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RESUMO

A dengue é uma doenca viral transmitida pela fémea do mosquito Aedes aegypti. O
vetor esta presente nos continentes equatoriais povoados, de modo que a dengue
acomete anualmente milhdes de pessoas ao redor do mundo. Os paises de clima
tropical, sdo os mais castigados pelas dengue, assim como para as demais
arboviroses, podendo a doenga ser um agravo de sintomas leves e moderados,
acarretando sequelas sérias que podem levar a morte e consequentemente
expressivo gasto com a saude publica. Em 2022 foram registrados mais de 1.450.270
casos de dengue no Brasil, uma taxa de incidéncia de 679,9 casos por 100 mil hab.,
1.016 o6bitos, desses, 109 no estado do Parana. 32 UF em maior numero de oébitos.
Uma das medidas de controle do mosquito é a aplicagdo de inseticidas piretroides.
Entretanto, esses inseticidas, quando utilizados de forma descontrolada, podem
selecionar populagdes resistentes, que apresentam mutagdes nos genes que
codificam os canais de sodio voltagem dependentes (Nav). Dessa forma, com o
objetivo de avaliar a ocorréncia e distribuigdo de duas dessas mutag¢des (Val1016lle e
Phe1534Cys) neste trabalho, foi escolhido como area de estudo o municipio de
Florestopolis/PR, por apresentar um histérico importante de casos de dengue. Foi
possivel observar uma elevada frequéncia de genétipos heterozigotos para a mutagéo
Val1016lle e homozigotos recessivos para Phe1534Cys nos trés trimestres
analisados. Os resultados demonstram que as populagdes de Ae. aegypti coletadas
em Florestopolis ja apresentavam alelos que conferem resisténcia, demonstrando que
a aplicacao de inseticida piretréides pode nao apresentar o resultado esperado, sendo
necessario formas alternativas de controle do vetor.

Palavras-chave: Inseticida; Monitoramento; Mosquito; Selecao.
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ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by the female Aedes aegypti mosquito. The
vector is present in populated equatorial continents, so that dengue annually affects
millions of people around the world. Countries with a tropical climate are the most
punished by dengue, as well as other arboviruses, and the disease can be an
aggravation of mild and moderate symptoms, causing serious sequelae that can lead
to death and, consequently, significant expenditure on public health. In 2022, more
than 1,450,270 cases of dengue were registered in Brazil, an incidence rate of 679.9
cases per 100,000 inhab., 1,016 deaths, of which 109 in the state of Parana. 3rd UF
in the highest number of deaths. One of the mosquito control measures is the
application of pyrethroid insecticides. However, these insecticides, when used in an
uncontrolled manner, can select resistant populations, which present mutations in the
genes that encode voltage-gated sodium channels (Nav). Thus, with the aim of
evaluating the occurrence and distribution of two of these mutations (Val1016lle and
Phe1534Cys) in this work, the municipality of Florestépolis/PR was chosen as the
study area, as it has an important history of dengue cases. It was possible to observe
a high frequency of heterozygous genotypes for the Val1016lle mutation and recessive
homozygotes for Phe1534Cys in the three quarters analyzed. The results demonstrate
that the populations of Ae. aegypti collected in Florestépolis already had alleles that
confer resistance, demonstrating that the application of pyrethroid insecticide may not
present the expected result, requiring alternative forms of vector control.

Key-words: Insecticide; Monitoring; Mosquito; Selection.
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1. INTRODUGAO

As arboviroses sdo doencgas virais causadas pelos arbovirus (ARthropod-
BOrne virus), assim denominados devido parte de seu ciclo de replicagdo ocorrer nos
insetos, além de serem veiculados a partir de artropodes hematofagos durante o
repasto sanguineo (Lopes et al., 2014). A dengue € uma arbovirose pandémica. O
virus da dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae,
apresenta quatro sorotipos distintos, sendo eles DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-
4. A infecgdo causada pelo virus da dengue pode ser assintomatica, leve ou grave,
podendo ainda tornar-se letal (Ministério da Saude, 2018).

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € um mosquito culicideo de grande
importancia epidemiolégica. Oriundo do Velho Mundo, atualmente esta distribuido em
zonas tropicais e subtropicais, e € o principal vetor da febre amarela na area urbana,
além dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV) e outros virus, como Zika (ZIKV)
e Chikungunya (CKG). A circulacdo desses virus & dependente de muitos aspectos
que extrapolam o setor da saude publica e parametros sociais, € sua incidéncia esta
diretamente ligada a estratégias de controle e manutengdo das populagées do
mosquito vetor. Condigbes climaticas e ambientais, assim como as estruturas das
regides urbanas também favorecem o aumento do numero de criadouros disponiveis
para o desenvolvimento desse vetor (Ribeiro et al, 2006).

Florestopolis € um municipio do norte do estado do Parana com maior
significancia epidemioldgica regional para dengue nos ultimos anos, tendo uma vitima
fatal em 2019 e outras duas em 2020, Florestopolis esta localizada ao norte na 172RS
- Londrina, a 457 km da capital, uma area territorial de 246,331 km?, possui 11.222
habitantes, uma densidade demografica de 45,56 hab/km? e IDHM 0,701 (IBGE,
2020). O clima de Florestopolis, segundo a classificagdo de Koppen, € do tipo clima
subtropical umido, com chuvas em todas as estagdes, podendo ocorrer secas no
periodo de inverno, favorecendo a proliferagdo do mosquito Ae. aegypti.

Muitos estudos demonstram a ocorréncia de mutacbes que levam a
resisténcia a inseticidas piretroides, reduzindo o efeitos destes no controle dos
mosquitos. Essas mutagdes ocorrem em proteinas transmembrana do canal de sédio
voltagem-dependente (Nav) que reduzem a ligagao aos piretroides sdo conhecidas
como “knockdown resistance” (kdr). O termo refere-se a perda imediata da
coordenacgao dos insetos causada por exposicao aos inseticidas e a recuperagao

apos o efeito dos mesmos (Saavedra-Rodriguez et al., 2007).
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As analises genéticas dessas mutagcées podem fornecer informagdes para
que, em conjunto com demais agdes possam controlar a ocorréncia de vetores e
consequentemente das viroses transmitidas por eles. Diante disso, estudar a
ocorréncia e distribuicdo dessas mutagbes em populagbes de Ae. aegypti € de
extrema importancia, principalmente em municipios com alta incidéncia da doenga,

para que medidas alternativas de controle do vetor sejam utilizadas.

2. Revisao de Literatura
2.1. Dengue e o vetor Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

As arboviroses sdo doencgas virais causadas pelos arbovirus (ARthropod-
BOrne virus), assim denominados devido parte de seu ciclo de replicagdo ocorrer nos
insetos, além de serem veiculados a partir de artropodes hematofagos durante o
repasto sanguineo (Lopes et al., 2014). A dengue € uma arbovirose pandémica. O
virus da dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae,
apresenta quatro sorotipos distintos, sendo eles DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-
4. A infecgdo causada pelo virus da dengue pode ser assintomatica, leve ou grave,
podendo ainda tornar-se letal (Ministério da Saude, 2018).

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € um mosquito culicideo de grande
importancia epidemiolégica. Oriundo do Velho Mundo, atualmente esta distribuido em
zonas tropicais e subtropicais, e € o principal vetor da febre amarela na area urbana,
além dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV) e outros virus, como Zika (ZIKV)
e Chikungunya (CKG). A circulacdo desses virus é dependente de muitos aspectos
que extrapolam o setor da saude publica e parametros sociais, € sua incidéncia esta
diretamente ligada a estratégias de controle e manutengdo das populagdes do
mosquito vetor. Condigbes climaticas e ambientais, assim como as estruturas das
regides urbanas também favorecem o aumento do numero de criadouros disponiveis
para o desenvolvimento desse vetor (Ribeiro et al, 2006).

Nas ultimas décadas, a incidéncia global de dengue cresceu rapidamente
no mundo, ocorrendo principalmente em regides tropicais e subtropicais, sobretudo
em areas urbanas e semiurbanas, sendo veiculada principalmente pelo Ae. aegypti, e
secundariamente pelo Ae. albopictus em regides da Asia e Europa (WHO, 2020a;
ECDC, 2021). Estima-se que haja de 100 a 400 milhées de infecgbes por ano, em
mais de 100 paises endémicos, deixando cerca de metade da populagdo mundial em
risco de infeccao (WHO, 2020a).
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Mundialmente em 2016 houve um grande surto de dengue, em 2017 uma
diminuicdo e 2018 manutencdo na incidéncia de numero de casos, em 2019
novamente um aumento acentuado de casos nas regides da Africa, Américas e
Pacifico Ocidental, sendo o ano com maior numero de casos globalmente (WHO,
2020a). Em 2020 sustentadas as ocorréncias de dengue em varios paises, com
registros de aumento de casos, inclusive no Brasil (WHO, 2020a; MS, 2021).

Segundo o Ministério da Saude, o Brasil registrou 1.544.987 casos
provaveis de dengue em 2019, representando um aumento de 488% em relagao ao
ano anterior. Desse total, foram confirmados 1.419 casos de dengue grave e 782
obitos (MS, 2020). Em 2020 o total de casos provaveis foi de 987.173, sendo que
89,8% desses casos ocorreu somente no periodo de janeiro a junho, o Parana foi um
dos estados que mais se destacou em numero de casos, com mais de 250 mil
registros. Também foram registrados 554 o&bitos, nos estados do sul, a maior
concentracao foi no Parana (187) (MS, 2021a).

O ano de 2021 também iniciou com elevados casos de dengue, porém com
reducao de 51,8 % em relagdo ao mesmo periodo do ano anterior (janeiro a julho),
sendo registrados 440.012 casos provaveis e 154 dbitos nesse periodo em 2021. No
entanto, ressalta-se que desde fevereiro de 2020, o Brasil enfrenta uma pandemia da
COVID-19 e isso pode estar ocasionando uma possivel subnotificacao justificada
pelas orientagcdes de isolamento social e preferencialmente procurar servigcos de
saude em casos de sintomas respiratorios ocorrendo em menor procura da populagao
por atendimento em unidades de saude, a ainda as restricbes mas atividades dos
agentes de endemias e agentes de saude da atencdo primaria aos domiciliados
ocasionando atraso nas notificagées das arboviroses (MS, 2021b).

De acordo com (Figura 1) o boletim 36 epidemioldgico (SVS/MS, setembro,
2022) aponta notificagcao de 1.346.636 casos provaveis de dengue no pais, estando a
regido Sul, alvo desta proposta, com uma incidéncia de 631,3 casos/ mil habitantes
no Brasil. Em comparagao com o ano de 2019, houve uma reduc¢ao de 7,8% de casos
registrados para o mesmo periodo, quando comparado com o ano de 2021 ocorreu

um aumento de 186,8% casos até a respectiva semana.
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Semana epidemiologica de inicio de sintomas

Fonte: Sinan Online (banco de dados atualizado em 2/1/2023). Dados sujeitos a alteracao
*Dados referentes a SE 52

Fig. 1. Curva epidémica de casos provaveis de dengue, por semana epidemioldgica de inicio de
sintomas. Brasil, 2019 a 2022 Fonte: MS

Para o ano de 2022, a Regido Centro-Oeste destacada na Figura 2. Abaixo,
apresentou a maior taxa de incidéncia de dengue também até a S.E. 36, com 1.885,2
casos/100 mil hab., seguida das Regides: Sul (1.021,0 casos/100 mil hab.), Sudeste
(495,9 casos/100 mil hab.), Nordeste (405,1 casos/100 mil hab.) e Norte (228,5
casos/100 mil hab).
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Fonite: Sinan Online (banco de dados atualizado em 2/1/2023). Dados sujeitos a alteracdo.
*Dados referentes a SE 52.

Fig. 2. Distribuigao da taxa de incidéncia de dengue por regido do Brasil, SE 1-52/2022.
Fonte: MS
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2.2 Controle de Aedes aegypti

O ministério da Saude organizou em 2002 e o pais adota a partir dai a
proposta no Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que é a base para o
monitoramento e controle do vetor e demais ag¢des junto a pacientes e as arboviroses.
O Levantamento Réapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa) permite verificar a
infestacdo vetorial, a partir de coletas de larvas de Aedes e calculos de indices
larvarios: indice Predial (IP) e indice de Breteau (IB), possibilitando levantar o
percentual de edificios com presencga de larvas, e de recipientes com larvas para cada
100 iméveis inspecionados, além de obter informacgdes acerca dos tipos de recipientes
usados como criadouros para as larvas (MS, 2013).

Apesar de contribuir no monitoramento do vetor, duas fragilidades sao
expressivas nos dados do LIRAa, uma delas é a aleatoriedade dos imodveis
selecionados da amostra, pois 0s mais criticos e conhecidos da equipe de endemias
municipal podem nao fazer parte dos imodveis eleitos para o levantamento naquele
ciclo e a outra é a periodicidade de cada levantamento, se forem realizados os seis
levantamentos no ano em questdo. Porém, a normativa do MS aos municipios exige
apenas que quatro deles tenham alcangado 80% dos imdveis sorteados para busca
de criadouros, sendo os dois ultimos justamente no periodo do verao, sendo assim e
de praxes as unidades municipais acabam priorizando os quatro primeiros
levantamentos pois havendo maior infestacdo e necessidade de outras agdes de
controle (Ex.: Bloqueios e busca ativa de casos suspeitos) o municipio ndo deixe de
apresentar no minimo quatro dos seis definidos pelo MS.

O Brasil utilizou até dezembro de 2019 para controle o Piriproxifen
(larvicida) e o Malathion (adulticida) que em janeiro de 2020 foram substituidos por
larvicida contendo Saccharopolyspora spinosa e adulticida com neonicotindide e
piretréide pois a Nota Informativa N° 103/2019-CGARB/DEIDT/SVS/MS (2019)
divulgou ocorréncia de resisténcia de Aedes a piretréides e malathion, bem como para
o piriproxifen no nordeste do pais. Houve recomendacéao e substituicdo, produtos nao
seletivos, que pode selecionar resistentes a curto e médio prazo. No municipio de
Londrina (PR), por exemplo, estudos apontam para uma elevada ocorréncia de
mutacdes envolvidas com a resisténcia a piretréides. Lopes et al. (2021) analisaram
onze populacbes de Ae. aegypti coletados em todas as regides do municipio de
Londrina e verificaram uma alta frequéncia de alelos mutantes para as mutacdes

Val1016lle e Phe1534Cys, conferindo resisténcia a inseticidas.
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2.3 Mutagoées Knockdown resistance (kdr)

A resisténcia a inseticidas € um mecanismo genético, onde ocorre a
selecao de individuos por meio da pressado ocasionada por compostos quimicos.
Para que haja resisténcia € necessario o aumento na frequéncia dos alelos
selecionados na populagdo e consequente formacdo de populagcbes altamente
resistentes. Dentre os inseticidas mais utilizados, os piretroides sdo os que
apresentam maior uso descontrolado, comumente utilizados pela populagdo em geral
com o objetivo de eliminar mosquitos adultos, sendo faciimente adquiridos em
supermercados. (Viana-Medeiros et al., 2011).

O alvo desses inseticidas sao proteinas transmembrana do canal de sddio
voltagem-dependente (Nav). Esses produtos agem deixando os canais na
conformacgao aberta, ocasionando a propagac¢ao continua do impulso nervoso e a
consequente morte do inseto (Braga & Valle, 2007). As mutagdes ocorridas em Nav
sdo conhecidas como “knockdown resistance” (kdr). Essas mutagbes reduzem a
ligacdo dos piretroides, levando a perda imediata da coordenagédo dos insetos
causada por exposicao aos inseticidas e a recuperacao apos o efeito dos mesmos
(Saavedra-Rodriguez et al., 2007). A mutacdo kdr é considerada um importante
mecanismo de resisténcia, reduzindo de 10 a 20 vezes a sensibilidade dos sitios-
alvos a piretroides (Vais et al., 2000; Davies et al., 2008). Os genes associados ao
fendtipo kdr, apresentam-se de forma recessiva, ou seja, a deteccdo desse
mecanismo de resisténcia so é possivel em condicdo de homozigose (Davies et al.,
2008; Lopes et al., 2021).

Diversas mutag¢des kdr ja foram identificadas em Ae. aegypti, sendo duas
delas nas posigdes 1016 e 1534 no segmento 6 dos dominios Il e Ill do Nay,
respectivamente (Rinkevich et al., 2013; Dong et al., 2014). Na posi¢cao 1016 ocorre
uma transicdo A/G na primeira base do cédon, o que resulta na troca de uma Valina
por uma Isoleucina (Val1016lle) (Saavedra-Rodriguez et al., 2007). Ja na posi¢ao
1534 a mutagdo leva a substituichio de uma fenilalanina por uma cisteina
(Phe1534Cys) (Martins et al., 2009; Linss et al., 2014).

No norte do estado do Parana, estudos relacionados a essas mutagdes foram
realizados no municipio de Londrina. Lopes et al. (2021), avaliaram a distribuigdo das
duas mutagdes acima citadas e verificaram uma frequéncia de 50% para a mutacéao

Val1016lle e 48% para Phe1534Cys. Os autores relacionaram a forte presenca dos
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alelos de resisténcia na cidade com o uso domeéstico dos piretroides e chamaram a
atencgao para agdes alternativas de controle dos mosquitos.

Os monitoramentos de infestagao sdo extremamente importantes para criar
estratégias de controle do vetor e conscientizagdo da populagdo. O Aedes aegypti
esta adaptado estritamente ao ambiente urbano e é capaz de manter-se em diferentes
condigcbes ambientais, o que torna o controle do vetor bastante desafiador. Dessa
forma, estudos sobre a vigilancia entomoldgica aliado a estudos de variabilidade
genética e resisténcia a inseticidas em populacbes de Aedes aegypti de diferentes
localidades é importante para tomada de decisées para o eficaz controle do vetor,
principalmente em municipios, como Florestopolis, que apresentam uma alta

ocorréncia de dengue registrada em anos consecutivos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Este estudo tem por objetivo geral o monitoramento genético de duas mutagdes
em genes de canais de sddio voltagem dependentes (Val1016lle e Phe1534Cys)

relacionadas a resisténcia a piretrdides no municipio de Florestopolis (Parana).

3.2 Objetivos especificos

- Verificar alteragdes na frequéncia das mutagdes Val1016lle e Phe1534Cys do gene
associado a resisténcia Knockdown (kdr) como possivel mecanismo associado a
resisténcia a inseticidas;

- Avaliar se houveram alteracdes das frequéncia alélicas apds a utilizacio de inseticida

aplicado por UBV no municipio.
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4. Material e métodos

4.1 Caracteristicas organizacionais de saude do Parana

A organizagao administrativa da gestdo da saude no Parang, o estado do
Sul do Brasil é dividido em macrorregides, a 172 Regional de Saude com sede em
Londrina compde a Macrorregiao Norte, em verde destacada na Figura 3, constituida
pelas regionais: 162 Apucarana; 172 Londrina; 182 Cornélio Procopio; 192 Jacarezinho;
222 |vaipora.

Mapa Politico do Estado do Parana - Divisao por Macrorregionais

[ MACRORREGIONAL LESTE
[ MACRORREGIONAL NORTE
[ MACRORREGIONAL OESTE

- MACRORREGIONAL NOROESTE

B s @ PARANA

Fig. 3. Divisdo do estado do Parana em macrorregides e regides administrativas de Saude. Fonte: SESA/PR

Alvorada do Sul, Assai, Bela Vista do Paraiso, Cafeara, Cambé, Centenario
do Sul, Florestopolis, Guaraci, Ibipora, Jaguapita, Jataizinho, Londrina, Lupiondpolis,
Miraselva, Pitangueiras, Porecatu, Prado Ferreira, Primeiro de Maio, Rolandia,
Sertanopolis e Tamarana s&o as unidades municipais pertencentes a 172RS

/Londrina, como também demonstrado na (Figura 4.) abaixo.


http://www.saude.pr.gov.br/Pagina/16a-Regional-de-Saude-Apucarana
http://www.saude.pr.gov.br/Pagina/17a-Regional-de-Saude-Londrina
http://www.saude.pr.gov.br/Pagina/18a-Regional-de-Saude-Cornelio-Procopio
http://www.saude.pr.gov.br/Pagina/19a-Regional-de-Saude-Jacarezinho
http://www.saude.pr.gov.br/Pagina/22a-Regional-de-Saude-Ivaipora
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Porecatu

Primeiro
de Maio

Bela Vista
do Paraiso

Londrina

Tamarana

230

231 Fig. 4. 172 Regional de Saude do estado do Parana e seus 21 municipios. Fonte: SESA

232

233 Florestopolis o bergo da pastoral da crianga, possui maior significancia

234  epidemiologica regional para dengue nos ultimos anos, sendo essa a razao da escolha
235 do municipio para o estudo, somando uma vitima fatal por dengue em 2019 e outras
236 duas em 2020, Florestdpolis esta localizada ao norte na 172RS - Londrina, a 457 km
237 da capital, possui uma area territorial de 246,331 km?, possui 11.222 habitantes, uma
238 densidade demografica de 45,56 hab/km? e IDHM 0,701 (IBGE, 2020). O clima de
239  Florestopolis, segundo a classificagao de Kdppen, é do tipo clima subtropical umido,
240 com chuvas em todas as estagdes, podendo ocorrer secas no periodo de inverno. Sua
241  sede municipal (Figura 5.) € concéntrica sem bairros isolados, rios, lagos ou vales
242  verdes, topograficamente € uma sede levemente culminada na regido central com
243  seus bairros sequenciados em pouco aclive topografico, recebe uma rodovia estadual

244  em sua marginal leste.
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», Escolamunicipali %
Vitéria Régia ™ - %

Fig. 5. Sede urbana de Florestépolis Fonte: Satélite

O municipio ocupa a 2072 posicdo de 399 municipios do estado de sua
populagcdo com renda média de 2,0 salarios-minimos. Com 97,2% de escolarizacao
populacional de 6 a 14 anos, apresenta 75,4% com esgotamento sanitario adequado.
O conjunto de caracteristicas de Florestopolis faz da cidade um ambiente propicio
para o ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.

4.2 Monitoramento por armadilhas

Estudos de monitoramento de vetores vém apresentando eficiéncia e
sensibilidade de uma armadilha para captura de ovos de A. aegypti e A. albopictus na
determinacao de indices de infestagao dos vetores, sendo superior a pesquisa larval
(Regis et al., 2008; Nota técnica n.° 3/2014/10C-FIOCRUZ/Diretoria, 2014; Depoli et
al., 2016; Nascimento et al., 2020; Rossi Da Silva et al., 2021). Essa ferramenta foi
desenvolvida em 1965, por Fay e Perry, sendo denominada de ovitrampa.

Uma armadilha, adaptada pelo Laboratério de Entomologia Médica da UEL,
para captura de ovos e adultos de Aedes spp. foi implantada em diferentes pontos do

municipio para gerar dados seguros de infestagdo em Florestépolis.
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A exposigao das armadilhas de oviposicdo em campo para os estudos
moleculares, foi limitada em cinco dias. Foi utilizado como atragcéo levedo de cerveja
em uma concentragdo de 0,11g/l. O tempo de exposicdo teve como objetivo ndo
oportunizar a eclosao de larvas/adultos e fazer uma avaliagdo temporal da infestagao
local de forma mensal e comparavel também com outras regides ja trabalhadas pela
equipe do projeto.

As armadilhas inicialmente foram instaladas em pontos estratégicos
respeitando os critérios: (1) distancia média de 200 m. entre elas; (2) Prioridade as
reparticoes publicas (ex.. UAPS, Escolas, Centros Sociais, Ginasios esportivos,
Igrejas e etc.). (3) Grandes corporagdes onde circulam muitas pessoas diariamente.
(4) Residéncias domiciliares as quais seus responsaveis aceitassem receber o
dispositivo, assim como zelar por ela, desta forma dando cobertura a toda sede urbana
monitorada pelas armadilhas de ovoposi¢ao. Os procedimentos com armadilhas foram
integrados as agoes e diretrizes contidas na Deliberagao numero 04 de 25/01/2019 da
Comisséo Intergestora Bipartite (CIB) do Parana, SESA e COSEMS/PR.

As ovitrampas adaptadas na UEL (Figura 6) consistem em potes de plastico
de coloragao preta, contendo uma palheta de madeira (Duratree) com um lado aspero.

No interior podem ser adicionadas solugdes atrativas para as fémeas de Aedes.

Fig. 6. Armadilha do tipo ovitrampa para captura de ovos de Aedes. Fonte: o préprio autor.

4.3 Adequacao das armadilhas

Foi necessario a projecéo e construgdo de uma base concretada (Figura 7)
para servir de base para suportar a ovitrampas para fixacdo no local definido assim
como dificultar que fossem derramadas ou levadas indevidamente por pessoas ou

animais, entdo optamos por concreto moldado e ressequido previamente as
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instalagbes em seus devidos locais estabelecidos.

Fig. 7. Armadilha do tipo ovitrampa para captura de ovos de Aedes com base de concreto adaptado.

Fonte: os autores.

4.4 Locais de coleta

Para a execucao do estudo as autorizagbes da Prefeitura Municipal de
Florestopolis e da Secretaria de Saude do Estado do Parana (SESA) foram aprovadas
pelos respectivos 6rgaos respectivamente apds analise.

Os exemplares de ovos de Aedes aegypti foram coletados em 31 diferentes
pontos do municipio de Florestopolis (PR) como pode ser observado na Figura 8.

Em primeira visita ao municipio foi realizado reconhecimento da area,
hidrografia, caracteristicas populacionais e de ocupagao urbana assim como areas de
maior ou menor vulnerabilidade considerando caracteristicas prediais, saneamento e
densidade populacional. Em um segundo momento, apds reunides com os gestores
municipais e equipe municipal de saude e Vigilancia Sanitaria, definimos os pontos

publicos e outros importantes a receberem as armadilhas de ovoposigéo.

Fig. 8. Marcagao dos pontos de coleta distribuidos no municipio
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Tabela 1. Localizagao georreferenciada das armadilhas

Armadilhas Georreferenciadas

Armadilha

Longitude

Latitude

WWNDNDNDNMNDNMNMNDNNN A A A a A a A
A 00OV RDON A DOV PRRON OO NDO R WN =

-51,39131667
-51,39163333
-51,39351667
-51,3963
-51,38871667
-51,3898
-51,38838333
-51,38578333
-51,38673333
-51,39711667
-51,39275
-51,39318333
-51,39501667
-51,39556667
-51,39136667
-51,38855
-51,39176667
-51,39266667
-51,3879
-51,39145
-51,39758333
-51,39901667
-51,39573333
-51,39455
-51,3918
-51,38735
-51,3906
-51,3887
-51,38608333
-51,39033333
-51,38818333

-22,87753333
-22,87431667
-22,87436667
-22,87488333
-22,87328333
-22,87135
-22,86771667
-22,8682
-22,86401667
-22,87051667
-22,87216667
-22,86953333
-22,86825
-22,86425
-22,86615
-22,86455
-22,86393333
-22,8617
-22,8617
-22,85956667
-22,86235
-22,85918333
-22,861
-22,8546
-22,85623333
-22,85703333
-22,85255
-22,85388333
-22,85793333
-22,86861667
-22,87111667




313
314
315
316
317
318
319

320
321
322

323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334

25

Apos definido cada ponto de instalagcdo de armadilhas, seguimos com
reunides da equipe de pesquisadores do Lacem/UEL foi realizado um zoneado,
conforme a Figura 9. em todo o territorio urbano considerando: os preceitos da
biologia molecular e genética entomoldgica, a ecologia dos mosquitos e as
caracteristicas territoriais da sede municipal de Florestopolis, ficando zoneada entao

em quatro distintas areas, cada uma delas referenciadas por uma UAPS.

A — Jabur
armadilhas:
1,2,3,5,6,7,8,9, 31

B — Central
armadilhas:

4,10, 11,12, 13, 30

D — Floresta
armadilhas:
19, 20, 24, 25, 26, 27, 28, 29

Fig. 9 — a. identificagdo da divisdo das quatro areas de Florestopolis. b. Denominagéao e

numeracao das armadilhas correlatas.

4.5 Monitoramento genético

A resisténcia a piretroides € uma realidade em Ae. aegypti (WHO, 2018)
devido a mutagbes em proteinas do canal sédio voltagem-dependente (Nav) que
produzem o efeito chamado knockdown resistance (kdr). Diversas mutagdes nos
genes kdr em Nav foram observadas em varias populagbes de Ae. aegypti, e com a
maioria codificando para alto grau de resisténcia ao piretroide (Saavedra et al, 2018;
Lima et al. 2011; Linss et al. 2014). Por esse motivo, foram realizadas, com
periodicidade trimestral, analises da ocorréncia e distribuicdo de mutacdes
relacionadas a resisténcia a inseticidas piretroides, e temos o primeiro e segundo € 0
terceiro trimestre. As coletas do primeiro trimestre foram realizadas antes da aplicagao

de adulticida pela UBV (Ultra Baixo Volume). As coletas do segundo e terceiro
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trimestres foram realizadas ap6s a aplicagao do inseticida por UBV.

Os ovos coletados nas armadilhas foram levados ao laboratério para o
processo de eclosao dos ovos (Figura 10). Para identificacao dos exemplares foram
utilizadas as chaves dicotdmicas de Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994) e Forattini
(2002) com auxilio de microscopio éptico Olympus CH30LF100. As amostras foram

congeladas em nitrogénio liquido em temperatura média de -200°C e mantido

posteriormente em temperatura de -80°C até a extragao.

Fig. 10. a.Transporte individualizado para a UEL; b. Recipientes com palhetas para ecloséo; c.

Recipiente utilizado para a faze adulta; d. Estocagem e manutencédo em -80°C.

A extracdo do DNA total fora realizada de acordo com Lopes (2019). A
quantificagdo do DNA obtido foi realizada com o espectrofotdmetro NanoDrop®. As
amostras foram armazenadas a -20°C para analises posteriores.

As reacdes de PCR alelo-especifica para as mutagées Val1016lle e
Phe1534Cys foram realizadas conforme Saavedra Rodriguez et al. (2007) e Martins
et al. (2009), utilizando os primers fowards 1016Val 5-GCG GGC AGG GCG GCG
GGG GCG GGG CCA CAAATT GTT TCC CAC CCG CAC CGG-3, 1016lle 5-GCG
GGC ACAAAT TGT TTC CCA CCC GCA CTG A-3’ e um primer reverse comum para
ambos 5-GGA TGA ACC GAA ATT GGA CAA AAG C-3. Para a mutacao
Phe1534Cys foram utilizados os primers reverse comum para ambos alelos 5-TCT
GCT CGT TGA AGT TGT CGA T-3', dois primers forward alelo-especificos 1534Phe+
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5-GCG GGC TCTACTTTG TGT TCT TCATCA TAT T-3'e 1534Cyskdr 5'-GCG GGC
AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCTCTACTT TGT GTT CTT CAT CAT GTG-3'de
acordo com Harris et al. (2010).

Para verificagdo alelos amplificados foi preparado um gel de agarose a
2,5%, contendo 8uL de amostra de PCR, 5 pL do marcador e 2 yL do corante SYBR®
Safe. Apds a eletroforese, o gel foi submetido ao transiluminador para visualizagao de
bandas formadas. A partir do padrao de bandas, para cada uma das populag¢des foram

calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas.
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CAPITULO 1

Analise de duas mutagoes de resisténcia a piretréides em populagoes de

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) em Florest6polis — PR Brasil.

Este artigo sera submetido a Revista Brasileira de Entomologia
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Analise da ocorréncia duas mutagées de resisténcia a piretroides em
populagoes de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) em Florestépolis —
PR Brasil.

Leandro Feronato'; Larissa Forim Pezenti?; Ana C F Alves?; Jaqueline Fernanda
Dionisio’; Jodo Antonio Cyrino Zequi®; Renata da Rosa’.

"Laboratério de Citogenética Animal, Departamento de Biologia Geral, Universidade
Estadual de Londrina.

2 Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae, Departamento
de Zoologia, Universidade Federal do Parana.

3 Laboratério de Entomologia Médica, Departamento de Biologia Animal e Vegetal,
Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

A dengue é uma doenga viral transmitida pela fémea do mosquito Aedes aegypti. O
vetor esta presente nos continentes equatoriais povoados, de modo que a dengue
acomete anualmente milhdes de pessoas ao redor do mundo. Em 2022 foram
registrados mais de 1,4 milhdo de casos de dengue no Brasil, sendo o Parana o
terceiro estado em maior numero de 6bitos. Uma das medidas de controle do mosquito
€ a aplicagdo de inseticidas piretroides. Entretanto, esses inseticidas, quando
utilizados de forma descontrolada, podem selecionar populagbes resistentes, que
apresentam mutacdes nos genes que codificam os canais de soédio voltagem
dependentes (Nav). Dessa forma, com o objetivo de avaliar a ocorréncia e distribuigéo
de duas dessas mutacdes (Val1016lle e Phe1534Cys) neste trabalho, foi escolhido
como area de estudo o municipio de Florestépolis/PR, por apresentar um histérico
importante de casos de dengue. Foi possivel observar uma elevada frequéncia de
gendtipos heterozigotos para a mutagdo Val1016lle e homozigotos recessivos para
Phe1534Cys, em trés trimestres analisados. A elevada frequéncia de fendtipos
genotipos mutantes manteve-se alta, tanto antes da aplicagdo de inseticida como
depois. O alelo mutante llek? foi observado em 54% de todos os individuos analisados,
enquanto o alelo mutante Cys*d" foi observado em 98% dos individuos amostrados.
Os resultados demonstram que as populagdes de Ae. aegypti coletadas em
Florestopolis ja apresentavam alelos que conferem resisténcia, evidenciando que a
aplicagao de inseticida piretréides pode nao apresentar o resultado esperado, sendo

necessario formas alternativas de controle do vetor.

Palavras-chave: Monitoramento, Mosquito, Inseticida, Selecao
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INTRODUCAO

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € um mosquito culicideo de grande
importancia epidemiologica. De origem no Velho Mundo, esta distribuido em zonas
tropicais e subtropicais, e € o principal vetor da febre amarela na area urbana, além
dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV) e outros virus, como Zika (ZIKV) e
Chikungunya (CKG). A circulagdo desses virus e sua incidéncia esta diretamente
ligada a estratégias de controle e manuten¢do das popula¢gdes do mosquito vetor.
Condicdes climaticas e ambientais, assim como as estruturas das regides urbanas
também favorecem o aumento do numero de criadouros disponiveis para o
desenvolvimento desse vetor (Ribeiro et al, 2006).

Dentre os arbovirus transmitidos pelo Ae. aegypti, o virus da Dengue € o
de maior importancia, sendo que nas ultimas décadas a dengue cresceu rapidamente
no mundo, ocorrendo principalmente em regides tropicais e subtropicais, sobretudo
em areas urbanas e semiurbanas (WHO, 2020a; ECDC, 2021). Segundo o Ministério
da Saude (BRASIL, 2021) o ano de 2021 iniciou com elevados casos de dengue,
porém com reducao de 51,8 % em relagdo ao mesmo periodo do ano anterior (janeiro
a julho), sendo registrados 440.012 casos provaveis e 154 6bitos nesse periodo em
2021. No entanto, ressalta-se que desde fevereiro de 2020, o Brasil enfrenta uma
pandemia da COVID-19 e isso pode estar ocasionando uma possivel subnotificagao
justificada pelas orientagbes de isolamento social e preferencialmente procurar
servicos de saude em casos de sintomas respiratorios ocorrendo em menor procura
da populacédo por atendimento em unidades de saude, a ainda as restricdes mas
atividades dos agentes de endemias e agentes de saude da atencdo primaria aos
domiciliados ocasionando atraso nas notificagdes das arboviroses (MS, 2021b).

Em 2002 o Ministério da Saude organizou e o pais adota a partir dai a
proposta no Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que é a base para o
monitoramento e controle do vetor e demais agdes junto a pacientes e as arboviroses.
O Levantamento Réapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa) permite verificar a
infestacdo vetorial, a partir de coletas de larvas de Aedes e calculos de indices
larvarios: indice Predial (IP) e indice de Breteau (IB), possibilitando levantar o
percentual de edificios com presenca de larvas, e de recipientes com larvas para cada
100 imdveis inspecionados, além de obter informacdes acerca dos tipos de recipientes
usados como criadouros para as larvas (MS, 2013). O Brasil utilizou até dezembro de

2019 o Piriproxifen (larvicida) e o Malathion (adulticida), em janeiro de 2020 foram
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substituidos por larvicida contendo Saccharopolyspora spinosa e adulticida com
neonicotindide e piretréide pois a Nota Informativa N° 103/2019-
CGARB/DEIDT/SVS/MS (2019) divulgou ocorréncia de resisténcia de Aedes a
piretroides e malathion, bem como para o piriproxifen no nordeste do pais. Houve
recomendacao e substituigao, produtos nao seletivos, que pode selecionar resistentes
a curto e médio prazo.

Florestopolis € um municipio do norte do estado do Parana com maior
significancia epidemioldgica regional para dengue nos ultimos anos, tendo uma vitima
fatal em 2019 e outras duas em 2020, Florestopolis esta localizada ao norte na 172RS
- Londrina, a 457 km da capital, uma area territorial de 246,331 km?, possui 11.222
habitantes, uma densidade demografica de 45,56 hab/km? e IDHM 0,701 (IBGE,
2020). O clima de Florestopolis, segundo a classificagdo de Koéppen, € do tipo clima
subtropical umido, com chuvas em todas as estagdes, podendo ocorrer secas no
periodo de inverno, favorecendo a proliferacdo do mosquito Ae. aegypiti.

Muitos estudos demonstram a ocorréncia de mutacbes que levam a
resisténcia a inseticidas piretroides (Duque et al. 2004, Beserra et al. 2007; Martins
et al. 2009, Lima et al. 2011, Bona et al. 2012; Aguirre-Obando et al, 2015, Lopes et
al., 2021), reduzindo os efeitos destes no controle dos mosquitos. Essas mutagoes
ocorrem em proteinas transmembrana do canal de sédio voltagem-dependente (Nav)
que reduzem a ligagéo aos piretréides sdo conhecidas como “knockdown resistance”
(kdr). O termo refere-se a perda imediata da coordenagao dos insetos causada por
exposicao aos inseticidas e a recuperacao apos o efeito dos mesmos (Saavedra-
Rodriguez et al., 2007). As analises genéticas dessas mutacbes podem fornecer
informagdes para que, em conjunto com demais agdes possam controlar a ocorréncia
de vetores e consequentemente das viroses transmitidas por eles. Diante disso,
estudar a ocorréncia e distribuicdo dessas mutagdes em populagdes de Ae. aegypti
€ de extrema importancia, principalmente em municipios com alta incidéncia da
doenca, como Florestépolis, para que medidas alternativas de controle do vetor

sejam utilizadas.

MATERIAL E METODOS
Os ovos de Aedes aegypti foram coletados em 31 diferentes pontos do
municipio de Florestopolis (PR) com a utilizagdo de uma ovitrampa adaptada. Apds a

instalagao de armadilhas, foi realizado um zoneado, ficando o municipio dividido em
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quatro distintas areas (Figura 9), cada uma delas referenciadas por uma Unidade de
Atencao Primaria em Saude (UAPS) (Tabela 1). As amostras foram analisadas com
periodicidade trimestral. Os ovos coletados nas armadilhas foram levados ao
laboratério para o processo de eclosdo. Para identificacdo dos exemplares foram
utilizadas as chaves dicotdmicas de Consoli e Lourengo-de-Oliveira (1994) e Forattini
(2002) com auxilio de microscopio 6ptico. As amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido em temperatura média de -200°C e mantido posteriormente em
temperatura de -80°C até a extragdo do DNA.

A extragao do DNA total fora realizada de acordo com Lopes (2019). A
quantificacdo do DNA obtido foi realizada com o espectrofotometro NanoDrop®. As
amostras foram armazenadas a -20°C para analises posteriores. As reagdes de PCR
alelo-especifica para as mutagdes Val1016lle e Phe1534Cys foram realizadas
conforme Saavedra Rodriguez et al. (2007) e Martins et al. (2009), utilizando os
primers fowards 1016Val 5’-GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCA CAA
ATT GTT TCC CAC CCG CAC CGG-3’, 1016lle 5-GCG GGC ACA AAT TGT TTC
CCA CCC GCA CTG A-3’ e um primer reverse comum para ambos 5-GGA TGA ACC
GAA ATT GGA CAA AAG C-3'. Para a mutacdo Phe1534Cys foram utilizados os
primers reverse comum para ambos os alelos 5-TCT GCT CGT TGA AGT TGT CGA
T-3', dois primers forward alelo-especificos 1534Phe+ 5'-GCG GGC TCT ACT TTG
TGT TCT TCATCA TAT T-3' e 1534Cyskdr 5-GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG
GGG CCT CTA CTT TGT GTT CTT CAT CAT GTG-3' de acordo com Harris et al.
(2010).

Para verificacdo alelos amplificados foi preparado um gel de agarose a
2,5%, contendo 8uL de amostra de PCR, 5 uL do marcador e 2 uL do corante SYBR®
Safe. Apéds a eletroforese, o gel foi submetido ao transiluminador para visualizagdo de
bandas formadas. A partir do padrao de bandas, para cada uma das populag¢des foram

calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, nos trés trimestres 360 mosquitos foram genotipados (120
individuos em cada trimestre), para cada trimestre foram analisados 30 individuos
de cada regido de estudo buscando maior diversidade quanto ao més e as
armadilhas de origem. As coletas do primeiro trimestre foram realizadas em um

periodo em que nao haviam sido aplicados inseticidas piretroides por veiculos UBV,
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enquanto durante o segundo e terceiro trimestre, as populagdes ja haviam sido
expostas ao inseticida piretroide. A pressao de selegao ocasionada por inseticidas
faz com que individuos que apresentem mecanismos que possam reverter ou
impedir os efeitos desses inseticidas sejam prevalentes em uma populagdo. O
aumento na frequéncia dos alelos selecionados na populagédo pelos inseticidas é

responsavel pela selegao de populagdes altamente resistentes.

Os inseticidas piretroides, facilmente obtidos pela populagdo em
supermercados e casas agricolas, agem na manutengdo dos canais de sdédio
voltagem-dependente na conformagao aberta, ocasionando a propagagao continua
do impulso nervoso e a consequente morte do inseto (Braga & Valle, 2007). As
mutagdes em genes de proteinas transmembrana do canal de sodio voltagem-
dependente (Nav) que reduzem a ligagdo aos piretroides s&o conhecidas como
“knockdown resistance” (kdr) (Saavedra-Rodriguez et al., 2007). Os genes
associados ao fenétipo kdr, apresentam-se de forma recessiva, ou seja, a detecgao
desse mecanismo de resisténcia so € possivel em condigdo de homozigose (Davies
et al., 2008).

Para a mutacéo Val1016lle, de todos os individuos genotipados durante
o primeiro trimestre (antes da aplicagao de inseticida por UBV), 100% dos individuos
foram heterozigotos em todos os pontos de coleta. Ja no segundo trimestre houve
mudanga sutil na frequéncia dos gendtipos observados, onde foi verificada uma
frequéncia genotipica de aproximadamente 93% de individuos heterozigotos
(Val/llleu) e aproximadamente 7% de individuos homozigotos recessivos (lleu/lleu)
para o ponto de coleta A, enquanto no ponto de coleta B foi observado 10% de
homozigotos dominantes (Val/Val) e 90% de heterozigotos (Val/lleu). Nos demais
pontos de coleta, a frequéncia genotipica manteve-se a mesma do primeiro
trimestre, com 100% de heterozigotos para a mutagéo (Tabela 2). No terceiro
trimestre algumas mudancas nas frequéncias genotipicas foram observadas. Para
o ponto de coleta A foi observado 6% de gendtipos selvagens homozigotos
dominantes (Val/Val), 83% de heterozigotos (Val/lleu) e 10% de homozigotos
recessivos (lleu/lleu). Ja para os demais pontos de coleta, houve uma diminui¢ao
na porcentagem de heterozigotos e aumento de homozigotos recessivos, como

pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas para a mutacao Val1016lle durante o primeiro,
segundo e terceiro trimestres de coletas. *Equilibrio de Hardy-Weinberg: teste do Chi-
quadrado com grau de liberdade 1

*HW X2 Frequéncia
Trimestre Regido Frequéncia genotipica (p=20,05) alélica trimestral
(municipio)
N Val/Vval*  Val*/llekd" lle/llekdr Val lle
Primeiro A 30 0 1 0 30 0,5 0,5
B 30 0 1 0 30
C 30 0 1 0 30
D 30 0 1 0 30
Segundo A 30 0 0,933 0,06 21,50 0,5 0,5
B 30 0,1 0,9 0 18,76
C 30 0 1 0 30
D 30 0 1 0 30
Terceiro A 30 0,06 0,83 0,1 13,40 0,38 0,62
B 30 0 0,73 0,26 10,05
C 30 0 0,73 0,26 10,05
D 30 0 0,6 0,4 5,51
Total 360 0,46 0,54

Dos mosquitos genotipados para a mutagdo Phe1534Cys nas quatro
regides da cidade de Florestopolis, para as coletas realizadas no primeiro trimestre
20% eram heterozigotos (Phe/Cys) e 80% homozigotos recessivos para o alelo
mutante (Cys/Cys) no ponto de coleta A (Tabela 3). Para os demais pontos de
coleta, as frequéncias genotipicas foram diferentes. No ponto B, apenas 3% eram
heterozigotos (Phe/Cys) e, aproximadamente 97% homozigotos recessivos para o
alelo mutante (Cys/Cys), enquanto para os pontos C e D, 100% dos individuos
analisados eram homozigotos recessivos (Cys/Cys) (Tabela 3). Para o segundo
trimestre, houve alteracdo da frequéncia dos gendtipos para a mutagéo
Phe1534Cys, entretanto, a porcentagem de individuos homozigotos recessivos
(Cys/Cys) ainda foi predominante em todas as populagdes (Tabela 3). Ja no terceiro
trimestre, apenas a populagdo A apresentou 3% de heterozigotos e 97% de
homozigotos recessivos, as demais populagdes apresentaram 100% de gendtipos

homozigotos recessivos (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas para a mutacdo Phe1534Cys durante o
primeiro, segundo e terceiro trimestres de coletas. *Equilibrio de Hardy-Weinberg: teste do
Chi-quadrado com grau de liberdade 1

*HW X? Frequéncia
Trimestre Regido Frequéncia genotipica (p20,05) alélica trimestral
(municipio)
N Phe/Phe*  Phe*/Cys ¥  Cys/Cys*" HW X2
Primeiro A 30 0 0,20 0,8 0,370 0,03 0,97
B 30 0 0,03 0,96 0,008
C 30 0 0 1 30
D 30 0 0 1 30
Segundo A 30 0 0,06 0,93 32,63 0,03 0,97
B 30 0 0,1 0,9 30,31
C 30 0 0,06 0,93 32,63
D 30 0 0 1 30
Terceiro A 30 0 0,03 0,96 0,008 0,004 0,996
B 30 0 0 1 30
C 30 0 0 1 30
D 30 0 0 1 30
Total 360 0,02 0,98

As frequéncias genotipicas observadas para as duas mutacdes, revelam
uma mudanga discreta na frequéncia dos gendtipos, entretanto, para a mutagao
Val1016lle ocorre uma predominancia de heterozigotos (Val/llleu) em todos os
trimestres, enquanto para a mutacdo Phe1534Cys a frequéncia de individuos
homozigotos recessivos (Cys/Cys) foi maior em todos os trimestres. Isso também
pode ser observada pela frequéncia alélica trimestral observada e pela frequéncia
alélica total (Tabelas 2 e 3). Foi possivel observar uma frequéncia alélica semelhante
para a mutagdo Val1016lle, com uma frequéncia de 0,46 para Val* e 0,54 Para llek<.
Ja para a mutacao Phe1534Cys a frequéncia de alelos mutantes foi extremamente
alta, correspondendo a 98% dos alelos dos individuos estudados.

No Brasil ja foram detectadas populacdes resistentes a piretréides em
diversos estudos, inclusive no estado do Parana (Duque et al. 2004, Beserra et al.
2007; Martins et al. 2009, Lima et al. 2011, Bona et al. 2012; Aguirre-Obando et al,
2015). Para as mutagdes analisadas neste trabalho, Val1016lle e Phe1534Cys, ja
foram realizadas analises em 30 populagdes brasileiras de Ae. aegypti mostrando a
distribuicdo da, mostrando que estes alelos estao distribuidos de forma regionalizada
no pais, sendo a distribuicao da mutacdo Phe1534Cys por todo o territério e as duas
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mutagdes kdr ocorrem principalmente na regido Centro- Sul (Linss et al. 2014).

Um estudo realizado por Lopes et al. (2021) na cidade de Londrina
constatou que as mesmas mutagdes, Val1016lle e Phe1534Cys, tiveram uma
frequéncia alélica de 50% Val1016lle para e 48% para Phe1534Cys. Os autores ainda
observaram um fluxo génico baixo, com uma elevada diferenciagcdo entre as
populagdes, sugerindo a influéncia da deriva genética. Levando em consideragao
essas informacdes, podemos inferir que 0 mesmo esta ocorrendo no municipio de
Forestdpolis, onde a alta frequéncia de gendétipos heterozigotos e mutantes para
ambas as mutag¢des demonstra que individuos mutantes estdo sendo selecionados e
estabelecendo populacdes resistentes na cidade, demonstrado pela frequéncia muito
baixa de individuos selvagens para as duas mutagoes.

Nas andlises realizadas nos individuos de Florestépolis, nenhuma das
populagcdes apresentou-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (que leva em
consideragao a auséncia de selegcdo, mutagdes, deriva genética e acasalamento
preferencial) para ambas as mutagbes, 0 que demonstra as popula¢des estdo
evoluindo. O equilibrio de Hardy-Weinberg permite fazer inferéncias sobre os desvios
das frequéncias observadas com as esperadas, além de permitir especulagdes sobre
0s motivos que ocasionaram os desvios, tornando-se uma ferramenta essencial nesse
tipo de estudo (Hartl 2008).

Analisando a distribuigdo dos alelos nas diferentes regides de Florestopolis
na Figura 11, é possivel observar que as mutagdes se distribuem de forma semelhante
por todas as regides do municipio, o que evidencia uma frequéncia elevada de

individuos portadores da mutagao Val1016lle e mutantes para Phe1534Cys.
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{ —_— mVal mille =mPhe = Cys

Fig. 11. Mapa do Parana evidenciando o municipio de Florestépolis. Em destaque a distribuicdo das
frequéncias alélicas por regido do municipio de Florestdpolis. Os graficos representam as mutagdes
Val1016lle (vermelho e azul) e Phe1534Cys (verde e roxo). Observe a predominancia de alelos

mutantes em todas as regidées do municipio.

As analises genéticas nas populacbes de Aedes aegypti coletadas no
municipio de Florestopolis permitiram concluir que as mutagbes Val1016lle e
Phe1534Cys estao presentes em todas as populagdes coletadas. As frequéncias dos
alelos que conferem resisténcia sdo elevadas. A analise de populagdes antes e apos
a aplicacdo de inseticida no municipio, demonstra que essas populagbes ja
apresentavam alelos que conferem resisténcia, demonstrando que a aplicagcao de
inseticida piretroides pode nao apresentar o resultado esperado, sendo necessario
formas alternativas de controle do vetor.

As analises relativas ao quarto trimestre de coleta estdo sendo realizadas
no laboratdrio e serao adicionadas aos dados para serem submetidos para publicacao
e assim para uma melhor visdo sobre a distribuicdo dessas muta¢des no municipio de
Florestopolis. Os resultados serdo apresentados em camaras técnicas de trabalho,

afim de estimular processos que minimizem a utilizac&o de inseticidas sintéticos assim
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como estimule a busca por conhecimento sobre outras formas de monitoramento e

controle do mosquito no estado do Parana.
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Consideragoes Finais

As analises genéticas nas populacbes de Aedes aegypti coletadas no
municipio de Florestopolis permitiram concluir que as mutagbes Val1016lle e
Phe1534Cys estdo presentes em todas as populagdes coletadas. As frequéncias dos
alelos que conferem resisténcia sédo elevadas. A analise de populag¢des antes e apds
a aplicacdo de inseticida no municipio, demonstra que essas populagbes ja
apresentavam alelos que conferem resisténcia, demonstrando que a aplicacdo de
inseticida piretroides pode nao apresentar o resultado esperado, sendo necessario

formas alternativas de controle do vetor.



