ainda € uma opgao estratégica pouco explorada no
pais. Ha necessidade que as instituicdes publicas e privadas interajam continuamente
com o setor produtivo e a sociedade para viabilizar o aporte de recursos (IMPERATO
e RAGA, 2015).

Um programa de controle semelhante ao anterior € a “liberagdo de insetos
carregando um gene letal dominante” (Release of Insect Carrying a Dominant Lethal
Gene - RIDL), sistema transgénico espécie-especifico. Simplificadamente, a pratica
consiste na liberagdo de insetos homozigotos para um gene letal dominante, esses
individuos acasalando com os silvestres resulta numa progénie heterozigética para o
gene letal dominante e, assim induz a letalidade nos organismos portadores do
transgene, ocorrendo o declinio populacional (ALPHEY e ANDREASEN, 2002).

No Brasil, essa técnica foi aplicada pelo Projeto Aedes Transgénico (PAT), o
qual contou com liberagbes em campos abertos dos mosquitos transgénicos
desenvolvidos pela empresa britanica Oxitec, Aedes aegypti OX513A, nas cidades
baianas de Jacobina e Juazeiro, e posteriormente de iniciativas pontuais de controle

nos municipios de Piracicaba e Indaiatuba, em Sao Paulo, e Juiz de Fora (MG).
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A técnica RIDL foi avaliada durante mais de um ano e apontou uma queda de
95% da populacao de adultos de Aedes em Juazeiro (BA) (CARVALHO et al., 2015).
No entanto, para suprimir completamente as populagdes de vetores, uma alternative
seria implementar sequencialmente uma estratégia de supressao para reduzir
significativamente as populagdes de mosquitos, seguida pela implementagdo de uma

estratégia de substituicdo populacional (CORBEL et al., 2016).

2.2.4 Controle quimico

O controle quimico é a ultima alternativa a ser implementada, principalmente
quando os outros métodos nao conseguem manter a populagéo dos vetores em niveis
reduzidos. Pressupde o uso de moléculas, normalmente organicas e ou sintéticas,
para eliminar ou controlar as populagdes dos vetores, com agao neurotdoxica ou agao
sobre o desenvolvimento dos insetos pela inibicdo da sintese de quitina de larvas e
adultos ou agir como analogos de hormonio juvenil.

Os inseticidas explorados para o uso em saude publica estdo distribuidos
principalmente entre as classes: organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretréides, todos com agao neurotoxica. Sua utilizagdo permanece sendo o método
de controle de vetores mais utilizado, devido a eficacia e agao rapida (BALDACCHINO
et al., 2015).

Os compostos organoclorados (OC) causam alteragées dos canais de sodio

nas membranas neuronais; inibicdo da ligacdo do acido gama-aminobutirico (GABA)
aos seus receptores; e aumento na liberacdo de alguns neurotransmissores
aumentando a sensibilidade do neurdnio a pequenos estimulos (BRAGA e VALLE,
2007).

Os organofosforados (OP) atuam inibindo irreversivelmente a

acetilcolinesterase (AChE) nas sinapses quimicas. A AChE atua na degradagéo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), que por sua vez é responsavel por estimular
receptores pos-sinapticos, devendo se desligar do receptor ao fim do estimulo para
libera-lo para estimulos futuros e, assim, evitar respostas repetitivas e descontroladas
ap6s um unico estimulo. Ao ser bloqueada a agao da AChE ocorre um acumulo de
acetilcolina gerando envenenamento do sistema nervoso, uma vez que a jungao
neuromuscular do inseto ndo é colinérgica como nos mamiferos (VINHAL e SOARES,
2018).
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Os carbamatos (CA) agem de forma semelhante aos OP, no entanto formam
um complexo reversivel com a acetilcolinesterase, e podem apresentar seletividade
contra as AChE de diferentes espécies. Também podem inibir a aliesterase (uma
esterase alifatica, cuja funcdo exata é desconhecida) (WARE e WHITACRE, 2004).

Os piretréides (PY) sdo moduladores de canais de sodio afetando a
transmissao no axoénio. A geracao atual de PY inclui compostos com baixa toxicidade
a mamiferos e altamente efetivos em baixa dosagem. Os PY tipo | carecem do
grupamento alfa-ciano e inclui compostos como aletrina, permetrina, tetrametrina,
cismetrina e d-fenotrin; e os PY tipo Il apresentam o grupo alfa-ciano, como a
cipermetrina, deltametrina, fenvalerato e fenpropanate (Figura 3) (WARE e
WHITACRE, 2004; SODERLUND, 2012).

FIGURA 3 - Estruturas quimicas de a) permetrina (C21H20CI203) e b) deltametrina (C22H19Br2NO3).
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FONTE: Adaptado de MOYES et al. (2017).

Atualmente a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulga lista de
produtos pré-qualificados obtidos do resultado da avaliagao da eficacia, seguranca
e qualidade dos mesmos no controle de vetores com base nas informacdes
enviadas pelos fabricantes e a inspe¢ao dos locais de fabricagdo, (Tabela 1)
(WHO, 2020).

Nota-se que os PY sdo os mais recomendados pela OMS devido a sua
eficiéncia e a possibilidade de admitir sinergistas que potencializam sua agcao e
aumenta a eficacia no controle. Como sédo seguros para mamiferos empregados nos
tratamentos de pulverizagcdo residual e espacial, geralmente em antecipagado ou
durante uma epidemia, estdo disponiveis para os cidaddos para serem usados em
domicilios (i.e., inseticidas domésticos, repelentes e mosquiteiros impregnados)
(VONTAS et al., 2012; SMITH et al., 2016).
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Apesar dos PY apresentarem compostos quimicos biodegradaveis e nao
cumulativos tém limitagdes quando seu uso é continuo. A primeira limitagdo é o
desenvolvimento da condi¢cdo de resisténcia nos insetos e, a segunda € 0 numero
limitado de novas moléculas comercializadas para essa finalidade.
Consequentemente existem poucos inseticidas disponiveis, por isso sua utilizacido
deve ser realizada com muita cautela para evitar a selegao da resisténcia nos insetos

(SMITH et al., 2016).

TABELA 1 - Grupos de inseticidas pré-qualificados para utilizagdo no controle de vetores conforme seu
ingrediente ativo.

Grupo Ingrediente ativo Tipo de produto Formulagao
Piretréides Alfacipermetrina IRS, kit ITN, LLIN WP, SC, WG; LN
Bifentrina IRS WP
Clotianidina IRS WG; WP; SB
Deltametrina IRS; LLIN; spray espacial \IéVV(VS WG; SC;LN;
Etofenprox IRS; kit ITN WP; EW
Lambdacialotrina IRS; kit ITN; spray espacial WP; CS; EC
d, d, trans-cifenotrina spray espacial EC
Permetrina LLIN; spray espacial LN; EW
Praletrina spray espacial UL
S-Bioaletrina spray espacial EW
Carbamatos Bendiocarb IRS WP; SB
Organofosforados  Pirimifos-metil IRS; larvicida CS; EC
Malation spray espacial EW; UL
Temefos Larvicida EC; GR;
Benzoiluréicos Diflubenzuron Larvicida DT; WP; GR
Novaluron Larvicida EC
Spinosinas Spinosad Larvicida DT; EC; ER; SC
Neonecotindides Imidacloprida spray espacial UL
Outros Piriproxifem Larvicida GR; MR
Piriproxifeno LLIN LN
Clorfenapir LLIN LN
Butoxido de piperonila  spray espacial EW
Borrifagdo residual intradomiciliar (IRS — “Intradomiciliary Residual Spraying”); Kit de rede para

tratamento de inseticidas (kit ITN); Rede tratada com inseticida de longa duragdo (LLIN — “Long-lasting
Insecticide”); CS= capsulas em suspensdo; DT= Tablete para aplicacdo direta; EC= concentrado
emulsionavel; EW=emulsdo de dleo em agua; GR= granulado; LN=redes de inseticida duradouro; MR=
liberacdo de matriz; SB= Isca; SC= suspensdo concentrada; SG= granulado soluvel; UL= ultrabaixo

volume; WG= granulado dispersivel; WP= pdé molhavel.
FONTE: Adaptado de WHO (2020).
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2.3 RESISTENCIA

O controle vetorial € muitas vezes confundido com controle quimico vetorial,
e a consequéncia acaba sendo o uso intensivo de inseticidas, que acarreta a
disseminagao de gendtipo da resisténcia.

A resisténcia a inseticidas € o resultado de mutacdes ao acaso, que podem
ser passadas de uma geragao a outra, logo € hereditaria, e é pré-adaptativa. Assim,
um pequeno numero de individuos que possui caracteristicas que permitem sua
sobrevivéncia, chamados de individuos resistentes, sob doses de inseticidas
normalmente letais sdo selecionados, aumentando sua proporcao, e aqueles que néao
possuem uma alteracdo no seu ADN, chamados de individuos suscetiveis, acabam
sendo eliminados diminuindo sua abundancia (BRAGA e VALLE, 2007).

Os principais mecanismos de resisténcia aos piretrdides em mosquitos do
género Aedes foram identificados como resisténcia metabdlica e resisténcia ao sitio-
alvo. A resisténcia metabodlica indica a atividade aumentada de enzimas de
transformagao como esterases nao especificas, glutationa S-transferase e oxidases
de fungao mista. E a resisténcia ao sitio-alvo é devida a mutagbes no canal de sédio
voltagem-dependente, também chamada resisténcia “knockdown” ou simplesmente
kdr (MARTINS et al., 2009; DUSFOUR et al., 2015).

O efeito “knockdown” nos insetos pode ser definido como “movimentos
rapidos e involuntarios, seguidos de paralisia e morte” (BUSVINE, 1951). A resisténcia
devida ao kdr se manifesta em todos os estagios da vida, enquanto a resisténcia
metabdlica pode ser especifica do estagio de vida (HARDSTONE et al., 2007).

2.3.1 Monitoramento da resisténcia

Desde 1967 as populagdes de Aedes no Brasil estdo sujeitas a presséo de
selecao de diversos inseticidas. No caso dos PY a resisténcia foi observada pela
primeira vez em 2000 (DA-CUNHA et al., 2005). Mesmo assim, até 2009, com
excecao do estado de S&o Paulo, a deltametrina (PY) era empregada em todo o pais
em aplicagcdes espaciais e residuais. Apos a disseminacdo da resisténcia a
deltametrina foi substituida pelo malation (OP) para o controle de adultos de Aedes
spp. (MS, 2009b).
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Entre os anos 1999 e 2012 o Ministério da Saude, atuando através do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), coordenou a criacdo da Rede
Nacional de Monitoramento de Resisténcia a Inseticidas em A. aegypti (MoReNAa),
uma parceria entre o governo e laboratorios de pesquisas, com objetivo de monitorar
o status de suscetibilidade das populacdes pelo Brasil. O resultado € que essa rede
detectou resisténcia a todos os inseticidas utilizados pelo PNCD (LIMA et al., 2011).

Na atualidade o rastreamento da resisténcia em escala global € coordenado
pela Rede Mundial de Resisténcia a Inseticidas, “Worldwide Insecticide resistance
Network” - WIN, a qual é apoiada pelo Programa Especial de Pesquisa e Treinamento
em Doencas Tropicais (TDR) da OMS e pelo Departamento de Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTN). A WIN tem por objetivo fornecer evidéncias e conhecimentos
para apoiar recomendacgdes para o gerenciamento de resisténcia e implantacao de
meétodos alternativos de controle de vetores de arbovirus. Adicionalmente a rede
conta com a cooperagao de 16 instituicdes internacionalmente reconhecidas em
pesquisa vetorial da Africa, Mediterraneo Oriental, Europa, América do Sul, Sudeste
Asiatico, América do Norte e Pacifico Ocidental (CORBEL et al., 2017).

Em 2017, a WIN fez uma revisao a nivel global da resisténcia aos inseticidas
nos vetores dos arbovirus, e encontrou que uma cobertura de dados € encontrada
para populacdes de A. aegypti em grande parte das Américas e Asia. E ainda, que a
prevaléncia de resisténcia a deltametrina, inseticida mais utilizado para o controle de
adultos, é consistentemente alta no Brasil e na Guiana Francesa FIGURA 4. Mas, os
autores ressalvam que o conjunto de dados é altamente tendencioso, agrupado no
tempo e no espaco, e contém valores gerados usando métodos diferentes (MOYES
et al., 2017).
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FIGURA 4 - Frequéncia de resisténcia a deltametrina em Aedes aegypti na América do Sul, 2006-2015.
Os circulos indicam os resultados de bioensaios usando 0,05% de inseticida por 1 hora, e os tridngulos
os resultados de bioensaios ndo padronizados, incluindo diferentes doses diagndsticas e estimativas
de exposicao.

A 0,05% deinseticida por 1h
@® nio padronizado
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FONTE: Adaptado de MOYES et al. (2017).

A falta de dados padronizados acessiveis que documentem os niveis de
resisténcia a inseticidas associado a auséncia de estudos sobre o impacto
operacional da resisténcia, impede uma analise mais abrangente do status dessa
ameaga. No entanto, os paises que possuem programas de monitoramento
conseguiram demonstrar que a capacidade de controlar os vetores esta reduzindo
(RANSON et al., 2010).

Portanto, o monitoramento precoce da frequéncia das mutacdes pode ser
utilizado como uma estratégia de gerenciamento de resisténcia, fundamental para

preservar a eficacia dos inseticidas (HADDI et al., 2017).
2.3.2 Resisténcia aos piretroides

Os piretroides e o DDT apresentam em comum os canais de sédio voltagem-
dependentes (Nav) do sistema nervoso como alvo, desta forma a resisténcia a um

composto pode resultar em resisténcia cruzada a outro molécula (BRENGUES et al.,

2003). Por exemplo, apesar do DDT estar banido desde 1985 no Brasil, as alteragdes
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causadas pela sua utilizagao no passado podem facilitar o rapido desenvolvimento de
resisténcia aos PY nos insetos.

O Nav é uma proteina transmembranar presente nos axénios neuronais,
composto por quatro dominios homodlogos (I-IV), cada um com seis segmentos
hidrofébicos em a-hélice (S1 a S6), que participam ativamente do processo de
ativagcédo e fechamento do Nav (CATTERALL, 2000).

Os Nav permanecem inativos e fechados em repouso, mas desenvolvem
mudangas conformacionais e estruturais em resposta a despolarizagéo inicial da
membrana, causando um fenémeno ciclico de ativagcao ou abertura e fechamento dos
canais durante o processo de transmissao sensorial fisiolégica. A abertura transitoria
do Nav permite o fluxo de ions sédio a favor do gradiente de concentragéo,
promovendo uma corrente transmembrana de despolarizagdo neuronal, levando a
membrana axonal mais proxima ao limiar para geragdo do potencial de acéao
(SCHMIDT e SCHMIDT, 2016).

A figura 5 mostra o canal de sodio. Os S1 — S4 constituem o modulo sensor
de tensdo. No "+" representa um residuo de aminoacido carregado positivamente que
age como sensor de voltagem do canal. Os segmentos S5, S6 e os loops P
reentrantes na membrana conectam os segmentos S5 e S6 formando o mdédulo de
poros (preenchimento em cinza). Apds a despolarizagao da membrana, os segmentos
S4 se movem na diregcao extracelular, o que inicia uma mudanga conformacional
durante a qual as metades do terminal C dos segmentos S6 (a porta de ativagao) se
afastam do eixo dos poros - abrindo assim a porta de ativagao. Ligantes intracelulares
curtos entre os segmentos S4 e S5 transferem os movimentos dos médulos sensores
de voltagem para os segmentos S5 e S6 durante o bloqueio do canal. A particula de
inativacao esta localizada no ligante intracelular curto que conecta os dominios Ill e
V.
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FIGURA 5 - Canal de sédio voltagem-dependente (Nay). M (metionina), F (fenilalanina): residuos de
aminoacidos.
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FONTE: DU et al. (2016).

A maioria dos Nav é inativada rapidamente apds sua abertura, porém, sob
efeito dos PY a abertura dos canais de sddio dos insetos é prolongada, essa
modificagao causa hiperexcitabilidade e/ou bloqueio da conduc¢ao nervosa (SMITH et
al., 2016).

2.4 Mutacdes KDR

Diversas mutacdes nos canais de sodio tém sido identificadas e associadas
a resisténcia do tipo kdr nas ultimas trés décadas. A. aegypti apresenta 11 mutagdes
no canal sodio voltagem-dependente (“Voltage-Gated Sodium Channel” — VGSC)
associadas a resisténcia a PY (CHEN et al. 2019). Um fenbmeno comum e a
ocorréncia de multiplas muta¢cdes no mesmo individuo de A. aegypti. Por exemplo
V1016G / S989P tem sido descrita no sudeste da Asia (PANG et al., 2015, ISHAK et
al., 2015), V1016G / F1534C em Singapura (PANG et al., 2015) e S989P / V1016G /
F1534C no sul da China, Tailandia, Myanmar, Indonésia (KAWADA et al., 2014; LI et
al., 2015). Ja em A. albopictus tém sido descritas cinco mutacdes detectadas nas
posicdes 1532 e 1534 (DU et al., 2016; AGUIRRE-OBANDO et al., 2017).

A mutacdo mais difundida em A. aegypti € a F1534C a qual ocorre em trés
continentes sugerindo uma unica origem seguida da sua disseminagdo mundial. A
mutacao F1534C é frequentemente encontrada em América do Sul e do Norte
ocorrendo conjuntamente com V10161 (LINSS et al., 2014; CHAPADENSE et al.,
2015; DUSFOUR et al., 2015; BONA et al., 2016). Adicionalmente, a F1534C tem sido
identificada na Africa (KAWADA et al., 2016) e em co-ocorréncia com V1016G na Asia
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e Oriente Médio. Essas associagbes formam o conjunto das mutagdes melhor
estudado em relagao a resisténcia aos PY.

A mutacao V1016l parece melhorar o fenoétipo da resisténcia aos PY conferido
por F1534C, em vez de ser diretamente causal como a alteragéo na propria regiao
1534. Devido a sua associacao comprovada com o fendtipo da resisténcia a deteccéo
dessas duas mutagdes isoladamente ou em combinacdo € de grande importancia
para o manejo da resisténcia (MARCOMBE et al., 2009).

Em populacdes de A. aegypti do México, Brasil e a Guiana Francesa, assim
como do Guadalupe no Caribe, foi estudada a associagao entre os sitios 1016 e 1534
e foi observado que a resisténcia aos PY dessas populagdes estaria relacionada a
selegdo multipla das duas mutagdes kdr. Portanto sdo considerados trés alelos: Nay®
(1016 Val* + 1534 Phe*), NavR' (1016 Val* + 1534 Cys ™) e NavR2 (1016 lle*" + 1534
Cys*) (LINSS et al., 2014; DUSFOUR et al., 2015; VERA-MALOOF et al., 2015).

A tabela 2 sintetiza as mutagdes de A. aegyptie A. albopictus procedentes do

Brasil

TABELA 2 - Mutagdes nas proteinas do canal de sédio associadas a resisténcia aos piretréides em
Aedes aegypti e Aedes albopictus encontradas no Brasil. V: valina, M: metionina, I: isoleucina, C:
cisteina.

Espécies 11S4-5 11IS6 11S6 Mutacoes Referéncia
G923 11011 V+M Brengues et al. (2003)
:eig/isﬁ 11011 M Brenguesa?t(zlc.)(()g())OS); Aj et
VIots  FIs G gt e (2015
alﬁc?;ziz\?us F1534 C Aguirre-Obando et al. (2017)

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO

O estado do Parana possui 199.298 km? (IBGE, 2019), sendo a planicie
litoranea composta por 6.600 km?. O litoral paranaense esta composto pelos
municipios de Guaraquecgaba, Antonina, Morretes, Paranagua, Pontal do Parana,

Matinhos e Guaratuba (ANGULO et al., 2006).
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Paranagua esta localizada as coordenadas geograficas a 25°31'12" de latitude
sul e 48°30'32" de longitude oeste do meridiano de Greenwich (Figura 6). Limita-se
ao norte com Antonina e Guaraquecgaba através da Baia de Paranagua; ao sul com
Guaratuba e Matinhos; ao leste com Pontal do Parana e ao oeste com Morretes. O
municipio ocupa uma area de 826,4 Km? e sua populacéo projetada em 2016 era de
156.174 habitantes (IBGE, 2020).

Paranagua € uma cidade portuaria com expansao inicial no sentido leste-
noroeste devido a localizacdo da baia de Paranagua, posteriormente nos anos 1980
e 1990 expandiu-se em diregdo a BR 277 e a PR 407 (CERDEIRA, 1999).

A partir de 1990 intensificaram-se ocupacgobes irregulares e desordenadas,
atingindo principalmente as margens e afluentes dos rios e manguezais, ao longo da
PR 407 e PR 417, contornando a cidade. Esta area de invasdo do entorno é
predominada por populacdo de baixa renda, em condi¢cbes precarias de vida e
moradia (ANDRIGUETTO FILHO, 1999).

O clima em Paranagua é do tipo Cfa (Clima Subtropical Umido — Mesotérmico),
caracterizando-se por apresentar uma temperatura média, no més mais quente,
superior a 22°C, e no més mais frio inferior a 18°C. Também existe uma tendéncia de
concentragao de chuvas nos meses de verdao (CAVIGLIONE et al., 2000).

A vegetagado local predominante é a Floresta Ombrofila Densa e na orla
marinha predomina a vegetacéo de praia, mangues e restingas. E uma area rica em
estuarios e mangues (IAP, 1998).

A cidade de Paranagua foi previamente dividida em 16 estratos considerando
barreiras fisicas como rios, grandes avenidas e vias férreas (Figura 6.D). Na medida
do possivel e com as informagdes disponiveis buscou-se atender ao preconizado no
manual “Levantamento rapido de indices para A. aegypti - LIRAa- para vigilancia
entomoldgica do A. aegypti no Brasil” (MS, 2013), ou seja, areas com caracteristicas

soOcio-ambientais semelhantes.
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FIGURA 6 — Localizagédo da cidade de Paranagua em relagdo ao Brasil (A) e ao estado do Parana em
vermelho (B). Paranagua estratificada com os pontos de coleta (C) e, Paranagua dividida em 16
estratos (D).
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3.2 COLETAS

Os especimens de Culicidae utilizados neste trabalho, ttm como origem o
material coletado durante a execucdo do macroprojeto realizado no municipio de
Paranagua em parceria entre o Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e
Chironomidae (LAMFIC?) do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do
Parana (UFPR), a 12 Regional de Saude de Paranagua, Secretaria de Estado da

Saude (SESA) e a Secretaria Municipal de Saude de Paranagua. O projeto visou
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realizar o monitoramento das populagdes de A. aegypti e A. albopictus na cidade de
Paranagua entre junho de 2017 e novembro de 2018.

O monitoramento da atividade de A. aegypti e A. albopictus foi realizado
utilizando a armadilha de oviposigéo proposta por Fay & Eliason (1966) devido a sua
alta sensibilidade na deteccdo da atividade de oviposicdo mesmo sem uso de
atraentes. Outra vantagem das armadilhas s&o custo unitario reduzido e o
requerimento minimo de recursos humanos no processo de instalagdo, sendo
possivel cobrir grandes areas de monitoramento.

As armadilnas foram distribuidas em cada estrato respeitando certa
equidistancia e conservando um distanciamento minimo de 250m entre cada uma. Na
area urbana do municipio foram instaladas 331 armadilhas, onde cada estrato
recebeu aproximadamente 20 armadilhas (Figura 6.C).

Em cada ciclo de monitoramento as armadilhas permaneceram durante quatro
dias no peridomicilio dos imoveis, agao realizada mediante documento de autorizagao
assinada pelo proprietario do imovel. Apos esse periodo eram recolhidas por
pesquisadores do LAMFIC?, agentes da satde da Primeira Regional de Paranagua
(SESA) e da Prefeitura Municipal de Paranagua para logo serem transportadas para
o LAMFIC?, local de realizagao da triagem e subsequentes analises.

O monitoramento do vetor nos diferentes ciclos ndo alterou qualquer rotina dos
trabalhos realizados pelo municipio ou estado, como acdes de remocgao de potenciais
criadouros dos mosquitos ou aplicagcao de inseticidas destinados a reduzir o numero
de alados de Aedes spp., visto que durante janeiro e fevereiro de 2018 houve
aplicagcado de cinco ciclos do servico de borrifagdo ultra baixo volume (UBV) —
conhecido como fumacé, uma solugao do inseticida cipermetrina (PY) e 6leo mineral
na forma de uma fumaga densa e esbranqui¢cada, borrifada com bombas grandes

acopladas a veiculos, com finalidade de eliminar a forma adulta do mosquito.
3.3 TRIAGEM DE ARMADILHAS E OBTENCAO DE ADULTOS

As palhetas que compunham cada ovitrampa eram inspecionadas e o numero
de ovos registrado. Essas palhetas eram acondicionadas em lugar seco por pelo
menos sete dias, e apds esse periodo eram submersas em copos plasticos de 770
mL contendo agua desclorada e ragao alevinos Aqua line® Supra juvenil com 42% de

proteina, para induzir a eclosdo dos ovos. Os procedimentos para a emergéncia das
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larvas foram conduzidos sob temperatura de 25°C %+ 1, umidade 80% %= 10 e
fotoperiodo 12:12 horas.

Os adultos recém-emergidos eram identificados por espécie, sexo, e
catalogados conforme estrato de origem, para logo serem armazenados em tubos de
1,5 mL a -80°C. Com os alados de Aedes spp foram realizados varios estudos que
compunham o projeto de monitoramento das populagbes de A. aegypti e A.
albopictus, e, conforme a disponibilidade do remanescente, uma amostragem
randomizada de diferentes pontos de coleta foi selecionada para realizar a
genotipagem das mutagdes kdr, objetivo da presente dissertagdo. Igualmente a
disponibilidade do numero de adultos das duas espécies foi influenciada pela
flutuacao populacional das espécies em campo.

A genotipagem de A. aegypti foi realizada utilizando 115 individuos
procedentes dos estratos 5, 10, 11, 13 e 14, selecionados devido a maior
disponibilidade de material (Figura 7.A). Da coleta de dezembro de 2017 foram
selecionados 50 adultos e da coleta de abril de 2018 foram selecionados 65 (Tabela
3).

TABELA 3 — Numero de machos e fémeas de Aedes aegypti pertencentes a cada um dos estratos do
muncipio de Paranagua no més de dezembro de 2017 e abril de 2018.

Aedes aegypti
Estratos dezembro 2017 abril 2018
4 Q Total ) Q Total
5 8 3 11 5 8 13
10 7 8 15 3 10 13
11 7 3 10 5 5 10
13 3 1 4 4 10 14
14 2 8 10 5 10 15
Total 50 65

A genotipagem de A. albopictus foi realizada utilizando 321 individuos
procedentes de 15 estratos, selecionados devido a maior disponibilidade de material
(Figura 7.B). Em 2017 foram analisados 175 adultos, sendo 32 mosquitos coletados
em setembro, 29 em outubro, 64 em novembro, e 50 em dezembro. Em 2018 foram
avaliados 176 adultos, sendo 27 exemplares de janeiro, 36 de fevereiro, 43 de margo
e 70 de abril (Tabela 4).
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FIGURA 7 — Localizagdo dos estratos amostrados no municipio de Paranagua em 2017 e 2018. A.
Genotipagem de Aedes aegypti foi realizada utilizando 105 individuos procedentes dos estratos 5, 10,
11, 13 e 14. B. Genotipagem de Aedes albopictus foi realizada utilizando 321 individuos procedentes

de todos os estratos exceto o trés.
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TABELA 4 — Numero de machos e fémeas de Aedes albopictus pertencentes a cada um dos estratos
do municipio de Paranagua nos anos de 2017 e 2018.

Aedes albopictus
2017
Estratos setembro outubro novembro dezembro
4 Q@ total & @ total S @ @ total 3 Q total
1 - - - - - - 18 - 18 2 6 8
5 15 - 15 - - - - - - 5 5 10
6 4 - 4 - - - - - - 1 - 1
7 - - - - - - 5 4 9 5 4 9
8 12 | - 12 - - - - - - - - -
9 - - - 6 - 6 - - - - 6 6
10 - - - - - - 8 - 8 - - -
11 - - - 9 - 9 10 - 10 - 5
12 1 - 1 - - - 2 3 5 1 1
13 - - - 9 - 9 9 5 14 - 6 6
15 - - - 5 - 5 - - - - - -
16 - - - - - - - - - 4 - 4
Total 32 - 32 29 - 29 52 12 64 23 27 50
2018
Estratos janeiro fevereiro margo abril
3 Q total & Q@ total | § @  total & ? total
1 - - - 3 - 3 6 - 6 - - -
2 - - - 1 - 1 7 - 7 - - -
4 1 - 1 - - - 4 - 4 - - -
5 5 - 5 &) - - - - 8 - 8
6 2 - 2 - - 2 - 2 - - -
7 2 - 2 - - - 1 - 1 - - -
8 - - - - - - 3 - 3 8 - 8
9 7 - 7 4 - 4 6 - 6 7 2 9
10 1 - 1 2 - 2 2 - 2 5 - 5
11 3 - 3 4 2 6 5 - 5 8 1 9
12 2 - 2 3 - 3 - - - - - -
13 2 - 2 4 - 4 3 - 3 5 - 5
14 1 - 1 2 - 2 1 - 1 12 - 12
15 1 - 1 7 - 7 3 - 3 4 2 6
16 - - - 1 - 1 - - - 4 4 8
Total 27 - 27 36 - 36 43 - 43 61 9 70

3.4 EXTRAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS

A extracado do ADN foi realizada individualmente utilizando-se o kit de DNeasy
Blood & Tissue (QIAGEN), seguindo as recomendacgdes do fabricante. Em cada tubo
plastico tipo eppendorf de 1,5mL, contendo um adulto, foram adicionados 30 yL de
Buffer ATL, tampao para lise de tecidos, e em seguida houve a maceragdo em

homogeneizador. Foram adicionados mais 150 yL de Buffer ATL para completar o
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volume total de 180 uL do tampao, e mais 20 uL de proteinase K com a finalidade de
desnaturar as enzimas hidroliticas que degradam o ADN, durante a extragao.

A mistura foi agitada com auxilio de vortex e direcionada para a incubacéao a
56°C durante 1h30min. Concluido esse periodo, o conteudo foi novamente misturado
no vortex e foram adicionados 200 L Buffer AL. Uma segunda incubacgéo foi realizada
durante 10 min a 70°C. Seguidamente foram adicionados 200 pL de etanol 96%, e a
solugdao misturada no vortex. A mistura foi transferida a coluna de filtracdo, e esta
centrifugada por 1min a 6.000 x g. Em seguida o tubo de coleta foi descartado com o
filtrado e a coluna recolocada em um novo tubo. A coluna foram adicionados 500 L
de tampao de lavagem AW1 e em seguida centrifugou-se por 1 min a 6.000 x g. O
filtrado foi descartado, e outros 500 yL do segundo tampé&o de lavagem AW2 foram
acrescidos. Seguidos por uma centrifugacao a 20.000 x g por 3 min.

O tubo de coleta com o filtrado foi descartado e a coluna acondicionada num
novo micro tubo. Por fim o ADN presente no filtro da coluna foi eluido com 30 uL
tampéao A. A amostra foi incubada por 1 min a temperatura ambiente e centrifugada
duas vezes a 6.000 x g por 1min para a eluicdo do ADN no micro tubo coletor.

A qualidade das extragbes do ADN foi avaliada considerando a concentragéao
de acidos nucleicos (ng pL'1) de cada amostra e a presenca de impurezas em funcao
das relacoes Azso/A2s0 € Azso/A230. Estes parametros foram medidos utilizando um

espectrofotdmetro, NanoDrop®.
3.5 AMPLIFICACAO POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
3.5.1 PCR alelo-especifica para mutagdes Val1016lle

As reacbes PCR alelo-especifica (AS-PCR) foram realizadas para avaliar a
presenca da mutagao Val1016lle. Os iniciadores utilizados encontram-se descritos na
tabela 5.

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume de 12 uL. Cada reagao
estava composta por 2U da enzima Taq Thermus aquaticus (Sigma-Aldrich®), 10X do
tampao contendo100 mM Tris-HCI; pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCI2; 5 uM dos
iniciadores comuns e especificos (1016Val e 1016llekdr), 200 uM dNTP (Invitrogen®),

100 ng de ADN e agua Milli-Q em quantidade suficiente para completar o volume final.
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O ciclo de desnaturacéo inicial foi de 95°C por 12 minutos, depois a reagao foi
seguida de 39 ciclos a 95°C por 20 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 30 segundos; seguidos de extensao final a 72°C durante 5
minutos (MARTINS et al, 2009; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al, 2007).

TABELA 5 - Iniciadores utilizados para a mutagéo Val1016lle.

Iniciadores Referéncias

Val" 5'- GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG
GGG CCA CAA ATTGTT TCC CAC CCG CAC
CGG-3 Saavedra-Rodriguez et al. (2007),

lle"” 5- GCG GGC ACA AAT TGT TTC CCA Martins et al. (2009).
CCC GCACTGA-3

Val/lle 5- GGA TGA ACC GAA ATT GGA CAA
AAG C-3'

(kdr)

™ alel | - lel t
alelos selvagens; alelos mutantes.

A amplificacdo dos alelos foi verificada em eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida a 10%, contendo 4 yL de amostra da PCR, 2 yL do Ultra Low Range
ADN Ladder 25 pb (Invitrogen®), corados com 1 uL de safer dye (KASVI®). As
condigdes de corrida foram 170 V por 50min.

As bandas de eletroforese em gel de produtos AS-PCR correspondentes as
mutacdes eram diferenciadas entre homozigotos, onde bandas de 78 e 98pb
correspondem, respectivamente aos alelos mutante (1016lle) e selvagem (1016Val),

ou heterozigotos figura 8 (A autora, 2021).
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FIGURA 8 - Produtos de amplificagéo para o sitio kdr 1016.
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FONTE: A autora (2021).

3.5.2 PCR alelo-especifica para mutagbes Phe1534Cys

As reacoes PCR alelo-especifica realizadas para avaliar a presenca da
mutacédo Phe1534Cys utilizaram os iniciadores descritos na tabela 6.

TABELA 6 - Iniciadores utilizados para a mutagdo Phe1534Cys.

Primers Referéncia

Phe' 5- TCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT - 3’
Cys""5- TCTACTTTGTGTTCTTCATCATGTG -3’ HARRIS et al., (2010)

Phe/Cys 5- TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT -3'

(kdr)

(+) .
alelos selvagens; alelos mutantes.
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As reacgdes de PCR foram realizadas em um volume de 12 pyL. Cada reagao
estava composta por 2U da enzima Taq Thermus aquaticus (Sigma-AIdrich®), 10X do
tampéao contendo100 mM Tris-HCI; pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgClI2; 0,24 yM do
iniciador comum, 0,12 e 0,24 uM dos iniciadores especificos (1534Phe e 1534Cys ™),
200 uM de dNTP (Invitrogen), 100 ng de ADN e agua Milli-Q em quantidade suficiente
para completar o volume final.

As reagbes seguiram os parametros otimizados por LINSS et al. (2014): um
ciclo de desnaturacgao inicial a 95°C por 5 minutos, 32 ciclos de desnaturacédo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 54°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 45
segundos; seguidos de extensao final a 72°C por 5 minutos.

Apos a realizacdo da PCR os alelos amplificados foram verificados em
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 10%, contendo 4 puL de amostra da
PCR, 2 uL do Ultra Low Range DNA Ladder 25pb (Invitrogen®), corados com 1 pL de
safer dye (KASVI®). As condicdes de corrida foram 170 V durante 50 min.

As bandas de eletroforese em gel de produtos AS-PCR correspondentes as
mutagbes eram distinguidas entre homozigotos, onde bandas de 90 e 110pb
correspondem, respectivamente, aos alelos selvagem (1534Phe) e mutante
(1534Cys*™), ou heterozigotos figura 9 (A autora, 2021).
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FIGURA 9 - Produtos de amplificagéo para o sitio kdr 1534
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FONTE: A autora (2021).
3.6 DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS
3.6.1 Frequéncia genotipica
As frequéncias genotipicas [f (x)], a qual refere-se as proporgbes dos

diferentes gendtipos (AA, Aa ou aa) em uma determinada populagéo foram calculadas

com a seguinte formula:

f (x) = numero de individuos com genotipo “x”
numero total de individuos

De forma independente foram calculadas as mutagdes 1016 Val/Val*, Val*/lle "
e lle"”/lle*” e 1534 Phe/Phe*, Phe*/Cys"® e Cys/Cys*" ambas para A. aegypti, e
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apenas o sitio 1534 para A. albopictus. Depois de forma conjunta foi calculado para
A. aegypti considerando os sitios 1016 e 1534 constituintes de um unico locus,

avaliando a ocorréncia de seis gendtipos em mosquitos individuais (Tabela 7).

TABELA 7 — Alelos encontrados no agrupamento genotipico dos sitios 1016 e 1534 do Nav.

Alelos Sigla
Val/Val® + Phe/Phe* SS
Val/Val" + Phe’/Cys*” SR1
Val*/lle"” + Phe*/Cys"” SR2
Val/Val* + Cys/Cys*" R1R1
Val*/lle"” + Cys/Cys " R1R2
lle/lle” + Cys/Cys" " R2R2

(kdr)

*) :
alelos selvagens; alelos mutantes.

FIGURA 10 - Operagéao para determinar frequéncias genotipicas [f (x)] em uma determinada
populagao.

O fendtipo kdr € uma caracteristica recessiva, ou seja, € necessario que o
individuo seja homozigoto para a mutagéo kdr ser resistente aos PY (Dong et al.
2014). Desta forma, a partir da analise das AS-PCR para os sitios 1016 e 1534,
considerou-se os genotipos SS, SR1 e SR2 (para suscetibilidade) e R1R1, R2R2 e
R1R2 (para resisténcia aos PY) (Tabela 7).

3.6.2 Frequéncia alélica
As frequéncias alélicas [f (y)], a qual refere-se a proporgédo de ocorréncia de

diferentes alelos (A ou a) de um determinado gene observado em uma determinada

populagao foram calculados com base nas seguintes formulas:
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f (A) =2 x n° de individuos com genotipo AA + n° de individuos com genotipo Aa
2 x n° total de individuos

f (a) =2 x n° de individuos com genétipo aa + n° de individuos com genétipo Aa
2 x n° total de individuo

As frequéncias alélicas foram calculadas para os sitios 1016 e 1534 de A.
aegypti e para 1534 de A. albopictus.

3.6.3 Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O equilibrio de Hardy -Weinberg descreve a influéncia da reprodugcédo ao
acaso nas frequéncias alélicas e genotipicas numa populacao infinitamente grande.
O equilibrio foi avaliado pela equacgao classica, sendo a hipétese nula de equilibrio
verificada por um teste qui-quadrado (X?) com um ou trés graus de liberdade,
respectivamente, quando trés ou seis genodtipos foram evidenciados (HARTL e
CLARK, 2010).

58



4 RESULTADOS
4.1 Aedes aegypti

A populacédo de A. aegypti, no sitio 1016 apresentou o predominio de

kdr com ntimeros préximos em dezembro de 2017 e abril de 2018,

heterozigose Val'/lle
84% e 72%, respectivamente (Tabela 8). No mesmo periodo o sitio 1534 apresentou
predominio do gendtipo resistente, Cys/Cys‘”, sendo o valor de 2018

aproximadamente 1,2 vezes superior ao observado em 2017 (Tabela 9).

TABELA 8 - Frequéncia genotipica de Aedes aegypti procedentes de Paranagua em 2017 e 2018
considerando o sitio 1016.

2017 2018
Genétipos
dezembro abril
Val/Val 0,04 (2) 0,05 (3)
Val*/lle"” 0,84 (42) 0,72 (47)
lle/lle"” 0,12 (6) 0,23 (15)
Total 1 (50) 1 (65)

(kdr)

(+) .
alelos selvagens; alelos mutantes.

TABELA 9 - Frequéncia genotipica de Aedes aegypti procedentes de Paranagua em 2017 e 2018
considerando o sitio 1534.

2017 2018
Genétipos
dezembro abril
Phe/Phe* 0,02 (1) 0,02 (1)
Phe*/Cys " 0,24 (12) 0,03 (2)
Cys/Cys " 0,74 (37) 0,95 (62)
Total 1 (50) 1 (65)

(kdr)

*) .
alelos selvagens; alelos mutantes.

Baseado na composi¢ao dos genotipos, observou-se a presenca de cinco

genotipos nas populagdes avaliadas, estando ausente apenas o gendtipo suscetivel
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SR1 (Val/Val* + Phe*/Cys*™), tanto no més de dezembro de 2017 quanto em abril de
2018.

A frequéncia genotipica espacial, ou seja, em relagao aos estratos apontou
para predominio da resisténcia nos dois periodos analisados. Em 2018 os gendtipos
resistentes (R1R1, R1R2 e R2R2) ultrapassaram os 90%, atingindo 100% em dois
estratos (13 e 14) entre os cinco avaliados.

Em relagdo ao tempo transcorrido entre uma amostragem e outra observou-se
o surgimento do gendtipo R1R1 nos estratos 5 e 10, com baixa frequéncia, de 8% e
15% respectivamente, e desaparecimento do mesmo genétipo no estrato 11.

Entre os anos também ocorreram alteragbes na frequéncia no genétipo R1R2,
o qual aumentou em 22% no estrato 10, em 20% no estrato 11, e em 18% no estrato
13; e reduziu em 28% no estrato 5, e 10% no estrato 14.

O gendtipo R2R2 ampliou sua frequéncia em 22% no estrato 5, 8% no estrato
10, e 30% no estrato 14 de 2018 em comparacao a 2017.

O unico estrato onde ocorreu aumento em dois gendétipos (R1R2 e R2R2) de
2017 para 2018 foi o estrato 10.

As populacgdes dos estratos avaliados nos anos de 2017 e 2018 estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg, considerando um nivel de significancia de 5%.
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TABELA 10 - Frequéncia genotipica de Aedes aegypti procedentes de Paranagua em 2017 e 2018
considerando os sitios 1016 e 1534 ligados. a comparagédo entre os gendotipos € incidida pelo qui-
quadrado (x2) e a probabilidade.

Estratos

10

1"

13

14

Estratos

10

11

13

14

SS

0,09

SS
0
0

0,10
0
0

dezembro 2017

Frequéncias de genoétipos*

SR1 SR2 R1R1 R1R2 R2R2
0 0 0 0,82 0,09
0 0,53 0 0,40 0,07
0 0,20 0,10 0,50 0,20
0 0 0 0,75 0,25
0 0,20 0 0,70 0,10

abril 2018
Frequéncias de genoétipos*

SR1 SR2 R1R1 R1R2 R2R2
0 0,08 0,08 0,54 0,31
0 0,08 0,15 0,62 0,15
0 0 0 0,70 0,20
0 0 0 0,93 0,07
0 0 0 0,60 0,40

Genoétipos
resistentes

0,91

0,47

0,80
1

0,80

Genoétipos
resistentes

0,92

0,92

0,90
1

1

Total
(n)
11
15
10

4

10

Total
(n)
13
13
10
14

15

HWE**
X*, p (a=0,05)
1,67
0,75
0,23
0,36

0,67

HWE**
X%, p (a=0,05)
0,10
0,09
1,40
0,75

0,18

*SS (Val/Val' + Phe/Phe*); SR1 (Val/Val® + Phe'/Cys"™); SR2 (Val'/lle"” + Phe*/Cys*™); R1R1 (Val/Val'
+ Cys/Cys"): R1R2 (Val'/lle"” + Cys/Cys*™); R2R2 (lle/lle"” + Cys/Cys ™)
** Equilibrio do Hardy-Weinberg: teste do qui-quadrado (X2) com 3 graus de liberdade.

Considerando a distribuicdo espacial foi observado o predominio dos alelos

para resisténcia. Esta predominancia também ocorre no tempo, ou seja, decorridos

trés meses da primeira observacao o percentual de alelos resistentes na populacéo

continuou superior a 50%.

Em relacdo aos alelos de suscetibilidade € possivel observar que estavam

ausentes ou em frequéncia inferior a 0,3%. No intervalo de tempo analisado houve

reducdo ou manutengcdo do reduzido percentual de presenca de alelos de

suscetibilidade Figura 10.
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FIGURA 10 - Frequéncia e distribuicao dos alelos kdr NAV, NAY' E NAV? das populacdes de Aedes
aegypti de Paranagua de acordo com os estratos de amostragem, dezembro de 2017 e abril de 2018.

2017 2018 2017 2018

2017 2018

2017 2018

0.37
Hag 0.46
Na,Rt 0.54 i
B N 0563

A presengca dos genotipos de resisténcia dispersos espacialmente na

populagcdo de A. aegypti nos diferentes estratos do municipio indicam a ampla
distribuicdo da mutacdo, que também €& mantida no tempo, uma vez que foram
analisadas diferentes geragdes quando considerado o tempo transcorrido entre as

amostragens.
4.2 Aedes albopictus

No ano de 2017 foram avaliados em média 43,7 individuos e em 2018 foram

kN foi observado no

avaliados em média 44 adultos. O gendtipo resistente (Cys/Cys
més de novembro de 2017, representando 6% do total de adultos analisados nesse
més. Ja em 2018 a resisténcia foi observada em abril, em 1% dos individuos
analisados desse més (Tabela 11).

As frequéncias alélicas do alelo 1534Phe foram maiores em todos os meses
em relagao as frequéncias do alelo 1534Cys, sendo de 100% nos meses de setembro,

outubro e dezembro de 2017, e janeiro, fevereiro de 2018 (Figura 11).

62



TABELA 11- Frequéncia genotipica de Aedes albopictus procedentes de Paranagua em 2017 e 2018
considerando o sitio 1534.

Genébtipos il
setembro outubro novembro dezembro
Phe/Phe* 1,0 (32) 1,0 (29) 0,92 (59) 1,0(50)
Phe’/Cys"" 0 0 0,02 (1) 0
Cys/Cys"" 0 0 0,06 (4) 0
Total 1(32) 1(29) 1 (64) 1 (50) x 43,75
Genébtipos e
janeiro fevereiro margo abril
Phe/Phe* 1,0 (27) 1,0 (36) 0,98 (42) 0,99 (69)
Phe'/Cys"" 0 0 0,02 (1) 0
Cys/Cys"" 0 0 0 0,01 (1)
Total 1(27) 1 (36) 1(43) 1(70) X 44

(+) lel I .
alelos selvagens;

(kdr)

alelos mutantes.

Novembro de 2017 foi o més com maior frequéncia do alelo de resisténcia, com
33% de 1534Cys no estrato 7; 6% de 1534Cys no estrato 1; e 1% de 1534Cys no
estrato 12 (Figura 12).
A frequéncia alélica de 1534Cys foi de 17% em margo de 2018 no estrato 13 e

também em abril do mesmo ano no estrato 15 (Figura 11).

63



FIGURA 11 — Frequéncia dos alelos selvagem (1534Phe) e mutante (1534Cys) para a mutagéo
Phe1534Cys do canal de sddio voltagem-dependente de Aedes albopictus procedentes de Paranagua
em 2017 e 2018 considerando seu estrato de origem. E: Estrato.
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5 DISCUSSAO

Paranagua foi foco de atengdo nos anos 2015/2016 devido a gravidade da
epidemia de dengue que se abateu sobre a populagdo do municipio nesses anos.
Embora o fato tenha sido registrado ndo se encontra paralelo na historia recente do
municipio.

Em momentos de emergéncia de saude publica em decorréncia de numero
elevado de casos de dengue, inclusive com o registro de &bitos, a redugdo da
densidade vetorial passa a ser considerado prioritaria. Assim, o controle quimico
acaba sendo frequentemente indicado como ferramenta de primeira opcédo para
impedir o contato vetor hospedeiro.

Diante da necessidade de compatibilizar as analises nacionais com as
observacgoes locais, foram levadas a efeito a analise de susceptibilidade de inseticidas
da classe dos PY em Paranagua, municipio do litoral do estado do Parana, que abriga
a maior estrutura portuaria do estado, com desdobramentos sob os diferentes
aspectos sociais e econdmicos para regiao litoranea e estadual.

A identificagdo da resisténcia a PY em varios lugares do Brasil causou sua
substituicdo, em 2009, pelo OP malathion, em aplicacbes espaciais e residuais no
controle de A. aegypti onde era utilizado deltametrina (PY) em campanhas
governamentais (MARTINS et al. 2009; MS, 2009a). Porém, nao foi descontinuado o
uso doméstico e por empresas privadas da deltametrina, nem sua aplicacdo no
controle dos vetores da doenga de Chagas, malaria e leishmaniose, em varias regides
urbanas do pais (VALLE et al., 2019; LOPES et al., 2019). Portanto, a pressao de
selecao com piretréides permanece relevante.

Uma boa evidéncia do exposto acima é o caso do presente estudo, que
identificou que mesmo apds oito anos do recuo na utilizagdo de PY ha resisténcia na
populacao de A. aegypti no municipio de Paranagua-PR. Situacdo igualmente
observada para o estado de S&do Paulo, onde apds 10 anos sem o uso de PY por
parte do governo ainda é detectada resisténcia (MACORIS et al., 2018).

Embora bioensaios com adultos para determinar a suscetibilidade ao PY nao
tenham sido realizados nesse trabalho, somente a detecgcdo das mutagdes kdr em
populagdes naturais de A. aegypti ja tem graves consequéncias para O USO

continuado de PY, uma vez que estudos sobre pressdo de selecdao usando essa
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classe de inseticidas, em condi¢des de laboratério, documentaram a fixagao do alelo
kdr 1016lle apds cinco geracdes apenas (SAAVEDRA-RODRIGUES et al., 2012).

As mutacbes kdr sao fisiologicamente expressas como uma caracteristica
recessiva (DONG et al.,, 2014). Como a maioria dos alelos mutantes sao
transportados por heterozigotos, os quais ndo sédo selecionados favoravelmente pela
exposicao a inseticidas, os alelos mutantes podem permanecer em niveis baixos por
um longo periodo. No entanto, a medida que os homozigotos recessivos aparecem,
esses alelos podem se espalhar muito rapidamente (BARBOSA et al., 2011). Por
exemplo, no ano de 2018 foram observados, tanto para a mutagdo V1016l quanto
para P1534C em A. aegypti, niveis menores de heterozigoses e maiores de
homozigoses recessivas, comparado a 2017.

Porém, n&o se deve subestimar a presenga de heterozigotos, pois ha estudos
que sugerem dominancia parcial ou efeitos aditivos de V10161 (SAAVEDRA-
RODRIGUEZ et al., 2007). Interpretacéo apoiada por ROUSH E TABASHNIK (1990)
que relataram a mesma situacdo de dominancia parcial para ciclodienos e lindano,
diazinon, malathion e também para piretréides, onde 20-60% dos heterozigotos
sobreviveram a exposicdo em um ambiente de campo.

As interacdes de multiplas mutagcdes desempenham um papel na resposta dos
canais de sodio de A. aegypti a inseticidas (LIU, 2015). A associagcédo fendtipo-
genotipo foram detectadas entre os canais 1016/1534/410 e resisténcia a A- cialotrinae
permetrina (HADDI et al, 2017; PAREJA-LOAIZA et al, 2020). Além disso, esses
resultados determinam que a presenca de V1016l e V410L heterozigotos € suficiente
para conferir resisténcia a deltametrina (HADDI et al, 2017).

A prevaléncia de mutagdes que favorecem a resisténcia aos inseticidas,
também determinam alteragdes que podem proporcionar desvantagens, por exemplo
na sobrevivéncia e reproducao, diante da deteccao da resisténcia em programas de
controle vetorial é essencial avaliar o impacto efetivo sobre na biologia do vetor A.
aegypti a mutagao kdr (SMITH et al 2020).

Ao acompanhar a dindmica dos genotipos Nav, para as mutagbes V10161 e
P1534C em A. aegypti, nos anos 2017 e 2018, foi possivel identificar os trés alelos,
NavS, NavR1 e NavR2, encontrados anteriormente em populagdes brasileiras (LINSS
et al., 2014; CHAPADENSE et al., 2015).

A analise da distribuicao dos alelos de resisténcia, NavR1 e NavR2, descreveu

uma alta frequéncia em todas as regides estratificadas de Paranagua. Esses
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resultados sugerem que ha utilizagdo do inseticida PY em toda a area urbana. Outra
possibilidade seria que a disseminagdao homogénea dos alelos pela area urbana
esteja ocorrendo pelas redes de transporte humano, através das principais rodovias.
Ressaltando que a cidade em estudo € portuaria, logo tem um grande trafego
rodoviario e maritimo. Os meios de transporte sdo mundialmente conhecidos por
serem o principal meio de dispersao de longa distancia (GONCALVES et al., 2012).

Na média total o alelo R2 foi 0 mais frequente nos dois anos analisados para
A. aegypti. Essa informacao é relevante no status da resisténcia, pois BRITO et al.
(2018) fizeram uma anadlise através de um ensaio de tempo de knockdown (Kd T),
com adaptagao dos tubos de ensaio da OMS utilizando com papel impregnado com
deltametrina e concluiram que a linhagem R2R2, homozigética para o alelo kdr R2,
foi a mais resistente (RR 95 = 6,7). Os individuos R2R2 apresentaram resisténcia 1,5
vezes maior do que R1R1, sendo o Kd T R2R2> R1R2> R1R1.

A mutacado P1534C foi evidenciada com baixa frequéncia em A. albopictus em
Paranagua, o que pode indicar um inicio de selecdo para a resisténcia nessas
populacdes. Dados similares também foram observados em Marilena/PR, com o alelo
kdrem 3%, e em Foz do Iguagu/PR com 10% (BONA et al., 2012).

Ao considerar que A. albopictus tem preferéncia por habitats com mais
vegetacao e é geralmente mais exofilico (KRA.MER et al., 2015) e que A. aegypti é
antropofilico, endofagico e com preferéncia de oviposicao em ambientes antropicos
(KAWADA et al., 2009), os dados encontrados para A. albopictus podem estar sendo
subestimados, visto que as metodologias empregadas no presente estudo foram
desenvolvidas especificamente como estratégia de estudo de A. aegypti.

No Brasil, os dados relativos a rede MoReNAa sdo baseados em duas
metodologias: o indice larval (LI) e o método de Levantamento Rapido do indice de
Infestacao de A. aegypti (LIRAa). Ambos utilizados para detectar as formas imaturas
de mosquitos e, empregados na area urbana, onde A. aegypti é preferencialmente
encontrado (BRAGA e VALLE, 2007).

A condicao de resisténcia de A. aegypti e A. albopictus aos PY é reconhecida
em diferentes locais do Brasil (MARCORIS et al., 2018; HAYD et al., 2020; LOPES et
al., 2021), em outros paises da América (APONTE et al., 2018; BOWMAN et al., 2018;
PAREJA-LOAIZA et al., 2020) e, em outros continentes (AMELIA-YAP et al., 2018;
SOMBIE et al., 2019).
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A eficiéncia do piretréide no uso doméstico determinou a mortalidade de
aproximadamente 50% da populacédo avaliada em estudos realizados por GRAY et
al. (2018). Essa acao reduzida leva a necessidade da utilizagao de principios ativos
alternativos, no entanto ha um numero limitado de moléculas disponiveis para realizar
o controle de vetores. Esta situacdo, como relatado pelos autores, demanda uma
avaliagao cuidadosa tanto da esfera publica quanto privada a fim de gerar novas
moléculas que possam ser utilizadas no controle doméstico, e dificuldade no
monitoramento da resisténcia em areas urbanas.

Considerando todos os aspectos antes mencionados, as popula¢des de Aedes
devem ser monitoradas continuamente quanto a resisténcia aos inseticidas. Nesse
sentido, as analises moleculares laboratoriais tém sido muito uteis para os programas
de vigilancia, uma vez que a resisténcia detectada nesses testes esta correlacionada

de forma positiva com estratégias inadequadas de controle dos vetores em campo.
6 CONCLUSAO
v" Nas populagdes de A. aegypti foram genotipadas as mutagdes Val1016lle
(11IS6) e Phe1534Cys (llIS6), e em A. albopictus foi evidenciada a mutagao

Phe1534Cys (111S6) na cidade de Paranagua-PR;

v" Em todos os estratos de Paranagua foram detectados em A. aegypti os alelos

kdr NavR1 e NavR2, este com frequéncias superiores a 50%;

v' Nas populagdes de A. albopictus de Paranagua o alelo 1534Cys kdr esta

presente, apresentando frequéncia maxima de 6%;

v" Analises moleculares laboratoriais sdo ferramentas rapidas para monitorar a

resisténcia a inseticidas utilizados nos programas de controle vetorial.
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ANEXO 1- TERMO DE AUTORIZAGAO DE INSTALAGAO DE OVITRAMPAS NOS
DOMICILIOS

_—
GOVERNO @

Secretaria de Estado da Saide — SESA "
12 Regional de Saudde - Divisdao de Vigilancia em Saude

TERMO DE AUTORIZAGAO
Prezado municipe, convidamos vocé para participar do processo de
vigilancia entomologica. Essa acdo € uma parceria entre a Secretaria de
Estado da Saude do Parana (SESA-PR), o municipio de Paranagua e a
Universidade Federal do Parana. O principal objetivo desse trabalho € a
vigilancia da infestacdo de Aedes aegypti e Aedes albopictus no litoral do
Parana entre maio de 2017 a abril de 2018 (12 meses). Para isso,
solicitamos a sua autorizagdo para a instalagdo da armadilha para a
pesquisa dos mosquitos. A armadilha permanecera no imével pelo periodo
de guatro dias, sendo retirada posteriormente por um agente de salde. A
operacao se repetira mensalmente até abril de 2018. O proprietario do
imével podera solicitar a retirada da armadilha ou negar sua reinstalagéo no
més seguinte a qualquer momento. A armadilha sera instalada no
peridomicilio sem nenhum custo. Cabe ressaltar que a fungdo dessa
armadilha é exclusivamente de vigildncia, nao eliminando os mosquitos
presentes no imovel. Assim, recomenda-se que o proprietario mantenha o
imovel livre de criadouros, utilize repelentes e demais medidas para
proteger-se dos mosquitos.
Atenciosamente.

Chefe da SCVSAT Diretoria da 1* Regional de Saude
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
1? Regional de Satdde- Litoral
Av. Cel. José Lobo, 574 - Paranagua/PR - CEP: 83203-340

E-mail: scvsat01rs@sesa.pr.gov.br

TERMO DE AUTORIZAGAO
Autorizo a SESA-PR a instalar no meu imoével a armadilha para
pesquisa de mosquitos conforme descrito no texto explicativo.

Nome e assinatura do morador: Data:
N° ARM. ' | TIPO DE
ARM.
LOGRADOURO | N
BAIRRO | CIDADE Paranagua
ESTRATO | |tEmEBFONE
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