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RESUMO

O uso continuado e indiscriminado de inseticidas quimicos ocasiona uma intensa
pressdo de selecéo, acarretando problemas para os programas de controle vetorial dos insetos.
Resisténcias do tipo Kdr (Knockdown resistance) tém sido reportadas em varias localidades
do Brasil e demais areas tropicais e subtropicais do mundo, sendo caracterizada por alteracoes
no canal de sodio dos insetos, ocasionando perda da coordenagdo, apOs a exposicao ao
inseticida, com recuperacdo apdés o seu efeito, frequentemente, causada por mutacGes de
carater recessivo, dentre as quais, Vall016lle, localizadas no canal de sodio voltagem
dependente de mosquitos da espécie A. aegypti (AaNa,), vetor da dengue. Este trabalho teve
como objetivos, avaliar a suscetibilidade de larvas de 3° estadio final e 4° inicial ao inseticida
temefds, formulacdo Abate 1G e adultos, ao inseticida deltametrina, bem como, verificar
atividade das esterases, fosfoglicomutase e hexoquinase, e presenca da mutacdo Val1016lle,
em quatro populagdes de A. aegypti na cidade de Manaus/AM, submetidas e ndo submetidas
aos inseticidas. Foram analisadas, por meio de bioensaios de suscetibilidade a inseticidas, as
populagdes de A. aegypti dos bairros: Alvorada I, Coroado I, Monte das Oliveiras e Praca 14
de Janeiro, de modo a estimar as taxas de mortalidade, utilizando as doses diagnésticas de
ABATE 1G (0,012 mg/L) e deltametrina (5pg). Com os resultados obtidos dos bioensaios
foram identificadas as populacdes Praca 14 e Alvorada I, como sendo as mais resistentes e as
demais, Coroado | e Monte das Oliveiras, menos resistentes. Ndo foi possivel associar a
atividade esterasica com a resisténcia ao organofosforado temefds, nem a deltametrina,
embora tenham sido observadas mais bandas (isoenzimas) em populagdes do campo, quando
comparadas a da linhagem suscetivel Rockefeller, submetidas ao inseticida piretroide. Neste
caso, ha possibilidade das esterases estarem sendo reguladas por algum mecanismo genético
que, em presenca do inseticida ocorra ativacdo preferencial de determinadas formas
isoenzimaticas. A presenca da mutacdo Kdr foi verificada em todas as populagdes analisadas,
sendo que a populacdo da Praca 14 foi a que apresentou a maior frequéncia (0,98) e o Monte
das Oliveiras, a menor (0,58). Os valores de X?, para as quatro populacdes, ndo foram
significativos, indicando que as mesmas estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg, com
excesso de heterozigotos e diferenciacdo genética interpopulacional moderada, sendo as
populacdes da Praca 14 e do Monte das Oliveiras as mais distantes geneticamente. A presenca
da mutacdo Val1016lle em todas as populacdes analisadas sugere que o uso de piretrdides esta
expondo as populacdes a intensas pressdes de sele¢do. Assim, faz se necessario a revisdo das
medidas utilizadas para o controle vetorial, bem como, a substituicdo do deltametrina por
inseticidas alternativos, cuidando para que a suscetibilidade seja constantemente monitorada,
de modo a garantir o controle populacional deste vetor.

Palavras-chave: Aedes aegypti—resisténcia—organofosforados—piretroides—Kdr (Resistance)



ABSTRACT

Continued use of chemical pesticides and has led population to intense selection
pressure, causing problems for vector control programs. Resistances Kdr (Knockdown
resistance) have been reported in several locations in Brazil and other tropical and subtropical
areas of the world, characterized by changes in sodium channel of insects, causing loss of
coordination, after exposure to the insecticide, with recovery its effect often caused by
recessive mutations, among which, Val1016lle, located on voltage-gated sodium channel
mosquito species A. aegypti (AaNa,), dengue vector. This study aimed to evaluate the
susceptibility of third instar larvae to the insecticide temefds, formulation ABATE 1G and
adults, deltamethrin, and determining esterase activity, phosphoglucomutase and hexokinase,
and the presence of the mutation Val1016lle in four A. aegypti populations Manaus / AM,
submitted and not submitted to insecticides. Were analyzed by means of bioassays of
insecticide susceptibility, neighborhoods A. aegypti populations: Alvorada I, Coroado I,
Monte das Oliveiras and Praga 14 de Janeiro, in decreasing order to estimate mortality rates,
using the diagnostic doses of ABATE 1G (0.012 mg / L) and deltamethrin (5ug). With the
results of bioassays were identified Praga 14 and Alvorada | populations like being the more
resistant, and Coroado | and Monte das Oliveiras, less resistant. Unable to associate the
esterase activity with resistance to organophosphate temephos, nor to deltamethrin, although
they have been observed more bands (isoenzymes) in field populations when compared to the
susceptible strain Rockefeller, submitted to the pyrethroid insecticide. In this case, there is
possibility of esterases are being regulated by a genetic mechanism that insecticide occurs in
the presence of preferential activation of certain isoenzyme form.The presence of Kdr
mutation was found in all populations studied, and the Praca 14 population was the one with
the highest frequency (0.98) and the Monte das Oliveiras, the lowest (0.58). The X? values for
the four populations were not significant, indicating that they are in Hardy-Weinberg
equilibrium, with an excess of heterozygotes interpopulation and moderate genetic
differentiation, and Praca 14 and the Monte das Oliveiras populations, the most distant
genetically. The presence of the mutation Val1016lle in all populations analyzed suggests that
the use of pyrethroids is exposing populations to intense selection pressures. Thus, it is
necessary to review the measures used for vector control, as well as the substitution of
alternative insecticides deltamethrin by, making sure that the susceptibility is constantly
monitored to ensure population control of this vector.

Keywords: Aedes aegypti — resistance — organophosphates — pyrethroids — Kdr (Resistance)
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INTRODUCAO

1.1 A DENGUE E O Aedes aegypti

A dengue é considerada a arbovirose mais frequente em todo o mundo, constituindo
causa importante de morbidade e mortalidade (SAMUEL e TYAGI, 2006). Estima-se que 2,5
a 3,0 bilhGes de pessoas residam em areas onde existe transmissao dos virus da dengue e que,
a cada ano, ocorram 50 milh&es de infecgdes com 500.000 casos de dengue hemorrégica e
12.000 mortes em todo o mundo (BRICKS, 2004). Ocorre em regides tropicais e subtropicais,
compreendidas principalmente, entre os paralelos (latitudes) 45 °N e 35 °S ou mesmo fora
desses limites, mas dentro das zonas isotermais de 20 °C (Figura 1), predominantemente, em
areas urbanas, suburbanas e também em é&reas rurais (CHATURVEDI, 2006). O agente
etiologico da dengue é um arbovirus pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae.
Apresentam propriedades antigénicas distintas que caracterizam quatro sorotipos
denominados virus dengue 1 (DENV 1), virus dengue 2 (DENV 2), virus dengue 3 (DENV 3)
e virus dengue 4 (DENV 4). E transmitido aos humanos através da picada de fémeas
infectadas, de espécies de mosquitos do género Aedes, sendo A. aegypti a principal vetora
(GUBLER, 1998).

Dengue: paises ou areas de risco, 2009

© A January isotherm

Paises ou areas onde a
dengue fol reportada The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits of the northem and
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue vinuses.

Figura 1: Paises/Areas com risco de transmissdo de dengue no ano de 2009, de acordo com a Organizacio
Mundial da Satde (Fonte: WHO, 2009).



Pertencente a classe Insecta, ordem Diptera, familia Culicidae, género Aedes,
subgénero Stegomyia, Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 € uma espécie que possui
desenvolvimento holometabolo (quatro estagios: ovo-larva-pupa-adulto, sendo quatro estadios
larvais), habito diurno ou crepuscular vespertino, oportunista, deposita seus ovos diretamente
sobre a superficie liquida ou em um substrato imido, préximo a agua ou em local inundavel.
Produz ovos resistentes a dessecacdo, ou seja, uma vez que o embrido esteja formado no
interior do ovo, 0 mesmo mantém-se viavel em locais secos por mais de um ano. O contato
com a agua induz a ecloséo das larvas, fazendo com que a espécie dé preferéncia a criadouros
transitorios, naturais ou artificiais como: bromélias, bambus cortados, pneus, latas, vidros,
cacos de garrafa, pratos de vasos, entre outros, que durante o periodo de chuvas, ocasiona
grande flutuacdo de densidade de adultos, variando com o aumento da quantidade de chuvas e
da temperatura ambiente, caracteristico do verdo. E neste periodo que os criadouros sdo
preenchidos pelas aguas das chuvas sendo ciclicamente reabastecidos, desencadeando o
processo de eclosédo dos ovos depositados ali meses antes. Assim, as chuvas influenciam
positivamente na densidade desses insetos, elevando-a enormemente nessas ocasides. Por
outro lado, durante o periodo de menor precipitacdo e temperaturas mais baixas, estes insetos
podem manter-se completamente ausentes ou em niveis de densidade bem baixos. A
transitoriedade dos criadouros utilizados impde um desenvolvimento rapido das suas fases
larvais e da pupa, pois o ciclo inteiro deve ser completado antes da evaporacdo total do
liquido do criadouro (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).

Facilmente reconhecido, o A. aegypti apresenta coloracao escura, variando do marrom
ao preto, com escamas ornamentais prateadas, que formam o classico desenho da lira em seu
torax O abdome é escuro com manchas brancas prateadas formando anéis. Os fémures e tibias
sdo revestidos de escamas brancas e os articulos tarsais com nitidas anelacdes brancas na
extremidade basal (SUCEN, 1997).

Atingida a fase adulta, ap6s a copula, as fémeas de A. aegypti, saem em busca da
alimentacdo sanguinea, necessaria a maturacdo dos Ovulos. Geralmente preferem sugar o
sangue de mamiferos, sendo o sangue humano preferido em primeira instancia. Na ocasido do
repasto sanguineo, a fémea é infectada com o virus ao se alimentar do sangue de um individuo
infectado, durante a fase de viremia. Apds um periodo de incubagdo extrinseca, que dura de
oito a dez dias, ela esta apta a transmitir o virus por toda sua vida (DONALISIO e GLASSER,
2002), seja para 0 homem, através da picada e injecdo de saliva, ou para outros mosquitos,

através da copula ou de forma vertical. O periodo de incubacgdo do virus no homem dura, em



média, de quatro a sete dias, durante os quais, a doenga pode variar de forma assintomaética e
clinicamente inespecifica até quadros fatais (FERREIRA et al., 2005; SINGHI et al., 2007).

Geograficamente, esta espécie é originaria do Velho Mundo, da regido etiopica, sendo
descrita no Egito (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994), acompanhou 0 homem
em sua migracdo pelo mundo, onde as alteragBGes antropicas propiciaram a sua proliferacéo.
Est4 presente nos locais para onde o homem a levou em embarcacdes, trens, automoveis,
avides etc., e onde encontrou condi¢des favoraveis para a sua multiplicacdo. No Brasil foi
introduzida durante o periodo colonial, com o trafego de escravos. Devido a sua importancia
como transmissora da febre amarela foi intensamente combatida no territorio brasileiro, tendo
sido considerada erradicada em 1955. Contudo, paises vizinhos como as Guianas e a
Venezuela, dentre outros sul-americanos, como também os Estados Unidos da América, Cuba
e varios paises Centro-americanos, ndo a erradicaram. Esse descuido provocou a reinfestacédo
no Brasil pelo A. aegypti, em Belém do Par4, em 1967, no Estado do Rio de Janeiro,
provavelmente, em 1977 e em Roraima no inicio da década de 1980, ocorrendo, inclusive nos
Estados litoraneos, do Maranhdo ao Parand, e da Regido Centro-Oeste, além de Minas Gerais
e Tocantins (CONSOLI e LOURENGO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Como néo existe vacina, 0 combate a dengue se baseia no controle do inseto vetor.
Embora ocorram importantes avangos no desenvolvimento de medidas alternativas, o uso de
inseticidas quimicos continua sendo essencial nos programas de controle integrado, sendo
utilizados ha muitos anos devido a sua eficacia, sustentabilidade e baixo custo (ROSE, 2001,
PRIETO et al., 2002).

Entre as principais classes de inseticidas comumente usados no controle destes vetores
estdo os organofosforados e os piretréides. Porém, os principais problemas do uso
indiscriminado destes inseticidas sdo aparecimentos de populacdes resistentes de mosquitos a
esses produtos e os danos ambientais provocados por seu uso intensivo (POLANCZYK et al.,
2003; LUNA et al., 2004).

1.2 INSETICIDAS QUIMICOS

O controle quimico, com inseticidas de origem organica ou inorganica € uma das
metodologias mais adotada, como parte do manejo sustentavel e integrado, para o controle de
vetores em Saude Publica (ROSE, 2001). O desenvolvimento de inseticidas que permanecem
ativos por periodos longos foi um dos mais importantes avangos no controle de insetos

acontecidos no seculo XX. O primeiro inseticida de efeito prolongado, ou propriedade



residual foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um organoclorado desenvolvido durante a
Segunda Guerra Mundial, que, quando aplicado em paredes e tetos de casas, permanecia ativo
contra os insetos por varios meses (ROZENDAAL, 1997). Os outros compostos organicos
pertencem, principalmente, aos grupos dos organofosforados, carbamatos ou piretroides.
Todos esses grupos atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos e tém sido usados nos
programas de controle de doencas transmitidas por vetores (MELLON e GEORGHIOU,
1984; RATHBURN, 1985; PALCHICK, 1996).

1.2.1 Organofosforados

Os inseticidas organofosforados (OP) pertencem a classe de maior interesse comercial
e toxicoldgico. Possuem esse nome por serem ésteres ou tidis derivados de acidos fosforicos,
fosfonico, fosfinico ou fosforamidico (V. SANTOS et al., 2007). A aplicagdo comercial
destes compostos na agricultura comegou em 1941, com o Scharadan
(octametilpirofosforamida) (GILMAN, 2003). Sdo amplamente utilizados em agua estagnada
e reservatdrios de agua potavel para uso doméstico por serem biodegradaveis, porém, devido
a instabilidade quimica, requerem aplicacBGes periddicas, em ciclos bimestrais (BRAGA e
VALLE, 2007; MELO et al., 2008).

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

O organofosforado temefos (C16H2006P2S3) (Figura 2) foi introduzido no mercado em
1965 (MELO et al., 2008), sendo o Unico larvicida do grupo com uso generalizado no
controle de larvas de mosquito, aprovado pela Organizacdo Mundial da Saide para uso em
agua de consumo humano, por suas caracteristicas de baixa toxicidade aguda e pouca
persisténcia no ambiente (WHO, 2007). No entanto, esse produto pode causar intoxicagdes
graves se absorvido pelos pulmdes ou ingerido em altas doses, sendo ainda discretamente
irritante em contato com a pele e olhos (FISPQ, 2011).

No Brasil, este composto é utilizado desde 1967 (BRASIL/MS, 1968), sendo aplicado
em ciclos bimestrais. Ap6s a epidemia de 1986 o uso de organofosforados se intensificou
(SCHATZMAYR, 1986; DLETZ, 1990; BRAGA et al., 2004), e desde a implantacdo do



Plano para Erradicacdo do A. aegypti (PEAa), seu uso em programas de salde publica foi
ampliado consideravelmente pela adi¢do de cerca de 5 mil toneladas de temefds por ano
(SESA-PE, 1997; FUNASA, 2001).
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Figura 2: Estrutura quimica do larvicida organofosforado temefds, de nome quimico O,0-(ditio-4,1fenileno) bis
(O,0-dimetilfosforotioato); O,0'(ditio-4,4-fenileno)O,0,0',0' tetrametil bis fosfototioato.

1.2.2 Piretroides

Classe de inseticida amplamente utilizado no pais. Estes compostos foram
introduzidos no mercado em 1976 e ainda que sejam mais caros por unidade de peso em
relacdo aos outros inseticidas, os piretroides tém sido bastante empregados na area da Saude e
na Agricultura. Isto ocorre devido a sua alta eficiéncia, sendo necessarias menores
quantidades de produto ativo, resultando em menor contaminacdo nas aplicacfes (SUCEN,
2010).

De custo elevado, os piretroides sdo produzidos a partir de uma substancia natural
extraida de crisantemos, o piretro. Os piretroides sintéticos classe dois (cipermetrina) e trés
(deltametrina) (Figura 3) somam aproximadamente 25% do mercado mundial de inseticidas,
pois agem rapidamente, sdo biodegradaveis, ndo cumulativos e raramente toxicos a aves e
mamiferos (HEMINGWAY, 2004; BRAGA e VALLE, 2007a).
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Figura 3: Estrutura quimica dos piretrdides: a) Cipermetrina (C,,H19CI,NO3) e b) Deltametrina (C,;H19BroNO3).




A exposicdo aos piretrdides pela populagdo ocorre, principalmente, via ingestdo de
residuos presentes nos alimentos e inalagdo ap6s o uso do inseticida no interior de domicilios.
Apesar das vantagens apresentadas pelos piretroides em relacdo a outros inseticidas, 0s
mesmos cuidados devem ser tomados para sua utilizacdo, ja que podem exercer nos
vertebrados efeitos neuro e cardiotdxicos, afetando principalmente, o figado e os rins (M.
SANTOS et al., 2007).

Os piretréides, bem como, o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) atuam no sistema
nervoso do inseto, alterando a funcdo normal do canal de sodio. Piretrdides do tipo |
provocam a abertura prolongada do canal de sodio, levando a impulsos repetitivos sem
resposta a um unico estimulo, causando a exaustdo e morte. Piretrdides do tipo Il causam uma
despolarizacdo da membrana, acompanhada por uma supressdo do potencial de acdo
(SODERLUND e BLOOMQUIST, 1989; NARAHASHI, 1992; DONG, 2007).

Em 1999, os piretrdides substituiram os organofosforados no controle de adultos de A.
aegypti na maior parte do pais, com excecdo de Sdo Paulo, onde sdo utilizados desde 1989
(MACORIS et al., 1999; BRAGA et al., 2004). A periodicidade das aplicacBes ocorre de seis
meses, porém, a duracdo do efeito residual destes inseticidas pode variar entre dois e seis
meses (R. SANTOS et al., 2007).

1.3 MONITORAMENTO DA RESISTENCIA

Apds a deteccdo dos primeiros casos de reducdo de suscetibilidade, visando organizar
e sistematizar atividades para 0 monitoramento da resisténcia do A. aegypti aos inseticidas
utilizados no pais foi instituida em 1999 dentro da Fundacdo Nacional da Salde-FUNASA
(Ministério da Saude) a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de A. aegypti
(MORENAAa) a Inseticidas. Inicialmente foram realizados ensaios bioldgicos expondo larvas a
dose diagnostica do temefds (OMS, 1981; FUNASA, 2000, 2002).

Entre 1999 e 2000, foram avaliadas populacdes de A. aegypti de 67 municipios do
pais, tendo sido detectada resisténcia a temefos, principalmente, em municipios das Regides
Sudeste e Nordeste. Posteriormente, foram realizados ensaios do tipo dose-resposta para
quantificar a resisténcia detectada e estudos bioquimicos para determinar 0os mecanismos
envolvidos na resisténcia. Atualmente, cerca de 80 municipios do pais vém sendo avaliados
bianualmente. A resisténcia ao temefés tem sido detectada em muitas das populagdes
avaliadas e em todas as regides do pais (BRAGA et al., 2004; LIMA et al., 2003; MACORIS
et al., 2003).



No Brasil, para monitoramento da resisténcia a piretroides em individuos adultos, é
utilizado protocolo do CDC, Atlanta (BROGDON e MCALLISTER, 1998) para bioensaios
com garrafas impregnadas, e protocolo da OMS para bioensaios com papel impregnado
(WHO, 1981). O primeiro tem o objetivo de avaliar o periodo gasto pelo inseticida para
penetrar no mosquito, atravessar os tecidos intervenientes, atingir o sitio alvo e atuar em
mosquitos expostos a garrafas impregnadas com o produto avaliado. Também é possivel
avaliar a dose adequada para matar a populacdo de mosquitos estudados. Pereira-da-Cunha et
al. (2005) realizaram algumas modificacdes no procedimento de avaliacdo para diferir efeito
“knockdown” de mortalidade nesse ensaio. Os bioensaios com papéis impregnados também
avaliam a suscetibilidade dos insetos ao produto testado, e séo utilizados sob a forma de Kits
de acrilico, conhecidos como kit OMS (WHO, 1981).

1.3.1 Tipos de ensaios para avaliacdo de resisténcia

1.3.1.1 Bioensaios dose-diagndstica

Dose-diagndstica é a dose predeterminada de um inseticida, que apresenta efeito letal
para a maioria dos individuos susceptiveis, mas que ndo afeta a maioria de individuos
resistentes (FERRARI, 1996). Este é considerado o método mais simples de deteccdo da
resisténcia, ja que a OMS oferece uma lista de doses-diagndsticas de varios inseticidas, para
uma variedade de espécies de artrépodes transmissores de doencas (WHO, 1991). Quando o
inseticida em questdo age em formas aquaticas (larvas/pupas), a dose é aplicada na agua.
Bioensaios em garrafas sdo utilizados quando o inseticida testado age nas formas adultas,
sendo a dose aplicada na superficie interna do recipiente (BROGDON e MCALLISTER,
1998).

1.3.1.2 Bioensaios dose-resposta

Este tipo de ensaio é a ferramenta de escolha quando ha a necessidade de se monitorar
0 progresso da resisténcia em uma determinada populacdo. Uma escala de diferentes doses de
inseticidas € utilizada para se obter um espectro de respostas de mortalidade entre as amostras
estudadas. A resposta obtida pode ser analisada através da analise de probites (POLO-PC,
1987).



Ao submeter dados de dose-mortalidade & andlise de prdbites, é possivel observar a
resposta de uma determinada linhagem a um inseticida, estabelecendo-se a dose de inseticida
capaz de matar uma dada porcentagem dos individuos tratados em periodos determinados de
tempo. Desta maneira, tracam-se dois parametros: a CLs, concentracdo letal para 50% da

populacéo, e a CLgs, responsavel pela morte de 95% dos individuos (FERRARI, 1996).

1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA

A resisténcia é definida como a habilidade de uma linhagem de um organismo em
tolerar doses de tdxicos que seriam letais para a maioria da populagdo normal (suscetivel) da
mesma espécie (POLETTI e OMOTO, 2003). Ela pode ser vista como um processo de
evolucdo acelerada, em que uma populacdo resistente é selecionada com o uso de
determinados pesticidas (BRAGA e VALLE, 2007).

O uso do inseticida ndo causa alterac@es genéticas nos individuos, apenas seleciona 0s
gue ja possuem a caracteristica necessaria para sua sobrevivéncia. H4 quatro mecanismos
distintos que promovem resisténcia aos inseticidas: penetracdo reduzida, alteracdes
comportamentais, resisténcia metabdlica e alteragdes estruturais nos sitios-alvo
(HEMINGWAY e RANSON, 2000; BRENGUES et al., 2003; PAIVA, 2006).

A reducdo na taxa de penetracdo do inseticida € um mecanismo no qual, mudancas na
composicdo protéica do integumento podem levar a uma diminuicdo da penetracdo do
inseticida. E considerado de importancia secundéaria por conferir um baixo nivel de
resisténcia, porém associado a outros mecanismos o0 nivel de resisténcia aumenta
consideravelmente (APPERSON e GEORGHIOU, 1975; BRAGA e VALLE, 2007).

As alteracbes comportamentais podem fazer com que o0s insetos reconhecam
superficies tratadas com inseticidas, apresentando maior tendéncia de ndo adentrar nas areas
sob tratamento, assim, reduzindo a taxa de invasdo de domicilios ou modificando o horério do
repasto sanguineo (MATHENGE et al., 2001; PAIVA, 2006). Este mecanismo ainda ndo esta
claro, podendo ser um modo de selecdo natural (PICCOLI, 2010).

A resisténcia metabdlica se d& devido ao aumento da atividade detoxificante de
enzimas, 0 que possibilita a degradacdo da molécula quimica em compostos inertes. O
incremento do metabolismo pode ser o resultado de alteracdo, seja da enzima existente,
tornando-a mais eficaz na degradacdo dos inseticidas, seja dos mecanismos reguladores, que
aumentam a producgdo de moléculas de enzimas ja disponiveis em insetos suscetiveis, embora
em quantidades muito pequenas (BROGDON e MCALLISTER, 1998; FERRARI, 1996).



Esterases, oxidases, transferases e outras enzimas estdo diretamente envolvidas nos
processos metabolicos de resisténcia. Estas enzimas atuam no aumento da eficiéncia do
processo de forma proporcional aos niveis de expressdo das mesmas. Enzimas como as
oxidases e as transferases estdo relacionadas na detoxificacdo de diversos compostos. As
esterases, no entanto, atuam especificamente na detoxificagdo de organofosforados
(CONYERS et al., 1998). No mecanismo de metabolismo de xenobidticos elas podem ser
divididas em enzimas de Fase 1 e enzimas de Fase 2. As enzimas de Fase 1 reconhecem e
atuam diretamente sobre o composto exogeno, introduzindo um grupo polar reativo na
molécula, o que d& origem a substrato para as enzimas de Fase 2. A detoxificacdo que
contribui para a resisténcia a inseticidas € realizada por enzimas de Fase 1, como as
monooxigenases dependentes do citocromo P-450 e esterases, ou de Fase 2, no caso as
transferases, como a glutationa s-transferase (POLETTI e OMOTO, 2003).

Os inseticidas quimicos atuam no sistema nervoso central, em diferentes sitios-alvos.
As alteragdes estruturais no sitio-alvo diminuem sua afinidade pelo inseticida e sdo causadas
por alteracdes nos genes que codificam o sitio de acdo do inseticida, impedindo ou
dificultando a ligacdo do composto com a molécula-alvo. Este tipo de alteracdo pode
comprometer parcial ou integralmente a atividade do inseticida. A resisténcia de uma
populacdo de insetos pode ser decorrente de alteracdo desses sitios, de forma a impedir ou
dificultar a ligacdo com o inseticida. Esta presente na enzima acetilcolinesterase (AChE), nos
receptores neuronais do acido y-aminobutirico (GABA) e nos canais de sédio voltagem
dependente (Na,) (HEMINGWAY et al., 2004).

Acetilcolinesterase (AChE) €é o sitio-alvo de organofosforados e carbamatos
(HEMINGWAY e RANSON, 2000). Essa enzima é a responsavel pela degradacdo de
acetilcolina, neurotransmissor que, quando presente na fenda sinaptica, promove a propagacéo
do impulso nervoso, uma vez que provoca a abertura de canais de sodio na célula pds-
sinaptica. Em situacdo normal, apds a cessacdo do estimulo, a acetilcolina é removida por
recaptacdo ou por degradacdo enzimatica, sendo a acetilcolinesterase a enzima responsavel.
Organofosforados e carbamatos atuam inibindo a AChE e, em consequéncia, a acetilcolina
permanece na fenda sinaptica e o impulso ndo cessa, levando o inseto a morte. Nestes casos, a
resisténcia esta relacionada com afinidade reduzida da AChE pelo inseticida, o que permite a
interrupcdo normal, ou quase, do estimulo nervoso (FERRARI, 1996; FFRENCH-
CONSTANT et al., 1998; HEMINGWAY e RANSON, 2000).

Receptores do acido y-aminobutirico (GABA) séo os sitios-alvos dos ciclodienos e

policloroterpenos (organoclorados). Pertencem a uma superfamilia de receptores presentes
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nas jungdes sinapticas do sistema nervoso central e das sinapses neuromusculares de insetos
(HEMINGWAY e RANSON, 2000). Os inseticidas atuam sobre os receptores de GABA,
impedindo a entrada de ions cloro para o meio intracelular e, com isso, provocando a emissdo
de impulsos espontaneos que levam a contracdo muscular, convulsdes, paralisia e morte. A
resisténcia, ocasionada por insensibilidade do receptor de GABA aos inseticidas, ja foi
associada com mutacdo de Unico par de bases do receptor, ocasionando substituicdo de um
aminoéacido (alanina por serina) (HEMINGWAY e RANSON, 2000).

O canal de sddio voltagem dependente (Na,) é uma proteina transmembrana
constituida por quatro dominios homdlogos (I-1V), cada qual com seis segmentos
hidrofobicos (S1-S6) (Figura 4) (LOUGHNEY et al., 1989; MARTINS et al., 2009).

Dominiol Dominio ll Dominio il Dominio IV

Figura 4: Esquema do canal de s6dio voltagem dependente, seus quatro dominios homologos e suas seis
subunidades hidrofébicas (Fonte: PICCOLLI, 2010).

O funcionamento correto destes canais € essencial para a transmissdao normal do
impulso nervoso e, quando em contato com o inseticida, ocasiona a morte do inseto
(GARCIA et al., 2009). S3o os principais sitios-alvo dos piretrdides e de alguns
organoclorados [como os difenil-alifaticos (DDT) e o hexaclorociclohexano (BHC)]. A
ligacdo desses inseticidas mantém os canais de sdédio na conformacdo aberta e,
consequentemente, ha propagacdo continua do impulso nervoso, podendo levar o inseto a
morte. A resisténcia é resultante de sensibilidade reduzida do canal de sodio a esses
compostos (BLOOMQUIST, 1993; WARE, 2000; HEMINGWAY e RANSON, 2000). Mais
conhecido como mecanismo knockdown resistance (ou kdr), esse tipo de resisténcia a DDT e
piretrides foi registrado para varias espécies (VAIS et al., 2000). No entanto, é mais bem
caracterizado em moscas domésticas, para as quais, diversas variantes de kdr sdo descritas
inclusive o fator super-kdr (WILLIAMSON et al., 1993). Por causa da resisténcia cruzada
entre DDT e piretrdides, ensaios bioldgicos que identificam resisténcia a ambas as classes de
inseticidas podem ser Uteis como um indicador de resisténcia do tipo kdr (BRAGA e VALLE,
2007).

No total, mais de 20 mutacfes foram descritas, associadas a resisténcia a piretroides
(SODERLUND e KNIPPLE, 2003), todas encontradas no dominio Il do canal de sédio de
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mosquitos vetores como, Culex pipiens e A. gambie do kenyan, com a mutacdo Leul014Ser
(MARTINEZ-TORRES et al., 1999; RANSON et al., 2000), porém, Chang et al., em 2009,
identificaram a ocorréncia da mutacdo Aspl794Tyr, fora do dominio Il, ocorrendo em
conjunto com a mutacdo Val1l016Gly descrita anteriormente em populacdes de A. aegypti da
Asia (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007).

Em A. aegypti foram identificadas as mutacOes llel011Met em popula¢bes do
Nordeste e Sudeste do Brasil (MARTINS et al., 2009), 1le1011Met associada a Gly923Val em
populacdes de Belém/PA e em uma populacdo do Vietnd com a substituicdo Leu982Trp,
correlacionadas com menor suscetibilidade a piretroides (BRENGUES et al., 2003).

Em populagbes da América Latina e da Tailandia aléem da Ile1011Met, foi também
encontrada no mesmo sitio a alteracdo lle1011Val (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007;
RAJATILEKA et al., 2008), porém, sob pressao de selecdo com piretréides nédo foi verificada
a relacdo entre a resisténcia e a ocorréncia de mutacdo (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,
2007).

O sitio 1016 apresentou alteracdo na América Latina, Vall016lle, e na Asia,
Val1016Gly (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007; RAJATILEKA et al., 2008). Pressdo
de selecdo em laboratorio sobre populagcdes de Cuba e do México mostraram elevacao
drastica da frequéncia do alelo 1016lle em poucas geracdes (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et
al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

2.1 RESISTENCIA DE A. aegypti AOS INSETICIDAS QUIMICOS

Por mais de 30 anos e ainda hoje, o organofosforado temefés é o larvicida exclusivo
usado no Brasil para o controle de A. aegypti. Com as epidemias de 1986, seu uso foi
amplamente intensificado. Em pouco tempo, casos de resisténcia ao temefds em diversas
regides do Brasil comegaram a surgir, levando a implantacdo de programas de monitoramento
da suscetibilidade do mosquito aos inseticidas quimicos (ANDRADE e MODOLO, 1991,
CAMPOS e ANDRADE, 2001; POLANCZYK et al., 2003; BRAGA et al., 2004,
CARVALHO et al., 2004; LUNA et al., 2004). A existéncia de vetores resistentes a um
determinado produto quimico pode ocorrer como resultado de fatores genéticos e
operacionais, entre outros. A resisténcia é uma caracteristica genética que se insere numa
populagcdo em funcdo do uso de inseticidas. Ou seja, quanto mais o inseticida for utilizado,
mais rapido e maior € a selecdo de insetos resistentes na populacdo e, consequentemente,
maior o nivel de resisténcia atingido. A capacidade dos insetos de tolerar concentracdes
inicialmente letais promove uma reducdo gradual na eficacia dos inseticidas, até a sua
completa ineficiéncia. Os fatores operacionais também desempenham um importante papel na
implantacdo da resisténcia. Estes estdo relacionados ao uso de inseticidas (classe, formulagéo
e concentracdo, método de aplicacdo, frequéncia de tratamentos, etc.) e por isso, podem ser
perfeitamente controlados, fato que, na verdade, ndo ocorre devido ao uso indiscriminado dos
produtos (CRUZ, 2002; CARVALHO et al., 2004).

No processo de desenvolvimento de resisténcia pode ocorrer um fendmeno
denominado de “resisténcia cruzada” (protecdo contra mais de um inseticida por apenas um
mecanismo de acdo, comum entre inseticidas piretroides), onde toda a classe pode ficar
comprometida. E, dependendo do mecanismo envolvido, a resisténcia a um determinado
inseticida pode levar também ao estabelecimento de resisténcia aos inseticidas de outras
classes, dificultando a substituicdo do produto. Os principais problemas quando ocorre
suspeita de resisténcia sdo o emprego de maiores concentragdes ou quantidade do composto,
na tentativa de recuperar sua eficacia e o aumento da frequéncia de aplicacédo e substituicdo do
produto. Além dessas acOes serem ambientalmente negativas, ndo séo eficazes no controle da
expansdo territorial dos insetos vetores (CRUZ, 2002).

Diante desse aumento da presséo de selecdo, a OMS tem divulgado o problema e as

formas de retardar os processos de resisténcia, além de padronizar os métodos de deteccédo e
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vigilancia desses processos. A detec¢do e 0 monitoramento de alteragéo da suscetibilidade em
uma populagdo de vetores podem ser realizados por ensaios bioldgicos, bioquimicos e
moleculares. Os bioldgicos sdo importantes para detectar a alteracao de resposta da populacédo
avaliada por meio das taxas de mortalidade obtidas nos ensaios; ja 0s bioquimicos e 0s
moleculares podem detectar os mecanismos de resisténcias envolvidos, o que permite
determinar a resisténcia cruzada a varios inseticidas, facilitando a escolha dos inseticidas ou
métodos alternativos (OMS, 1992).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o nivel de suscetibilidade a inseticidas e sua relacdo com a presenca de
detoxificacdo enziméatica e mutacdo Kdr (Knockdown resistance) em populacdes de Aedes
aegypti de quatro bairros da cidade de Manaus, submetidas a bioensaios de resisténcia com 0s

inseticidas temefos e deltametrina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a suscetibilidade de larvas de A. aegypti de terceiro estadio final e quarto
inicial ao larvicida temefos, em populac@es de quatro bairros da cidade de Manaus;

- Determinar a suscetibilidade de alados de A. aegypti ao inseticida deltametrina, em
populacdes de quatro bairros da cidade de Manaus;

- Avaliar a atividade enzimatica do gene das esterases, fosfoglicomutase, e
hexoquinase, por meio de eletroforese de enzimas, em populac¢des de quatro bairros da cidade
de Manaus;

- Relacionar as atividades das enzimas com os niveis de suscetibilidade aos
inseticidas, envolvidos no mecanismo de resisténcia;

- Amplificar a regido codificadora do canal de sddio, sitio 1016 e verificar a presenca
ou ndo de mutacdo do tipo Kdr (knockdown resistance);

- Calcular a frequéncia alélica do gene Kdr em amostras da populacdo natural e em
amostras de individuos submetidos aos bioensaios;

- Relacionar a presenca/auséncia de mutacdo Kdr com a ocorréncia ou ndo de

populagdes resistentes.



15
4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO E CARACTERIZACAO DOS BAIRROS ANALISADOS

Foram analisadas populagdes de mosquitos provenientes de quatro bairros do
municipio de Manaus no Estado do Amazonas, tomando como base o Levantamento Réapido
de indice para A. aegypti (LIRAa) de 2010, fornecido pela Fundagéo de Vigilancia em Satde
do Amazonas - FVS/AM.

A escolha dos bairros foi mediante aqueles que apresentaram 0s maiores indices do
LIRAa por zona da cidade de Manaus, a saber: Alvorada | (zona Oeste); Coroado | (zona

Leste); Monte das Oliveiras (Zona Norte) e Praga 14 de Janeiro (Zona Sul) (Figura 5).
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Figura 5: Bairros de Manaus: Alvorada | (A), Coroado | (B), Monte das Oliveiras (C), Praca 14 de Janeiro (D),
onde foram realizadas as coletas (Fonte: google maps).
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4.2 COLETAS E MANUTENCAO DAS COLONIAS DE A. aegypti

Ovos de Aedes spp. foram coletados utilizando ovitrampas (Figura 6a), que sdo
armadilhas de oviposicdo, constituidas de recipientes escuros contendo paletas de Eucatex
(Figura 6b) de 2 cm de largura por 12 cm de comprimento, presas ao suporte plastico com
clipes, contendo infusdo de Capim Colonido (Panicum maximum) a 10%, usado como atrativo
de oviposicdo (REITER et al., 1991). Mensalmente, 30 destas armadilhas foram distribuidas
ao longo de toda extensdo de cada bairro, no peri e intradomicilio das residéncias, 1a
permanecendo por um periodo de sete dias.

Apds sete dias, as ovitrampas foram coletadas e levadas ao insetario da Coordenacao
de Pesquisas em Ciéncias da Saude- CPCS, no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia-
INPA, onde ficaram armazenadas em condicdes de temperatura (26+2°C), umidade (80+£10%)
e fotoperiodo (12h:12h) controlados. Foi realizada a triagem das paletas para verificar
presenca/auséncia de ovos e/ou larvas de mosquitos, com auxilio de uma lupa (Figura 6c).
Trés dias apds a recepcdo das paletas (tempo necessario para o desenvolvimento
embrionario), as mesmas foram postas em recipiente contendo agua desclorada e racéo para
gatos WHISKAS® triturada, para induzir a ecloso das larvas.

As larvas obtidas foram transferidas para bacias esmaltadas, contendo dgua desclorada
e racdo triturada, cobertas com tecido de malha fina, preso com um elastico, contendo um furo
preenchido por um chumagco de algoddo para facilitar a alimentacdo e 0 acesso com
capturador de Castro (Figura 6d). Estas receberam alimento e troca de agua sempre que
necessario, porém, ao atingirem o estagio de pupa, foram transferidas para um recipiente
misto, consistindo de um compartimento inferior contendo &gua, ligado a um compartimento
superior, amplo e telado, para abrigar os adultos recém-emergidos (Figura 6e). Apos a
emergéncia, os adultos foram identificados por meio da chave de Consoli e Lourengo-de-
Oliveira (1994) (Figura 6f e g) e separados em gaiolas confeccionadas com armacdo de
madeira, coberta com telas (Figura 6h). Estas gaiolas foram identificadas com os nomes dos
bairros selecionados e utilizadas para acondicionar os adultos de A. aegypti. Nessas gaiolas
com capacidade para acomodar cerca de 250 casais, foi oferecida solugdo de sacarose a 10%
para alimentacdo continua dos machos e fémeas. O repasto sanguineo das fémeas foi
realizado uma vez por semana em um hamster (Mesocricetus auratus) anestesiado. No
interior das gaiolas, em condi¢bes otimas de temperatura (x 26 °C) e luminosidade, 0s

cruzamentos ocorreram espontaneamente. Apds cerca de trés dias do repasto sanguineo,
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foram colocados pequenos copos descartaveis contendo papel filtro umedecido em seu
interior para receberem as oviposi¢des, permanecendo na gaiola por trés dias. Apos este
periodo, os copos contendo as desovas, geracdo F1, (Figura 6i) foram entdo retirados das
gaiolas juntamente com a solucdo agucarada, antecedendo o repasto sanguineo seguinte. Este
procedimento foi realizado repetidas vezes até que se obtivesse a quantidade necessaria de
0vos a serem utilizadas nos testes com inseticida.

Os testes foram realizados no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA,
Laboratorio de Bioensaios, Casa 15, em sala com temperatura controlada, variando de 26,1 °C
a 27,2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Nos testes, a cepa referéncia de suscetibilidade
(Rockefeller) foi utilizada para comparagdo das mortalidades obtidas.

Figura 6: a) Ovitrampas; b) Identificacdo das palhetas; c¢) Visualizacdo dos ovos nas palhetas; d) Bacias para
criacdo das larvas; €) Recipiente misto, para emergéncia dos adultos; f) e g) Identificagdo dos adultos quanto a
espécie; h) Acondicionamento dos adultos em gaiolas; i) Copo contendo desovas F1. Fonte: Fotos b, ¢, f, g
(PICCOLI, 2010).
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4.3 BIOENSAIOS PARA AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE

4.3.1 Bioensaio com temefés, formulacdo ABATE 1G (Fersol®)

As larvas de mosquitos da geracdo F1 foram submetidas a diferentes doses do
larvicida, categorizadas em: superbaixa, baixa, mediana, dose diagnostica e superdose,
correspondendo a 0,0015 mg/L, 0,003 mg/L, 0,006 mg/L, 0,012 mg/L e 0,024 mg/L, de
temefos formulacdo ABATE 1G (Fersol®), respectivamente.

Este larvicida tem sido utilizado segundo orientagdes das Diretrizes Nacionais do
Programa Nacional de Controle da Dengue — PNCD, porém em muitos Estados brasileiros
vem sendo substituido por inibidores de crescimento devido o desenvolvimento de resisténcia
a esta classe de inseticidas (BRAGA e VALLE, 2007b).

Ap06s 24 horas de exposi¢cdo, a mortalidade foi verificada, sendo as popula¢des do
campo testadas em paralelo com a linhagem de referéncia Rockefeller, 100% susceptivel.
Avaliaram-se 0s resultados em porcentagem de mortalidade, seguindo o critério da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1976) na interpretacdo do padrao de susceptibilidade:
maior ou igual a 98% - populacdo susceptivel; de 80 a 98% - verificacdo da resisténcia; e
menor ou igual a 80% - populacéo resistente.

4.3.2 Bioensaio com temefds grau técnico

Para realizacdo de ensaios de avaliacdo de suscetibilidade padronizados é empregado
em laboratorios de referéncia nacional, para 0 monitoramento de resisténcia a inseticidas em
insetos vetores, o larvicida temefds grau técnico, segundo orientacBes das Diretrizes do
Programa Nacional de Controle da Dengue — PNCD, cujas instru¢@es sdo preconizadas pela
Organizagdo Mundial de Satde — OMS (BRAGA e VALLE, 2007b).

Avaliaram-se os resultados de mortalidade em porcentagem, conforme o critério da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1976) na interpretacdo do padrao de susceptibilidade:
maior ou igual a 98% - populagdo susceptivel; de 80 a 98% - verificacdo da resisténcia; e
menor ou igual a 80% - populacéo resistente.

A anélise de prébite dos resultados obtidos geraram como resultados as CLsg, CLgo,
RRso € RRgp, que séo as concentracbes capazes de matar 50 e 90 % dos individuos expostos, e
as razdes de resisténcia 50 e 90, respectivamente. Estas ultimas indicam quantas vezes mais

resistentes sdo as populagdes do campo em relagéo a linhagem suscetivel, Rockefeller.
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4.3.2.2 Bioensaios dose-resposta

Larvas de mosquitos da geracdo F1 de cada populacdo, inclusive da populagéo
suscetivel, foram expostas a uma série de concentracbes do larvicida temefés de modo a
delimitar as concentracdes a serem utilizadas para deteccdo, por meio de analise de probite,
das CL 50 e CLgo com o software POLO-PC (1987).

Foram utilizadas solu¢des com concentracfes de 3, 6, 9, 12, 15 e 18 mg/L, preparadas
diariamente, obtidas a partir de uma solucéo estoque de temefds com concentracdo de 3000
mg/L, preparada mensalmente, tomando-se o cuidado de ndo utilizar quantidades inferiores a
50 uL, nem superiores a 600 uL de solucédo inseticida. Nos controles foi empregado apenas
etanol P.A., que é utilizado como solvente do larvicida.

Para realizacdo dos ensaios preliminares de delimitacdo das doses foi construido um
quadro contendo a solugédo e o volume correspondente a determinada concentracdo, de modo
a facilitar a escolha das doses a serem testadas, tomando-se o cuidado de selecionar entre as
concentracdes, apenas as que ndo se repetissem, para entdo escolher a solucéo ou solucGes a
serem utilizadas (Figura 7).

Solugéo VVolume em microlitros (uL)

[mg/L] 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

3 0,0015 | 0,003 | 0,0045 | 0,006 | 0,0075 | 0,009 | 0,0105 | 0,012 | 0,0135 | 0,015 | 0,0165 | 0,018

6 0,003 | 0,006 | 0,009 | 0,012 | 0,015 | 0,018 | 0,021 | 0,024 | 0,027 | 0,03 | 0,033 | 0,036

9 0,0045 | 0,009 | 0,0135 | 0,018 | 0,0225 | 0,027 | 0,0315 | 0,036 | 0,0405 | 0,045 | 0,0495 | 0,054

12 0,006 | 0,012 | 0,018 | 0,024 | 0,03 | 0,036 | 0,042 | 0,048 | 0,054 | 0,06 | 0,066 | 0,072

15 0,0075 | 0,015 | 0,0225 | 0,03 | 0,0375 | 0,045 | 0,0525 | 0,06 | 0,0675 | 0,075 | 0,0825 | 0,09

18 0,009 | 0,018 | 0,027 | 0,036 | 0,045 | 0,054 | 0,063 | 0,072 | 0,081 0,09 0,099 | 0,108
Figura 7: Solugdes de uso (temefds) e suas respectivas concentragdes.

A submissdo das larvas a diferentes doses do larvicida tem como objetivo selecionar
doses capazes de causar mortalidade abaixo de 10% (CLjyp), maiores e menores que 50%
(CLsp) e proxima de 99% (CLgg), realizadas no teste preliminar.

Dessa maneira, a populagéo suscetivel foi exposta a diferentes quantidades da solucéo
de 3 mg/L, que representa as concentracdes mais baixas, devido a suscetibilidade
caracteristica da linhagem Rockefeller. Estas quantidades variaram de 50 a 230 uL, por

estarem abaixo da dose diagnostica descrita pela OMS (WHO, 1981).
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As populagbes Alvorada I, Coroado I, Monte das Oliveiras e Praga 14, foram
submetidas as solugdes com concentracdo de 12 mg/L e 18mg/L, com volumes que variaram
de 50 a 600 pL da solucdo, visto que abrangem grande parte das concentracdes a serem
testadas.

Tanto na realizac&o dos ensaios preliminares, quanto na realizag&o dos bioensaios com
as doses ja estabelecidas, foram utilizados lotes de 20 larvas, dispostos em pequenos beckeres
graduados, contendo &gua desclorada com volume final de 20 mL, transferidos para copos
descartaveis de 50 mL. Apds esta selecdo as larvas ficaram em repouso por 30 minutos para
verificar se houve alguma injaria durante a manipulacéo.

Seguidamente, partiu-se para o preparo das concentracfes a serem usadas. Para cada
concentracdo foram utilizadas quatro réplicas com 20 larvas cada, totalizando 80 larvas
expostas por concentragdo, caracterizando um teste completo.

A andlise da suscetibilidade de uma populacéo requer a realizacdo de no minimo trés
testes completos, realizados em dias diferentes, para garantir reprodutibilidade dos resultados.

Mediante a taxa de mortalidade observada no ensaio preliminar, foram utilizadas as
seguintes solucBes para cada populacdo: Rockefeller (3 mg/L); Alvorada | (12 mg/L);
Coroado I (12 e 15 mgL); Monte das Oliveiras (12 mg/L) e Praca 14 (12 e 18 mg/L).

A ordem de preparo das concentracdes e homogeneizacdo das mesmas foi da mais
diluida para a mais concentrada; sendo pipetados quantidades da solucdo de trabalho de 3, 6,
9, 12, 15 e 18 mg/L de temefos, representantes de diferentes concentracdes. Estas quantidades
foram depositadas em copos descartaveis (capacidade 180 mL), contendo 80 mL de agua
desclorada. Destes copos, dependendo da quantidade da solucdo usada, foram retiradas
aliquotas de agua, correspondente ao maior volume a ser utilizado de solugdo inseticida no
bioensaio. Apds a retirada das aliquotas de agua, foram adicionados quantidades de etanol
P.A., suficientes para que, somando ao volume da solucdo inseticida correspondessem ao
maior volume de inseticida utilizado no bioensaio, mantendo o volume de 80 mL.

Apbs o preparo, as solucdes foram agitadas vigorosamente, por 30 segundos, com
bastdo de vidro e apds 15-30 minutos do preparo, as larvas (lotes com 20 larvas), dispostas em
copos descartaveis, totalizando o volume final de 20 mL, foram adicionadas ao copo contendo
a solucdo inseticida, de modo a ndo ultrapassar o volume maximo de 100 mL.

Apo6s um periodo de 24 horas, foram feitas as contagens da mortalidade e anélise de
prébite com o software POLO-PC (1987).

Como critério para avaliagdo, larvas moribundas e mortas foram contabilizadas,

consideradas mortas aquelas que ndo se moviam quando espetadas por uma agulha no sifao
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ou regido cervical, e, moribundas, aquelas incapazes de subir a superficie (dentro de um
periodo razoavel de tempo) ou se mover quando na agitacdo da &gua, podendo também
mostrar descoloragdes, posi¢des anormais, tremores, incordenacdo motora ou rigor.

Larvas que passaram ao estagio de pupa, durante o teste, foram descartadas, portanto
ndo contabilizadas. Porém, se mais que 10 % das larvas pertencentes ao grupo controle
empupassem durante o experimento, o teste deveria entdo ser descartado. Testes com
mortalidade de 20 % ou mais para o grupo controle séo considerados insatisfatorios e devem
ser repetidos. Foram realizadas trés repeticdes para cada populacao de larvas de mosquitos, e
os dados utilizados para construgdo de uma linha-base de suscetibilidade. Se a mortalidade do
controle estiver entre 5 % e 20 %, o percentual de mortalidade deve ser corrigido pela
Férmula de Abbott (1925):

% mortalidade do teste - % mortalidade do controle x 100

100 - % mortalidade do controle
Apos os bioensaios, as larvas mortas foram desprezadas. Os individuos sobreviventes
foram imediatamente congelados e armazenados em freezer a -80 °C para verificacdo

posterior da atividade enzimatica.

4.4 BIOENSAIO COM DELTAMETRINA

Foram realizados bioensaios utilizando garrafas impregnadas com inseticida
deltametrina, seguindo a metodologia descrita por Brogdon e McAllister (1998), com
modificagdes feitas por Pereira-da-Cunha et al. (2005).

A determinacédo da suscetibilidade de fémeas de A. aegypti do campo submetidas ao
inseticida deltametrina, foi realizada mediante a uma calibracdo prévia do bioensaio com
garrafas impregnadas com o inseticida, utilizando fémeas da linhagem Rockefeller, que foram
expostas a quantidades diferentes de deltametrina impregnada em garrafas de vidro, com
leitura de mortalidade a cada 15 minutos durante duas horas, ou até que todas estivessem
mortas, de modo a encontrar a dose diagndstica, que é a menor dose capaz de matar 100% dos
mosquitos no menor tempo.

Apos o estabelecimento da dose diagndstica, procedeu-se o preparo das garrafas de
teste. Foram utilizadas garrafas de vidro de 250 ml (Figura 8), impregnadas com 1,0 ml de
solucdo, contendo 5ug de deltametrina, dose diagnostica para a cepa Rockefeller, diluida em
acetona (50ul de solugédo, contendo deltametrina na concentracdo de 0,01% e 950ul de
acetona) (WHO, 1998).
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Figura 8: Garrafas para testes com inseticidas.

A garrafa controle foi impregnada apenas com 1,0 ml de acetona. Em cada garrafa
foram colocadas 20 fémeas ndo alimentadas com sangue, da geracdo F1, com 1 a 2 dias de
idade, contados a partir da emergéncia do adulto. A mortalidade foi registrada em intervalos
regulares de 15 minutos, durante duas horas. Para excluir o efeito knockdown (efeito reversivo
apos término do contato com o inseticida), no final do periodo de exposi¢do, 0s mosquitos
foram transferidos para gaiolas de recuperacdo livres do inseticida; sendo a Gltima avaliagdo
realizada 24 horas apds o inicio do teste. Os testes foram realizados em triplicata utilizando o
inseticida deltametrina.

O critério de leitura para os testes foi 0 mesmo proposto por Brogdon e McAllister
(1998), o qual define como mortos, 0s mosquitos incapazes de voar ou se recuperar, enquanto
a garrafa e levemente balancada.

Como critério para avaliacdo das mortalidades, valores obtidos para as populacGes de
campo foram comparados com a cepa referéncia de suscetibilidade (Rockefeller). Nos casos
em que a mortalidade aferida esteve acima de 98%, a populacdo testada foi considerada
suscetivel e abaixo de 80%, resistente. Valores entre 80% e 98% caracterizam alteracdes da
suscetibilidade e necessidade de vigilancia da populacdo (BROGDON e MCALLISTER,
1998; PEREIRA-DA-CUNHA et al., 2005).

Paralelo ao ensaio com a dose diagndstica, ao qual é atribuido o status de resisténcia,
foi realizado um ensaio de dose-resposta, no qual as populacBes sdo submetidas a varias
concentracfes e as suas respostas analisadas por meio da andlise de probit, visando
estabelecer as concentracdes letais CLsg € CLgg, bem como a razéo de resisténcia (RR), obtida
mediante divisdo do valor da CLsy das populagdes resistentes, pela CLsy da linhagem
suscetivel Rockefeller, podendo ser caracterizada em: baixo nivel de resisténcia, quando <5,
resisténcia moderada, entre 5-10 e alto nivel de resisténcia, se for >10 (MAZZARRI e
GEORGHIOU, 1995).

Os resultados obtidos dos bioensaios foram submetidos a analise de prébite, utilizando
o0 software POLO-PC (1987).
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4.5 ANALISES ISOENZIMATICAS

4.5.1 Preparo dos suportes e das amostras

Nas analises isoenzimaticas, foi utilizado o sistema horizontal (CONTEL et al., 1984)
com dois tipos de suporte de fracionamento: acrilamida e amido-agarose em tampao
apropriado.

Os géis de acrilamida foram preparados na concentracdo de 7%, dissolvidos em 200
mL de tampédo especifico. Colocado sobre placa de vidro (30 cm x 20 cm), previamente
montada.

Os géis de amido-agarose foram preparados na concentracdo de 2% e 1 %
respectivamente, em tampdo especifico. O amido e a agarose foram cozidos separadamente,
em 50 mL de tampé&o cada, até a fervura, quando entdo foi desaerado e colocado sobre placa
de vidro (22 cm x 15 cm), previamente montada e ap6s 20 minutos em temperatura ambiente,
o gel ficou pronto para receber as amostras.

A eletroforese para todos os sistemas foi processada a uma temperatura de mais ou
menos 4 °C por aproximadamente 5 horas a 120 volts, até que fosse obtida uma linha de
frente de 10 centimetros do ponto de aplicacdo das amostras.

Nos estudos isoenzimaticos, foram utilizadas as larvas provenientes dos bioensaios
com inseticidas. Foram homogeneizados individualmente em placas escavadas de porcelana
sobre gelo, com auxilio de um bastéo de vidro, utilizando-se 15 ul de 2-f - mercaptoetanol a
0,5% a fim de impedir a oxidacdo do material e, consequentemente, a perda da atividade
enzimatica. Apds a homogeneizacdo, foram colocados sobre a placa escavada contendo as
amostras, pedacos de papel fino (“yes"), medindo aproximadamente 1,5 cm x 1,5 cm e, sobre
esses, papel de filtro Whatman n® 3 (2 mm x 5 mm), os quais foram embebidos nas amostras
e, posteriormente, inseridos verticalmente no gel. O papel fino teve a funcdo de impedir a
passagem de residuos do extrato das amostras para o papel de filtro, possibilitando melhor
separacgdo das bandas eletroforéticas.

As coloragdes foram feitas diretamente sobre os géis, que apos serem corados, foram
incubados em estufa a 37 °C, até a revelacdo das zonas de atividade enzimatica. Em seguida,
lavados, fixados em solucéo de acido acético glacial, etanol e agua destilada na proporcao de
1:5:5, fotografados e interpretadas as suas leituras.
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4.5.2 Sistemas enzimaticos

4.5.2.1 Esterases (E.C.3.1.1.1)

As esterases sdo enzimas que hidrolisam ligacGes do tipo éster. Em seu estudo foi
utilizado gel de acrilamida (7%), preparado com tampao Tris-Citrato (tris - 0,017 M, &cido
citrico - 0,0023 M) pH 8,0. Nas cubas foi empregado o tampéo Borato (acido borico 0,3 M) pH
8,0 (SANTOS, 1992). As pontes entre os eletrodos e o gel foram feitas com pano fino (Perfex),
dobrado em quatro partes iguais.

A atividade das regides esterasicas foram reveladas na superficie do gel, mergulhada em
uma mistura de 40 mg do corante Fast Blue RR Salt, dissolvidos em 100 ml de tampé&o Fosfato
(fosfato de sédio monobaésico 0,05 M) pH 6,5 e adicionados 4 ml da solugéo estoque do substrato
a-naftil acetato (0,5 g do éster dissolvido em 25 ml de acetona P.A. e 25 ml de &gua destilada) e

incubado em estufa a 37 °C, até a revelacdo das zonas de atividade.

4.5.2.2 Fosfoglicomutase (E.C.5.4.2.2)

A fosfoglicomutase € uma transferase, mais especificamente, uma fosfotransferase, que
catalisa a seguinte reag&o:
(G1:6diP)
D-glicose-1-fosfato + NADP <{—) D-glicose-6-fosfato + NADPH

Para a andlise da fosfoglicomutase foi empregado gel de amido-agarose, 2% e 1%
respectivamente. Nas cubas foi utilizado tampao TEMM (Tris 0,1 M, anidrido maléico 0,1 M,
EDTA 0,01 M e MgCl, 0,01 M) pH 7,4 e no gel, este mesmo tampéo diluido de 1:15 em agua
deionizada (LIMA, 1989; SANTOS, 1992).

Para a observacdo da atividade dessa enzima, a coloracdo foi composta de 35 mg do
substrato a-D-glicose-1-fosfato, 10 ml de tampéo Tris-MgCl, (Tris 0,1 M e MgCl, 0,02 M) pH
8,0, 5 mg de NADP, 10 ul de glicose-6-fosfato desidrogenase (170 unidades/mg de proteina), 1
ml de MTT, 1 ml de PMS e 10 ml de agar a 2% . Em seguida o gel foi incubado a 37 °C, até a

visualizagdo das bandas.
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4.5.2.3 Hexoquinase (E.C.2.7.1.1)

A hexoquinase € uma transferase que catalisa a seguinte reacao:

D-hexose + ATP {—> D-hexose-6-fosfato + ADP

Na analise dessa enzima foi utilizado o gel de acrilamida 7%. Para a observacdo das
zonas de atividade, foi empregada a coloracdo composta de 50 mg de a-D(+)-glicose, 35 ml de
tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, 1 ml de MgCl, 0,1 M, 5 mg de NADP, 40 mg de ATP, 10 pl de
glicose-6-fosfato desidrogenase (500 unidades/mg de proteina), 1 ml de MTT, 0,5 ml de PMS
(STEINER e JOSLYN, 1979). Incubado em estufa a 37 °C, até a visualiza¢do das bandas.

4.6 ANALISE GENETICA DA MUTACAO Kdr (Vall016lle) NO CANAL DE
SODIO

A amplificacdo do sitio 1016 do canal de sodio de populacdes de A. aegypti da
Ameérica Latina tem demonstrado alteracGes na sequéncia de aminoacidos, sendo considerado
selvagem, o alelo valina (Val), e mutante, o alelo isoleucina (lle), sendo, portanto, chamada de
alteracdo Vall1016lle, que sob pressdo de selecdo em laboratorio sobre populagfes de Cuba e
do México mostraram elevacdo drastica da frequéncia do alelo 1016lle, mutante, em poucas
geracOes (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007).

Para verificar a presenca ou ndo da mutacdo Vall016lle, foram utilizados trinta
individuos resistentes das quatro populacdes de A. aegypti da cidade de Manaus, previamente
selecionados pelos bioensaios. Paralelamente, foram analisados 30 individuos de cada
populacdo, ndo selecionados por meio de bioensaios, de modo a aferir a frequéncia da
mutacdo em populacgdes naturais.

A extracdo de DNA de todos os individuos utilizados nas analises moleculares seguiu
0 protocolo de Wilkerson et al. (1995). Um fragmento de 98 pb de DNA gendmico foi
amplificado em um volume total de 12 pL, contendo tampéo 10X, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,24 uM do primer reverse (5> GGA TGA ACC GAA ATT GGA CAA AAG C 37),
0,12 uM do primer forward Val (5°GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCA CAA
ATT GTT TCC CAC CCG CAC CGG 3°), 0,12 uM do primer forward lle (5> GCG GGC
ACA AAT TGT TTC CCA CCC GCA CTG A 3’), como descrito por Saaverdra-Rodriguez
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et al. (2007), 0,5 pL de DNA gendémico e 0,025 U/ pL de Taq Polimerase. A PCR foi
realizada em termociclador Eppendorf sob as seguintes condi¢es: 3 minutos a 95 °C,
seguidos por 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 40 segundos a 61 °C e 45 segundos a 72 °C,
com uma extensdo final por 5 minutos a 72 °C.

O resultado da reacdo foi visualizado em gel de acrilamida 10% e o tamanho do
fragmento amplificado estimado por comparagdo ao marcador Ladder (Ultra Low Range —
Fermentas), corado com gel red, misturado ao tampéo de carregamento (4 pL), inserido no
gel juntamente com a PCR, na propor¢do 1:1. Os genoOtipos obtidos foram também
comparados com os DNA controles (positivo e negativo) para caracterizacdo da mutagao
Val1016lle, cedidos pela FIOCRUZ-RJ.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes com inseticidas foram submetidos a andlise de probite,
utilizando o software POLO-PC, de modo a encontrar as CLso € CLgp (1987).

Os perfis eletroforéticos foram analisados baseados nas atividades isoenzimaticas
observadas nas amostras das populacOes tratadas e ndo tratadas com inseticida/larvicida.
Considerando que ndo houve diferenca significativa entre as amostras naturais e as oriundas
de bioensaios com inseticida/larvicida, ndo foi possivel calcular as frequéncias dos alelos
nessas populagoes.

Os dados das analises moleculares do gene Kdr, tanto das populac@es naturais quanto
das selecionadas pelos bioensaios, foram analisados através do programa estatistico TFPGA
(MILLER, 1997) e POPGENE verséo 1.3 (YEH et al., 1999). Foi utilizado também o teste de
qui-quadrado para verificar se as frequéncias genotipicas estdo de acordo com o modelo de

equilibrio de Hardy-Weinberg, calculado pelos mesmos programas.

4.7.1 Anédlise da variabilidade genética das populacdes de A. aegypti

Os resultados das genotipagens foram analisados no programa TFPGA e POPGENE
versdo 1.3 (YEH et al., 1999) para a visualizacdo do padrdo dos alelos. Os gendtipos das
quatro populacGes foram inseridos em uma matriz para a formacéo do banco de dados desses
programas para calcular a heterozigosidade observada (H,) e esperada (H.), valores de qui-

quadrado para o equilibrio de Hard-Weinberg e os niveis de significancia.
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4.7.2 Estrutura genética das populacdes de A. aegypti

As estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1951) foram calculadas nos programas
POPGENE e confirmada com o programa TFPGA (MILLER, 1997). Nestes mesmos
programas, foram calculadas a distancia de Nei (1978) e a identidade genética, realizada para
verificar o grau de diferenciacdo genética entre as duas populagdes estudadas, com base nos
valores de Fy.

A partir do valor de Fg, foi verificada a existéncia de estrutura genética entre as
populacdes, onde atribui os individuos a um nimero K de popula¢des assumindo equilibrio de
Hardy-Weinberg dentro de cada populacdo.
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5. RESULTADOS
5.1 DETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE DE LARVAS DE A. aegypti
5.1.1 Bioensaio com temefés formulacdo ABATE 1G (Fersol®)

Quando submetidas as diferentes concentracdes de larvicida temefds, formulacéo
ABATE 1G (Fersol®), a linhagem suscetivel apresentou taxas de mortalidade, 32%, 66,67% e
96,47%, nas concentragfes superbaixa, baixa e mediana, respectivamente, e 100% de
mortalidade na dose diagndstica e na superdose, estando, portanto, a populacdo sensivel
Rockefeller, de acordo com a definicdo de dose diagnostica da WHO (1981), onde afirma ser

a menor dose capaz de matar 100% dos individuos de uma linhagem suscetivel (Figura 9).

Rockefeller
120 -
__ 100 - x L] —e—Controle
= 80 | —m— Superbaixa
o
° Baixa
T 60 A .
= ——Mediana
[
£ 40 + - —#—Dose Diagndstica
= 20 4 —e— Superdose
D T T 1
0 0,01 0,02 0,03
Concentragao (mg/L)

Figura 9: dose-resposta de larvas de A. aegypti, da linhagem Rockefeller, submetidas a diferentes concentracGes
do larvicida temefds, formulagdo ABATE 1G, apds 24 horas de exposicao.

Larvas da populacdo Alvorada | também submetidas a diferentes concentragcdes do
ABATE 1G, ndo mostrou mortalidade alguma nas doses superbaixa e baixa, no entanto, nas

doses mediana e diagndstica houve mortalidade de 5%, e na superdose a mortalidade foi de
21,25% (Figura 10).
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Figura 10: dose-resposta de larvas de A. aegypti, da populacdo Alvorada I, submetidas a diferentes concentracdes
do larvicida temefds, formulacdo ABATE 1G, apds 24 horas de exposicao.

Na populacdo Coroado I, ndo houve mortalidade, quando submetida a dose superbaixa
do ABATE 1G, porém, ao ser submetida as doses de concentragdo baixa, mediana,

diagndstica e superdose, as taxas de mortalidade foram: 7,69%, 12,66%, 35% e 56,41%,
respectivamente (Figura 11).
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Figura 11: dose-resposta de larvas de A. aegypti, da populacdo Coroado |, submetidas a diferentes concentragdes
do larvicida temefds, formulagdo ABATE 1G, apds 24 horas de exposicao.

As taxas de mortalidade da populacdo Monte das Oliveiras, apds ser submetida as
doses superbaixa, baixa, mediana, diagnostica e superdose foram: 1,28%, 9,21%, 23,08%,
37,5% e 72,5%, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12: dose-resposta de larvas de A. aegypti da populacdo Monte das Oliveiras, submetidas a diferentes
concentragdes do larvicida temefos, formulacdo ABATE 1G, ap6s 24 horas de exposicéo.

Os resultados do bioensaio obtidos na populacdo Praca 14 de Janeiro, ap0s ser
submetida a diferentes concentracdes do ABATE 1G, tiveram que ser corrigidos pela formula
de Abbott, por apresentarem 5% de mortalidade no controle.

Assim, as taxas de mortalidade observadas para as doses: superbaixa, baixa e mediana,
foram excluidas por apresentarem valores negativos, ficando as doses diagnostica e

superdose, com 12,74% e 77,63% de mortalidade, respectivamente (Figura 13).

Praca 14 de Janeiro
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Figura 13: Ensaio dose-resposta com larvas de A. aegypti, da populacdo Praca 14 de Janeiro, submetidas a
diferentes concentracGes do larvicida temefés, formulacdo ABATE 1G, ap6s 24 horas de exposicdo, corrigidos
pela formula de Abbott, constando apenas o controle, dose diagnostica e superdose.

A partir da obtencdo das taxas de mortalidade das populacées, submetidas a diferentes
concentragOes, foi feita a comparacédo entre elas, usando como critério a mortalidade na dose e

tempo diagnostico, indicada pela linha pontilhada (Figura 14).
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Figura 14: Comparacdo das doses-respostas de larvas de A. aegypti, das popula¢fes Rockefeller, Alvorada I,
Coroado I, Monte das Oliveiras e Praga 14, submetidas a diferentes concentracdes do larvicida temefds,
formulacdo ABATE 1G, apds 24 horas de exposicao.

Com base na mortalidade observada, as populacdes foram caracterizadas quanto ao
status de suscetibilidade (Tabela 1), sendo que todas as populacbes do campo foram
consideradas resistentes, com taxas de mortalidade que variaram de 5% a 37,5%, na Alvorada

| e Monte das Oliveiras, respectivamente.

Tabela 1: Status da suscetibilidade das populagbes de A. aegypti submetidas aos bioensaios com

ABATE 1G (dose-diagnostica=0,012mg/L).

Populacéo N Mortalidade (%) Status

Rockefeller 76 100,00 Suscetivel
Alvorada | 80 5,00 Resistente
Coroado | 80 35,00 Resistente
Monte das Oliveiras 80 37,50 Resistente
Praca 14 de Janeiro 76 12,74 Resistente

5.1.2 Bioensaio com temefos grau técnico

Mediante respostas obtidas nos ensaios de dose-resposta, foram obtidas as CLsp e CLgo
para todas as populagdes, sendo que a populagdo Alvorada | apresentou 0s maiores valores
tanto para uma, quanto para outra. O menor valor calculado para CLso foi observado na
linhagem Rockefeller (0,0282), ja para CLgy, 0 menor valor foi para populacdo Monte das
Oliveiras (0,0735).
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Com base nas concentracOes letais encontradas e razbes de resisténcia calculadas
(Tabela 2), as populacbes foram categorizadas, segundo critérios de Mazzarri e Georghiou
(1995), dispostas em ordem crescente de razdo de resisténcia. Estando, portanto, as
populacdes Monte das Oliveiras, Praca 14 de Janeiro e Coroado I, classificadas como baixo

nivel de resisténcia e a populacéo Alvorada I, com alto nivel de resisténcia.

Tabela 2: Valores de CLsy, ClLgy, RRs5o € RRgg, 0Obtidos mediante analise de probite para as populacdes de A.
aegypti submetidas aos bioensaios com temefos.

Localidade CLsyy, Clg X RRso Nivel de Resisténcia
Rockefeller 0,0282 0,1675 1,53 - Suscetivel
Alvorada | 0,5421 1,9166 3,65 19,22  Alto nivel de resisténcia
Coroado | 0,0787 0,3115 10,94 2,79  Baixo nivel de resisténcia

Monte das Oliveiras 0,0499 0,0735 0,82 1,76 Baixo nivel de resisténcia
Praca 14 de Janeiro 0,0945 0,2115 7,77 3,35 Baixo nivel de resisténcia

5.2 DETERMINAGCAO DA SUSCETIBILIDADE DE MOSQUITOS ADULTOS A.
aegypti SUBMETIDOS AO INSETICIDA DELTAMETRINA, EM POPULACOES DE
MANAUS

Na calibracdo do experimento foram empregadas doses que variaram de 2 pg a 30 pug.
A menor dose testada (2 pg), resultou em 100% de mortalidade dos individuos em 45
minutos.

Para diminuir o tempo de mortalidade, a quantidade de inseticida impregnado foi
aumentada gradativamente até uma dose bem elevada (30 pg), resultando em mortalidade
total no tempo minimo de 30 minutos, tempo diagnostico, entdo a dose foi reduzida
gradativamente, de modo a encontrar a menor dose capaz de matar 100% dos individuos
testados em 30 minutos.

No caso da linhagem padréo de suscetibilidade (Rockefeller), a dose encontrada foi de
5ug de deltametrina/garrafa, similar a dose encontrada por Martins et al.(2009). Com base
nestes dados foi construido um gréafico mostrando a reducdo do tempo de mortalidade,
mediante aumento da concentracdo do inseticida (Figura 15), sendo que em determinado
ponto, 0 aumento da dose ndo mais provoca reducdao do tempo, chamado ponto de saturacao.
A partir de entdo, houve a diminuicdo da concentracdo, até que se obtivesse 100% de

mortalidade no menor tempo (30 minutos).
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Figura 15: Calibragdo com a linhagem suscetivel, Rockefeller A. aegypti, submetida ao bioensaio de garrafa com
0 inseticida deltametrina.

Individuos da populagdo Alvorada I, quando submetidos a diferentes doses de
deltametrina (1 ug, 3 pg, 5 1g, 7 ug e 9 pg) impregnadas nas garrafas, durante os 120 minutos
de teste, apresentaram mortalidade maxima de 68,89%; quando submetidos a maior dose ( 9
Hg), sendo que, apos 24 horas (1.440 minutos), periodo de recuperacdo, em ambiente isento
de inseticida, chegaram a apresentar mortalidade maxima de 85,19%. Durante o periodo de
recuperacdo foi observado o aumento da mortalidade para todas as doses, ndo havendo,
portanto, recuperacdo (Figura 16).
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Figura 16: Taxas de mortalidade de individuos A. aegypti da populagdo Alvorada I, submetidos aos bioensaios
com deltametrina.

Individuos da populagdo Coroado I, quando submetidos a diferentes doses de
deltametrina (1 pg, 3 Mg, 5 Mg, 7 Hg e 9 pg), impregnadas nas garrafas, durante os 120
minutos de teste, apresentaram mortalidade méxima de 61,48%, na garrafa impregnada com a

maior dose ( 9 ug), e outros valores de mortalidade inferiores, nas doses menores. Apos 24



34

horas (1440 minutos), periodo de recuperacdo, passado em ambiente isento de inseticida, foi
realizada nova afericdo da taxa de mortalidade, visando identificar se houve alguma
recuperacdo ou ndo. A taxa de mortalidade aferida em 1440 minutos aumentou, em relacdo a
taxa aferida ao final da exposicdo ao inseticida deltametrina, que foi variavel em cada dose
testada, sendo as que apresentaram maiores valores de mortalidade foram as fémeas expostas
a 7 g de deltametrina, com 83,7%.

Similar a resposta obtida da populacdo Alvorada I, os individuos submetidos as doses
1 ug, 7 ug e 9 ug, apresentaram taxa de mortalidade aumentada, no entanto, com a dose de 3
Hg, houve recuperacdo de 8,34% dos individuos considerados mortos ao final do tempo de
exposicao (120 minutos). J& para a dose de 5 g, que é a dose diagnostica, houve recuperacéo
de 21,67% dos individuos (Figura 17).
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Figura 17: Taxas de mortalidade de individuos A. aegypti, da populagdo Coroado I, submetidos aos bioensaios
com deltametrina.

Individuos da populacdo Monte das Oliveiras, quando submetidos a diferentes doses
de deltametrina (1 pug, 5 Hg, 7 1g e 9 ug) impregnadas nas garrafas, durante os 120 minutos
de teste, apresentaram mortalidade maxima de 66,67%; quando submetidos a dose diagndstica
(5 pg), sendo que, apos 24 horas (1440 minutos), periodo de recuperacdo, em ambiente isento
de inseticida, as fémeas que foram expostas a maior dose (9 ug) tiverem a taxa de mortalidade
aumentada, chegando a apresentar mortalidade de 88,89%.

Com excecdo as fémeas que foram expostas a dose-diagndstica (5 pg), todas os
demais grupos de fémeas tiveram a taxa de mortalidade aumentada ap0s a recuperacéo. Apos

0 periodo de recuperagdo, houve um aumento da taxa de mortalidade para as doses 1 pg, 7 pg
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e 9 ug, porém, na dose diagnostica (5 pg), houve recuperagdo de 35% dos individuos testados

(Figura 18).

Figura 18: Taxas de mortalidade de individuos A. aegypti, da populacdo Monte das Oliveiras, submetidos aos
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bioensaios com deltametrina.

Individuos da populagdo Praca 14 de janeiro, quando submetidos a diferentes doses de
deltametrina impregnada nas garrafas (1 pug, 5 pg, 7 ug e 9 ug), durante os 120 minutos de
teste, apresentaram mortalidade maxima de 45,19%, correspondendo a maior dose
impregnada (9 ug).

Ap0s o periodo de recuperacdo, houve um aumento da taxa de mortalidade para as
doses 1 ug, 3 ug, 7 g e 9 ug, chegando a apresentar mortalidade maxima de 68,89%, no

grupo exposto a 7 pg, porém, na dose diagnostica, 5 pg, houve recuperacdo de 2,78% dos
individuos testados (Figura 19).
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Figura 19: Taxas de mortalidade de individuos A. aegypti, da popula¢do Praca 14 de Janeiro, submetidos aos
bioensaios com deltametrina.



36

Quando comparadas entre si, as populacdes: Rockefeller, Alvorada I, Coroado I,
Monte das Oliveiras e Praga 14 de Janeiro, submetidas a dose diagndstica (5 pg), no tempo
diagnostico (30 minutos), indicados pela linha pontilhada (Figura 20), mostraram que as
fémeas da populacdo Praca 14 de Janeiro foram as que apresentaram a menor taxa de
mortalidade (1,67%), portanto, as mais resistentes. As da Alvorada | apresentaram taxa de
mortalidade de 8,89%, seguida da populacdo do Coroado I, com 9,44% e do Monte das

Oliveiras, com 13,33%, sendo a Ultima a mais suscetivel.
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Figura 20: Comparacdo da mortalidade em funcdo do tempo, entre as cinco populagdes de Aedes aegypti,
submetidas & dose diagnostica de deltametrina (5ug).

Baseados na mortalidade observada em cada populacdo, segundo critério estabelecido
por Brogdon e McAllister (1998), as populacGes foram categorizadas em suscetivel ou
resistente, conforme a tabela 3.

Tabela 3: Status da suscetibilidade das populacdes de A. aegypti submetidas aos bioensaios com a dose
diagndstica de deltametrina.

Localidade Fémeas expostas (%) Mortalidade Status

Rockefeller 180 100,00 Suscetivel
Alvorada | 180 8,89 Resistente
Coroado | 180 9,44 Resistente
Monte das Oliveiras 180 13,33 Resistente

Praca 14 de Janeiro 180 1,67 Resistente
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5.3 ANALISES ISOENZIMATICAS

A analise isoenzimatica das larvas oriundas do bioensaio com temefos apresentou
apenas dois locos esterasicos, presentes apenas nas populacées de campo, conforme figura 21
(amostras 4 a 15). Quando submetida a este larvicida, a populacdo sensivel expressou apenas
0 loco indicado como EST 1.

Quanto a atividade enzimatica, ndo foram observadas diferencas na intensidade das
bandas que pudessem estar associadas a resisténcia, visto que em amostras da mesma

populacéo, existem bandas fortes e fracas.

Figura 21: Perfil eletroforético das esterases em populagdes de A. aegypti da cidade de Manaus, submetidos ao
bioensaio com temefés. Amostras: 1 a 3 (Linhagem Rockfeller); 4 a 6 (Alvorada I); 7 a 9 (Monte das Oliveiras);
10 a 12 (Praga 14) e 13 a 15 (Coroado I).

J& na andlise isoenzimatica das larvas oriundas do bioensaio com deltametrina, quatro
locos esterdsicos puderam ser observados (EST 1, EST 2, EST 3 e EST 4), estes, porém,
estiveram presentes apenas nas populagdes de campo, conforme figura 22 (amostras 4 a 15).
A populagéo suscetivel, expressou apenas os locos EST 2 e EST 3.

Quanto a atividade enzimatica, foi observado um aumento na intensidade das bandas
localizadas no loco EST 2 das populagdes Alvorada | (amostras 10 a 12) e Praca 14 de Janeiro
(amostras 4 a 6). Nas demais populacdes ndo houve diferencas entre as bandas que pudessem

estar associadas a resisténcia.
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Figura 22: Perfil eletroforético das esterases em populacoes de A. aegypti da cidade de Manaus, submetidos ao
bioensaio com deltametrina. Amostras: 1 a 3 (Linhagem Rockfeller); 4 a 6 (Praga 14); 7 a 9 (Coroado 1); 10 a 12
(Alvorada 1) e 13 a 15 (Monte das Oliveiras).

A analise da hexoquinase em amostras oriundas do bioensaio com deltametrina
mostrou a existéncia de apenas um loco, com atividade enzimatica uniforme, de média
intensidade, para as populaces do campo (amostras 4 a 15) e de intensidade baixa a média,
para linhagem sensivel (amostras 1 a 3) (Figura 23).

Figura 23: Perfil eletroforético da hexoquinase em populacdes de A. aegypti da cidade de Manaus, submetidos ao
bioensaio com deltametrina. Amostras: 1 a 3 (Linhagem Rockfeller); 4 a 6 (Praga 14); 7 a 9 (Coroado 1); 10 a 12
(Alvorada 1) e 13 a 15 (Monte das Oliveiras).

A anélise da fosfoglicomutase de amostras oriundas do bioensaio com deltametrina
mostrou a existéncia de apenas um loco, com bandas de intensidade variada, tanto na
populacdo sensivel, quanto nas populagdes do campo, que ndo puderam ser associadas a
resisténcia a inseticidas, visto que a populacéo sensivel apresentou bandas fortes (amostras 2 e
3). Porém, as amostras 7 e 8 da populacdo Monte das Oliveiras apresentaram-se com
intensidade fraca (Figura 24). Mesmo assim, esses dados ndo mostram alguma associacéo
desta enzima a resisténcia, mesmo que dentre as popula¢bes do campo, esta seja a menos

resistente.
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Figura 24: Perfil eletroforético da fosfoglicomutase em populaces de A. aegypti da cidade de Manaus,
submetidos ao bioensaio com deltametrina. Amostras: 1 e 2 (Linhagem Rockfeller); 3 a 5 (Praca 14); 6 a 8
(Monte das Oliveiras); 9 a 11 (Coroado 1) e 12 a 14 (Alvorada I).

5.4 ANALISE GENETICA DA MUTACAO Kdr (Vall016lle) NO CANAL DE
SODIO

Vaérios trabalhos tém evidenciado a existéncia de relagcdo entre a resisténcia a
piretroides, como no caso o deltametrina, amplamente usado no controle vetorial de
mosquitos no Brasil e a presenca de mutacdes no gene do canal de sodio, regulado por
voltagem de A. aegypti (AaNa,), denominadas Kdr ( Knockdown resistance).

Saavedra-Rodriguez et al. (2007) apontaram que a principal mutagdo associada a este
tipo de resisténcia € a Val1016lle, de carater recessivo, onde ocorre a substituicdo de uma
valina (Val), presente em individuos selvagens, por uma isoleucina (lle), presente em
individuos mutantes.

Para verificar a presenca ou ndao da mutacdo no sitio 1016, os genétipos das
populacBes do campo foram comparados aos gendtipos controles: selvagem (Val/Val),
heterozigoto (Val/lle) e mutante (lle/lle) (Figura 25).

N 300pb

N\t 200pb

. g 150pb

Figura 25: Perfil eletroforético dos gendtipos utilizados como controle para mutagdo Kdr no sitio 1016 do canal
de s6dio. Amostras: 1 - genotipo selvagem (Val/Val), com 98pb; 2 - gendtipo heterozigoto (Val/lle); amostra 3 -
gendtipo mutante (lle/lle), com 78pb; e 4 - marcador Ultra Low Range.
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Dos 28 individuos analisados, de amostras ndo submetidas aos bioensaios, da
populagdo Alvorada I, somente 2 foram heterozigotos (Val/lle), os 26 demais foram todos
homozigotos mutantes (lle/lle).

Na populacéo natural do Coroado I, dos trinta individuos analisados, 8 apresentaram
genotipo heterozigoto (Val/lle) e 22, gen6tipo homozigoto mutante (lle/lle).

Entre os individuos das quatro populacfes que tiveram o sitio 1016 amplificado,
apenas os da populacdo Monte da Oliveira apresentaram gendtipo selvagem (Val/Val), sendo
que, dos 28 analisados, 5 foram selvagens (Val/Val), 13 heterozigotos (Val/lle) e 10 mutantes
(le/lle).

Dos 29 individuos naturais da Praca 14, 2 foram heterozigotos (Val/lle) e 27
homozigotos mutantes (lle/lle).

De todos os individuos analisados, ndo submetidos ao deltametrina, os da populagéo
Praca 14 foram os que mais apresentaram genotipos mutantes (93,1%) (Figura 26); e a que

apresentou menos genotipos mutantes foi a populacdo do Monte das Oliveiras (35,71%).

Figura 26: Perfil eletroforético da variabilidade genética em populagdes de A. aegypti da cidade de Manaus, com
base no gene Kdr (mutagdo no sitio 1016). Amostras: 1 e 12, controles heterozigotos (Val/lle). Amostras 2 a 7,
fémeas do Monte das Oliveiras selecionadas pelo bioensaio com deltametrina, 8 a 11 e 13 a 20, individuos da
Praca 14, ndo tratados com inseticida.

Embora se tratando de amostras provenientes da natureza, portanto, ndo submetidas ao
bioensaio com deltametrina, a frequéncia do alelo mutante 1016lle foi maior que a do
selvagem Val1016 em todas as populacdes, variando de 0,5893 a 0,9655 nas populacdes
Monte das Oliveiras e Praca 14, respectivamente; enquanto a heterozigosidade observada (H,)
variou de 0,0690 a 0,4643, sendo a populacdo Monte das Oliveiras a que mostrou
heterozigosidade mais elevada, e a da Praga 14 com menor heterozigosidade (Tabela 4).
Nessa mesma tabela, verifica-se que os valores de X? para as quatro populagdes analisadas,

estdo de acordo com o Equilibrio de Hardy Weinberg, cujas probabilidades (P) indicam que
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cada uma delas é uma populagdo panmitica, onde nesse momento, essas populacdes de A.
aegypti estdo geneticamente estaveis.

O indice de fixacdo interpopulacional (Fs) foi de 0,1820, maior que o indice de
endocruzamento (Fis) -0,0244, indicando a existéncia de excesso de heterozigotos nas
populagdes analisadas, isto porque, considera o excesso de heterozigotos em funcdo da
auséncia de homozigotos selvagens, demonstrando, com isso certa diferenciacdo genética

entre as populacdes (Tabela 4).

Tabela 4: Estimativa da variabilidade genética e teste de equilibrio de Hardy-Weinberg em populacGes naturais
de A. aegypti da cidade de Manaus, com base no gene Kdr (Knockdown resistance).

Alelo  Genotipo Populacao
Alvoradal Coroado | I\él)cl{nte_ das Praca 14
iveiras
(N) (28) (30) (28) (29)
Val 0,0357 0,1333 0,4107 0,0345
lle 0,9643 0,8667 0,5893 0,9655
Val/Val 0 0 5 0
Observados Val/lle 2 8 13 2
lle/lle 26 22 10 27
Val/Val 0,0357 0,5333 4,7232 0,0345
Esperados Val/lle 1,9286 6,9333 13,5536 1,9310
lle/lle 26,0357 22,5333 9,7232 27,0345
XZ 0,0384 0,7101 0,0467 0,0370
P 0,8446 0,3994 0,8289 0,8475
Hobs 0,0714 0,2667 0,4643 0,0690
Hesp 0,0701 0,2350 0,4929 0,0678

indices de Fixacao: Fi= -0,0244; Fi= 0,1620; Fy= 0,1820.

Quanto a similaridade genética, as populacdes apresentaram ampla variacdo (I=
0,8481 a 1,00), sendo as da Praca 14 e Alvorada I, as que mostraram maior identidade
genética (I= 1,00), ambas, as mais antigas e que se mostraram mais resistentes ao inseticida
guando submetidas aos bioensaios (Tabela 5).

Em relagdo as distdncias genéticas, os valores encontrados também foram bastante
variados (D= 0,00 a 0,1939), sendo as populagdes da Praca 14 e Monte das Oliveiras, as que
apresentaram maior distancia (D= 0,1939), sendo, a primeira, mais resistente, e a tltima, mais

suscetivel aos inseticidas (Tabela 5).
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Tabela 5: Matriz de similaridade e distancia genética em populagdes naturais de A. aegypti da cidade de Manaus,
com base no gene Kdr (Knockdown resistance). Valores acima da diagonal correspondem a similaridade
genética, e abaixo, a distancia genética (NEI, 1978).

Populacao Monte das Oliveiras Coroado | Alvoradal Praga 14
Monte das Oliveiras Fkkkk 0,9079 0,8488 0,8481
Coroado 0,0966 Fokkkx 0,9965 0,9963
Alvorada | 0,1648 0,0035 Fkkkk 1,0000
Praca 14 0,1939 0,0037 0,0000 inlaielolel

A figura 27 mostra o dendrograma das quatro populac6es analisadas, construido a
partir dos valores de distancia genética (NEI, 1978), o qual separou essas popula¢fes em dois
grandes clusters: um formado pelas populagdes Praca 14 e Alvorada I, o qual separa da

populacdo do Coroado I; e o outro formado apenas, pela populacdo Monte das Oliveiras.
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Figura 27: Dendrograma resultante do agrupamento das popula¢cdes, sem deltametrina, com base na
distancia genética (NEI, 1978). Valores de bootstrap com 1000 réplicas.
Das amostras oriundas do bioensaio com deltametrina, a populacdo da Praca 14 foi a

que apresentou maior quantidade de individuos homozigotos mutantes (lle/lle),
correspondendo a 97,05%, de uma amostra de 34 individuos analisados, e menor quantidade
de heterozigotos, 2,94%. Ja a populacdo do Monte das Oliveiras foi a que apresentou menor

quantidade de homozigotos mutantes (48,27%) (Figura 28).
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Figura 28: Perfil eletroforético da variabilidade genética em populagdes de A. aegypti da cidade de Manaus, com
base no gene Kdr (mutagdo no sitio 1016). Amostras: 1 e 12, controles heterozigotos (Val/lle); 2 a 11, 13 e 14,
fémeas da Alvorada I, e 15 a 20, Monte das Oliveiras, ambas selecionadas pelo bioensaio com deltametrina.
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Embora a mutacdo Vall016lle, associada a resisténcia a piretroides seja de carater
recessivo, alguns individuos sobreviventes aos bioensaios com o inseticida deltametrina,
revelaram geno6tipos homozigotos selvagens nas populaces Monte das Oliveiras e Coroado |
(6,9% e 7,14%), respectivamente. Assim como, também foram detectados heterozigotos.

A frequéncia observada do alelo 1016lle variou de 0,7069 a 0,9853 nas populacgdes
Monte das Oliveiras e Praca 14, respectivamente. O valor de heterozigosidade observada
apresentou ampla variacdo (H,=0,0294 a 0,4483), sendo a populacdo da Praca 14 a que
revelou menor heterozigosidade; enquanto a do Monte das Oliveiras apresentou o valor mais
elevado (Tabela 6). Assim como nas populagdes oriundas da natureza, sem serem submetidas
ao bioensaio com deltametrina, essas popula¢fes também mostraram equilibrio genético,
cujos valores de X? estdo de acordo com o Equilibrio de Hardy Weinberg. Similarmente, o
valor de Fg (0,0894) também foi maior que o de Fis (-0,0390), indicando diferenciacédo

genética nas populagdes analisadas (Tabela 6) e excesso de heterozigotos.

Tabela 6: Estimativa da variabilidade genética e teste de equilibrio de Hardy-Weinberg em populagdes de A.
aegypti da cidade de Manaus, submetidas ao inseticida Deltametrina, com base no gene Kdr (Knockdown
resistance).

Alelo  Gendtipo Populacao
Alvoradal Coroado | I\él)cl{nte_ das Praca 14
iveiras
(N) (28) (28) (29) (34)
Val 0,1071 0,2500 0,2931 0,0147
lle 0,8929 0,7500 0,7069 0,9853
Val/Val 0 2 2 0
Observados Val/lle 6 10 13 1
le/lle 22 16 14 33
Val/Val/ 0,3214 1,7500 2,4914 0,0074
Esperados Val/lle 5,3571 10,5000 12,0172 0,9853
lle/lle 22,3214 15,7500 14,4914 33,0074
XZ 0,4032 0,0635 0,1939 0,0076
P 0,5254 0,8011 0,6597 0,9306
Hobs 0,2143 0,3571 0,4483 0,0294
Hesp 0,1948 0,3818 0,4217 0,0294

indices de Fixacao: Fi:= -0,0390; F;= 0,0538; Fy= 0,0894.

Em relagdo a similaridade genética, os valores encontrados variaram de 0,9354 a 1,00,
indicando grande identidade genética nessas populacBes, sendo as populagcbes Monte das
Oliveiras e Coroado | as mais similares (I= 1,00), assim como, Alvorada | e Praga 14 (I=

0,9969). Quanto a distancia genética, os valores encontrados foram baixos, variando de 0,00 a
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0,0668, sendo as populacbes do Monte das Oliveiras e Praga 14 as que revelaram maior

distancia genética (D= 0,0668) (Tabela 7).

Tabela 7: Matriz de similaridade e distancia genética em populagdes naturais de A. aegypti da cidade de Manaus,
submetidas ao inseticida Deltametrina, com base no gene Kdr (Knockdown resistance). Valores acima da
diagonal correspondem a similaridade genética e abaixo, a distancia genética (NEI, 1978).

Populacgao Monte das Oliveiras Coroado | Alvoradal Praga 14
Monte das Oliveiras Fkkkk 1,0000 0,9709 0,9354
Coroado | 0,0000 Fokkkx 0,9871 0,9588
Alvorada | 0,0295 0,0130 Fkkkk 0,9969
Praca 14 0,0668 0,0421 0,0031 Fkkkk

De forma similar as populacGes da natureza analisadas sem deltametrina, a figura 29
mostra o dendrograma das quatro populac6es analisadas submetidas a este inseticida, cujos
valores de distancia genética tambeém separaram essas populacdes em dois clusters: um,
formado pelas populacbes do Monte das Oliveiras e do Coroado | e o outro pelas populagdes
da Alvorada | e Praca 14 de janeiro, cujos agrupamentos foram muito similares aos obtidos no

dendrograma, em populacGes sem deltametrina.
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Figura 29: Dendrograma resultante do agrupamento das popula¢es, com deltametrina, com base na
distancia genética (NEI, 1978). Valores de bootstrap com 1000 réplicas.
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6. DISCUSSAO

6.1 BIOENSAIOS DE SUSCETIBILIDADE A INSETICIDAS

Os resultados obtidos nos bioensaios com larvicida temefés formulacdo ABATE 1G,
mostraram que todas as populacgdes testadas foram caracterizadas como resistentes, sendo as
da Alvorada | e Praca 14 de Janeiro as mais resistentes, por apresentarem taxas de
mortalidade de 5% e 12,74%, respectivamente. Estes resultados, possivelmente, estdo
associados a idade dos bairros e as condi¢Ges propicias para o desenvolvimento dos
mosquitos, e em especial, a Praca 14 de Janeiro, por abrigar um pdlo de comércio e servigos
automotivos consolidados, de onde se originou a primeira grande epidemia ocorrida em
Manaus.

Nesta cidade, o A. aegypti foi detectado pela primeira vez em novembro de 1996,
nesse referido bairro, (Zona Sul) e a partir de 1998, com o inicio da epidemia, foram
encontrados focos nos bairros Vila da Prata, Area Portuaria, S&o Francisco, Coroado, Betéania
e Conjunto Tiradentes (BASTOS, 2004; FIGUEIREDO et al., 2004). A partir dessa data,
considerando a grande capacidade adaptativa desta espécie, a mesma foi se dispersando para
outros bairros, a medida que as condicBes ecoldgicas fossem propicias para seu
desenvolvimento, e atualmente, ja estd sendo encontrada em toda cidade de Manaus
(PINHEIRO, 2000).

A explicacdo mais plausivel para origem de A. aegypti em Manaus no ano de 1998, na
Praca 14 de Janeiro, seria pela introducdo de ovos, de forma passiva, depositados
previamente, em caixas de papeldo molhados, devido ao mau armazenamento, utilizadas no
transporte de pecas para automdveis. Considerando que os ovos produzidos por A. aegypti sdo
resistentes a dessecacdo, ficando viaveis, em estado de dorméncia por muitos meses, 0s
mesmos podem ter sofrido uma eclosdo em massa, em galpdes mal cobertos, ocorrida em
épocas chuvosas.

Assim, existindo os vetores, faltava apenas o virus circulando para que acontecesse
uma grande epidemia. E esse fato ocorreu em 1981 e 1982, quando uma epidemia em Boa
Vista/RR foi documentada clinica e laboratorialmente, confirmando a circulacéo dos sorotipos
1 e 4 (BRASIL/MS, 2005).

Devido a proximidade e ligacdo entre os Estados Amazonas e Roraima, via BR-174, e

demais localidades, via transporte aéreo e fluvial, a epidemia se disseminou pela regido norte
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do Brasil e o controle vetorial & base do larvicida temefds, formulacdo ABATE 1G, passou a
ser empregado massivamente pelos agentes de controle de endemias.

Sabe-se que os inseticidas quimicos tém sido usados intensiva e indiscriminadamente
para 0 controle de insetos nos ultimos 60 anos. A falta de monitoramento, a suspensao
prematura dos programas e as falhas no planejamento, entre outras causas, tém facilitado o
desenvolvimento de resisténcia a varios inseticidas em muitas espécies de insetos, inclusive
insetos ndo alvo do controle. Pelo menos 504 espécies de insetos (95 de mosquitos) e acaros
tém apresentado resisténcia (WHO, 1992; FERRARI, 1996).

Atualmente, no Amazonas, o larvicida de primeira escolha € o organofosforado
ABATE 1G, utilizado pelos agentes de salude da Fundacdo de Vigilancia e Saude - FVS,
porém, em Manaus, devido a detec¢do de resisténcia, o0 mesmo foi substituido por reguladores
de crescimento “IGR”, do inglés Insect Growth Inibitors, sendo que os mais utilizados no
controle de mosquitos pertencem ao grupo das benzoil-feniluréias, conhecidos como
inibidores da sintese de quitina (MULLA et al., 1989).

A decisdo de substituicdo do ABATE 1G pelo IGR Novaluron tem vigorado desde
abril de 2011, mediante divulgacdo de resisténcia a este larvicida, pelo Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), por meio de analise de resisténcia realizada por Laboratdrios de
Referéncia Nacional da Rede de Monitoramento da Resisténcia de A. aegypti a inseticidas -
MORENAa (BRASIL/MS, 2010b).

Em relacdo ao organofosforado temefds grau técnico, também utilizado nos bioensaios
com larvas, os valores para CLsg, CLgo € RRso, ndo foram coerentes entre si, demonstrando
apenas a populacdo Alvorada | com alto nivel de resisténcia (RRsp=19,22), muito embora esta
resisténcia ja tenha sido detectada em populages de Manaus analisadas pela rede Nacional de
Monitoramento de Resisténcia de A. aegypti — MORENAa.

Em grande parte dos Estados brasileiros, tem se encontrado grande numero de
populagdes de insetos vetores resistentes a inseticidas ou com a suscetibilidade alterada. No
estado de Sao Paulo tem-se suspeitado ou registrado a resisténcia a organofosforados para A.
aegypti pelo menos em Campinas (ANDRADE e MODOLO, 1991; MACORIS et al., 1999),
Ribeirdo Preto, Guariba e Barretos (DINARDO-MIRANDA, 1994), Bauru e Marilia
(MACORIS et al., 1995), Santos (MACORIS et al., 2003) e para C. quinquefasciatus em Sao
Paulo (BRACCO et al., 1997, 1999) e Campinas (CAMPOS e ANDRADE, 2003). No estado
de Goias foi registrada resisténcia para A. aegypti em Goiania (MACORIS et al., 1995;
SILVA et al.,, 1997). No Rio de Janeiro e no Espirito Santo, pelo menos 10 municipios

registraram resisténcia aos organofosforados para A. aegypti (LIMA et al., 2003). No Rio de
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Janeiro (RJ) foi registrada resisténcia ao DDT, um carbamato, trés organofosforados, e trés
piretroides para C. quinquefasciatus (GONZALEZ et al., 1999), em Campo Grande (MS) e
Cuiaba (MT) foi registrada resisténcia ao temefos para C. quinquefasciatus (CAMPOS e
ANDRADE, 2003).

Quanto ao bairro Alvorada I, a ocorréncia de altos indices de resisténcia podem estar
associados ao tempo de existéncia do bairro e a sua origem ndo planejada, que ocorreu
mediante “ocupagdes espontineas” por trabalhadores da construcdo civil que ergueram o
Conjunto Ajuricaba na década de 1980 (GIATTI et al., 2011), embora existam documentos de
trabalhos pastoris que datam do inicio da década de 70 (WIKIPEDIA, 2012). Caracteristicas
como a ocupacgéo desordenada e sem planejamento fazem com que a densidade de vetores e
consequentemente, o controle empregado sejam maiores, devido principalmente, a falta de
saneamento basico e a existéncia de populacdo de baixa renda habitando as margens de
igarapés, o que contribui demasiadamente para o aumento do descarte de lixo em locais
inadequados, aumentando consideravelmente, a disponibilidade de criadouros para o A.
aegypti.

Ja os bairros do Coroado | e Monte das Oliveiras apresentaram taxas de mortalidade
inferior as da Alvorada | e Praca 14 de Janeiro, sendo, respectivamente, 35% e 37,5%, mais
ainda assim, foram categorizados como resistente.

Também sdo bairros que ndo possuem saneamento basico e 0 maior agravante é a falta
de agua, podendo ser provisoria, quando ha tubulagdes, mas o abastecimento é deficiente, ou
permanente, quando ndo existem tubulacdes. No caso do Coroado |, ja existe agua encanada,
mas a sua distribuicdo ndo é continua e a falta é constante. Isso obriga os moradores a
armazenarem a agua, enquanto disponivel, em barris, caixas d’agua, baldes e camburdes,
favorecendo assim o aumento da disponibilidade de criadouros artificiais para 0 mosquito da
dengue.

J& o bairro Monte das Oliveiras, por ser mais recente, também constituido por
“habitagdes espontaneas”, realizadas nas imediacdes dos conjuntos habitacionais Cidade
Nova e Nova Cidade na década de 1990 (GIATTO et al., 2011), apresenta locais que ainda
ndo possuem agua encanada. Diante dessa situagcdo, os moradores sentem-se obrigados a
cavarem cisternas, que servem de criadouros, tanto para mosquitos da espécie A. aegypti,
quanto para outras do género Culex. Assim, alem de contribuir com a oferta de criadouros, 0s
moradores ainda se expdem ao risco de contrair enfermidades pela ingestdo de agua

contaminada.
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Embora nos bioensaios seja recomendada a utilizagdo de produtos grau técnico
(verificando a sua pureza), seguindo-se procedimentos padrées (BROWN, 1986; WHO, 1992;
FERRARI, 1996, BROGDON e MCALLISTER, 1998), prévios a operacionalizacdo das
atividades de controle, as formulagdes dos produtos comerciais a serem usados devem ser
analisadas quimicamente, de modo a aferir corretamente o percentual do ingrediente ativo (%
i.a.) e/ou avaliadas e monitoradas por meio de bioensaios, quanto a sua eficiéncia, em
populacgdes suscetiveis e de campo. Este procedimento deve ser empregado considerando que
existem variacdes nas formulacGes e na qualidade dos produtos, como: fabricante, transporte,
armazenamento, tempo de estoque, etc. (CAMPOS e ANDRADE, 2011).

Além do larvicida organofosforado temefds, formulagdo ABATE 1G, é utilizado para
o controle de adultos de A. aegypti, a aplicacdo espacial de inseticida piretréide
(deltametrina), a Ultra Baixo Volume-UBYV, tanto em ac6es de rotina, quando nao héa surtos
epidémicos, quanto em agOes emergenciais (BRASIL/MS, 2005).

O periodo chuvoso é o mais critico, visto que a densidade vetorial aumenta
consideravelmente, fazendo com que o controle ao vetor seja mais intensificado. Porém,
assim como ocorreu com os organofosforados, tém acontecido com os piretréides, episédios
de resisténcia detectados em todo Brasil e também em outros paises (RODRIGUEZ et al.,
2001; BRENGUES et al., 2003; LUNA et al., 2004; PEREIRA-DA-CUNHA et al., 2005;
DUSFOUR et al., 2011).

Quando submetidas aos bioensaios com deltametrina, todas as populacdes testadas
foram categorizadas como resistentes, sendo que as populacGes Praca 14 de Janeiro e
Alvorada | foram consideradas as mais resistentes, com 1,67% e 8,89% de mortalidade,
respectivamente, ndo diferindo grandemente dos demais bairros: Coroado | e Monte das
Oliveiras, com taxas de mortalidade de 9,44% e 13,33%, respectivamente.

Apesar de ter sido detectada resisténcia em varias localidades do Brasil e do mundo,
por meio, principalmente, da identificacdo de mutacGes no canal de sodio voltagem
dependente, ainda ndo houve substituicdo deste inseticida.

No Brasil, varios Estados ja apresentam populaces com algum traco de resisténcia.
Assim, os laboratérios que realizam o monitoramento da resisténcia, preconizam a
substituicdo deste inseticida em cidades aonde tenha sido detectada resisténcia,
principalmente, pelo fato deste tipo de mecanismo de resisténcia ser muito eficiente, visto que
em poucas geracOes de populacdo, sob pressdo de selecdo aumentam significativamente, as
frequéncias com que aparecem (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007).
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Figueiredo et al.(2004), em seu estudo sobre a epidemia de dengue, ocorrida em 1998
e 1999, identificaram a zona sul da cidade de Manaus, proximo ao rio negro, como sendo a
area infestada primeiramente, visto que, atua como sitio de entrada, tanto para o vetor, quanto
para o virus. Além disso, a area do centro foi a que apresentou maior ocorréncia dos casos,
maior concentracdo do vetor e a maior populacdo ativa durante o dia, favorecendo a
disseminacédo da dengue.

Segundo Costa et al. (2009), dos mosquitos analisados e infectados com algum
sorotipo do virus da dengue, 23% foram encontrados na zona leste, 70% na centro-oeste, 60%
na Sul, 53% na oeste.

Bastos (2004) observou que a distribuigdo dos casos de dengue foi menor na zona leste
(9%) e maior na zona Sul (25%) e Figueiredo (2008) observou a maior positividade de casos
de dengue nas zonas Centro-oeste, Sul e Oeste.

Embora analisando diferentes aspectos, no caso, resisténcia a inseticidas, ainda assim,
os dados destes estudos corroboram com os resultados deste trabalho, visto que as zonas com
maior quantidade de mosquitos resistentes sdo as zonas que comportam a maioria dos casos

de dengue notificados.

6.2 ANALISES ISOENZIMATICAS

Os estudos da resisténcia a inseticidas tém mostrado que, entre outros fatores, a
mesma tem sido relacionada ao aumento do metabolismo do inseticida por acdo de enzimas
de detoxificagdo. A resisténcia metabdlica é o resultado de uma mudanca estrutural na
molécula da enzima que aumenta sua habilidade em detoxificar o inseticida e/ou, elevar os
niveis da enzima produzida (HEMINGWAY, 2000). Um pequeno grupo de enzimas ou
familia de enzimas esta envolvido neste mecanismo de resisténcia: as oxidases, as glutationa-
s-transferases e as esterases (CARINO et al., 1994; RAYMOND et al., 1998).

Neste trabalho foram analisados os perfis eletroforéticos de esterase total, sem uso de
inibidores, fosfoglicomutase e hexoquinase, sendo as duas Uultimas transferases, em
populagdes da cidade de Manaus, submetidas e ndo submetidas a inseticidas, bem como em
comparagdo coma linhagem suscetivel Rockefeller. Embora ndo tenham sido observadas
diferengas nas intensidades das mesmas entre os individuos analisados, sabe-se que existe
grande relacdo entre altos niveis de esterases, bem como outras enzimas detoxificantes, com
altos niveis de resisténcia, principalmente, a organofosforados, mas também a piretroides
(MENDES et al., 2001; CAMPOS e ANDRADE, 2003).
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Gonzaléz et al. (1999), por meio de andlise bioquimica de esterases e colinesterases,
inclusive utilizando sinergistas, juntamente com inseticidas organofosforados, carbamatos e
piretroides, verificaram que os piretroides podem fornecer melhor estratégia de controle
quando comparado as demais classes.

Ainda assim, como observado nos bioensaios com deltametrina, as populagdes ja
apresentam resisténcia, portanto, outras estratégias tornam-se necessarias.

A maioria dos trabalhos em A. aegypti voltados a analise dos perfis esterasicos refere-
se a quantificacdo de esterase total, avaliada no extrato de mosquitos macerados inteiros
(FIELD et al., 1999; GAO et al., 2006).

Bisset et al.(2001), verificaram altos niveis esterasicos associados ao alto nivel de
resisténcia a organofosforados em populac6es de Cuba e Venezuela.

Paiva (2006) demonstrou por meio de testes bioquimicos, a elevada atividade a-
esterdsica em larvas da linhagem Recife-Resistente, submetidas a bioensaios com temefos, em
comparagdo com linhagem Rockefeller, suscetivel, com absorbancia que variou de 1,22 0,9, e
de B-esterase variando de 1,9 a 1,4, respectivamente, encontrando inclusive presenca de alelos
superexpressos.

No Estado de S&8o Paulo, em varios municipios foi observada a resisténcia a
organofosforados associada as esterases, principalmente, em popula¢bes com alto nivel de
resisténcia (MARCORIS et al., 2003).

Em investigacdo da resisténcia em populacGes de A. aegypti do Grand Cayman,
integrante das ilhas Caymans, Harris et al. (2010) verificaram elevadas atividades de
esterases, monooxigenases e transferases, quando comparadas a populagdo suscetivel, New
Orleans.

Em Martinique, pequena ilha nas Antilhas, oeste do mar do Caribe, algumas das
populacdes analisadas de A. aegypti, presentaram altos niveis das enzimas monooXigenases,
carboxilesterases e glutationa-s-transferases, em comparacdo com a cepa suscetivel Bora Bora
(MARCOMBE et al., 2012).

Muitos trabalhos mostraram que as proprias bandas foram analisadas em géis de
poliacrilamida, sugerindo que além do aumento da atividade esterasica, ocorre também o
aumento da frequéncia de algumas bandas esterasicas e reducdo da frequéncia de outras,
sugerindo a ativacdo preferencial de determinadas esterases, na presenca de inseticidas
(GUIRADO, 2008; LIMA-CATELANI et al., 2004; SOUZA-POLEZZI e BICUDO, 2005).
Resultados similares foram de certa forma, observados para as esterases nessas populacgdes de

A. aegypti da cidade Manaus, comparados a populacao da cepa Rockefeller do Rio de Janeiro,
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considerada sensivel, utilizada como padrdo nesse estudo, cujo perfil eletroforético revelou
somente as esterases 2 e 3 na linhagem Rockefeller, enquanto que nas demais populagdes
foram detectadas quatro isoenzimas (EST1, EST2, EST3 e EST4). Mesmo assim, os dados
ainda ndao foram suficientes para saber se essas enzimas estdo desempenhando algum
mecanismo de detoxificacdo nessas populacGes de A. aegypti. Para isso, sera necessario
aumentar o ndmero de amostras de cada populacdo, usar outros substratos e inibidores
enzimaticos.

Quanto a hexoquinases e fosfoglicomutases, ndo foram observadas diferencas na
atividade que possam atribuir a acdo metabdlica de detoxificacdo dessas enzimas nas
populagdes de A. aegypti analisadas

6.3 ANALISE GENETICA DA MUTACAO Kdr (Vall016lle) NO CANAL DE
SODIO

Introduzida no inicio dos anos 2000, devido ao aparecimento de populagdes resistentes
aos organofosforados utilizados no controle vetorial, a deltametrina € o inseticida utilizado
atualmente em todo Brasil, por se tratar de um produto mais eficiente, menos nocivo, com
baixa toxicidade aos mamiferos e limitada persisténcia no solo (SODERLUND, 2008).

Porém, em menos de dez anos de utilizacdo foram detectadas populac@es resistentes a
este inseticida (PEREIRA-DA-CUNHA et al., 2005; MONTELLA, 2007).

A resisténcia a piretroides relacionada ao desenvolvimento de mutacgdes tipo Kdr, tem
sido reportada ha muito tempo, em diversas espécies de insetos como em moscas doméstica
(WILLIAMSON et al., 1993), em insetos pragas ou vetores, como a mosca do chifre
Haematobia irritans (MCDONALD e SCHMIDT, 1987), a praga do tabaco Heliothis
virescens (TAYLOR et al., 1993), a barata Blatella germanica (DONG e SCOTT, 1994) e 0
mosquito A. aegypti (SEVERSON et al.,1997).

Saavedra-Rodriguez et al., (2007) verificaram que em ensaios de pressdo de selecdo
com piretroides em populacdes de Cuba e do México, mostraram aumento drastico da
frequéncia do alelo 10161le em poucas geraces.

Martins et al. (2009) sugeriram que esteja ocorrendo um espalhamento do alelo
1016lle por todo o Brasil, proveniente de municipios localizados na regido Centro-Oeste na
fronteira com outros paises.

Harris et al. (2010), investigando causas da resisténcia a piretrdides, na populagéo do

Grand Cayman, verificou a presenca da mutacdo Vall016lle, com frequéncia do alelo
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resistente 1016lle de 0,79. Nestas populacdes de A. aegypti, altos niveis de resisténcia ao
DDT e piretrdides tem sido descritos.

Em Martinique, Marcombe et al. (2012), verificaram alta frequéncia do alelo 1016lle,
variando de 0,89 a 0,97, nas populacdes analisadas, e todas em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Em populacbes de A. aegypti do México, Garcia et al. (2009) verificaram aumento
dréastico da frequéncia do alelo 10161le em populagdes resistentes, coletadas entre os anos de
1996 a 2009. Entre 1996 e 2000, a frequéncia encontrada foi menor que 0,1%. Ja entre 2003 e
2006, a frequéncia variou de 2 a 5%, aumentando consideravelmente entre os anos 2007 e
2009, com 38,3 e 88,3%, respectivamente.

Vale ressaltar que além da mutacdo Vall016lle, a mutacdo llel011Met, também
associadas ao mecanismo Kdr em A. aegypti, tem se disseminado em populacdes das regides
nordeste e sudeste do Brasil, estando esta Ultima, presente em individuos resistentes nao
portadores da Val1016lle (MARTINS, et al., 2009).

Neste trabalho foi possivel detectar a alta frequéncia com que aparece o alelo 1016lle,
tanto nas populacdes naturais, variando de 0,58 a 0,96, quanto nas populac@es selecionadas
com deltametrina, 0,70 a 0,98, considerando os bairros em ordem crescente de resisténcia:
Monte das Oliveiras, Coroado I, Alvorada | e Praga 14 de Janeiro.

Apesar de Martins et al. (2012) reportar um fitness negativo dessa mutacdo Kdr em
populacbes de A. aegypti do estado do Rio de Janeiro, quando ndo hé pressao de selecdo por
inseticida, a elevada frequéncia do alelo 1016lle encontrada nessas populacdes de Manaus,
num tempo relativamente curto, quando se trata de evolucado, indica que essa mutacdo esta
sendo favorecida nas condicOes atuais, mesmo quando o uso do inseticida ndo € tdo intenso,
como na populacdo do Monte das Oliveiras.

Esta alta frequéncia do alelo 1016lle, pode possivelmente, estar associada a idade das
populacdes consideradas mais resistentes, caracteristicas urbanisticas destes locais,
saneamento, descarte de lixo, fornecimento da &gua encanada, grau de instrucdo dos
moradores, e também o fitness dessa espécie, entre outros.

A situacdo é bastante preocupante aqui em Manaus, principalmente, considerando que
essas populagdes estdo estabelecidas, onde o fluxo génico é constante dentro delas, apesar de
encontrarem de certa forma, diferenciadas geneticamente, como mostra o indice de fixagédo
(Fs= 0,1820).

Além disso, 0 controle massivo com deltametrina em todos os bairros, devido a
deteccdo de altos niveis de infestacdo obtidas dos LIRAa, realizados periodicamente pelos

agentes de controle da FVS, associados a grande incidéncia de casos de dengue notificados.
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De acordo com o LIRAa de 2006, nos Bairros Alvorada | e Praga 14, os recipientes
predominantes foram depdsitos ao nivel do solo, como barris, tambores, tanques, etc., lixo,
como recipientes plasticos, garrafas latas sucatas em patios, ferros velhos, recicladoras e
entulhos. Ja no bairro Coroado | foi predominante apenas os depositos ao nivel do solo. No
Monte das Oliveiras, além de todos os recipientes acima citados, foram encontrados também
em caixas d’dgua ligadas a rede de abastecimento, depdsitos elevados e também em pneus
descartados.

Toda esta disponibilidade de criadouros, aliada aos altos indices pluviométricos
observados na regido, influenciam diretamente 0 aumento da densidade de A. aegypti, e
consequentemente, dos casos de dengue, tanto que no periodo de 2003 a 2012 houve uma
grande flutuacdo no nimero de casos notificados, variando de 826 casos em 2006 até 8.633
em 2008, decaindo para 3.645 em 2012, segundo dados do SINAN/AM, disponibilizados pela
FVS/AM.

Assim, com a deteccdo de resisténcia a deltametrina em populagdes de Manaus, faz-se
necessario a revisao das alternativas de controle vetorial, pois ainda que a mutacdo Val1016lle
represente alto custo adaptativo para as populacdes, como estudado por Martins et al. (2012),
este alelo tem se disseminado rapidamente em todas as populacdes expostas a pressdo com
inseticidas.
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CONCLUSOES

Os dados desse trabalho, a partir da anélise de quatro populacfes de A. aegypti da
cidade de Manaus (Alvorada I, Praca 14 de Janeiro, Coroado | e Monte das Oliveiras),
submetidas as diferentes concentracbes do larvicida temefds, formulacdo ABATE 1G,
mostraram resisténcia a esse organofosforado em todas as populacées, sendo a da Alvorada |
e da Praca 14 de Janeiro, as mais resistentes.

Resultado similar também foi observado, quando essas popula¢fes foram submetidas
ao inseticida piretrdide deltametrina. Neste caso, a populacdo da Praca 14 de Janeiro foi a
mais resistente.

E possivel, que estes resultados estejam associados & idade dos bairros, as condigdes
propicias para o desenvolvimento dessa espécie, considerando sua elevada capacidade
adaptativa e alta pressdo de selecdo pelo uso de inseticidas organofosforados e piretréides, no
combate a dengue.

Né&o foi possivel associar a atividade esterasica com a resisténcia ao organofosforado
temefos, formulacdo ABATE 1G, nem & deltametrina, embora tenham sido observadas mais
bandas (isoenzimas) em populacGes do campo, do que na linhagem suscetivel Rockefeller,
guando submetidas ao inseticida piretrdide. Neste caso, ha possibilidade das esterases estarem
sendo reguladas por algum mecanismo genético que, em presenca do inseticida ocorra
ativacdo preferencial de determinadas formas isoenzimaticas.

N&o foram observadas alteracdes na atividade das transferases fosfoglicomutase e
hexoquinase nas populacfes analisadas, em comparacdo com a linhagem suscetivel
Rockefeller.

As analises genéticas revelaram a presenca do alelo mutante 1016lle, do gene Kdr no
Canal de Sodio, em todas as populacdes analisadas, estando em menor frequéncia na
populacdo do Monte das Oliveiras, sem uso de inseticida (0,58) e em maior frequéncia na
populagdo Praca 14 de Janeiro, selecionada pelos bioensaios (0,98). Os valores de X? ndo
foram significativos para as quatro populacées, indicando que as mesmas encontram-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg, com excesso de heterozigotos e diferenciacdo genética
interpopulacional moderada, sendo as populacdes da Praca 14 de Janeiro e do Monte das
Oliveiras as mais distantes geneticamente. Estes resultados podem ser explicados, em
decorréncia do tempo de infestacdo, pressdo de selecdo no controle da dengue e elevado

fitness desse mosquito.
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Assim, diante dos resultados obtidos, faz-se necessario o0 monitoramento do uso desses
inseticidas nas ac¢des de controle, empregando rodizios com diferentes classes de inseticidas.
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