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RESUMO

O uso frequente do temefos tem levado ao desenvolvimento de resisténcia a inseticida em
Aedes aegypti, comprometendo o controle e favorecendo a transmissdo das doengas por ele
veiculadas. Assim, este trabalho teve como objetivo obter informagdes sobre a resisténcia ao
temefos de populacdes de 4. aegypti coletadas em municipios da Paraiba, visando subsidiar os
agentes sanitarios a desenvolverem estratégias de monitoramento e controle das populagdes
deste vetor. As vinte e quatro populagdes estudadas foram coletadas nos municipios de Alagoa
Grande, Alagoa Nova, Campina Grande, Esperanc¢a, Lagoa Seca e Serra Redonda, onde foram
realizadas coletas de ovos utilizando-se ovitrampas, a partir de bairros com altos indices de
infestagdo do vetor — area A- e em bairros equidistantes a 500 m, 1.000 m e 1.500 m de
distancia da area A, constituindo as areas B, C e D, respectivamente. Os ovos coletados foram
levados ao laboratério para criagio do mosquito, identificagio e determinacdo do Indice de
Infestacdo para Armadilha de Oviposicao (IAO). Coordenadas geograficas de cada ponto de
coleta foram obtidas, montada uma matriz de distdncia geograficas com o nimero dos
quarteirdes, o total de residéncias e/ou estabelecimentos positivos ou ndo. Os bioensaios de
laboratorio foram realizados com o temef6s, do qual se determinou a dose diagndstica. O
homogenato protéico de larvas L4 foi submetido a eletroforese em géis de poliacrilamida
7,5%. Nesse estudo foi observado que o IAO foi elevado, acima de 20%. A maior incidéncia
do vetor foi constatada para o bairro Catolé, area C do municipio de Esperanca com TAO de
90%. Todas as populagdes foram submetidas a dose diagnoéstica de 0,352 mg de i1.a./L, onde
obtivemos 0% de mortalidade. A maior CLy foi verificada no municipio de Alagoa Nova,
aproximadamente trinta e oito vezes o valor da CLg para a populagdo susceptivel
(Rockefeller — padrao). Todas as populacdes estudadas apresentaram RR maior que 20, sendo,
portanto, consideradas altamente resistentes. A atividade esterdsica foi visualizada através dos
substratos o e B-naftil acetato, possibilitando a visualizagao de seis regides de o e B-esterase,
denominadas EST-1 a EST-6. As populagdes caracterizadas como resistentes mostraram de
duas a seis regides de atividade esterasica, enquanto que a populacdo suscetivel foi

visualizada apenas uma regido de atividade.

Palavras-Chave: Aedes aegypti, resisténcia a inseticidas, esterase.



ABSTRACT

The frequent use of temephos has resulted in development of insecticide resistance in Aedes
aegypti, compromising control and favoring the transmission of diseases transmitted by him.
This study aimed to obtain information on temephos resistance of 4. aegypti collected in the
municipalities of Paraiba, aiming to support health workers to develop strategies to monitor
and control the populations of this vector. The twenty-four populations were collected in the
towns of Alagoa Grande, Alagoa Nova, Campina Grande, Esperanca, LagoaSeca e Serra
Redonda, where eggs were collected using ovitraps from neighborhoods with high levels of
vector infestation - area A neighborhoods and equidistant at 500 m, 1,000 m and 1,500 m
away from the area, constituted the areas B, C and D, respectively. The eggs were taken to the
laboratory for mosquito breeding, identification and determination of the index for
Oviposition Trap (IAO). Geographical coordinates of each collection point were obtained,
mounted an array of geographical distance with the number of blocks, the total number of
residences and/or establishments positive or not. The laboratory bioassays were conducted
from temephos, which was determined with the diagnostic dose. The homogenate protein L4
larvae was subjected to electrophoresis on 7.5% polyacrylamide gels. In this study we found
that the IAO was high, above 20%. The highest incidence of vector was found for the Catolé
district, area C of the City of Esperanga with IAO 90%. All populations underwent diagnostic
dose of 0.352 mg de i.a./L, where we had 0% mortality. Most LCy was found in the city of
Alagoa Nova, about thirty-eight times the value of LCy to the susceptible population
(Rockefeller - default). All populations showed RR bigger than 20, therefore is considered
highly resistant. The esterase activity was visualized using the substrates o and B-naphthyl
acetate, allowed the visualization of six regions of a and B-esterase, called EST- 1 EST- 6. The
populations characterized as resistant showed two to six regions of esterase activity, whereas

the susceptible population was viewed only one region of activity.

Key-words: Adedes aegypti, insecticide resistance, esterase.
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1 INTRODUCAO

As estratégias de controle do Aedes (Stegomyia) aegypti (L.) estdo
baseadas na utilizacdo de produtos biologicos e quimicos, integrados a
programas de manejo ambiental (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

No Brasil, os programas que visam o controle do A. aegypti empregam
principalmente inseticidas quimicos, dos quais se destacam os organofosforados
e piretroides (LUNA et al., 2004). Os indices de casos da dengue aumentam ano
a ano, influenciados por diferentes fatores, entre os quais, a resisténcia do vetor
aos produtos quimicos, diminuindo a eficiéncia de controle, favorecendo o
aumento das populagdes de mosquitos e, consequentemente, o aumento do
numero dos casos de dengue (CAMPOS e ANDRADE, 2001).

De acordo com estudos realizados em varios municipios, a resisténcia esta
amplamente disseminada em populagdes de 4. aegypti no Brasil (LIMA et al.,
2003; MARCORIS et al., 2003; LIMA et al., 2006). Na Paraiba a resisténcia ao
temefos foi constatada para populacdes provenientes dos municipios de
Boqueirdo, Brejo dos Santos, Campina Grande, Itaporanga e Remigio
(BESERRA et al., 2007). Tais relatos corroboram a hipotese de que a eficiéncia
dos inseticidas empregados no combate ao A. aegypti deve ser rotineiramente
avaliada como medida de seguranca a satde publica.

A deteccao da resisténcia € o conhecimento dos mecanismos envolvidos
sdo fundamentais, pois elucidam os aspectos basicos relacionados aos inseticidas
e fornecem informacdes importantes para o seu manejo em espécies alvo
(SCOTT, 1995; CRUZ, 2002). Um aspecto essencial para o desenvolvimento de
estratégias de manejo da resisténcia ¢ determinar sua dindmica, desenvolvendo
estudos que avaliem as mudangas e freqiiéncia no decorrer do tempo
(GEORGHIOU, 1972; CAMPOS e OMOTO, 2006).

Para se obter sucesso neste manejo e controle do vetor, ¢ preciso
determinar como as populacdes de insetos se distribuem, pois os esforgos

amostrais e de controle devem se concentrar nos locais em que estao distribuidos
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e nas épocas propicias a ocorréncia de surtos populacionais. Informagdes sobre a
disseminacgdo espacial e geografica de populacdes de A. aegypti resistentes ao
temefos orientam o desenvolvimento e implementagdo das estratégias de
controle, visto que auxiliam na descoberta de pontos vulneraveis do inseto, que
podem servir no direcionamento das agdes de controle diminuindo os gastos e
custos ambientais decorrentes do uso de técnicas inadequadas.

A caracterizagdo da variabilidade genética presente nas populagdes
naturais ¢ uma ferramenta de grande utilidade para os programas de controle,
pois a detec¢do de populacdes de vetores geneticamente distintas dentro de uma
regido pode ter importantes implicacdoes na saude publica, uma vez que estas
podem estar associadas as variacdes comportamentais, ecologicas, biologicas e
caracteres epidemioldgicos expressos pelo vetor.

Atualmente, existem varias técnicas disponiveis para detectar
polimorfismos de DNA, tanto genOmico quanto mitocondrial, das quais
podemos destacar: Polimorfismo do DNA Amplificado Randomicamente
(RAPD), eletroforese de Isoenzimas, Polimorfismo do Comprimento de
Fragmentos de Restri¢ao (RFLP) e seqiienciamento.

Desde a década de 1960, as isoenzimas sdo importantes ferramentas para
os geneticistas, € embora novas técnicas moleculares tenham surgido, estes
marcadores ainda sdo amplamente utilizados em estudos genéticos (SOUZA,
2000). A natureza co-dominante das bandas e os custos relativamente baixos
tornaram a analise de isoenzimas atraente e Util na pesquisa. Sao especialmente
utilizadas para a comparagdo de diversos taxons ou individuos (KLASS, 1998).
Além disso, constituem a maneira mais direta e riapida de avaliar

genotipicamente muitos locos num grande nimero de individuos (AUGUSTIN,

1999; FARALDO et al., 2003).

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral:

Obter informagdes sobre a resisténcia ao temefos de populacdes de Aedes
aegypti coletadas em municipios da Paraiba, visando subsidiar os agentes
sanitarios a desenvolverem estratégias de monitoramento e controle das

populagdes deste vetor.

2.2 Objetivos especificos:

I- Detectar populagdes de 4. aegypti resistentes ao temefos;

II- Caracterizar a distribuigdo espacial de populagdes de 4. aegypti
resistentes ao temefos;

III- Caracterizar a resisténcia ao temefos das populacoes de 4. aegypti;

IV- Avaliar a expressdo do gene de esterase envolvido na resisténcia de
populagdes de 4. aegypti através da eletroforese de Isoenzimas;

V- Quantificar a variabilidade genética do gene de esterase nas
populagdes resistentes ao temefés, verificando a presenga de variantes

eletroforéticas e estimando indices de heterozigosidade.

3 REVISAO DE LITERATURA



17

3.1 Situacido da dengue no Brasil

No Brasil, ha referéncias de epidemia desde o século XIX. No século
passado ha relatos de casos em 1916, no Estado de Sao Paulo e em 1923, na
cidade de Niter6i (Rio de Janeiro), sem diagnodstico laboratorial. A primeira
epidemia, documentada clinica e laboratorialmente, ocorreu em 1981-1982, em
Boa Vista/Roraima, causada pelos sorotipos 1 e¢ 4. Em 1986, ocorreram
epidemias no Rio de Janeiro e algumas capitais da regido Nordeste. Desde entao,
a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada, intercalando-se com a
ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a introducdo de novos
sorotipos em  dreas anteriormente indemes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005).

A mobilizagdo deve ser mantida em todo o pais e intensificada nos
Estados com situacdo mais preocupante. O novo balanco parcial de casos de
dengue desse ano, divulgado pelo Ministério da Satude, apontou 942.153 casos
suspeito at¢ o dia trés de julho de 2010. Desse total, 482.284 ja foram
confirmados, 153.098 foram descartados e 306.771 permanecem em
investigacdo. J4 no Estado da Paraiba foram notificados 2.851 casos, um

aumento de 1.397 casos para o mesmo periodo no ano de 2009 (Ministério da

Saude, 2010).

3.2 Controle do Aedes aegypti

Atualmente, nenhum pais conseguiu eliminar a transmissao da dengue

apés sua re-emergéncia na metade do século passado. O mosquito Aedes
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aegypti, principal vetor dessa doenca, tem apresentado uma grande facilidade
em adaptar-se a diversas condi¢des ambientais (TAUIL, 2006).

A crescente incidéncia de dengue nas ultimas décadas requer estratégias
efetivas e eficientes para o combate desses complexos processos ecologicos-
epidemiologicos pelos servicos de saude.

O combate a esse Culicidio consiste em medidas contra as larvas e
mosquitos adultos. Entretanto, seus principais criadouros sdo produzidos
principalmente pelos seres humanos, pois permitem sua proliferacio em
reservatorios artificiais de dgua (KUNO, 1995), uma vez que as deficiéncias no
abastecimento de 4gua encanada fazem com que muitos habitantes passem a
armazenar o liquido nos domicilios, proporcionando assim, criadouros para
infestacdo do mosquito (FORATTINI, 2002).

Nos programas de controle de dengue, a vigilancia entomoldgica ¢ feita,
principalmente, a partir de coletas de larvas, de acordo com a proposta de
CONNOR ¢ MONROE (1923) para medir a densidade de 4. aegypti em areas
urbanas. Essa metodologia consiste em vistoriar os depositos de dgua e outros
recipientes localizados nas residéncias e demais imdveis considerados
estratégicos, por produzirem grande quantidade de mosquitos adultos, para
calculo dos indices de infestacao predial (IIP) e de Breteau (IB) (FUNASA,
2001; ORGANIZACAO PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995).

A coleta de larvas ¢ importante para verificar o impacto das estratégias
basicas de controle da doenca, dirigidas a eliminagdo das mesmas. Essa
metodologia, entretanto, ndo ¢ um bom indicador para se medir a abundancia do
adulto, ineficaz para estimar o risco de transmissao, embora venha sendo usada
com essa finalidade (NELSON, 1995).

As armadilhas para coleta de larvas, ou ‘larvitrampas’, sdo depositos
geralmente feitos de secdes de pneus usados. Nas larvitrampas, as flutuagdes de
agua da chuva induzem a eclosdao dos ovos e sdo as larvas que se contam, ao
invés dos ovos depositados nas paredes da armadilha. A Organizagdo Pan-

Americana da Saude (OPAS) recomenda seu uso para deteccao precoce de novas
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infestagdes e para a vigilancia de populacdes de Aedes com baixa densidade
(FUNASA, 2001).

A armadilha de oviposi¢do, também conhecida no Brasil como
‘ovitrampa’, ¢ destinada a coleta de ovos. Em um recipiente de cor escura,
adere-se um material aspero que permite a fixacdo dos ovos depositados. Em
1965, iniciou-se o uso das ovitrampas para a vigilancia das populag¢des adultas
de 4. aegypti (FAY e PERRY, 1965).

As ovitrampas fornecem dados uteis sobre distribui¢do espacial e
temporal (sazonal). Dados obtidos com essa metodologia também foram usados
para monitorar o impacto de varios tipos de medidas de controle que envolve a
reducao do vetor com inseticidas (GOMES, 1998; FOCKS, 2000).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD)
recomenda que as larvitrampas sejam usadas em locais considerados como porta
de entrada do vetor adulto, tais como portos fluviais ou maritimos, aeroportos,
terminais rodoviarios e ferroviarios e terminais de carga, para verificagdo da
entrada do vetor em 4reas ainda ndo infestadas; e para monitoramento desses
pontos em areas infestadas. Em razao do grande fluxo de pessoas, ¢ importante
que esses locais estejam livres de Aedes.

Também no Brasil, confirmou-se a maior sensibilidade das ovitrampas,
em relagdo a pesquisa larvaria e as larvitrampas, para verificagdo da presenca do

vetor (BRAGA et al., 2000; MARQUES et al., 1993).

3.3 Controle Quimico

Relatos do uso de compostos quimicos no combate aos insetos datam
desde antes do ano 2.500 a.C., em que os sumérios aparentemente utilizavam
compostos sulflricos para o controle de insetos (RETNAKARAN et al., 1985).

Essas substancias sdo chamadas genericamente de inseticidas, mas quando

sdo destinadas a atingir formas larvais sdo chamadas larvicidas. Embora o uso
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desses compostos seja motivo de algumas restricdes, por contribuirem para a
polui¢do ambiental e apresentarem alguma toxicidade ao ser humano, ainda
constituem parte importante do controle integrado de insetos vetores e sua
utilizacdo ndo pode deixar de ser considerada (FORATTINI, 2002). Os
inseticidas mais usados no Brasil s3o os dos grupos quimicos piretroides e
organofosforado, como exemplo do primeiro grupo temos deltametrina e do
segundo o malathion, fenitrothion e, especialmente o temefos, utilizado ha
décadas no Brasil (FUNASA, 2001).

O temefos ¢ utilizado a Ippm de principio ativo, absorvido em graos de
areia numa formulagdo contendo 1% dessa substancia, que pode ser aplicada em
agua para consumo humano, gragas a sua baixa toxicidade oral para mamiferos
(LIMA et al., 2006).

Contudo, a exposi¢do continuada dos insetos a estes produtos constitui
uma forte pressao de sele¢do, de forma que os espécimes mais aptos a resistir
podem produzir descendéncia capaz de sobrepujar a populacdo dos ndo-
resistentes. A resisténcia a inseticidas ja foi registrada em mais de 500 espécies
de insetos, incluindo muitas de importancia médica (MARCONDES, 2001)

como, por exemplo, 0 4. aegypti.

3.3.1 Mecanismos de acao dos inseticidas

De acordo com o seu modo de acgdo os larvicidas podem ser classificados
em: asfixiantes, quando as substancias sdo destinadas a obstruir os espiraculos;
de contato, quando atravessam a superficie corporal ou penetram no corpo pelo
sistema respiratorio; gastricos, trata-se de substdncias que agem ao serem
ingeridas pelas larvas e absorvidas pelo aparelho digestério; e inibidores de
crescimento, quando interferem nas ecdises ou comprometem a formagao de

quitina (FORATTINI, 2002).
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O modo de agdo dos inseticidas inclui respostas anatdmica, fisica e
bioquimica do organismo ao agente quimico administrado. O mais importante
foco dessa discussao sdo os efeitos fisioldgicos que resultam na morte do inseto.
Todos os inseticidas bloqueiam processos metabolicos nos insetos, mas isto
ocorre de diferentes maneiras, segundo os diversos agentes quimicos. De acordo
com o seu modo de acdo os inseticidas quimicos mais utilizados, agem no
sistema nervoso, muscular e respiratorio (PEDIGO, 1989).

Os organofosforados agem por contato e ingestdo, sendo comumente
utilizados como um termo genérico, pois inclui todos os inseticidas que
contenham fosforo. Possuem duas caracteristicas marcantes: uma baixa
estabilidade quimica e uma maior toxicidade a vertebrados do que os
organoclorados (BECKER et al., 2003).

Por possuirem baixa persisténcia, foram bastante utilizados como método
alternativo aos persistentes organoclorados, particularmente o DDT. Esta classe
de inseticidas € conhecida por produzir grande acumulo da acetilcolina (ACh)
nas terminagdes nervosas. A acetilcolina € um importante neurotransmissor que
em condi¢des normais o organismo a destroi, pela agdo da colinesterase (ChE).
Em insetos expostos a esses compostos, a colinesterase ¢ inibida, fazendo com
que os niveis de acetilcolina se elevem causando hiperexcita¢dao, tremores,
convulsdes, paralisia e morte (MADDRELL, 1980).

Essa inibicdo ¢ praticamente irreversivel, o que difere da acdo dos
carbamatos que, embora apresente o mesmo alvo, a inibi¢ao € reversivel com o

tempo (TAYLOR, 1980).

3.4 Resisténcia do Aedes aegypti a inseticidas
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A resisténcia ¢ o desenvolvimento da capacidade de suportar doses de
toxicos que seriam letais para a maioria da populagdo susceptivel da mesma
espécie em determinada linhagem (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2005).

O numero de populagdes de insetos vetores resistentes depende do
volume e freqiiéncia de aplicag¢do de inseticidas para o seu controle (FLORES et
al., 2001).

A utilizacdo intensa de inseticidas favoreceu o desenvolvimento de
resisténcia em populagdes de A. aegypti (MACORIS, 1999) em varias regides
do mundo, tais como Caribe (RAWLINS, 1995), Cuba (RODRIGUES et al.,
1999), Venezuela (RODRIGUES et al., 2001) e Ilhas Virgens (WIRTH, 1999).

No Brasil, a resisténcia a inseticidas ja foi detectada em Sdo Paulo
(MACORIS, 1999), Ceara (LIMA et al., 2006), Campo Grande (MS) (CAMPOS
e ANDRADE, 2003), Distrito Federal (CARVALHO et al., 2004), Rio de
Janeiro, Sergipe, Alagoas (BRAGA et al., 2004) e Paraiba (BESERRA et al.,
2007).

Dentre as conseqiliéncias drasticas da evolugdo para a resisténcia esta a
aplicacdo freqiiente de pesticidas; aumento na dosagem do produto e
substituicao por outro produto, geralmente de maior toxicidade (GEORGHIOU,
1983). Estes fatores comprometem os programas de manejo integrado de pragas
em detrimento da contaminagdo ambiental com pesticidas, destruicao de
organismos benéficos, além de elevar os custos de controle da praga. Acredita-se
que a descoberta e o desenvolvimento de uma nova molécula quimica estdo se
tornando cada vez mais dificil e cara. Associado a este fator, existe a
possibilidade de insetos expressarem a resisténcia para 0os novos compostos
através da resisténcia cruzada (termo a ser definido posteriormente). Sendo
assim, o manejo da resisténcia de artropodes a produtos quimicos tem se tornado
um importante tema de varios estudos (GEORGHIOU, 1983; SAWICKI, 1987;
CROFT, 1990; DENHOLM e ROLLAND, 1992).
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3.4.1 Mecanismos e tipos de resisténcia a inseticidas

Os mecanismos de resisténcia a inseticidas sdo incluidos em trés
categorias: 1) redugdo da penetragdo do inseticida pela cuticula do inseto; 2)
reducdo da sensibilidade no sitio de acdo do sistema nervoso e 3) detoxificagao
ou metabolizag¢ao por enzimas (FERRARI, 1996; BECKEL e LORINI, 2002).

No primeiro mecanismo ocorre a redu¢do da entrada do inseticida devido
as mudancas na cobertura de quitina do inseto, diminuindo seu potencial de acao
no local que atua (BECKEL e LORINI, 2002).

No segundo, os insetos que apresentam resisténcia se mostram insensiveis
a acdo do inseticida por apresentarem baixa sensibilidade no local de agao.
Quando ocorre a resisténcia, o inseto utiliza-se desse mecanismo reduzindo a
afinidade do inseticida com seu local alvo, permitindo a transmissao normal ou
quase do impulso nervoso (BRAGA e VALLE, 2007). Estas alteracdes podem
comprometer a atividade inseticida em questdo. A enzima acetilcolinesterase, o
receptor neuronal do 4cido y-aminobutirico (GABA) e os canais de sédio
dependentes de voltagem, sdo exemplos de sitio-alvos envolvidos neste tipo de
resisténcia (HEMINGWAY et al., 2004).

No terceiro mecanismo os insetos modificam ou “diminuem” a toxicidade
do inseticida a ponto de evitar a agdo do mesmo (BECKEL e LORINI, 2002).
Neste caso hd uma mutagao no inseto resistente que aumenta a expressao de um
determinado gene que codifica uma enzima detoxificante, entdo podera
metabolizar muito mais inseticida que outro inseto nao mutante (SCOTT, 1995;
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
(PAIVA, 2006).

A resisténcia a inseticidas pode ser cruzada ou multipla. A primeira ¢

resultante de um s6 gene, isto €, o inseto resiste ao efeito de produtos diferentes
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em fun¢do de uma Unica caracteristica genética, ou ainda, quando um Unico
mecanismo de resisténcia confere resisténcia a dois ou mais produtos quimicos;
a segunda surge devido a mecanismos distintos contra varios tipos de produtos
quimicos, ou seja, quando dois ou mais mecanismos coexistentes conferem

resisténcia a dois ou mais produtos quimicos (GRAVENA, 1994).

3.4.2 Fatores que influenciam a resisténcia a inseticidas

A evolucgdo da resisténcia a inseticidas em populacdes de campo esta sob a
influéncia da genética; dos fatores bioecologicos que variam conforme a
espécie, populacdo e localizacdo; e de fatores operacionais, podendo
desenvolver-se mais rapidamente em algumas circunstancias, ou mais
lentamente, ou ainda ndo se desenvolver (GEORGHIOU, 1983).

A resisténcia ¢ uma caracteristica herdavel, e sendo assim outra defini¢ao
dentro de um contexto genético ¢ a de Crow (1957) que define resisténcia como
"o marco na mudanc¢a da composi¢do genética de uma determinada populacao
em resposta a pressao de selecao".

Os evolucionistas assumem que os individuos t€ém a capacidade de
desenvolver algum tipo de resisténcia, uma vez que os genes que conferem
resisténcia estejam presentes, a freqiiéncia inicial em que eles ocorrem também
pode ser importante. Obviamente, se essa freqiiéncia for alta a resisténcia torna-
se muito mais provavel de acontecer (GEORGHIOU, 1983).

A pressdo de selecdo através de inseticidas e a imigragdo podem
estabelecer um equilibrio instavel nas freqiiéncias génicas; abaixo desse
equilibrio os genes para resisténcia (R) decrescem e acima dele, aumentam. A
freqiiéncia, o namero, dominancia, penetracdo, expressividade e interagdes dos
genes para a resisténcia, sdo fatores prepoderantes na determinacdo da mesma

(CAMPAHOLA, 1990).
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3.4.3 Técnicas de deteccao da resisténcia de insetos a inseticidas

Existem varias metodologias para o diagnoéstico de resisténcia. O método
de deteccao ideal deve ser rapido, de baixo custo, de facil manuseio e capaz de
detectar resisténcia no estagio inicial do seu desenvolvimento (SCOTT, 1995).
Os testes de resisténcia podem ser divididos em bioensaios, ensaios bioquimicos
e, 0 mais recentemente desenvolvido, teste molecular de resisténcia. Os métodos
podem entdo ser divididos em dois grupamentos tecnologicos, os tradicionais e
os moleculares (SABATINI, 2003).

Os bioensaios t€ém um custo mais baixo, ndo necessitam de equipamentos
especiais € sdo de facil manuseio (SCOTT, 1995). Os bioensaios de
monitoramento em geral se baseiam nas determinag¢des das concentragdes letais
medianas ou noventa por cento (CLsoe CLg) ou mesmo na dose letal (DL) ou
tempo (TL) para essas mortalidades. Em alguns casos quando a resisténcia ¢
ainda incipiente, ¢ melhor a determinacdo de uma dose ou concentracio
diagnostica (CD), e de uma forma geral, pode-se trabalhar com um valor de CD
igual a 2 ou 3 vezes a CLy da populacao susceptivel (ANDRADE e SANTOS,
1999).

Os testes bioquimicos mais utilizados na detecgdo da resisténcia a
inseticidas sdo: a eletroforese, o de imunidade e o colorimétrico que mede a
atividade total das esterases (FURIATTI e LAZZARI, 2003).

Os métodos de tecnologia molecular podem detectar resisténcia a uma
freqliéncia baixa e possibilitam a distingdo genotipica da resisténcia, por
exemplo, heterozigotos, homozigoto susceptivel e homozigoto resistente. Estes
testes nao sao influenciados por componentes ambientais que usualmente podem
interferir nos resultados de um bioensaio ou ensaio bioquimico. Outra vantagem
da tecnologia molecular ¢ a possibilidade de se realizar um teste a partir de

apenas um individuo (SABATINI, 2003).
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Um dos mais novos métodos para o diagnostico da resisténcia ¢ a
utilizacdo da tecnologia de “microarrays”, como o chip de desintoxicacdo do
vetor da malaria, Anopheles gambiae, para monitorar o nivel de expressdao dos
genes responsaveis pela desintoxicacao (DAVID et al., 2005), podendo também
identificar os genes adicionais que confere ou estdo associados com a resisténcia
a inseticidas (VONTAS et al., 2005). Entretanto, estas tecnologias nao sao
atualmente amplamente disponiveis, e ¢ discutivel se sdo realmente uteis, porque
elas precisam de sofisticados sistemas de gerenciamento de dados para que se
tenha uma correta interpretacdo do estado de resisténcia em uma populacao
(NAUEN, 2007).

Outra poderosa tecnologia para o diagndstico molecular da resisténcia ¢
highthroughput pyrosequencing, milhares de insetos individuais podem ser
analisadas dentro de dias, a fim de detectar polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) na sequéncia dos genes (GRUBER et al., 2002). Essa técnica ¢
extremamente Util no diagndstico do sitio-alvo de resisténcia como KDR ou
MACE e permite a detec¢do de frequéncias de alelos de resisténcia inferior a 1%

em populagdes (BENTING, 2004).

3.4.4 Marcadores moleculares no estudo da resisténcia

A caracterizagdo da biodiversidade através de marcadores moleculares
tem demonstrado grande potencialidade para estudos de genética de populacdes,
biologia evolutiva e taxonomia, permitindo a caracterizagdao da variabilidade e
plasticidade genética das populagdes naturais (OOSTERHOUT et al., 2004). O
conhecimento da base molecular desta flexibilidade genética, os conseqiientes
mecanismos que garantem a sua diversidade, associado ao conhecimento da
estrutura genética das populagdes de mosquitos, podem contribuir
substancialmente para o desenvolvimento de métodos de controle mais eficazes,
uma vez que fornecem informacdes Uteis sobre o polimorfismo dos genes de

resisténcia, bem como os padrdes de dispersao dos genes e dos vetores.
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Atualmente, existem vdarias técnicas disponiveis para detectar
polimorfismos de DNA, e entre as vantagens apresentadas por estes marcadores
moleculares, se destacam a necessidade de pequena quantidade de material
biologico, facilidade de realizacdo e automacgdo em grande escala (MITCHELL-
OLDS, 1995).

O avango das técnicas em genética molecular como sequenciamento de
genes, tornou possivel detectar alelos mutantes que podem conferir resisténcia,
passando a desempenhar um papel promissor nos estudos da resisténcia em
mosquitos (PAIVA, 2006).

Viarios genes de resisténcia ja foram descritos utilizando-se diferentes
métodos, como a clonagem, seqiienciamento e expressdao funcional do gene da
acetilcolinesterase em A. aegypti (FFRENCH-CONSTANT et al.,, 1995); a
analise de mutacdes no gene do canal de sodio voltagem-dependente em A.
aegypti (BRENGUES et al., 2003); a descricdo do gene da citocromo P450
(COLLINS et al, 2002); a analise molecular da relacdo entre as
glutationatransferases e a resisténcia aos inseticidas quimicos (HEMINGWAY et
al., 2004); analise da mutagdo kdr, causada pela troca de uma leucina por uma
fenilalanina em A. gambiae (DIABATE et al., 2004), analise do promotor da y-
esterase em Culex quinquefasciatus (HAWKES, 2002; HEMINGWAY et al.,
2004) e o monitoramento do gene de estarase envolvido na resisténcia a
organofosforados em populacdes naturais de A. aegypti do Brasil (PAIVA,
2006). As técnicas moleculares, por serem mais especificas e sensiveis, se
mostram bastantes uteis na elucidacdo mais aprofundada do problema da
resisténcia a inseticidas quimicos. No entanto, apesar de todo o avango
alcancado através de estudos moleculares, ainda existe a necessidade de um
maior intercAmbio entre os achados laboratoriais e as técnicas empregadas em

campo.

3.4.4.1 Eletroforese
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Das muitas técnicas existentes para a analise de proteinas (enzimaticas ou
ndo), a eletroforese em gel de isoenzimas ¢ sem divida uma técnica versatil e
facilmente aplicavel. A eletroforese pode ser definida como a migracao de modo
diferencial e proprio de particulas eletricamente carregadas, quando submetida a
um determinado potencial elétrico em certo pH (LOPES, 1984).

Na pratica, quantidades de extratos crus de tecidos (sangue, insetos,
folhas, caules, cotilédones ou endospermas de plantas esmagadas, etc.)
homogeneizados de individuos sdo colocados em uma fenda de um suporte
normalmente feito de amido de batata, poliacrilamida, agar, agarose, acetato de
celulose, ou qualquer outra substancia capaz de formar uma matriz homogénea.
Quando se faz passar uma corrente elétrica através do gel, as proteinas do tecido
migram a uma velocidade determinada em funcdo da carga elétrica dos
aminoacidos que a constituem, embora o tamanho e a configuracdo da proteina
possam também influir na velocidade de migragdo. A eletroforese ¢ tao sensivel
que se podem detectar proteinas que sé diferem em um aminoacido de um total
de varias centenas que as constituem (AYALA, 1978).

As proteinas sintetizadas por diferentes individuos de uma populacao sao
comparadas fazendo-as correr em posicdo vizinha no gel durante um
determinado tempo. Uma vez que as proteinas tenham migrado, determina-se a
posicdo das mesmas aplicando um corante especifico para a proteina que esta
em estudo. Como produto da reacdo substrato-enzima forma-se um complexo
possivel de ser visualizado colorido e insolivel no gel. Dessa forma, pode-se
visualizar uma banda colorida, correspondente a posi¢ao de migragdo de enzima
originalmente presente na amostra. Se a enzima for homogénea, apenas uma
banda sera vista no gel. No caso de amostra analisada conter enzimas com
diferentes cargas ou de diferentes tamanhos ou configuracdes espaciais, diversas
fracOes sdo separadas dando origem a diversas bandas coloridas no gel

(MEDINA FILHO, 1983).
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Como cada cadeia de aminoacidos de uma proteina (algumas proteinas
sdo formadas por mais de uma cadeia) ¢ o produto de um s6 gene, este estudo
permite ao pesquisador estimar o nimero de locos de uma populacdo que
apresenta alelos multiplos e quantos estio em homozigose. A eletroforese,
portanto, constitui-se em uma técnica que permite a deteccdo de mutagdes que
alteram a estrutura das enzimas, que passa a ter multiplas formas moleculares,
modificando sua mobilidade eletroforética, porém, mantendo suas atividades
cataliticas (PIRES, 1983).

O termo “isoenzima” foi proposto por MARKET e MOLLER (1959) para
descrever diferentes formas moleculares de proteinas, que apresentam
especificidade enzimatica similar ou idéntica.

O fenomeno da multiplicidade enzimética ja era conhecido em alguns
casos ha muitos anos, porém foi somente apos o desenvolvimento da técnica do
zimograma (padrdo eletroforético observado para um determinado sistema
enzimatico) por Hunter e Markert, citados por LOPES (1984), que a ocorréncia

de isoenzimas passou a ser investigada ativamente.

3.4.4.2 Vantagens da Isoenzima como marcador molecular

Os enormes avangos obtidos no conhecimento cientifico no ultimo século
foram alcangados, em boa parte, através da introducdo de novas técnicas
cientificas. Entre estas se encontram a eletroforese, que tem possibilitado
ampliar as fronteiras da andlise quimica e biologica até entdo dificeis ou
impossiveis de serem alcangadas (FARALDO et al., 2003).

As isoenzimas obtidas por eletroforese apresentam-se como excelente
material para estudos genéticos, pois: sdo pouco influenciadas pelo ambiente

(PIRES, 1983), de tal forma que a variagdo no padrao de bandeamento pode ser
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diretamente comparada a variagdo do gene que codifica proteinas variantes
(GOTTLIEB, 1971); o padrao de bandas ¢ tratado como um fendtipo e
investigado por testes genéticos que determinam quais bandas sdo codificadas
por genes alélicos e quais sdo especificadas por genes ndo alélicos (GOTTLIEB,
1971); apresentam um controle monogénico (PIRES, 1983), com as bandas
quase sempre segregando como simples fatores medelianos, o que obviamente
simplifica grandemente a analise (GOTTLIEB, 1971).

A utilizagdo de técnicas eletroforéticas requer apenas algumas horas ou
dias (PIRES, 1983) e podem ser empregadas como marcadores, constituindo-se
em um método indireto de selecdo de caracteristicas de importancia econdmica,
porque os genes que codificam certas enzimas podem estar ligados a genes que
controlam essas caracteristicas quantitativas (PIRES, 1983); quando houver
homogeneidade na populagdo a expressdo das isoenzimas sera qualitativa e
possibilita a contagem de locos que variam e que apresentam variagao
(GOTTLIEB, 1971).

Hubby e Lewontin (1966) demonstram que a eletroforese permite a
deteccdo de diferengas fenotipicas causadas por substituicdo alélica em um
unico loco do individuo, a identificacao de substitui¢des alélicas em outros locos
e a avaliagdo de uma amostra substancial do genoma. Todos os calculos
baseados em eletroforese sdao influenciados pela pequena fracdo do genoma
analisado, pela exclusdao dos genes reguladores e pelo fato de nem todas as
substituicdes de aminoacidos serem detectadas nimero amostral também
(WAGNER e SELANDER, 1974).

Deve-se salientar que a técnica de eletroforese ¢ aplicavel a qualquer tipo
de inseto e, de imediato, revela grande nimero de locos e alelos. E também
bastante simples, sendo necessaria apenas pequena quantidade de material a qual

ndo requer purificagdo ou outro processamento adicional para ser analisada

(MEDINA FILHO, 1983).
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3.4.4.3 Estimativa de niveis de variabilidade genética em

populacoes naturais

Estudos de estrutura genética em populagdes naturais buscam descrever os
niveis e a distribuicao da variabilidade genética entre e dentro de populagdes.

A distribuicdo da variabilidade genética em populacdes naturais €
influenciada principalmente pelo modo de reprodugdo, sistemas de cruzamento,
tamanho efetivo da populagdo, fluxo génico e distribuigdo geografica, sendo
estruturada no tempo e espaco (HAMRICK, 1983). A distribuigdo dessa
variabilidade € resultante da interagdo de diversos fatores evolutivos, tais como
mutacdo, migragao, selecdo e deriva genética.

A caracterizacdo da variabilidade genética de populacdes ¢ efetuada a
partir de medidas de diversidade intrapopulacionais, como a porcentagem de
locos polimorficos e seu nimero médio de alelos, a média de alelos observados
e as taxas de heterozigosidade (esperada e observada). Diversos parametros
genéticos podem ser estimados com o uso de marcadores moleculares e
bioquimicos, destacando-se o conhecimento do sistema de reproducdo, da
variabilidade e da estrutura genética de populagdes. Esse conhecimento ¢
importante para o delineamento de estratégias em programas de melhoramento e
conservacao genética de espécies (SEOANE; SEBBENN, 2004).

As técnicas de eletroforese para estimar a variagdo genética em
populagdes primeiramente foram aplicadas no homem por Harris
(DOBZHANSKY et al., 1977). A partir de entdo, sua aplicacdo comecgou a se
difundir rapidamente, envolvendo populacdes de varios organismos.

O grau de polimorfismo varia muito de um loco para outro numa mesma
populagdo. Na maioria dos organismos estudados existe uma grande variagao
genética, no entanto, em algumas populacdes pesquisadas ndo foi detectada
variacdo genética. Nestes casos a explicacdo mais conveniente parece ser o fato

de que estas populagdes, num periodo recente, foram reduzidas a um pequeno



32

nimero de individuos (DOBZHANSKY et al.,, 1977). Com o auxilio desta
técnica tem sido possivel determinar variabilidade entre e dentro de familias e de
populagcdes, mesmo nos casos onde os caracteres morfoldégicos nao o
permitiram. Este tipo de estudo com base em um grande nimero de locos
enzimaticos ¢ um caminho para gerar consideravel informacao genética em um
tempo limitado. Os resultados obtidos e cuidadosamente interpretados geram

informacdes que podem ter bastante valor para a decisdo a ser tomada

(FARALDO et al., 2003).

3.4.5 Monitoramento e Manejo da Resisténcia do Aedes aegypti

A resisténcia tem se tornado um problema bastante sério a nivel mundial.
O Brasil empregou como alternativa de controle para esta resisténcia a
substituicdo de um produto por outro que ndo demonstrasse resisténcia cruzada,
a rotagdo ou acdo conjunta de inseticidas e o controle integrado de pragas,
visando minimizar a utilizacdo destes reagentes quimicos para manter o nimero
de individuos suscetiveis, prevenindo o desenvolvimento consistente da
resisténcia nas populacoes alvo (CAMPAHOLA, 1990).

Nos anos 90, a incidéncia de dengue aumentou consideravelmente, como
conseqiiéncia da dispersao do A. aegypti no territério nacional, que se
intensificou a partir de 1994 (BARBOSA SILVA et al., 2002), tornando cada vez
mais evidente a necessidade de melhorar a vigilancia do vetor.

Estudos efetuados pelo Nucleo de Entomologia do Estado do Rio de
Janeiro e a Fundacdao Nacional de Satide (FUNASA), em 1998, detectaram
diminui¢ao da persisténcia de temefdés em simulagdes de campo, indicando a
grande necessidade de implementar o monitoramento da susceptibilidade do 4.

aegypti a inseticidas, principalmente ao temefds, malation e fenitrotion,
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organofosforados que vinham sendo utilizados na rotina do programa de
controle da dengue.

Desde o segundo semestre de 1998, iniciaram-se discussdes sobre a
necessidade de avaliagdo da susceptibilidade dos vetores aos inseticidas
utilizados para seu controle no Brasil. Um grupo de trabalho foi formado e no I
Seminario Internacional de Controle de Vetores e Reservatoérios, realizado em
outubro de 1998, formulou-se uma proposta para a implantagdo, em nivel
nacional, do monitoramento da resisténcia dos vetores a insecticidas. Como
prioridade, optou-se pelo monitoramento do 4. aegypti (FUNASA, 1999).

Entre 29 de junho a 2 de julho de 1999, a equipe da Funasa reuniu-se em
Brasilia com diversos técnicos do programa de controle da dengue, da area de
Entomologia e de controle de vetores juntamente com especialistas nacionais e
internacionais em resisténcia de vetores a inseticidas. O grupo definiu
orientacdes sobre o uso de inseticidas no pais (piretroides, para controle de
adultos; e temef0s, para larvas) e recomendou a implantacdo do monitoramento
da resisténcia do A. aegypti a inseticidas (FUNASA, 1999).

A Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de 4. aegypti a
Inseticidas — MoReNAa — foi instituida no mesmo ano, sob a coordenac¢ao da
Geréncia de Entomologia e Pesquisa Operacional (GTEPO) da Funasa, com a
proposta de agregar 12 laboratorios para realizacdo das provas biologicas. Trés
desses laboratorios atuariam também como referéncia para os ensaios
bioquimicos. Durante o ano 2000, com a colaboracdo dos laboratorios de
referéncia, técnicos de sete laboratorios dos Nucleos de Entomologia da Funasa
foram capacitados para realizar provas bioldgicas (BRAGA e VALLE, 2007).

Em 1999-2000, populagdes de A. aegypti de 67 Municipios do pais foram
avaliadas, tendo sido detectada resisténcia a temefos principalmente em
Municipios das Regides Sudeste e Nordeste. O trabalho consistiu, inicialmente,
na exposi¢cdo de larvas a uma dose diagndstica de temefos, conforme
recomendado pela OMS para deteccdo de resisténcia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1981).



34

Desde entdo, vém sendo avaliados, periodicamente, cerca de 80
municipios em todo o pais. Hoje, todos os laboratdrios pertencentes a rede de
monitoramento realizam provas de susceptibilidade do 4. aegypti ao temefos.

Os dados obtidos pelos ensaios biologicos, conjugados com observagdes
de campo, foram usados para definir novas estratégias de controle. A Funasa
optou por substituir o temefos pelo biolarvicida Bti nos Estados do Rio de
Janeiro e do Rio Grande do Norte, como também em alguns outros Municipios

do pais que apresentaram resisténcia ao temefos (BRAGA et al., 2004).

3.5 Importancia do sensoriamento remoto no controle do Aedes

aegypti

O uso de técnicas de sistemas de informagdes geograficas (SIG) tem
possibilitado identificar mais precisamente as areas de risco para dengue, pois
permitem a andlise conjunta dos dados encontrados de &areas de maior
transmissdo, mais vulneraveis ao vetor e planejamento das a¢des de controle,
buscando otimizar as atividades de vigilancia epidemiologica e entomologica
(BARCELLOS et al., 2005).

O sensoriamento remoto pode ser usado para avaliar o terreno
classificado e descobrir variaveis referentes a presenca e a abundancia de
mosquitos portadores da dengue e sua proximidade com zonas povoadas, a fim
de gerar um mapa de risco da dengue. O resultado da construcao desses mapas
georreferenciados possibilita a visualizagdo espacial de qualquer informacgao
geografica. Sendo assim, esse sistema ¢ de grande importancia para a geografia
da satde, pois a mesma tem como objetivo de estudo a distribuicdo geografica e
ecologia das doencas. Portanto, a agilidade e precisdo das informagdes

processadas pelo SIG contribuem para entender a manifestacdo espacial das
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patologias, possibilitando a a¢do eficaz para mitigar a ocorréncia das mesmas

(LEITE et al., 1998).

3.6 Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA ¢ uma técnica biométrica de reconhecimento de padrdes nao-
supervisionado cujo principio € fatorar um conjunto de dados de natureza
multivariada, objetivando a representagdao das variagdes existentes na forma de
componentes principais (PCs). As PCs sdo as representagdes dos novos eixos
formados a partir da combinagdo linear das variaveis originais e nelas estd
contida toda a informacdo dos dados na forma de variancia. Elas sdo sempre
ortogonais (perpendiculares) umas as outras, e sucessivas PCs descrevem
quantidades decrescentes da varidncia explicada dos dados, de modo que a
informagdo relevante estd contida nas primeiras componentes. Por esta razao,
poucas PCs sdo necessarias para que toda ou a maior parte da varidncia dos
dados seja explicada, permitindo que os dados multivariados sejam interpretados
em dimensionalidades plausiveis a percep¢ao humana (MASSART et al., 1997,
BEEBE et al., 1998, FERREIRA et. al., 1999).

O namero de PCs suficiente para descrever a informacdo dos dados ¢
definido como sendo a dimensionalidade inerente (DI) ou posto da matriz. A DI
deve-se as caracteristicas fisicas e/ou quimicas encontradas no conjunto de
dados, que estdo mascaradas pela presenga de correlagdo entre as varidveis e
ruidos. Para que a DI seja alcangada, ¢ imprescindivel definir o nimero
adequado de PCs que fornecem as informagdes de interesse para o analista,
excluindo o maximo de ruido sem comprometer as informagdes pertinentes a
melhor interpretacdo dos dados (BEEBE et al., 1998).

Por isso, recorre-se ao uso de ferramentas de diagndstico, que investigam e
exploram trés aspectos do conjunto de dados: o modelo, as amostras e as

variaveis. Dentre estas ferramentas, pode-se citar o grafico dos residuos, o
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grafico da variancia explicada, grafico dos escores ¢ o grafico dos pesos. Outro
ponto tdo importante quanto a determinagdo do nimero de PCs ¢ a deteccao de
amostras andmalas (outliers), que apresentam caracteristicas diferentes e afetam
os resultados obtidos. Estas amostras devem, portanto, ser removidas do
conjunto de dados (MASSART et al., 1997, BEEBE et al., 1998).

E importante ressaltar que o descarte de uma ou mais amostras do modelo
deve ser efetivamente avaliado utilizando diversos tipos de ferramentas de
diagnostico. Desconsiderar a variabilidade existente do conjunto de dados como
um todo e adotar, com pouca informag¢do a priori, uma amostra como sendo

outlier pode prejudicar o desempenho dos modelos.

4. METODOLOGIA

4.1 Distribuicao espacial e georeferenciamento de populacoes de

Aedes aegypti resistentes e suscetiveis ao temefos

A pesquisa foi realizada durante o periodo de 01 de fevereiro de 2009 a 15
de julho de 2010. As populacdes de Aedes aegypti foram coletadas em seis
municipios localizados na mesorregido do agreste paraibano, sdo eles: Campina
Grande (Lati.: 7°17°12”S, Long.: 35°48’31”W); Lagoa Seca (Lati.: 7°10°01”’S,
Long.: 35°51°57”W); Serra Redonda (Lati.: 7°11° 37”S, Long.: 35° 41°08”W);
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Alagoa Grande (Lati.: 07°03°20”S, Long.: 35°38°49”W); Alagoa Nova (Lati.:
07°04°02”S, Long.: 35°46°07”W); Esperanga (Lat.: 07°00°08”S, Long.:35°
50°28”W) (Figura 1).

MUNICIPIOS ONDE FORAM COLETADAS AS AMOSTRAS DO AEDES AEGYPTI

PERNAMBUCCO

PARAIBA

LEGENDA P S . . S o

PROJEGAO POLICONICA
MERIDIANO CENTRAL:-36°48'
PARALELO DE REFERENCIA-07%15'

DATUM : SAD 69
Fonte:IBGE

1 Campina Grande 4 Alagoa Grande
2 Lagoa Seca 5 Alagoa Nova
3 Serra Redonda 6 Esperanga

Figura 1: Mapa dos locais de coleta do Aedes aegypti.

4.1.1 Coleta de Aedes aegypti

As coletas de populagdes de 4. aegypti foram realizadas no periodo de 01
de fevereiro a 03 de abril de 2009, a partir de bairros com altos indices de
infestacdo do vetor de acordo com a secretaria de saide de cada municipio —
ponto A - e em bairros equidistantes localizados a 500m, 1.000m e 1.500m de
distancia do ponto A, constituindo os pontos B, C e D, respectivamente.

Nas areas definidas como pontos A, B, C e D, foram instaladas 30
armadilhas para coleta de ovos (ovitramp), sendo distribuidas no intra e
peridomicilio das residéncias escolhidas ao acaso (Figura 2). As armadilhas

foram recolhidas a cada quatro dias apds a instalagdo, e o material coletado
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acondicionado em caixas térmicas de isopor e trazido para o laboratorio para a
quantificacdo do nimero de ovos.

As palhetas contendo os ovos foram colocadas em bandejas plasticas,
contendo 4gua destilada e, quando do quarto estagio (L.), as larvas eram

montadas em laminas sob microscopio estereoscopio e identificada a espécie

utilizando-se a chave dicotomica contida em Forattini (2002).

Figura 2: Armadilhas do tipo ovitramp, instaladas no intra e peridomicilio a fim
de coletar ovos de Aedes aegypti.

4.2 Bioensaio de Laboratorio

Os testes biologicos de resisténcia, as criagdes das populagdes de A.
aegypti ¢ a eletroforese de isoenzimas foram conduzidos no Laboratorio de
Controle Biologico do Nucleo de Manejo Integrado de Pragas (NCBP) da
Universidade Estadual de Paraiba (Figura 3), em salas climatizadas a

temperatura de 26°C + 2°C e fotofase de 12 horas.
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Figura 3: Sala de criacdo do NCBP/UEPB.

4.2.1 Metodologia de criacio de Aedes aegypti

As palhetas de eucatex contendo ovos de A. aegypti provenientes dos
municipios em estudo eram colocadas para secar por um periodo de 48 horas
sendo, em seguida, acondicionadas em bandejas plasticas de cor branca medindo
40 cm de comprimento x 27 cm de largura x 7,5 cm de profundidade com um
terco da sua capacidade preenchida com éagua desclorada. Apds a eclosao das
larvas, era ofertada ragdo para peixe ornamental (Alcon/goldfish crescimento) na
proporcao de 100 mg/bandeja, as quais foram cobertas por uma tela de malha
fina. As pupas, ap6s sexadas, eram transferidas em copos descartaveis de 250 ml
para as gaiolas de criacao dos adultos. Essas gaiolas, construidas de armacao de
madeira e tecido tipo organza, medindo 40,0 cm x 40,0 x 30,0 cm, recebiam os
individuos machos e fémeas. Aos adultos foram ofertadas uma solucao de mel a
20%, e as fémeas foi permitido repasto sanguineo em codornas, Coturnix
japonica (Temmincke Schlegel, 1849) durante vinte minutos, trés vezes por
semana. Apds o repasto, em cada gaiola, foi colocado um copo descartavel de
250 ml com agua desclorada, com um funil pléstico revestido por um papel filtro

para servir como substrato de oviposigao.
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4.2.2 Definicdo da dose diagnostica e caracterizacio da resisténcia

de Aedes aegypti ao temefos

Nos testes biologicos de resisténcia foi avaliado o temefés em grau
técnico na primeira geragdo do laboratorio (Fi) e o Temefos Abate na primeira e
na segunda geracdo do laboratorio (F, e F»).

A determinagdo da dose diagnostica foi realizada através de testes de
concentracdes multiplas que causaram mortalidades entre 5% e 99%,
considerando-se como dose diagnostica o dobro da CLy, da populagdo suscetivel
(S), segundo o que preconiza Organizagdo Mundial de Satade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2005).

A populacao Rockfeller, mantida no laboratorio de controle bioldgico a
quatro anos sem pressao de selecdo, foi tomada como a populacao suscetivel de
referéncia (S). A temperatura e pH das solugdes eram aferidas através de um
termOmetro quimico com afericio at¢ 60°C e de um Phmetro digital,
respectivamente, ¢ a umidade do ambiente através de um Termo-Higrometro

digital modelo HT- 210.

A verificacdo e a caracterizacdo da resisténcia nas populacdes de A.
aegypti ao larvicida temefos foram realizadas a partir da dose diagnostica
determinada a partir dos testes com a populagdo suscetivel (S), e de
concentragdes multiplas que proporcione mortalidade entre 5% e 99%, e agua
com 1,0 ml de alcool etilico (P.A. 95%) como controle. Para cada teste, larvas de
3° estagio tardio (Ls) e/ou 4° estadio jovem (L4) do vetor foram distribuidas em
copos descartaveis de 500 ml, contendo 400 ml de cada solucao diluida em agua
destilada, e 25 larvas, repetidas em quatro vezes sendo que apds vinte € quatro

horas de exposicdo das larvas ao produto era avaliada a porcentagem de
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mortalidade segundo critério da OMS na interpretacio do padrio de
suscetibilidade: [ 98%, populacdo suscetivel; de 80% a 98%, verificacdo da
resisténcia; [ 80%, populagdo resistente.

Devido a quantidade insuficiente de ovos da primeira geracdo de
laboratorio (F,), a caracterizagdo da resisténcia foi feita com a F, das populagdes
provenientes de Alagoa Nova D, Alagoa Grande B, Lagoa Seca C e Serra
Redonda B. Foi escolhido apenas um ponto de cada municipio para submeter as
concentracdes multiplas que proporcionaram mortalidade entre 5% e 99%. Para

essas populacdes testaram-se as concentragdes de: 1,76 mg/L; 2,464 mg/L;

2,816 mg/L; 3,52 mg/L; 4,224 mg/L; 5,28 mg/L; 7,04 mg/L e 8,8 mg/L.

4.2.3. Andlise do gene de esterase através de eletroforese de

Isoenzimas

Das vinte e quatro amostras de populacdes de 4. aegypti coletadas na
messoregido do agreste paraibano, apenas vinte foram submetidas a eletroforese
de isoenzimas. Por falta de eclosdo das larvas ndo foram possiveis essas analises
para as populacdoes de Lagoa Seca ponto B, Campina Grande ponto D e
Esperanca pontos B e D.

As larvas da primeira geracao de laboratorio (F;) de cada populacao de A.
aegypti (n=36) foram homogeneizadas em 50 pl de tampao de extracao Tris-Hcl
0,5 M, pH 6,8 sob resfriamento, e posteriormente, centrifugadas a 10.000 rpm por
10 min/ 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para microtubos de 2.0
ml com auxilio de uma pipeta de precisdo e adicionou-se 3 plL de azul de
bromofenol. Posteriormente, armazenados em freezer até o momento das analises
eletroforéticas.

Os géis de poliacrilamida 7,5% em tampao Tris-glicina pH 8,9 foram

preparados adicionando 9,0 ml de acrilamida, 350 [JL de persulfato de amoénia,
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35 L de Temede, 3,5 ml tampao tris — glicina, 22,5 ml de agua destilada. O
tampao de corrida tris-glicina, pH 8.9 (10x) para o sistema enzimatico examinado
foi feito com 63,2 g de Tris Base; 39,9 g de glicina, adicionando-se
aproximadamente 900 ml de 4gua destilada, diluindo 1:10 antes do uso.
Foram submetidos a eletroforese nativa em géis vertical de poliacrilamida
7,5% (Figura 4), 15[/L das amostras armazenadas. A corrida eletroforética foi
conduzida a amperagem 0,70A e voltagem de 170 V / 5h). Posteriormente, o gel
foi submetido a coloracdo histoquimica especifica para o sistema enzimatico
Esterase (EST, EC 3.1.1.1), realizada com 0,015 g de []-naftil acetato, 0,020 g
de B-naftil acetato, 0,050 g de Fast blue RR salt. Os substratos a ¢ o B-naftil
acetato foram diluidos em 2 ml de acetona e 2 ml de agua, e o Fast blue RR salt
em 10 ml de tampao fosfato (C + D), homogeneizou-se a solugdo e completou o
volume para 50 ml com tampao fosfato (C + D). A revelacdo enzimatica foi
realizada em estufa a 37° C durante 1 hora. O processo de fixagdo foi realizado

seguindo a metodologia descrita por Alfenas et al. (1991).

Figura 4: Eletroforese nativa em géis vertical de poliacrilamida 7,5%.
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4.3 Analise dos dados

Para a confeccdo dos mapas da distribui¢do espacial dos pontos de coleta
do A4. aegypti foi utilizada a carta SB-25-Y-C-I como base, de escala 1/100.000,
constando os municipios que fazem parte da area de estudo. O material
cartografico esta disponibilizado no portal da AESA (Agéncia Executiva de
Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba), e sua modificagdo foi feita a partir de
um programa do tipo CAD (computeraided design).

Para o georreferenciamento dos municipios foi utilizado um GPS Garmin
de navegagdo <Sistema de Posicionamento Global>, com projecio UTM e
“Datum” planimétrico SAD 69. As coordenadas dos pontos de coleta do A.
aegypti foram inseridos no mapa ja georreferenciado, para que fosse possivel
mostrar sua distribuicao real no espaco e indicar com precisao a localizacao das
populagdes desse culicidio resistente ou nao ao temefos.

Os numeros de ovos foram tabulados utilizando-se o programa
Excel/Windows. Os dados de mortalidade de cada populagdo foram submetidos
a andlise de Probit através do programa POLO-PC, sendo a razdo de resisténcia
(RR) calculada a partir da CLso da populagdo resistente (R) e da CLs, da
populagdo suscetivel (S) de laboratorio. Diferencas entre populagdes geograficas
foram consideradas significativas se 95% dos intervalos de confianga da CLs
nao se sobreporem (SOSA-GOMEZ et al., 2001).

O programa Unscrambler® 9.7 (CAMO S.A.)) foi empregado para a
construcao da Analise de Componentes Principais (PCA), com a finalidade de
representar as variagdes existentes nos dados na forma de componentes
principais (PCs) e verificar se as populagdes estudadas diferem quanto a
toxidade do temefos.

A andlise dos zimogramas foi realizada seguindo a nomenclatura descrita

por TABACHNICK ¢ POWELL (1979), onde locos e alelos sdo designados por
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nimeros. A avaliagdo quantitativa (densitometria) dos zimogramas ocorreu
através da variacao na intensidade das bandas observadas nos géis.

As Frequéncias alélicas, as taxas de heterozigose ¢ o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg foram calculados através dos programas TFPGA — Tools for
Population Genetic Analysis (MILLER, 1997) e GenALEx 6.4 (PEAKALL and
SMOUSE, 2006).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Distribuicao espacial de populacoes de Aedes aegypti

Os mapas construidos a partir deste estudo mostram a distribuigdo real no
espago ¢ indicam com precisdo a localizacdo das populacdes de A. aegypti
resistentes ao temefos (Figuras 5 a 10). Podendo assim, contribuir para tomada
de decisdes que controlem de maneira efetiva esse vetor na regido de estudo.

As coletas realizadas no municipio de Campina Grande abrangeram os
bairros de Centenario (A, B), Sao José (C) e Santa Rosa (D) (Figura 5), onde
foram recolhidos 449 ovos. Neste municipio, o ponto B apresentou o maior
indice para armadilha de Oviposicdo (IAO), 37,04; o menor [AO foi verificado
no ponto C, 20,00.



45

@

DISTRIBUICAQ ESPACIAL DOS PONTOS
DE COLETA DO AEDES AEGYPTI NA
CIDADE DE CAMPINA GRANDE - PB

INDICE DE INFESTAGAQ PARA
ARMADILHAS DE OVIPOSIGAO (IAO) DO
AEDES AEGYPTI E POPULACAQ
RESISTENTE (POPr) AO TEMEFOS

PONTOA JAO 3333 POPr 100%
PONTOB IAO 37,04 POPr 100%
PONTOC TAO 20,00 POPr 100%
PONTOD IAO 31,58 POPr 100%
FONTE: PESQUISA PRIMARIA

LEGENDA
Estrada Estacusl (@) Area Urbana
Estrada Secunddria Pontos do Colota —l—

¢

1 0 1 2

Escala Grifica

Figura 5: Mapa dos locais de coleta no municipio de Campina Grande.

Em Esperanca, as coletas abrangeram os bairros do Britador (A), Bela

Vista (B), Catolé (C) e na regido do Sitio Imburana (D) (Figura 6), onde foram

coletados 2.502 ovos. O TAO foi muito alto para o bairro do Catole¢, 90. Esse

alto indice pode ser explicado devido as condi¢des precarias de saneamento

basico observadas no local de coleta. Nos demais pontos esse indice variou de

46,43 a 56,66.
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| DISTRIBUIGAQ ESPACIAL DOS
war | PONTOSDE COLETA DO AEDES
AEGYPTI NA CIDADE DE
ESPERANCA - PB

INDICE DE INFESTACAO PARA ARMADILHAS
DE OVIPOSICAO (TAO) DO AEDES AEGYPTI E
POPULACAQ RESISTENTE (POPr) AO
TEMEFOS

PONTOA TAO 56,66 POPr 100%
PONTOB 1AQ 51,52 POPr 100%
PONTOC TAQ 90,00 POPr 100%
PONTOD [AQ 4643 POPr 100%

FONTE: PESQUISA PRIMARIA
150 28"
g
PRILIETD PROPESD - UEPR 2000
| Em
LEGENDA 8 K. My TrYE
Estrada Foderal @ Estrada Secundéria e
M 0200 400 600 800m s CIONG: - me
Estrada Estadual -@-—- frea Urbana C I | PI— OTAVIA KALA T SAVTES APLIGED
e - Escala Grafica -k

Figura 6: Mapa dos locais de coleta no municipio de Esperancga.

As coletas realizadas em Lagoa Seca abrangeram os bairros de Monte
Alegre (A), Centro (B, C) e Novo Horizonte (D) (Figura 7), onde foram
recolhidos 1.452 ovos. O maior IAO neste municipio foi verificado no ponto C,
58,06; no entanto, todos os demais pontos apresentaram valores préximos a 50%

de imdveis investigados com presenca do vetor.
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DISTRIBUIGAQ ESPACIAL DOS PONTOS DE
COLETADO AEDES AEGYPTI NA CIDADE
DE LAGOA SECA - PB

INDICE DE INFESTACAQ PARA ARMADILHAS
DE OVIPOSICAO (1A0) DO AEDES AEGYPTI E
POPULAGAQ RESISTENTE (POPr) AQ TEMEFOS

PONTOA [AO 500  POPr 100%
PONTOB 1A0 4333 POPr 100%
PONTOC 1AO 3806  POPr 100%
PONTOD 1AO 4333 POPr 100%

e PONTE: BESQUISA PRIMARIA
w55
! is
LEGENDA @ PRLETH PRIPESD - UEP 2010
i
Estrada Federd _@_ Area Utbena ZF_] W M @ m . S—
TRATVD COLETA DO AEDES AEGYPTI Mb CIIMIE 1E
Estrada Estadual _@_ Pontos de Coleta + Escala Grifica LAGM SECA - PB
TA MNCPTVUF ESTALA
EstradaSecundiria /e LAGDA SECA - PB T
UARTA TIPDGRAFICA DA L
e T&VIA KARLA DOS SAWTIS APOLINGRIL
ESCALA 1100000 CINTATD_CTAVIAKARLABHOTHALL O,

Figura 7: Mapa dos locais de coleta no municipio de Lagoa Seca.

As coletas em Alagoa Nova abrangeram trés areas no Centro da cidade
(A, B e C) e uma no bairro de Nossa Senhora Aparecida (D) (Figura §), com um
total de 1.658 ovos coletados. O maior IAO foi verificado no ponto C (53,33).
Uma grande quantidade de criadouros do mosquito foi observada nos pontos A,

BeC.
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DISTRIBUICAQ ESPACIAL DOS PONTOS DE
COLETA DO AEDES AEGYPTI NA CIDADE DE

ALAGOANOVA-PB

INDICE DE INFESTAGAO PARA ARMADILHAS DE
QVIPOSICAO (AC) DO AEDES AEGYPTI E
POPULAGAO RESISTENTE (POP) AO TEMEF(S
PONTOA 1AO 5000  POPr 100%
PONTOB 1AO 4666  POPr 100%
PONTOC A0 5333 DOPr 100%
PONTOD 1A0 2333 POPr 100%

FONTE: PESQUIRA PRIMARIA

PROJETD PROPESD - LEPB 2010
L
DISTRIBUIAD ESPACIAL DCS PINTOS IE
ARV CILETA D0 ACDES ABGYPTI NA CIIAIE IE
ALAGA NOVA - PB
DATA WNICPILUF ESCALA
vz ALAGDA NV - PB @R
CARTA TIPOGRAFILH DA -
89 TR OTAVIA KARLA 10 SANTTS APILIVRIL
ESCALA 1100000 CONTATD  OTAVIAKARLABHITMAIL CIM

Figura 8: Mapa dos locais de coleta no municipio de Alagoa Nova.

Em Alagoa Grande, as coletas também foram realizadas em trés areas no
Centro da cidade (A, B e C) e uma no Conjunto Agnaldo Veloso Borges (D)

(Figura 9), com um total de 1.227 ovos coletados. Neste municipio, o TAO foi
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igual ou superior a 60 nos pontos A, B e C. No ponto D observo-se o menor

indice, 42,86.
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Figura 9: Mapa dos locais de coleta no municipio de Alagoa Grande.

As coletas realizadas no municipio de Serra Redonda abrangeram uma

area no bairro do Mariz II (A), e as demais no Centro da cidade (B, C e D)

(Figura 10), onde foram recolhidos 2.893 ovos. O TAO foi muito alto nos pontos

A, B e C. Nestes locais foi observada uma grande quantidade de terrenos baldios

contendo “reservatorios artificiais” de &gua parada, propiciando lugares

favoraveis para a procriacao do vetor. O menor [AO foi no ponto D, 42,86.
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Figura 10: Mapa dos locais de coleta no municipio de Serra Redonda.

Ha vérios registros na literatura de estudos sobre dengue utilizando o
geoprocessamento. Em pesquisa realizada no municipio de Salvador-BA, no ano
1995, Barreto et al. (2008) utilizou o sensoriamento remoto para identificar
aglomerados espaciais da dengue e as areas de maior concentracdo do vetor. Em
outros foram utilizadas as analises espaciais para monitoramento do vetor dando

subsidio para agdes preventivas (SU and CHANG, 1994; BARREIRA, 2000;

SOUZA-SANTOS e CARVALHO, 2000; KOBAYASHI, 2002).
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Em 1998, Morrison utilizou também andlises exploratérias espago-tempo
utilizando GIS, o que levou a conclusao de que a progressao temporal e espacial
rdpidas da doenga na cidade sugere que as medidas devam ser aplicadas a cidade
inteira em vez de apenas as areas em torno das casas com casos notificados.

O fato, entdo, de se ter acesso a um sistema computadorizado que integra
as andlises habituais com a possibilidade de visualizagdo e andlise espacial
oferecida por mapas digitais, como ¢ o caso do geoprocessamento, pode
representar enormes possibilidades de avancos no controle das doengas
transmitidas por vetores e mais especificamente, no caso deste estudo, no
controle do dengue.

Além disso, a disponibilidade de um Sistema de Informagdes Geograficas
(SIG) permite a analise dos casos da doenga com seus fatores de risco ou de
associagdo, juntamente com os recursos de assisténcia a saude, considerando o
tempo e a localizacdo dos mesmos. Isto permite a visualizacdo destes fatores,
facilitando, em muito, o planejamento e avaliagdo das acdes de controle
(NAJAR, 1998; CARVALHO et al., 2000).

Observou-se nesta pesquisa um alto Indice para Armadilha de Oviposicdo

(IAO) na maioria das cidades estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Indice para Armadilha de Oviposigdo (IAO).

Municipios / Pontos

de Coleta Bairros Coordenadas geograficas
Ca A Centenario L{;ﬁg’ (()) ; ; 01 345 522 2S 0 33,33
T RS
mi __C S0 Jot Long 035° 53, 68100 2000
© o s
Esp A Britador Lati. 07°01.247 S 56,66

era Long. 035°51.192 O
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. Lati. 07° 01.116 S
B Bela Vista Long. 035° 50.924 O 21,52

, Lati. 07° 01.449 S
nea C Catolé Long. 035° 51.509 O 20,00

s Lati. 07° 00.438 S
D Sitio Imburana Long. 035° 51.195 O 46,43

Lati. 07° 09. 759 S

A Monte Alegre Long. 035° 51,490 O 50,00
Lag Lati. 07°09. 530 S
0a B Centro Long. 035°51.321 0 43,33
Séc Lati. 07° 09. 246 S
a C Centro Long. 035° 51,319 0 38,06
D Novo Horizonte Lati. 07° 08.994 S 43,33

Long. 035° 51.221 O

Lati. 07° 02347 S
A Centro Long. 035° 37.853 O 60,00

Ala .
Lati. 07° 02.541 S
Boa B Centro Long. 035° 38.097 O 66,66

Lati. 07° 02. 680 S
and C Centro Long. 035° 37. 386 O 61,54

Lati. 07° 03. 086 S

D Conjunto Agnaldo Veloso Long. 035° 37. 511 O 42,86
. Lati. 07° 11.493 S
o A Mariz Il Long. 035° 40. 962 O 7241
er : o
a B Centro Lati. 07° 11. 219 S 73.08

Long. 035° 40. 900 O

Lati. 07° 11. 013 S
don C Centro Long. 035° 40. 698 O 85,71

T T,

: T, o
vl TS, o
N T, 5

Lati. 07° 03. 644 S

Long. 035°45.742 O 23,33

D Nossa Senhora Aparecida

Quando comparamos o IAO entre os municipios, verificamos que os
indices mais elevados foram o de Serra Redonda e o menor foi o de Campina
Grande. Porém, vale ressaltar que nos demais municipios houve uma taxa
bastante alta deste vetor ha exemplo da 4area C de Esperanca, cujo IAO foi de
90%. (Tabela 1).

Como vemos na tabela 1, a distribuicdo desse vetor é cada vez mais
abrangente. O alto indice de IAO nas cidades em estudos pode ser explicado

devido o periodo de coletas terem sido realizadas no verdo. Isso pode ser
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facilmente entendido ja que as altas temperaturas influénciam na eclosdo das
larvas do A. aegypti.

Viérios trabalhos mostram que a sua expansao geografica sofre influéncia
de condicdes climdticas, estando sempre associada com o aumento da
temperatura, pluviosidade e umidade do ar. De acordo com Moore (1985) e
TEIXEIRA et al. (2001) o padrdo sazonal de incidéncia da doenc¢a coincide com
o verdo, devido a maior ocorréncia de chuva e aumento de temperatura nesta
estacao.

Para Gongalves Neto e Rebélo (2004) as chuvas exercem grande
influéncia na determina¢ao do periodo de ocorréncia da doenca. A pluviosidade
ndo s6 aumenta consideravelmente a quantidade de criadouros disponiveis para
o desenvolvimento das formas imaturas do vetor, como também gera condigdes
ambientais mais apropriadas para o desenvolvimento de adultos.

Obviamente, ndo sdo apenas fatores naturais que agravam a incidéncia
deste vetor nos municipios citados, os costumes da populacdo, no que diz
respeito a higiene, contribuem para o aumento ou minimizacao dos focos desse
culicidio.

Em algumas cidades estudadas, o abastecimento de dgua era irregular e
através de caminhdes pipa, havendo necessidade de armazenamento de d4gua em
caixas d'agua, tambores e outros recipientes, a maioria sem cobertura, o que
favorecia o desenvolvimento do mosquito.

No periodo da coleta, focos do mosquito foram encontrados em edificados
de todas as classes sociais, entretanto, nas areas mais humildes observou-se mais
infestacdo do mosquito Aedes.

Em contra partida, Ferreira (2007) observou que os indices larvarios nao
mostraram associacdo com os diferentes niveis socioecondmicos na cidade de
Sao José do Rio Preto. Segundo ele, os bairros novos e loteamentos irregulares
com as piores condi¢cdes de saneamento basico podem sim, apresentar maiores

quantidades de larvas. Esses resultados corroboram os achados de Oliveira e
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Valla (2001) e Souza-Santos e Carvalho (2000), onde mostraram a relagao
existente entre a precariedade do saneamento bésico e a dengue.

Em conversas informais com alguns moradores de Campina Grande, esses
relataram ter conhecimento dos trabalhos de sensibilizacdo e acompanhamento
feito pelos agentes de saude no intuito de prevenir a dengue, e isso pode explicar
o baixo indice de Armadilha para Oviposi¢ao encontrado nesse municipio. Para
Lefevre et al. (2007), o aumento nos nimeros de casos de dengue apontam para
necessidade de se estudar a problematica educativa a fim de identificar o
conhecimento da populacdo com vistas ao enfrentamento da defasagem entre a
informacao e a pratica. Para ele, toda a sociedade deve ser engajada no controle
da dengue, ndo somente o servico publico.

O nimero de municipios brasileiros nos quais tem sido apontada a
presenca de 4. aegypti tem aumentado rapidamente nos ultimos anos. Souza-
Santos e Carvalho (2000), em um trabalho realizado na Ilha do Governador, no
Rio de Janeiro, verificaram que a presenca do mosquito foi maior nas areas
residéncias, porém nao se restringe a tal, pois ele se distribui por toda a regido.

No presente trabalho foram recolhidos 10.184 ovos (Figura 11), com um
total de 720 ovitrampas instaladas. A utilizagdo das ovitrampas revelou-se uma

boa ferramenta para o estudo da infestacao vetorial.
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Figura 1:Quantidade de ovos recolhidos por municipio.

Braga et al. (2000) apontaram o monitoramento com ovitrampas como
uma metodologia mais sensivel e econdmica quando comparada as
metodologias de monitoramento oficiais, baseadas em pesquisa larvaria.
Concordando com Marques et al. (1993), que verificaram na ovitrampa a
capacidade de positivar-se mesmo na presenca de grande nimero de criadouros
concorrentes. Uma das vantagens do uso de ovitrampas seria a retirada de ovos
do ambiente (SANTOS e MARCAL JUNIOR, 2004).

Neste estudo, foram monitorados e analisados a distribuicdo do 4. aegypti
em seis municipios da mesorregido do agreste paraibano, ¢ dentre esses
municipios quatro areas distintas. Um alto indice e uma ampla distribuicdo da

atividade do inseto dentro desses municipios (Figura 11).

5.2 Verificacao e caracterizacio da resisténcia ao temefos de

populacoes de Aedes aegypti

A presenca de resisténcia ao temefos em grau-técnico nas vinte e quatro
populacdes de A. aegypti coletadas nos seis municipios estudados foi avaliada
nos meses de dezembro de 2009 a margo de 2010.

Uma homogeneidade na resisténcia a esse organofosforado foi observada.
Todas as populagdes obtiveram 0% de mortalidade para a dose diagnostica 0,092
mg de 1.a./L. A Rockfeller foi a unica susceptivel, apresentando 100% de

mortalidade, o que ja era esperado.
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Como nao foi possivel a obtencdo do temefos em grau-técnico para os
testes seguintes, devido a mudanga desse produto para o diflubenzuron e nao
fornecimento do grau-técnico pelo Ministério da Saide ao Nucleo de
Entomologia da Secretaria Estadual de Saude optou-se pelo uso do Abate , para
se d& continuidade aos experimentos. Neste caso foi necessario repetir os testes
com a populagdo susceptivel para a determinagdo da nova dose diagnoéstica a ser
aplicada nas populagdes de campo, obtendo-se uma CLy de 0,176 mg i.a./L e
uma dose diagnostica de 0,352 mg i1.a./L. Todas as vinte e quatro populacdes
foram submetidas a nova dose diagnostica, onde novamente obtivemos 0% de
mortalidade.

Na Paraiba, Beserra et al. (2007) verificou a resisténcia de populagdes de
A. aegypti de Boqueirao e Remigio utilizando uma concentra¢do de 0,012 mg
i.a./L do larvicida temefés em grau técnico. Estas cidades apresentaram
mortalidade de 4,8% e 48,0%, respectivamente. Ja nas populacdes de Brejo dos
Santos, Campina Grande, Itaporanga, Capim de Cheiro e Lagoa do Mato obteve-
se uma mortalidade abaixo de 80% em todos os testes realizados.

Segundo Diniz (2008), populagdes coletadas em cinco bairros de Campina
Grande se mostraram resistentes a dose diagnostica de 0,28 mg i.a./L, ndo
havendo mortalidade. Esse aumento na resisténcia do 4. aegypti vem sendo
observada por varios pesquisadores, afetando, direta e profundamente os
programas de controle (BRAGA et al., 2007), como por exemplo, no estado do
Rio de Janeiro, onde Lima et al. (2003) estudando populagdes coletadas em sete
municipios, verificou mortalidade entre 23,5% e 74,0%, mostrando-se
resistentes ao larvicida temefos.

Ainda no sudeste do pais, dados semelhantes foram obtidos por Campos e
Andrade (2001) para uma populagdo de 4. aegypti da regido de Campinas, SP,
onde a sobrevivéncia para a concentracdo de 0,012 ppm, adotada pela OMS
(1981) foi alta, 24,5%, sendo essa populacdo considerada resistente ao temefos.

De acordo com Ferrari (1996), populagdes de insetos, acaros e outros

artropodes podem, naturalmente, apresentar uma propor¢do de individuos que
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tenham alelos que lhes confiram resisténcia a um determinado produto quimico.
Cepas resistentes podem surgir como resultado do uso persistente de pesticidas
que matam individuos com alelos suscetiveis € ndo matam aqueles que possuam
alelos resistentes.

Para Ferrari (1996), a resisténcia a inseticidas pode ser pensada como um
processo de evolucao acelerada de uma populagdo que responde a uma intensa
pressdo seletiva, com a conseqliente sobrevivéncia dos individuos que possuem
alelos que conferem resisténcia. A resisténcia ¢ pré-adaptativa, resultado de
mutagOes fortuitas. Assim, um pequeno numero de individuos possui
caracteristicas que permitem sua sobrevivéncia sob doses de inseticidas
normalmente letais. O proprio inseticida ndo produz uma mudanca genética; seu
uso continuado, entretanto, pode selecionar individuos resistentes.

A caracterizacdo da resisténcia foi feita com a F, das populagdes
provenientes de Alagoa Nova D, Alagoa Grande B, Lagoa Seca C e Serra
Redonda B. Essas populagdes foram submetidas a oito concentracdes multiplas

de 1,76 mg/L a 8,8 mg/L (Figura 12).

Como observamos no grafico abaixo, todas as populacdes tiveram um
aumento na mortalidade a medida que se aumentava a concentragdo do temefos.

Na concentragdo 8,8 mg/L desse larvicida a mortalidade chegou a 100%
nos quatro municipios testados. Para a linhagem Rockefeller a mortalidade
observada foi de 100% em todas as dosagens testadas, validando os resultados

das demais populagdes.
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Figura 12: Toxidade do temefés Abate 'em quatro populagdes de
Aedes aegypti.

As CLsos para as populagdes estudadas foram superior a CLs, para a

Rockefeller, sendo que nos municipio de Lagoa Seca e Alagoa Nova obtivemos

os maiores valores, 4,114 e 3,813, respectivamente. J& a maior CLg foi

verificada no municipio de Alagoa Nova, aproximadamente trinta e oito vezes o

valor da CL ¢ para a populacao susceptivel (Tabela 2).

Tabela 2. Resposta de concentragdo-mortalidade das populagdes de Aedes
aegypti com diferentes propor¢des de individuos suscetiveis e resistentes ao

temefos (Abate ).
Populacies CLsy, IC95%  CLow  IC 95% b (EP) 7  G.L. RR
Rockfeller 0,107  0,090-0,121 0200  0,184-0,225  4.692:+0,581 12656 2
Al\';gv‘;a 3813 3,545-4.096 7577  6760-8.802 4297 (10311 25é69 2 381
Alagoa ) (oo 25012826 4248  3.921-4.738 6345 10,548 2190 19 266
Grande 2
Serra 2.866  2.697-3,030 4,984  4,611-5499 533101 0,407 7.815 22 286

Redonda
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Lagoa 40,17 26 411

4,114 3,849-4,391 7,424 6,700-8,511  4,99911 0,334 R
Seca 2

Legenda: a. CL50: dosagem mortal a 50% da amostra, IC: intervalo de confianga; b. CL90:
dosagem mortal a 90% da amostra, IC: intervalo de confianga; c. b (LJEP): erro padrio; d. X?
= qui-quadrado; e. G. L.: grau de liberdade; f. RR: razdo da resisténcia.

Todos os dados coletados na caracterizacdo da resisténcia apresentaram
homogeneidade de bioensaio com exce¢do de Lagoa Seca, onde o valor do qui-
quadrado excedeu o valor da tabela de 95%, ja para 98% ele se apresentou
adequado.

De acordo com os critérios da OMS na interpretacio do padrido de
suscetibilidade, todas as populagdes estudadas apresentaram mortalidade inferior
a 80%, sendo, portanto, consideradas resistentes.

Nas populacoes avaliadas, a razdo da resisténcia (RR) foi superior a 20
(Tabela 2). Em 2007, Besera et al. ja tinha observado um RR alto em populagdes
provenientes de trés localidades da Paraiba, sdo elas: Boqueirdo, Sitio Piabas e
Capim de Cheiro, apresentando uma razao de 11; 16,6 e 15,6 respectivamente.

O fato mais preocupante, segundo Mazzari et al. (1995), ¢ a RR acima de
10, nivel considerado comprometedor da acao do larvicida, causando prejuizos
aos programas de controle do vetor. Para larvas que apresentam RR desta
magnitude, o efeito residual do temefés em campo serd menor, uma vez que ha
queda gradual da concentragdo disponivel inicialmente nos depositos tratados,
contribuindo para o aumento no niumero de larvas sobreviventes com o passar do
tempo. Esta situagcdo acarreta a necessidade de maior nimero de aplicagdes de
larvicidas em intervalos mais curtos, com o conseqiiente aumento de custos nos
programas de combate a dengue (LIMA et al., 2006).

Larvas de Aedes coletadas em Sao Jodo de Meriti, Duque de Caxias e Sao
Gongalo quando submetidos ao temefds também mostraram um nivel baixo de
mortalidade. Esta ultima localidade apresentou o maior RR, 7,63 e as outras
duas apresentaram niveis moderados de resisténcia, 3,0 e 5,15, respectivamente

(LIMA et al., 2003). O mesmo foi verificado por Duque et al. (2004) ¢ Duque
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(2008) para populacdoes de A4. aegypti dos municipios de Curitiba, Foz do
Iguacu, Paranavai, Maringd, Ibipora, Cambé¢ e Jacarezinho (PR).

Os altos padroes de resisténcia observados para as populagdes em estudo
podem estar associados ao historico de uso do produto em cada localidade, com
diferentes intensidades e ou freqiiéncias de aplicacdes, submetendo-as a
diferentes pressoes de selecdo, com conseqiiente aumento dos graus de
resisténcia para algumas, ou provavelmente, aos mecanismos de resisténcia
desenvolvidos por cada populagdo.

Foi realizada uma PCA com o conjunto de 16 amostras, formadas por oito
concentragdes multiplas do temefds, para avaliar possiveis sobreposigdes entre
as cidades. Essa analise mostrou que ao longo da PC1 h4 a formacao de dois
grupos: Lagoa Seca ficou proxima a Alagoa Nova e Serra Redonda ficou muito
proximo a Alagoa Grande.

A figura 13 mostra o grafico dos escores para a PCl para todas as

amostras.

Figura 13: Grafico dos escores para a PC1 para as oito concentracdes
testadas em quatro cidades da Paraiba.
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Nao houve diferencas significativas entre as populacdes de Serra Redonda
e Alagoa Grande, ja que 95% do intervalo de confianga da CLs, se sobrepdem.
Provavelmente, por esse motivo essas cidades tenham ficado tdo proximas ao
longo da PC1. O mesmo ocorreu com Lagoa Seca e Alagoa Nova (Tabela 2).

Para a analise ao longo de PC1 e PC2 (Figura 14), houve a separacdo em
quatro grupos, com 92% da variancia explicada dos dados.

Para as duas PCs as populagdes analisadas ficam totalmente separadas
uma das outras com relacdo aos dados da toxidade do temefés. A PC2, com
apenas 7% da varidncia dos dados, ¢ responsavel por essa separacdo, pois
embora os intervalos se sobreponham, os valores reais das CLs, sdo diferentes.

Tal fato é corroborado quando se verifica que os coeficientes angulares
ndo sdo os mesmos para as populagdes estudadas, significando que elas diferem
quantitativamente e qualitativamente em relagdo a resisténcia ao temefos, ou
seja, a intensidade e a qualidade das respostas dos individuos de cada populagao
diferiram quanto a resisténcia ao produto.

4

PC2 (7%)

Figura 14: Gréfico dos escores para a PC1 versus PC2 para as
oito concentragoes testadas em quatro cidades da Paraiba.
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Queiroga (2005) também observou uma variagdo na resposta de
populacdes de A. aegypti provenientes de Brejo dos Santos, Lagoa do Mato e
Itaporanga quando submetido a concentragdes do inseticida temefos, onde foi
possivel observar diferengas significativas entre os coeficientes angulares destas
populacdes, o que leva a inferir que estas populacdes possuem respostas
diferentes ao larvicida.

Os diferentes graus de resisténcia detectados e as variacdoes nas
resisténcias observadas ao longo do tempo de estudo para as populagdes de A.
aegypti da Paraiba mostram a necessidade de se manter um programa constante
de monitoramento nas populacdes que sdo submetidas ao controle com o
temefos. A percepcao da mudanga temporal da suscetibilidade a esse inseticida
pode auxiliar no planejamento do manejo da resisténcia e das estratégias de
controle a serem adotadas, de forma que as medidas de controle passem a atuar

de forma efetiva contra o vetor.

5.3 Padrao eletroforético do gene de esterase

O aumento na expressdo do gene de esterase foi confirmado nos ensaios
realizados em vinte populacdes provenientes da mesorregido do agreste
paraibano. Apenas a populacdo Rockfeller apresentou uma baixa atividade
esterasica, como ja era esperado, ja que se trata de uma populagao suscetivel.

O aumento dessa atividade ja foi demonstrado em populagdes resistentes
de Mpyzus persicae, em alguns mosquitos Culex e Nilaparvata Iugens
(VAUGHAN e HEMINGWAY, 1995; SMALL e HEMINGWAY, 2000).
Maymo’o et al. (2002; 2006) também observou o aumento na atividade dos
genes de esterase estudando populagdes de Frankliniella occidentalis
provenientes do sudoeste da Espanha.

Os resultados possibilitaram a visualizacdo de seis regides de a e [-
esterase, denominadas EST-1 a EST-6. Os padrdes isoenzimaticos observados

em esterase sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15: Frequéncias alélicas observadas em seis locos de esterases em
populagdes naturais de A. aegypti coletados no municipio de Serra Redonda
ponto D.

Dois locos apresentaram apenas um alelo (EST-3, EST-6), trés locos
apresentaram dois alelos (EST-1, EST-4, EST-5) e apenas um loco apresentou
trés alelos (EST-2), com predominancia de trés locos em 38% das populacdes,
com intensidade forte, média e fraca observada em varias regioes do gel.

Na procura de esterases que estejam relacionadas com a condicdo de
resisténcia ou suscetibilidade das populacdes analisadas, algumas esterases e
algumas combinacdes de esterases poderiam estar envolvidas em um dos
mecanismos de resisténcia, devendo ser submetidas a um estudo mais
aprofundado, sdo: o loco EST-2, sozinha, pela sua presenga em todas as
populagdes resistentes, ou juntamente com EST-4, ocorrendo nas 17 das 21
populacdes avaliadas.

As populagdes caracterizadas como resistentes mostraram de duas a seis
regides de atividade esterdsica, enquanto que na populagdo suscetivel
(Rockefeller) foi visualizada apenas uma regido de atividade (Figura 16). A
confirmacdo de que esses padrdes diferenciam insetos resistentes e suscetiveis

foi obtida pelo teste de verificagdo da resisténcia, visto que todas as larvas
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testadas sobreviveram a dose diagnodstica de 0,352 mg i.a./L, letal para a

Rockefeller.

Est-1

Figura 16: Frequéncias alélicas observadas em um loco de esterase na
populacdo de A. aegypti suscetivel (Rockefeller).
Padroes de estarase ja foram utilizados com sucesso para a diferenciacao

genética de populagdes de insetos resistentes a inseticidas quimicos (MAZZARI
e GEORGHIOU, 1995; VAUGHN e FFRENCH-CONSTANT, 1998; FLORES
et al., 2005; MAYM’O et al., 2006). Para populacdes de 4. aegypti de Sao Paulo
e Bahia foram possiveis revelar padroes de esterases capazes de diferenciar
populagdes resistentes e suscetiveis (GUIRADO e BICUDO, 2008).

Paiva (2006) estudando populagdes de A. aegypti provenientes de nove
localidades do Estado de Pernambuco verificou através da eletroforese um total
de cinco regides de a e -esterase para as populacdes resistentes. Na Rockfeller
foi visualizada apenas uma regido de atividade.

O padrio dos seis locos avaliados revelou a presenca de 13 alelos (Est-1',
Est-2!, Est-2% Est-2°, Est-3', Est-3? Est-4'!, Est-4, Est-5', Est-5%, Est-5°, Est-6' e
Est-6), sendo que o alelo Est-2* foi o tnico presente em todas as populagdes

analisadas, com freqiiéncias alélicas variando entre 0,083 e 1 (Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncias alélicas observadas em seis locos de esterase em vinte e
uma amostras populacionais de Aedes aegypti.
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Populacio/
Pontos de
Coleta Loco 1 Loco 2 Loco 3 Loco 4 Loco 5
Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est- Est-
1] 2] 22 23 3] 32 4] 42 5] 52 53 6]
0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,53 0,46 0,00
1,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 3 o 0 0,000
0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00
Alagoa 0,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0,611 0,389
Grande 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
0,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000
0,00 0,76 0,23 0,02 0,00 0,00 1,00 0,00 0,54
1,000 0,000 1,000 0 s 5 9 0 0 0 0 5 0,455
0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
0,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000
0.000 0.000 1,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,000
Alagoa Nova 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
0,000 0,000 0,889 0,111 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000
0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,86 0,13 0,00
1,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 3 5 0 0,000
0,38 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,68
0,000 0,514 0,100 P 0 0 0 0 0 0 0 5 0,318
0,14 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,45 0,54 0,00
Serra 1,000 0,000 0,857 3 0 0 0 0 0 5 3 0 0,000
Redonda 0,08 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,10 0,89 0,00
0,000 0,431 0,486 3 0 0 0 0 0 5 4 0 0,000
0,00 0,28 0,72 1,00 0,00 0,00 0,59 0,40
1,000 0,042 0,958 0 0 0 0 0 0 5 4 0,611 0,389
0,36 0,00 0,00 1,00 0,00 0,09 0,57 0,32 0,00
0,000 0,000 0,639 | 0 0 0 0 4 3 3 0 0,000
Campina 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,50 0,50 0,00
Grande 0,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000
0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,40 0,16 0,43 0,00
0,000 0,917 0,083 0 0 0 0 0 0 5 3 0 0,000
0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
1,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000
0,00 0,00 0,00 0,16 0,83 0,00 0,24 0,75 0,00
Lagoa Seca 0,000 0,000 1,000 0 0 0 7 3 0 3 r 0 0,000
0,00 0,04 0,95 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
1,000 0,000 1,000 0 P 5 0 0 0 0 0 0 0,000
0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,15 0,84 0,00
Eeveranca 0,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 5 ] 0 0,000
P ¢ 0.000 0.194 0.806 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.000
i i i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ?
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ROCK 0,000 0,000 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A grande maioria dos estudos de isoenzimas, que utilizam as esterases

como marcadores nao-neutros, evidencia apenas a expressao € o padrao dessas

enzimas nos géis (FIELD; HITCHEN; REES, 1984; SOUZA-POLEZZI;

BICUDO, 2005). Por outro lado, a analise das isoenzimas esterasicas pode

fornecer outros dados importantes a respeito das populagdes estudadas. Os

indices de diversidade genética: propor¢do de locos polimorficos (P) e

heterozigosidade média revelaram diferencas e similaridades entre populagdes

de uma mesma espécie (Tabela 4).
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Tabela 4: Resumo da variagdao genética observada nas amostras populacionais de

Aedes aegypti.
Total . Proporg¢ao de
o e de Intensidade dos locos b .locros
locos olimoérficos
Fraca | Média | Forte
AGA 4 1 3 16,67% 0,1244
AGB 4 2 2 16,67% 0,1188
AGC 2 1 1 0,00% 0,0000
AGD 6 3 3 50,00% 0,1521
ANA 3 1 2 0,00% 0,0000
ANB 2 1 1 0,00% 0,0000
ANC 2 1 1 16,67% 0,0988
AND 5 2 2 1 16,67% 0,0459
SRA 3 1 2 33,33% 0,3369
SRB 4 2 2 33,33% 0,1841
SRC 3 1 1 1 33,33% 0,2537
SRD 6 1 5 66,67% 0,2400
CGA 3 1 2 33,33% 0,3369
CGB 3 2 1 16,67% 0,1667
CGC 3 2 33,33% 0,2591
LSA 4 1 2 0,00% 0,0000
LSC 3 1 2 33,33% 0,2152
LSD 5 3 1 16,67% 0,0169
ESPA 3 2 16,67% 0,0857
ESPC 2 1 16,67% 0,1566
ROCK 1 1 0,00% 0,0000

A maior variabilidade genética foi observada para as amostras de A.
aegypti do ponto D dos municipios de Serra Redonda e Alagoa Grande, pois
correspondem as localidades com maior propor¢ao de locos polimorficos,
66,67% e 50% respectivamente.

J4& a heterozigosidade média foi maior no ponto A de Serra Redonda e
Campina Grande, 0,3369. Yan et al. (1998) usando marcadores RFLP verificou
em populacdes de A. aegypti expostas ao DDT uma heterozigozidade média de
0,604, valor bem acima dos encontrados nessa pesquisa. Entretanto, este

aumento ja era esperado, visto que o marcador RFLP analisa o genoma inteiro.
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Os padrdes dos locos de esterase detectados na populacdo de Alagoa
Grande ponto C, Alagoa Nova pontos A e B, Lagoa Seca ponto A e a Rock
revelaram monomorfismo em todos os locos. A maior parte das populagdes
estudadas apresentou 16,67% de locos polimorficos.

Yan et al. (1998) afirmam que a sele¢ao por inseticidas quimicos diminui
a diversidade genética da populacdo naqueles locos que conferem resisténcia.
Essa afirmac¢do estd de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, visto
que as populagdes com maior variabilidade genética foram as que apresentaram
menor resisténcia ao temefos, como: Serra Redonda e Alagoa Grande.
Provavelmente, essas cidades sofrem menos pressao de sele¢do provenientes de
inseticidas. Com exce¢ao de Lagoa Seca podemos perceber que quanto maior o

numero de locos, maior a resisténcia (Tabela 5).

Tabela 5: Quantidade de locos e a razdo da resisténcia das populacdes de Aedes
aegypti que foram submetidas aos testes de caracterizagao da resisténcia.

Populagoes Numero de locus RR
Lagoa Seca Ponto C 3 41,1
Alagoa Nova Ponto D 5 38,1
Serra Redonda Ponto B 4 28,6
Alagoa Grande Ponto B 4 26,6

Legenda: RR: razdo da resisténcia.

Essa alta resisténcia apresentada pela populacdo de Lagoa Seca, apesar de
ter apenas trés locos, pode ser explicada porque a anélise dos géis de isoenzimas
revelou a expressdo do alelo Est-4* presente apenas nessa populagdo, o que
poderia ter propiciado uma maior atividade enzimatica nesse loco. A
identificagdo de um alelo responsavel pela resisténcia foi também relatada por
Rodriguez et al. (2002) em amostras de 4. aegypti resistentes ao temefos.

Lo pez-Soler et al. (2008) em seus estudos sobre a avaliagdo do gene de
esterase na resisténcia de Frankliniella occidentalis através da eletroforese em
gel de poliacrilamida relatou a presenga de um padrdao de bandas caracteristico

que mostrou uma forte correlagdo com a atividade esterase total e o grau de
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resisténcia. Estes resultados sdo consistentes com a hipotese de que a selegao de
inseticidas pode aumentar a freqiiéncia de algumas esterases, que normalmente
exibem menor freqiiéncia nas populagdes suscetiveis (PARKER e
CALLAGHAN, 1997).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para todas as populacdes
separadamente para saber se as freqiiéncias génicas e genotipicas permanecem
constantes de geracdo para geracdo. Apesar do equilibrio de Hardy-Weinberg
esta baseada em um modelo teorico, ela descreve suficiente bem o que ocorre
com grande numero nas populacdes reais, pelo menos em um determinado
espago de tempo.

Nesse estudo, podemos perceber que dez, das vinte e sete populagdes, nao
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, isto €, elas estdo sofrendo algum tipo de
variacdo na sua composi¢do genética. A(s) causa(s) desse desvio podem ser
atribuidas a varios fatores, dentre eles podemos citar a presenca de migracao,
mutacdo, deriva genética ou sele¢do devido o uso inadequado de inseticidas.

Os valores de heterozigosidade observada (Ho) variaram de 0 a 36 (Tabela

6).

Tabela 6: Estimativa de diversidade genética em populacdes de Aedes aegypti
coletadas na mesorregiao do agreste paraibano.

Populacgdes N Loco A Ho He 02 GL Probabilidade
2 22 28 28,444 0,563 1 ns
ANC 36 23 8 7,111
33 0 0,444
5 22 25 25,596 0,791 1 ns
AND 34 23 9 7,809
33 0 0,596
22 2 8,533
AGA 30 5 23 28 14,933 22,969 1 P<0,001
33 0 6,533
11 8 10,083
AGB 27 6 12 17 12,833 2,846 1 ns
22 2 4,083
AGD 34 11 20 19,882
3 12 12 12,235 0,013 1 ns
22 2 1,882
4 11 1 0,029 34,000 1 P <0,001




69

12 0 1,941
2 33 32,029
11 3 9818
12 30 16364 | 22,917 P <0,001
22 0 6,818
11 6 1,000
12 0 10,000 | 36,000 P <0,001
2 30 25,000
LSC 36 2 0 2.064
23 17 12.871 3,601 ns
33 13 20,064
11 0 0,066
LSD 34 12 3 2,868 0,072 ns
22 3] 31,066
11 9 9257
12 2 3,600
22 0 0,350
13 16 13,886 4,285 ns
SRA 35 23 5 2,700
33 3 5207
11 13 15341
12 19 14318 3,528 ns
22 1 3341
22 25 25714
23 10 8,571 0,972 ns
SRB 36 33 0 0,714
22 4 6,323
23 20 15,355 2,837 ns
33 7 9323
11 0 6,674
12 26 15,069
22 4 8,507
SRC 36 5 : T 20,760 P <0,001
23 1 2917
33 0 0,250
2 0 0,371
SRC 36 23 7 6,258 0,465 ns
33 26 26371
11 ] 0,063
12 1 2,875 15312 P<0,001
22 34 33,063
11 0 1,960
12 14 10,080 3,781 ns
22 11 12,960
SRD 35 2 7 9.240
23 17 12,519 3,331 ns
33 2 4,240
11 9 13,444
12 26 17.111 9,715 P<0.,01
22 1 5,444
22 10 14,694
36 23 26 16,611 | 11,505 P <0,001
33 0 4,694
CGA 11 0 0,281
12 6 3,469
22 10 10,695
36 3 0 1.969 4,951 ns
23 11 12,141
33 5 3 445
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22 0 9,000
CGB 36 5 23 36 18,000 | 36,000 1 P < 0,001
33 0 9,000
2 11 15 15,125
12 3 2,750 0,149 1 ns
22 0 0,125
5 11 0 2,400
CGC 18 12 2 2,000
22 0 0417
5 0 5.200 10,385 3 P <0,05
23 3 2,167
33 0 2,817
22 0 0,758
ESPA 33 5 23 10 8,485 1,052 1 ns
33 23 23,758
11 0 1,361
ESPC 36 2 12 14 11278 2,098 1 ns
22 22 23,361

Legenda: N — numero de larvas analisadas; A — alelos; Ho — heterozigosidade observada; He —
heterozigosidade esperada; [1> — qui-quadrado; GL: grau de liberdade; Ns: néo significativo.

Os niveis de diferenciagdao genética das populagdes (F) foram calculados
aos pares com base na frequéncia e variaram de 0 a 1 (Tabela 7). Estes estdao
bem acima dos valores descritos por Paiva (2006) nos anos de 2004 (Fy =
0,0385) e 2005 (Fs = 0,0405) e por Ayres et al. (2004), F igual a 0,177 para
populagdes de A. aegypti. Quando o valor de F € igual a um, a populacao esta
estruturada e provavelmente nao ocorre fluxo génico. Nesta pesquisa, poucas
populagdes apresentaram niveis de diferenciagdo proximos a um, isto quer dizer
que na maioria dos casos a populacdo ndo esta estruturada.

Tabela 7: Niveis de diferenciagdo genética (Fy) das populagdes de Aedes
aegypti. P: populacao.
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Uma martiz bindria para presenga (1) ou auséncia (2) de locos foi gerada a

partir dos dados. A partir desta matriz foi possivel construir um dendograma

(Figura 17) para estimar a divergéncia para as populagdes estudadas.
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Figura 17: Dendograma revelando a analise de agrupamento entre populacdes de
A. aegypti provenientes da Paraiba, baseado na presenca e auséncia de locos de
esterases, pelo método UPGMA.

No dendograma pode-se observar cinco grupos distintos. A populacao de
Alagoa Grande e Lagoa Seca sdo as Unicas que possuem um ponto de coleta em
que todos os locos foram monomorficos. A porcentagem de locos polimorficos
também foi semelhante, 20% e 16%, respectivamente.

A populagdo de Serra Redonda ficou isolada por ter a maior quantidade de
locos polimorficos, 41%. Sua proximidade com o grupo das populacdes 1 e 5,
deve-se ao fato de que as populacdes de Serra Redonda e Alagoa Grande serem
as unicas que possuem em um ponto de coleta, seis locos: Est-1, Est-2, Est-3,
Est-4, Est-5, Est-6.

Alagoa Nova formou um terceiro grupo e ¢ a unica que possui dois locos
monomorficos. J4 a populagdes de Campina Grande e Esperanca
respectivamente, sao semelhantes devido a presen¢a da mesma sequéncia dos
locos Est-2, Est-4 e Est-5. Apena Esperanca ponto C ndo possui esse ultimo
loco. A populagdo Rockefeller formou entdo o ultimo grupo, e ¢ a Unica

populagao susceptivel, possuindo um tnico loco monomorfico.
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Os resultados encontrados neste trabalho indicaram que quanto maior a
quantidade de locos maior ¢ a resisténcia, com excecao de Lagoa Seca ponto C,
na qual a presenca de um alelo pode ter conferido uma maior resisténcia. Isso
porque quanto maior a quantidade de esterase maior a chance do mosquito
metabolizar o temefds. Estes resultados precisam de maiores comprovacgoes,
além de um estudo mais detalhado do gene de esterase.

O proximo desafio consiste na incorporacdo de dados genéticos em
programas de controle, como uma ferramenta de avaliacdo da efetividade das

acoes de controle do Aedes aegypti.
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6 CONCLUSAO

Hé um alto indice de distribuicao na atividade do Aedes aegypti dentro dos seis

municipios estudados.

As populagdes estudadas sdo resistentes ao organofosforado temefos em grau

técnico e o temefds Abate' .
Todas as populagdes submetidas a caracterizacdo da resisténcia apresentaram
uma razao de resisténcia (RR) maior que 20, sendo, portanto, consideradas

altamente resistentes.

As populagdes estudadas diferem quantitativamente e qualitativamente em

relacdo a resisténcia ao temefos.

As esterases podem estar envolvidas em um dos mecanismos de resisténcia ao

temefos em populacdes naturais de A. aegypti provenientes da Paraiba.

A técnica de isoenzimas em gel de poliacrilamida pode ser utilizada para

detectar diferentes freqiiéncias dos alelos de esterase em A. aegypti.
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