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RESUMO

O uso frequente do temefós tem levado ao desenvolvimento de resistência a inseticida em 

Aedes aegypti, comprometendo o controle e favorecendo a transmissão das doenças por ele 

veiculadas. Assim, este trabalho teve como objetivo obter informações sobre a resistência ao 

temefós de populações de A. aegypti coletadas em municípios da Paraíba, visando subsidiar os 

agentes sanitários a desenvolverem estratégias de monitoramento e controle das populações 

deste vetor. As vinte e quatro populações estudadas foram coletadas nos municípios de Alagoa 

Grande, Alagoa Nova, Campina Grande, Esperança, Lagoa Seca e Serra Redonda, onde foram 

realizadas coletas de ovos utilizando-se ovitrampas, a partir de bairros com altos índices de 

infestação do vetor – área A- e em bairros equidistantes a 500 m, 1.000 m e 1.500 m de 

distância da área A, constituindo as áreas B, C e D, respectivamente. Os ovos coletados foram 

levados ao laboratório para criação do mosquito, identificação e determinação do Índice de 

Infestação para Armadilha de Oviposição (IAO). Coordenadas geográficas de cada ponto de 

coleta  foram  obtidas,  montada  uma  matriz  de  distância  geográficas  com  o  número  dos 

quarteirões, o total de residências e/ou estabelecimentos positivos ou não.  Os bioensaios de 

laboratório foram realizados com o temefós,  do qual se determinou a dose diagnóstica. O 

homogenato protéico de larvas L4 foi submetido à eletroforese em géis de poliacrilamida 

7,5%. Nesse estudo foi observado que o IAO foi elevado, acima de 20%. A maior incidência 

do vetor foi constatada para o bairro Catolé, área C do município de Esperança com IAO de 

90%. Todas as populações foram submetidas à dose diagnóstica de 0,352 mg de i.a./L, onde 

obtivemos 0% de mortalidade. A maior CL90 foi verificada no município de Alagoa Nova, 

aproximadamente  trinta  e  oito  vezes  o  valor  da  CL90 para  a  população  susceptível 

(Rockefeller – padrão). Todas as populações estudadas apresentaram RR maior que 20, sendo, 

portanto, consideradas altamente resistentes. A atividade esterásica foi visualizada através dos 

substratos α e β-naftil acetato, possibilitando a visualização de seis regiões de α e β-esterase, 

denominadas EST-1 a EST-6. As populações caracterizadas como resistentes mostraram de 

duas  a  seis  regiões  de  atividade  esterásica,  enquanto  que  a  população  suscetível  foi 

visualizada apenas uma região de atividade. 

Palavras-Chave: Aedes aegypti, resistência 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 A. aegypti collected in the 

municipalities of Paraíba, 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,  Esperança,  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 Esperança with IAO 90%. All populations underwent diagnostic 

dose of 0.352 mg de i.a./L, where we had 0% mortality. Most LC90  was found in the city of 

Alagoa  Nova,  about  thirty-eight  times  the  value  of  LC90 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  α and  β-naphthyl 

acetate, allowed the visualization of six regions of α and β-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: Aedes aegypti, insecticide resistance, esterase.
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1 INTRODUÇÃO

As  estratégias  de  controle  do Aedes  (Stegomyia)  aegypti (L.)  estão 

baseadas  na  utilização  de  produtos  biológicos  e  químicos,  integrados  a 

programas de manejo ambiental (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

No Brasil, os programas que visam o controle do  A. aegypti empregam 

principalmente inseticidas químicos, dos quais se destacam os organofosforados 

e piretróides (LUNA et al., 2004). Os índices de casos da dengue aumentam ano 

a ano,  influenciados por diferentes fatores, entre os quais, a resistência do vetor 

aos  produtos  químicos,  diminuindo  a  eficiência  de  controle,  favorecendo  o 

aumento  das  populações  de  mosquitos  e,  consequentemente,  o  aumento  do 

número dos casos de dengue (CAMPOS e ANDRADE, 2001). 

De acordo com estudos realizados em vários municípios, a resistência está 

amplamente disseminada em populações de  A. aegypti no Brasil (LIMA et al., 

2003; MARCORIS et al., 2003; LIMA et al., 2006). Na Paraíba a resistência ao 

temefós  foi  constatada  para  populações  provenientes  dos  municípios  de 

Boqueirão,  Brejo  dos  Santos,  Campina  Grande,  Itaporanga  e  Remígio 

(BESERRA et al., 2007). Tais relatos corroboram a hipótese de que a eficiência 

dos inseticidas empregados no combate ao  A. aegypti deve ser rotineiramente 

avaliada como medida de segurança à saúde pública.

A detecção da resistência e o conhecimento dos mecanismos envolvidos 

são fundamentais, pois elucidam os aspectos básicos relacionados aos inseticidas 

e  fornecem  informações  importantes  para  o  seu  manejo  em  espécies  alvo 

(SCOTT, 1995; CRUZ, 2002). Um aspecto essencial para o desenvolvimento de 

estratégias de manejo da resistência é determinar sua dinâmica, desenvolvendo 

estudos  que  avaliem  as  mudanças  e  freqüência  no  decorrer  do  tempo 

(GEORGHIOU, 1972; CAMPOS e OMOTO, 2006). 

Para  se  obter  sucesso  neste  manejo  e  controle  do  vetor,  é  preciso 

determinar  como  as  populações  de  insetos  se  distribuem,  pois  os  esforços 

amostrais e de controle devem se concentrar nos locais em que estão distribuídos 
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e nas épocas propícias à ocorrência de surtos populacionais. Informações sobre a 

disseminação espacial e geográfica de populações de  A. aegypti resistentes ao 

temefós  orientam  o  desenvolvimento  e  implementação  das  estratégias  de 

controle, visto que auxiliam na descoberta de pontos vulneráveis do inseto, que 

podem servir no direcionamento das ações de controle diminuindo os gastos e 

custos ambientais decorrentes do uso de técnicas inadequadas.

A  caracterização  da  variabilidade  genética  presente  nas  populações 

naturais é uma ferramenta de grande utilidade para os programas de controle, 

pois a detecção de populações de vetores geneticamente distintas dentro de uma 

região pode ter importantes implicações na saúde pública, uma vez que estas 

podem estar associadas às variações comportamentais, ecológicas, biológicas e 

caracteres epidemiológicos expressos pelo vetor.

Atualmente,  existem  várias  técnicas  disponíveis  para  detectar 

polimorfismos  de  DNA,  tanto  genômico  quanto  mitocondrial,  das  quais 

podemos  destacar:  Polimorfismo  do  DNA  Amplificado  Randomicamente 

(RAPD),  eletroforese  de  Isoenzimas,  Polimorfismo  do  Comprimento  de 

Fragmentos de Restrição (RFLP) e seqüenciamento.

Desde a década de 1960, as isoenzimas são importantes ferramentas para 

os  geneticistas,  e  embora  novas  técnicas  moleculares  tenham surgido,  estes 

marcadores ainda são amplamente utilizados em estudos genéticos (SOUZA, 

2000).  A natureza co-dominante das bandas e os custos relativamente baixos 

tornaram a análise de isoenzimas atraente e útil na pesquisa. São especialmente 

utilizadas para a comparação de diversos táxons ou indivíduos (KLASS, 1998). 

Além  disso,  constituem  a  maneira  mais  direta  e  rápida  de  avaliar 

genotipicamente muitos locos num grande número de indivíduos (AUGUSTIN, 

1999; FARALDO et al., 2003).

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral:

Obter informações sobre a resistência ao temefós de populações de Aedes 

aegypti coletadas  em  municípios  da  Paraíba,  visando  subsidiar  os  agentes 

sanitários  a  desenvolverem  estratégias  de  monitoramento  e  controle  das 

populações deste vetor.

2.2 Objetivos específicos:

I- Detectar populações de A. aegypti resistentes ao temefós;

II-  Caracterizar  a  distribuição  espacial  de  populações  de  A.  aegypti 

resistentes ao temefós;

III- Caracterizar a resistência ao temefós das populações de A. aegypti;

IV- Avaliar a expressão do gene de esterase envolvido na resistência de 

populações de A. aegypti através da eletroforese de Isoenzimas;

V-  Quantificar  a  variabilidade  genética  do  gene  de  esterase  nas 

populações  resistentes  ao  temefós,  verificando  a  presença  de  variantes 

eletroforéticas e estimando índices de heterozigosidade.

3 REVISÃO DE LITERATURA
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3.1 Situação da dengue no Brasil

No Brasil,  há  referências  de epidemia desde o século XIX. No século 

passado há relatos de casos em 1916, no Estado de São Paulo e em 1923, na 

cidade  de  Niterói  (Rio  de  Janeiro),  sem diagnóstico  laboratorial.  A primeira 

epidemia, documentada clínica 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 região Nordeste. Desde então, 

a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada, intercalando-se com a 

ocorrência  de  epidemias,  geralmente  associadas  com a  introdução  de  novos 

sorotipos  em  áreas  anteriormente  indemes  (WORLD  HEALTH 

ORGANIZATION, 2005).

A mobilização  deve  ser  mantida  em  todo  o  país  e  intensificada  nos 

Estados com situação mais preocupante.  O novo balanço parcial de casos de 

dengue desse ano, divulgado pelo Ministério da Saúde, apontou 942.153 casos 

suspeito  até  o  dia  três  de  julho  de  2010.  Desse  total,  482.284  já  foram 

confirmados,  153.098  foram  descartados  e  306.771  permanecem  em 

investigação.  Já  no  Estado  da  Paraíba  foram  notificados  2.851  casos,  um 

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

Saúde, 2010).

3.2 Controle do Aedes aegypti

Atualmente,  nenhum país  conseguiu eliminar  a  transmissão  da  dengue 

após  sua  re-emergência  na  metade  do  século  passado.  O  mosquito  Aedes 
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aegypti,  principal vetor dessa doença, tem apresentado uma grande facilidade 

em adaptar-se a diversas condições ambientais (TAUIL, 2006).

A crescente incidência de dengue nas últimas décadas requer estratégias 

efetivas e  eficientes  para o combate  desses complexos processos ecológicos-

epidemiológicos pelos serviços de saúde. 

O  combate  a  esse  Culicídio  consiste  em  medidas  contra  as  larvas  e 

mosquitos  adultos.  Entretanto,  seus  principais  criadouros  são  produzidos 

principalmente  pelos  seres  humanos,  pois  permitem  sua  proliferação  em 

reservatórios artificiais de água (KUNO, 1995), uma vez que as deficiências no 

abastecimento de água encanada fazem com que muitos habitantes passem a 

armazenar  o  líquido  nos  domicílios,  proporcionando  assim,  criadouros  para 

infestação do mosquito (FORATTINI, 2002). 

Nos programas de controle de dengue, a vigilância entomológica é feita, 

principalmente,  a  partir  de  coletas  de  larvas,  de  acordo  com a  proposta  de 

CONNOR e MONROE (1923) para medir a densidade de A. aegypti  em áreas 

urbanas. Essa metodologia consiste em vistoriar os depósitos de água e outros 

recipientes  localizados  nas  residências  e  demais  imóveis  considerados 

estratégicos,  por  produzirem  grande  quantidade  de  mosquitos  adultos,  para 

cálculo dos índices de infestação predial  (IIP)  e  de Breteau (IB) (FUNASA, 

2001; ORGANIZAÇÃO PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995).

A coleta de larvas é importante para verificar o impacto das estratégias 

básicas  de  controle  da  doença,  dirigidas  à  eliminação  das  mesmas.  Essa 

metodologia, entretanto, não é um bom indicador para se medir a abundância do 

adulto, ineficaz para estimar o risco de transmissão, embora venha sendo usada 

com essa finalidade (NELSON, 1995). 

As  armadilhas  para  coleta  de  larvas,  ou  ‘larvitrampas’,  são  depósitos 

geralmente feitos de seções de pneus usados. Nas larvitrampas, as flutuações de 

água da chuva induzem a eclosão dos ovos e são as larvas que se contam, ao 

invés  dos  ovos  depositados  nas  paredes  da  armadilha.  A Organização  Pan-

Americana da Saúde (OPAS) recomenda seu uso para detecção precoce de novas 
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infestações e para a vigilância de populações de  Aedes  com baixa densidade 

(FUNASA, 2001). 

A  armadilha  de  oviposição,  também  conhecida  no  Brasil  como 

‘ovitrampa’,  é  destinada  à  coleta  de  ovos.  Em um recipiente  de  cor  escura, 

adere-se um material áspero que permite a fixação dos ovos depositados. Em 

1965, iniciou-se o uso das ovitrampas para a vigilância das populações adultas 

de A. aegypti (FAY e PERRY, 1965). 

As  ovitrampas  fornecem  dados  úteis  sobre  distribuição  espacial  e 

temporal (sazonal). Dados obtidos com essa metodologia também foram usados 

para monitorar o impacto de vários tipos de medidas de controle que envolve a 

redução 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 marítimos, aeroportos, 

terminais  rodoviários e ferroviários e terminais  de carga,  para verificação da 

entrada do vetor em áreas ainda não infestadas; e para monitoramento desses 

pontos em áreas infestadas. Em razão do grande fluxo de pessoas, é importante 

que esses locais estejam livres de Aedes.

Também no Brasil,  confirmou-se a maior  sensibilidade das ovitrampas, 

em relação à pesquisa larvária e às larvitrampas, para verificação da presença do 

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

3.3 Controle Químico

Relatos  do uso  de  compostos  químicos  no  combate  aos  insetos  datam 

desde antes do ano 2.500 a.C., em que os sumérios aparentemente utilizavam 

compostos sulfúricos para o controle de insetos (RETNAKARAN et al., 1985). 

Essas substâncias são chamadas genericamente de inseticidas, mas quando 

são destinadas a atingir formas larvais são chamadas larvicidas. Embora o uso 
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desses compostos seja motivo de algumas restrições, por contribuírem para a 

poluição  ambiental  e  apresentarem alguma  toxicidade  ao  ser  humano,  ainda 

constituem  parte  importante  do  controle  integrado  de  insetos  vetores  e  sua 

utilização  não  pode  deixar  de  ser  considerada  (FORATTINI,  2002).  Os 

inseticidas  mais  usados  no  Brasil  são  os  dos  grupos  químicos  piretróides  e 

organofosforado,  como exemplo  do  primeiro  grupo  temos  deltametrina  e  do 

segundo  o  malathion,  fenitrothion  e,  especialmente  o  temefós,  utilizado  há 

décadas no Brasil (FUNASA, 2001).

O temefós é utilizado a 1ppm de princípio ativo, absorvido em grãos de 

areia numa formulação contendo 1% dessa substância, que pode ser aplicada em 

água para consumo humano, graças à sua baixa toxicidade oral para mamíferos 

(LIMA et al., 2006).

Contudo, a exposição continuada dos insetos a estes produtos constitui 

uma forte pressão de seleção, de forma que os espécimes mais aptos a resistir 

podem  produzir  descendência  capaz  de  sobrepujar  a  população  dos  não-

resistentes. A resistência a inseticidas já foi registrada em mais de 500 espécies 

de  insetos,  incluindo  muitas  de  importância  médica  (MARCONDES,  2001) 

como, por exemplo, o A. aegypti.

3.3.1 Mecanismos de ação dos inseticidas

De acordo com o seu modo de ação os larvicidas podem ser classificados 

em: asfixiantes, quando as substâncias são destinadas a obstruir os espiráculos; 

de contato, quando atravessam a superfície corporal ou penetram no corpo pelo 

sistema  respiratório;  gástricos,  trata-se  de  substâncias  que  agem  ao  serem 

ingeridas  pelas  larvas  e  absorvidas  pelo  aparelho  digestório;  e  inibidores  de 

crescimento,  quando interferem nas ecdises ou comprometem a formação de 

quitina (FORATTINI, 2002).
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O  modo  de  ação  dos  inseticidas  inclui  respostas  anatômica,  física  e 

bioquímica do organismo ao agente químico administrado. O mais importante 

foco dessa discussão são os efeitos fisiológicos que resultam na morte do inseto. 

Todos  os  inseticidas  bloqueiam processos  metabólicos  nos  insetos,  mas  isto 

ocorre de diferentes maneiras, segundo os diversos agentes químicos. De acordo 

com o  seu  modo  de  ação  os  inseticidas  químicos  mais  utilizados,  agem no 

sistema nervoso, muscular e respiratório (PEDIGO, 1989).

Os  organofosforados  agem  por  contato  e  ingestão,  sendo  comumente 

utilizados  como  um  termo  genérico,  pois  inclui  todos  os  inseticidas  que 

contenham  fósforo.  Possuem  duas  características  marcantes:  uma  baixa 

estabilidade  química  e  uma  maior  toxicidade  a  vertebrados  do  que  os 

organoclorados (BECKER et al., 2003). 

Por possuírem baixa persistência, foram bastante utilizados como método 

alternativo aos persistentes organoclorados, particularmente o DDT. Esta classe 

de inseticidas é conhecida por produzir grande acúmulo da acetilcolina (ACh) 

nas terminações nervosas. A acetilcolina é um importante neurotransmissor que 

em condições normais o organismo a destrói, pela ação da colinesterase (ChE). 

Em insetos expostos a esses compostos, a colinesterase é inibida, fazendo com 

que  os  níveis  de  acetilcolina  se  elevem  causando  hiperexcitação,  tremores, 

convulsões, paralisia e morte (MADDRELL, 1980). 

Essa  inibição  é  praticamente  irreversível,  o  que  difere  da  ação  dos 

carbamatos  que, embora apresente o mesmo alvo, a inibição é reversível com o 

tempo (TAYLOR, 1980).

3.4 Resistência do Aedes aegypti a inseticidas
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A resistência é o desenvolvimento da capacidade de suportar  doses de 

tóxicos que seriam letais para a maioria da população susceptível  da mesma 

espécie  em  determinada  linhagem  (WORLD  HEALTH  ORGANIZATION, 

2005).

O  número  de  populações  de  insetos  vetores  resistentes  depende  do 

volume e freqüência de aplicação de inseticidas para o seu controle (FLORES et 

al., 2001).

A  utilização  intensa  de  inseticidas  favoreceu  o  desenvolvimento  de 

resistência em populações de  A. aegypti (MACORIS, 1999) em várias regiões 

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  resistência  a  inseticidas  já  foi  detectada  em  São  Paulo 

(MACORIS, 1999), Ceará (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 Paraíba (BESERRA et al., 

2007).

Dentre as conseqüências drásticas da evolução para a resistência está a 

aplicação  freqüente  de  pesticidas;  aumento  na  dosagem  do  produto  e 

substituição por outro produto, geralmente de maior toxicidade (GEORGHIOU, 

1983). Estes fatores comprometem os programas de manejo integrado de pragas 

em  detrimento  da  contaminação  ambiental  com  pesticidas,  destruição  de 

organismos benéficos, além de elevar os custos de controle da praga. Acredita-se 

que a descoberta e o desenvolvimento de uma nova molécula química estão se 

tornando  cada  vez  mais  difícil  e  cara.  Associado  a  este  fator,  existe  a 

possibilidade  de  insetos  expressarem a  resistência  para  os  novos  compostos 

através  da  resistência  cruzada  (termo  a  ser  definido  posteriormente).  Sendo 

assim, o manejo da resistência de artrópodes a produtos químicos tem se tornado 

um importante tema de vários estudos (GEORGHIOU, 1983; SAWICKI, 1987; 

CROFT, 1990; DENHOLM e ROLLAND, 1992).
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3.4.1 Mecanismos e tipos de resistência a inseticidas

Os  mecanismos  de  resistência  a  inseticidas  são  incluídos  em  três 

categorias: 1) redução da penetração do inseticida pela cutícula do inseto; 2) 

redução da sensibilidade no sítio de ação do sistema nervoso e 3) detoxificação 

ou metabolização por enzimas (FERRARI, 1996; BECKEL e LORINI, 2002).

No primeiro mecanismo ocorre a redução da entrada do inseticida devido 

às mudanças na cobertura de quitina do inseto, diminuindo seu potencial de ação 

no local que atua (BECKEL e LORINI, 2002).

No segundo, os insetos que apresentam resistência se mostram insensíveis 

à  ação  do  inseticida  por  apresentarem baixa  sensibilidade  no  local  de  ação. 

Quando ocorre a resistência, o inseto utiliza-se desse mecanismo reduzindo a 

afinidade do inseticida com seu local alvo, permitindo a transmissão normal ou 

quase do impulso nervoso (BRAGA e VALLE, 2007).  Estas alterações podem 

comprometer a atividade inseticida em questão. A enzima acetilcolinesterase, o 

receptor  neuronal  do  ácido  γ-aminobutírico  (GABA)  e  os  canais  de  sódio 

dependentes de voltagem, são exemplos de sítio-alvos envolvidos neste tipo de 

resistência (HEMINGWAY et al., 2004).

No terceiro mecanismo os insetos modificam ou “diminuem” a toxicidade 

do inseticida a ponto de evitar a ação do mesmo (BECKEL e LORINI, 2002). 

Neste caso há uma mutação no inseto resistente que aumenta a expressão de um 

determinado  gene  que  codifica  uma  enzima  detoxificante,  então  poderá 

metabolizar muito mais inseticida que outro inseto não mutante (SCOTT, 1995; 

HEMINGWAY, 2000). 

Um pequeno grupo de enzimas ou família de enzimas está envolvido neste 

mecanismo de resistência: as oxidases, as glutationa-s-transferases e as esterases 

(PAIVA, 2006).

A resistência  a  inseticidas  pode  ser  cruzada  ou múltipla.  A primeira  é 

resultante de um só gene, isto é, o inseto resiste ao efeito de produtos diferentes 
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em função de uma única característica  genética,  ou ainda,  quando um único 

mecanismo de resistência confere resistência a dois ou mais produtos químicos; 

a segunda surge devido a mecanismos distintos contra vários tipos de produtos 

químicos,  ou  seja,  quando  dois  ou  mais  mecanismos  coexistentes  conferem 

resistência a dois ou mais produtos químicos (GRAVENA, 1994).

3.4.2 Fatores que influenciam a resistência a inseticidas

A evolução da resistência a inseticidas em populações de campo está sob a 

influência  da  genética;  dos  fatores  bioecológicos  que  variam  conforme  a 

espécie,  população  e  localização;  e  de  fatores  operacionais,  podendo 

desenvolver-se  mais  rapidamente  em  algumas  circunstâncias,  ou  mais 

lentamente, ou ainda não se desenvolver (GEORGHIOU, 1983).

A resistência é uma característica herdável, e sendo assim outra definição 

dentro de um contexto genético é a de Crow (1957) que define resistência como 

"o marco na mudança da composição genética de uma determinada população 

em resposta à pressão de seleção".

Os  evolucionistas  assumem  que  os  indivíduos  têm  a  capacidade  de 

desenvolver  algum tipo  de  resistência,  uma vez  que  os  genes  que  conferem 

resistência estejam presentes, a freqüência inicial em que eles ocorrem também 

pode ser importante. Obviamente, se essa freqüência for alta a resistência torna-

se muito mais provável de acontecer (GEORGHIOU, 1983).

A  pressão  de  seleção  através  de  inseticidas  e  a  imigração  podem 

estabelecer  um  equilíbrio  instável  nas  freqüências  gênicas;  abaixo  desse 

equilíbrio os genes para resistência (R) decrescem e acima dele, aumentam. A 

freqüência, o número, dominância, penetração, expressividade e interações dos 

genes para a resistência, são fatores prepoderantes na determinação da mesma 

(CAMPAHOLA, 1990). 
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3.4.3 Técnicas de detecção da resistência de insetos a inseticidas

Existem várias metodologias para o diagnóstico de resistência. O método 

de detecção ideal deve ser rápido, de baixo custo, de fácil manuseio e capaz de 

detectar resistência no estágio inicial do seu desenvolvimento (SCOTT, 1995). 

Os testes de resistência podem ser divididos em bioensaios, ensaios bioquímicos 

e, o mais recentemente desenvolvido, teste molecular de resistência. Os métodos 

podem então ser divididos em dois grupamentos tecnológicos, os tradicionais e 

os moleculares (SABATINI, 2003).

Os bioensaios têm um custo mais baixo, não necessitam de equipamentos 

especiais  e  são  de  fácil  manuseio  (SCOTT,  1995).  Os  bioensaios  de 

monitoramento em geral se baseiam nas determinações das concentrações letais 

medianas ou noventa por cento (CL50  e CL90) ou mesmo na dose letal (DL) ou 

tempo (TL) para essas mortalidades. Em alguns casos quando a resistência é 

ainda  incipiente,  é  melhor  a  determinação  de  uma  dose  ou  concentração 

diagnóstica (CD), e de uma forma geral, pode-se trabalhar com um valor de CD 

igual a 2 ou 3 vezes a CL90  da população susceptível (ANDRADE e SANTOS, 

1999). 

Os  testes  bioquímicos  mais  utilizados  na  detecção  da  resistência  a 

inseticidas são:  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  resistência  a uma 

freqüência  baixa  e  possibilitam  a  distinção  genotípica  da  resistência,  por 

exemplo, heterozigotos, homozigoto susceptível e homozigoto resistente. Estes 

testes não são influenciados por componentes ambientais que usualmente podem 

interferir nos resultados de um bioensaio ou ensaio bioquímico. Outra vantagem 

da tecnologia molecular  é a possibilidade de se realizar  um teste a  partir  de 

apenas um indivíduo (SABATINI, 2003).
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Um  dos  mais  novos  métodos  para  o  diagnóstico  da  resistência  é  a 

utilização da tecnologia de “microarrays”, como o chip de desintoxicação do 

vetor da malária,  Anopheles gambiae, para monitorar o nível de expressão dos 

genes responsáveis pela desintoxicação (DAVID et al., 2005), podendo também 

identificar os genes adicionais que confere ou estão associados com a resistência 

a  inseticidas  (VONTAS  et  al.,  2005).  Entretanto,  estas  tecnologias  não  são 

atualmente amplamente disponíveis, e é discutível se são realmente úteis, porque 

elas precisam de sofisticados sistemas de gerenciamento de dados para que se 

tenha  uma  correta  interpretação  do  estado  de  resistência  em uma população 

(NAUEN, 2007).

Outra poderosa tecnologia para o diagnóstico molecular da resistência é 

highthroughput  pyrosequencing,  milhares  de  insetos  individuais  podem  ser 

analisadas dentro de dias, a fim de detectar polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs)  na  sequência  dos  genes  (GRUBER  et  al.,  2002).  Essa  técnica  é 

extremamente  útil  no diagnóstico do sítio-alvo de resistência  como KDR ou 

MACE e permite a detecção de frequências de alelos de resistência inferior a 1% 

em populações (BENTING, 2004).

3.4.4 Marcadores moleculares no estudo da resistência

A caracterização  da  biodiversidade  através  de  marcadores  moleculares 

tem demonstrado grande potencialidade para estudos de genética de populações, 

biologia evolutiva e taxonomia, permitindo a caracterização da variabilidade e 

plasticidade genética das populações naturais (OOSTERHOUT et al., 2004). O 

conhecimento da base molecular desta flexibilidade genética, os conseqüentes 

mecanismos  que  garantem a  sua  diversidade,  associado  ao  conhecimento  da 

estrutura  genética  das  populações  de  mosquitos,  podem  contribuir 

substancialmente para o desenvolvimento de métodos de controle mais eficazes, 

uma vez que fornecem informações úteis sobre o polimorfismo dos genes de 

resistência, bem como os padrões de dispersão dos genes e dos vetores.  
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Atualmente,  existem  várias  técnicas  disponíveis  para  detectar 

polimorfismos de DNA, e entre as vantagens apresentadas por estes marcadores 

moleculares,  se  destacam a  necessidade  de  pequena  quantidade  de  material 

biológico, facilidade de realização e automação em grande escala (MITCHELL-

OLDS, 1995). 

O avanço das técnicas em genética molecular como sequenciamento de 

genes, tornou possível detectar alelos mutantes que podem conferir resistência, 

passando  a  desempenhar  um papel  promissor  nos  estudos  da  resistência  em 

mosquitos (PAIVA, 2006).

Vários  genes  de  resistência  já  foram descritos  utilizando-se  diferentes 

métodos, como a clonagem, seqüenciamento e expressão funcional do gene da 

acetilcolinesterase  em  A.  aegypti  (FFRENCH-CONSTANT  et  al.,  1995);  a 

análise  de mutações  no gene do canal  de sódio voltagem-dependente  em  A. 

aegypti  (BRENGUES et  al.,  2003);  a  descrição  do gene  da  citocromo P450 

(COLLINS  et  al.,  2002);  a  análise  molecular  da  relação  entre  as 

glutationatransferases e a resistência aos inseticidas químicos (HEMINGWAY et 

al., 2004); análise da mutação kdr, causada pela troca de uma leucina por uma 

fenilalanina em  A. gambiae (DIABATE et al., 2004), análise do promotor da у-

esterase  em  Culex  quinquefasciatus  (HAWKES,  2002;  HEMINGWAY et  al., 

2004)  e  o  monitoramento  do  gene  de  estarase  envolvido  na  resistência  a 

organofosforados  em  populações  naturais  de  A.  aegypti do  Brasil  (PAIVA, 

2006).  As  técnicas  moleculares,  por  serem  mais  específicas  e  sensíveis,  se 

mostram  bastantes  úteis  na  elucidação  mais  aprofundada  do  problema  da 

resistência  a  inseticidas  químicos.  No  entanto,  apesar  de  todo  o  avanço 

alcançado através  de  estudos  moleculares,  ainda  existe  a  necessidade  de um 

maior intercâmbio 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 análise de proteínas (enzimáticas ou 

não), a eletroforese em gel de isoenzimas é sem dúvida uma técnica versátil e 

facilmente aplicável. A eletroforese pode ser definida como a migração de modo 

diferencial e próprio de partículas eletricamente carregadas, quando submetida a 

um determinado potencial elétrico em certo pH (LOPES, 1984).

Na  prática,  quantidades  de  extratos  crus  de  tecidos  (sangue,  insetos, 

folhas,  caules,  cotilédones  ou  endospermas  de  plantas  esmagadas,  etc.) 

homogeneizados  de  indivíduos  são  colocados  em uma  fenda  de  um suporte 

normalmente feito de amido de batata, poliacrilamida, agar, agarose, acetato de 

celulose, ou qualquer outra substância capaz de formar uma matriz homogênea. 

Quando se faz passar uma corrente elétrica através do gel, as proteínas do tecido 

migram  a  uma  velocidade  determinada  em  função  da  carga  elétrica  dos 

aminoácidos que a constituem, embora o tamanho e a configuração da proteína 

possam também influir na velocidade de migração. A eletroforese é tão sensível 

que se podem detectar proteínas que só diferem em um aminoácido de um total 

de várias centenas que as constituem (AYALA, 1978). 

As proteínas sintetizadas por diferentes indivíduos de uma população são 

comparadas  fazendo-as  correr  em  posição  vizinha  no  gel  durante  um 

determinado tempo. Uma vez que as proteínas tenham migrado, determina-se a 

posição das mesmas aplicando um corante específico para a proteína que está 

em estudo. Como produto da reação substrato-enzima forma-se um complexo 

possível de ser visualizado colorido e insolúvel no gel. Dessa forma, pode-se 

visualizar uma banda colorida, correspondente à posição de migração de enzima 

originalmente presente na amostra. Se a enzima for homogênea,  apenas uma 

banda  será  vista  no  gel.  No caso  de  amostra  analisada  conter  enzimas  com 

diferentes cargas ou de diferentes tamanhos ou configurações espaciais, diversas 

frações  são  separadas  dando  origem  a  diversas  bandas  coloridas  no  gel 

(MEDINA FILHO, 1983). 
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Como cada cadeia de aminoácidos de uma proteína (algumas proteínas 

são formadas por mais de uma cadeia) é o produto de um só gene, este estudo 

permite  ao  pesquisador  estimar  o  número  de  locos  de  uma  população  que 

apresenta  alelos  múltiplos  e  quantos  estão  em  homozigose.  A eletroforese, 

portanto, constitui-se em uma técnica que permite a detecção de mutações que 

alteram a estrutura das enzimas, que passa a ter múltiplas formas moleculares, 

modificando  sua  mobilidade  eletroforética,  porém,  mantendo  suas  atividades 

catalíticas (PIRES, 1983).

O termo “isoenzima” foi proposto por MARKET e MOLLER (1959) para 

descrever  diferentes  formas  moleculares  de  proteínas,  que  apresentam 

especificidade enzimática similar ou idêntica. 

O fenômeno da  multiplicidade  enzimática  já  era  conhecido em alguns 

casos há muitos anos, porém foi somente após o desenvolvimento da técnica do 

zimograma  (padrão  eletroforético  observado  para  um  determinado  sistema 

enzimático) por Hunter e Markert, citados por LOPES (1984), que a ocorrência 

de isoenzimas passou a ser investigada ativamente.

3.4.4.2 Vantagens da Isoenzima como marcador molecular

Os enormes avanços obtidos no conhecimento científico no último século 

foram  alcançados,  em  boa  parte,  através  da  introdução  de  novas  técnicas 

científicas.  Entre  estas  se  encontram  a  eletroforese,  que  tem  possibilitado 

ampliar  as  fronteiras  da  análise  química  e  biológica  até  então  difíceis  ou 

impossíveis de serem alcançadas (FARALDO et al., 2003).

As  isoenzimas  obtidas  por  eletroforese  apresentam-se  como  excelente 

material  para estudos genéticos,  pois:  são pouco influenciadas pelo ambiente 

(PIRES, 1983), de tal forma que a variação no padrão de bandeamento pode ser 
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diretamente  comparada  à  variação  do  gene  que  codifica  proteínas  variantes 

(GOTTLIEB,  1971);  o  padrão  de  bandas  é  tratado  como  um  fenótipo  e 

investigado por testes genéticos que determinam quais bandas são codificadas 

por genes alélicos e quais são especificadas por genes não alélicos (GOTTLIEB, 

1971);  apresentam um controle  monogênico  (PIRES,  1983),  com as  bandas 

quase sempre segregando como simples fatores medelianos, o que obviamente 

simplifica grandemente a análise (GOTTLIEB, 1971).

A utilização de técnicas eletroforéticas requer apenas algumas horas ou 

dias (PIRES, 1983) e podem ser empregadas como marcadores, constituindo-se 

em um método indireto de seleção de características de importância econômica, 

porque os genes que codificam certas enzimas podem estar ligados a genes que 

controlam  essas  características  quantitativas  (PIRES,  1983);  quando  houver 

homogeneidade  na  população  a  expressão  das  isoenzimas  será  qualitativa  e 

possibilita  a  contagem  de  locos  que  variam  e  que  apresentam  variação 

(GOTTLIEB, 1971).

Hubby  e  Lewontin  (1966)  demonstram  que  a  eletroforese  permite  à 

detecção  de  diferenças  fenotípicas  causadas  por  substituição  alélica  em  um 

único loco do indivíduo, a identificação de substituições alélicas em outros locos 

e  a  avaliação  de  uma  amostra  substancial  do  genoma.  Todos  os  cálculos 

baseados  em eletroforese  são  influenciados  pela  pequena  fração  do  genoma 

analisado,  pela  exclusão  dos  genes  reguladores  e  pelo fato  de nem todas  as 

substituições  de  aminoácidos  serem  detectadas  número  amostral  também 

(WAGNER e SELANDER, 1974). 

Deve-se salientar que a técnica de eletroforese é aplicável a qualquer tipo 

de inseto e,  de imediato,  revela grande número de locos e alelos. É também 

bastante simples, sendo necessária apenas pequena quantidade de material a qual 

não  requer  purificação  ou  outro  processamento  adicional  para  ser  analisada 

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

populações naturais

Estudos de estrutura genética em populações naturais buscam descrever os 

níveis e a distribuição da variabilidade genética entre e dentro de populações.

A  distribuição  da  variabilidade  genética  em  populações  naturais  é 

influenciada principalmente pelo modo de reprodução, sistemas de cruzamento, 

tamanho efetivo  da população,  fluxo gênico  e  distribuição  geográfica,  sendo 

estruturada  no  tempo  e  espaço  (HAMRICK,  1983).  A  distribuição  dessa 

variabilidade é resultante da interação de diversos fatores evolutivos, tais como 

mutação, migração, seleção e deriva genética.

A caracterização  da  variabilidade  genética  de  populações  é  efetuada  a 

partir  de medidas de diversidade intrapopulacionais,  como a porcentagem de 

locos polimórficos e seu número médio de alelos, a média de alelos observados 

e  as  taxas  de  heterozigosidade  (esperada  e  observada).  Diversos  parâmetros 

genéticos  podem  ser  estimados  com  o  uso  de  marcadores  moleculares  e 

bioquímicos,  destacando-se  o  conhecimento  do  sistema  de  reprodução,  da 

variabilidade  e  da  estrutura  genética  de  populações.  Esse  conhecimento  é 

importante para o delineamento de estratégias em programas de melhoramento e 

conservação genética de espécies (SEOANE; SEBBENN, 2004).

As  técnicas  de  eletroforese  para  estimar  a  variação  genética  em 

populações  primeiramente  foram  aplicadas  no  homem  por  Harris 

(DOBZHANSKY et al., 1977). A partir de então, sua aplicação começou a se 

difundir rapidamente, envolvendo populações de vários organismos.

O grau de polimorfismo varia muito de um loco para outro numa mesma 

população. Na maioria dos organismos estudados existe uma grande variação 

genética,  no  entanto,  em algumas  populações  pesquisadas  não  foi  detectada 

variação genética. Nestes casos a explicação mais conveniente parece ser o fato 

de que estas populações, num período recente, foram reduzidas a um pequeno 
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número  de  indivíduos  (DOBZHANSKY et  al.,  1977).  Com  o  auxílio  desta 

técnica tem sido possível determinar variabilidade entre e dentro de famílias e de 

populações,  mesmo  nos  casos  onde  os  caracteres  morfológicos  não  o 

permitiram.  Este  tipo  de  estudo  com base  em um grande  número  de  locos 

enzimáticos é um caminho para gerar considerável informação genética em um 

tempo limitado.  Os resultados obtidos e cuidadosamente interpretados geram 

informações  que  podem  ter  bastante  valor  para  a  decisão  a  ser  tomada 

(FARALDO et al., 2003).

3.4.5 Monitoramento e Manejo da Resistência do Aedes aegypti

A resistência tem se tornado um problema bastante sério a nível mundial. 

O  Brasil  empregou  como  alternativa  de  controle  para  esta  resistência  a 

substituição de um produto por outro que não demonstrasse resistência cruzada, 

a  rotação  ou  ação  conjunta  de  inseticidas  e  o  controle  integrado  de  pragas, 

visando minimizar a utilização destes reagentes químicos para manter o número 

de  indivíduos  suscetíveis,  prevenindo  o  desenvolvimento  consistente  da 

resistência nas populações alvo (CAMPAHOLA, 1990). 

Nos anos 90, a incidência de dengue aumentou consideravelmente, como 

conseqüência  da  dispersão  do  A.  aegypti  no  território  nacional,  que  se 

intensificou a partir de 1994 (BARBOSA SILVA et al., 2002), tornando cada vez 

mais evidente a necessidade de melhorar a vigilância do vetor. 

Estudos  efetuados  pelo  Núcleo  de  Entomologia  do  Estado  do  Rio  de 

Janeiro  e  a  Fundação  Nacional  de  Saúde  (FUNASA),  em 1998,  detectaram 

diminuição da persistência de temefós em simulações de campo, indicando a 

grande necessidade de implementar o monitoramento da susceptibilidade do A. 

aegypti  a  inseticidas,  principalmente  ao  temefós,  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  discussões  sobre  a 

necessidade  de  avaliação  da  susceptibilidade  dos  vetores  aos  inseticidas 

utilizados para seu controle no Brasil. Um grupo de trabalho foi formado e no I 

Seminário Internacional de Controle de Vetores e Reservatórios, realizado em 

outubro  de  1998,  formulou-se  uma  proposta  para  a  implantação,  em  nível 

nacional,  do  monitoramento  da  resistência  dos  vetores  a  inseticidas.  Como 

prioridade, optou-se pelo monitoramento do A. aegypti (FUNASA, 1999).

Entre 29 de junho a 2 de julho de 1999, a equipe da Funasa reuniu-se em 

Brasília com diversos técnicos do programa de controle da dengue, da área de 

Entomologia e de controle de vetores juntamente com especialistas nacionais e 

internacionais  em  resistência  de  vetores  a  inseticidas.  O  grupo  definiu 

orientações  sobre  o  uso  de  inseticidas  no  país  (piretróides,  para  controle  de 

adultos; e temefós, para larvas) e recomendou a implantação do monitoramento 

da resistência do A. aegypti a inseticidas (FUNASA, 1999).

A Rede  Nacional  de  Monitoramento  da  Resistência  de  A.  aegypti  a 

Inseticidas – MoReNAa – foi instituída no mesmo ano, sob a coordenação da 

Gerência de Entomologia e Pesquisa Operacional (GTEPO) da Funasa, com a 

proposta de agregar 12 laboratórios para realização das provas biológicas. Três 

desses  laboratórios  atuariam  também  como  referência  para  os  ensaios 

bioquímicos.  Durante  o  ano  2000,  com  a  colaboração  dos  laboratórios  de 

referência, técnicos de sete laboratórios dos Núcleos de Entomologia da Funasa 

foram capacitados para realizar provas biológicas (BRAGA e VALLE, 2007).

Em 1999-2000, populações de A. aegypti de 67 Municípios do país foram 

avaliadas,  tendo  sido  detectada  resistência  a  temefós  principalmente  em 

Municípios das Regiões Sudeste e Nordeste. O trabalho consistiu, inicialmente, 

na  exposição  de  larvas  a  uma  dose  diagnóstica  de  temefós,  conforme 

recomendado  pela  OMS  para  detecção  de  resistência  (WORLD  HEALTH 

ORGANIZATION, 1981). 
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Desde  então,  vêm  sendo  avaliados,  periodicamente,  cerca  de  80 

municípios em todo o país. Hoje, todos os laboratórios pertencentes à rede de 

monitoramento realizam provas de susceptibilidade do A. aegypti ao temefós.

Os dados obtidos pelos ensaios biológicos, conjugados com observações 

de campo, foram usados para definir novas estratégias de controle. A Funasa 

optou  por  substituir  o  temefós  pelo  biolarvicida  Bti  nos  Estados  do  Rio  de 

Janeiro e do Rio Grande do Norte, como também em alguns outros Municípios 

do país que apresentaram resistência ao temefós (BRAGA et al., 2004).

3.5 Importância do sensoriamento remoto no controle do  Aedes 

aegypti

O uso  de  técnicas  de  sistemas  de  informações  geográficas  (SIG)  tem 

possibilitado identificar mais precisamente as áreas de risco para dengue, pois 

permitem  a  análise  conjunta  dos  dados  encontrados  de  áreas  de  maior 

transmissão, mais vulneráveis ao vetor e planejamento das ações de controle, 

buscando otimizar  as atividades de vigilância epidemiológica e entomológica 

(BARCELLOS et al., 2005).

 O  sensoriamento  remoto  pode  ser  usado  para  avaliar  o  terreno 

classificado  e  descobrir  variáveis  referentes  à  presença  e  a  abundância  de 

mosquitos portadores da dengue e sua proximidade com zonas povoadas, a fim 

de gerar um mapa de risco da dengue. O resultado da construção desses mapas 

georreferenciados  possibilita  a  visualização  espacial  de  qualquer  informação 

geográfica. Sendo assim, esse sistema é de grande importância para a geografia 

da saúde, pois a mesma tem como objetivo de estudo a distribuição geográfica e 

ecologia  das  doenças.  Portanto,  a  agilidade  e  precisão  das  informações 

processadas  pelo  SIG contribuem para  entender  a  manifestação  espacial  das 
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patologias, possibilitando a ação eficaz para mitigar a ocorrência das mesmas 

(LEITE et al., 1998).

3.6 Análise de Componentes Principais (PCA)

A PCA é  uma  técnica  biométrica  de  reconhecimento  de  padrões  não-

supervisionado  cujo  princípio  é  fatorar  um  conjunto  de  dados  de  natureza 

multivariada, objetivando a representação das variações existentes na forma de 

componentes principais (PCs). As PCs são as representações dos novos eixos 

formados  a  partir  da  combinação  linear  das  variáveis  originais  e  nelas  está 

contida toda a informação dos dados na forma de variância. Elas são sempre 

ortogonais  (perpendiculares)  umas  as  outras,  e  sucessivas  PCs  descrevem 

quantidades  decrescentes  da  variância  explicada  dos  dados,  de  modo  que  a 

informação relevante está contida nas primeiras componentes. Por esta razão, 

poucas PCs são necessárias para que toda ou a maior parte da variância dos 

dados seja explicada, permitindo que os dados multivariados sejam interpretados 

em dimensionalidades plausíveis à percepção humana (MASSART et al., 1997; 

BEEBE et al., 1998, FERREIRA et. al., 1999).

O  número  de  PCs  suficiente  para  descrever  a  informação  dos  dados  é 

definido como sendo a dimensionalidade inerente (DI) ou posto da matriz. A DI 

deve-se  às  características  físicas  e/ou  químicas  encontradas  no  conjunto  de 

dados, que estão mascaradas pela presença de correlação entre as variáveis e 

ruídos.  Para  que  a  DI  seja  alcançada,  é  imprescindível  definir  o  número 

adequado de  PCs que  fornecem as  informações  de interesse  para  o  analista, 

excluindo o máximo de ruído sem comprometer as informações pertinentes à 

melhor interpretação dos dados (BEEBE et al., 1998). 

Por isso, recorre-se ao uso de ferramentas de diagnóstico, que investigam e 

exploram  três  aspectos  do  conjunto  de  dados:  o  modelo,  as  amostras  e  as 

variáveis.  Dentre  estas  ferramentas,  pode-se  citar  o  gráfico  dos  resíduos,  o 
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gráfico da variância explicada, gráfico dos escores e o gráfico dos pesos. Outro 

ponto tão importante quanto à determinação do número de PCs é a detecção de 

amostras anômalas (outliers), que apresentam características diferentes e afetam 

os  resultados  obtidos.  Estas  amostras  devem,  portanto,  ser  removidas  do 

conjunto de dados (MASSART et al., 1997, BEEBE et al., 1998). 

É importante ressaltar que o descarte de uma ou mais amostras do modelo 

deve  ser  efetivamente  avaliado  utilizando  diversos  tipos  de  ferramentas  de 

diagnóstico. Desconsiderar a variabilidade existente do conjunto de dados como 

um todo e adotar,  com pouca informação  a priori,  uma amostra como sendo 

outlier pode prejudicar o desempenho dos modelos.

4. METODOLOGIA

4.1 Distribuição espacial e georeferenciamento de populações de 

Aedes aegypti resistentes e suscetíveis ao temefós

A pesquisa foi realizada durante o período de 01 de fevereiro de 2009 a 15 

de julho  de 2010.  As populações  de  Aedes  aegypti  foram coletadas  em seis 

municípios localizados na mesorregião do agreste paraibano, são 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);  Esperança  (Lat.:  07°00’08”S,  Long.:35° 

50’28”W) (Figura 1).

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

4.1.1 Coleta de Aedes aegypti

As coletas de populações de A. aegypti foram realizadas no período de 01 

de fevereiro a  03 de abril  de  2009, a partir  de bairros com altos índices de 

infestação do vetor de acordo com a secretaria de saúde de cada município – 

ponto A - e em bairros equidistantes localizados a 500m, 1.000m e 1.500m de 

distância do ponto A, constituindo os pontos B, C e D, respectivamente.

Nas  áreas  definidas  como  pontos  A,  B,  C  e  D,  foram  instaladas  30 

armadilhas  para  coleta  de  ovos  (ovitramp),  sendo  distribuídas  no  intra  e 

peridomicílio  das  residências  escolhidas  ao  acaso  (Figura  2).  As  armadilhas 

foram recolhidas a cada quatro dias  após a  instalação,  e  o  material  coletado 
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acondicionado em caixas térmicas de isopor e trazido para o laboratório para a 

quantificação do número de ovos. 

As  palhetas  contendo os  ovos  foram colocadas  em bandejas  plásticas, 

contendo  água  destilada  e,  quando  do  quarto  estágio  (L4),  as  larvas  eram 

montadas em lâminas sob microscópio estereoscópio e identificada à espécie 

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

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

Os  testes  biológicos  de  resistência,  as  criações  das  populações  de  A. 

aegypti e  a  eletroforese  de  isoenzimas  foram conduzidos  no  Laboratório  de 

Controle  Biológico  do  Núcleo  de  Manejo  Integrado  de  Pragas  (NCBP)  da 

Universidade  Estadual  de  Paraíba  (Figura  3),  em  salas  climatizadas  a 

temperatura de 26ºC ± 2ºC e fotofase de 12 horas.
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Figura 3: Sala de criação do NCBP/UEPB.

4.2.1 Metodologia de criação de Aedes aegypti

As palhetas  de  eucatex  contendo  ovos  de  A.  aegypti  provenientes  dos 

municípios em estudo  eram colocadas para secar por um período de 48 horas 

sendo, em seguida, acondicionadas em bandejas plásticas de cor branca medindo 

40 cm de comprimento x 27 cm de largura x 7,5 cm de profundidade com um 

terço da sua capacidade preenchida com água desclorada. Após a eclosão das 

larvas, era ofertada ração para peixe ornamental (Alcon/goldfish crescimento) na 

proporção de 100 mg/bandeja, as quais foram cobertas por uma tela de malha 

fina. As pupas, após sexadas, eram transferidas em copos descartáveis de 250 ml 

para as gaiolas de criação dos adultos. Essas gaiolas, construídas de armação de 

madeira e tecido tipo organza, medindo 40,0 cm x 40,0 x 30,0 cm, recebiam os 

indivíduos machos e fêmeas. Aos adultos foram ofertadas uma solução de mel a 

20%,  e  às  fêmeas  foi  permitido  repasto  sanguíneo  em  codornas,  Coturnix 

japonica (Temmincke  Schlegel,  1849)  durante  vinte  minutos,  três  vezes  por 

semana. Após o repasto, em cada gaiola, foi colocado um copo descartável de 

250 ml com água desclorada, com um funil plástico revestido por um papel filtro 

para servir como substrato de oviposição.
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4.2.2 Definição da dose diagnóstica e caracterização da resistência 

de Aedes aegypti ao temefós

Nos  testes  biológicos  de  resistência  foi  avaliado  o  temefós  em  grau 

técnico na primeira geração do laboratório (F1) e o Temefós Abatena primeira e 

na segunda geração do laboratório (F1 e F2). 

A determinação  da  dose  diagnóstica  foi  realizada  através  de  testes  de 

concentrações  múltiplas  que  causaram  mortalidades  entre  5%  e  99%, 

considerando-se como dose diagnóstica o dobro da CL90 da população suscetível 

(S),  segundo  o  que  preconiza  Organização  Mundial  de  Saúde  (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2005). 

A população Rockfeller, mantida no laboratório de controle biológico à 

quatro anos sem pressão de seleção, foi tomada como a população suscetível de 

referência (S). A temperatura e pH das soluções eram aferidas através de um 

termômetro  químico  com  aferição  até  60ºC  e  de  um  Phmetro  digital, 

respectivamente,  e  a umidade do ambiente  através de um Termo-Higrometro 

digital modelo HT- 210.

A verificação  e  a  caracterização  da  resistência  nas  populações  de  A. 

aegypti ao  larvicida  temefós  foram  realizadas  a  partir  da  dose  diagnóstica 

determinada  a  partir  dos  testes  com  a  população  suscetível  (S),  e  de 

concentrações múltiplas que proporcione mortalidade entre 5% e 99%, e água 

com 1,0 ml de álcool etílico (P.A. 95%) como controle. Para cada teste, larvas de 

3º estágio tardio (L3) e/ou 4º estádio jovem (L4) do vetor foram distribuídas em 

copos descartáveis de 500 ml, contendo 400 ml de cada solução diluída em água 

destilada, e 25 larvas, repetidas em quatro vezes sendo que após vinte e quatro 

horas  de  exposição  das  larvas  ao  produto  era  avaliada  a  porcentagem  de 
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mortalidade  segundo  critério  da  OMS  na  interpretação  do  padrão  de 

suscetibilidade:  98%, população suscetível;  de 80% a 98%, verificação da 

resistência;  80%, população resistente. 

Devido  à  quantidade  insuficiente  de  ovos  da  primeira  geração  de 

laboratório (F1), a caracterização da resistência foi feita com a F2 das populações 

provenientes  de  Alagoa  Nova  D,  Alagoa  Grande  B,  Lagoa  Seca  C  e  Serra 

Redonda B. Foi escolhido apenas um ponto de cada município para submeter as 

concentrações múltiplas que proporcionaram mortalidade entre 5% e 99%. Para 

essas  populações  testaram-se  as  concentrações  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.  Análise  do  gene  de  esterase  através  de  eletroforese  de 

Isoenzimas

Das vinte  e quatro amostras  de populações de  A. aegypti coletadas na 

messoregião do agreste paraibano, apenas vinte foram submetidas à eletroforese 

de isoenzimas. Por falta de eclosão das larvas não foram possíveis essas análises 

para  as  populações  de  Lagoa  Seca  ponto  B,  Campina  Grande  ponto  D  e 

Esperança pontos B e D. 

As larvas da primeira geração de laboratório (F1) de cada população de A. 

aegypti (n= 36) foram homogeneizadas em 50 µl de tampão de extração Tris-Hcl 

0,5 M, pH 6,8 sob resfriamento, e posteriormente, centrifugadas a 10.000 rpm por 

10 min/ 4 ºC. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para microtubos de 2.0 

ml  com auxilio  de  uma  pipeta  de  precisão  e  adicionou-se  3  µL de  azul  de 

bromofenol. Posteriormente, armazenados em freezer até o momento das análises 

eletroforéticas.

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

preparados adicionando 9,0 ml de acrilamida, 350 L de persulfato de amônia, 
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35 L de Temede,  3,5 ml tampão tris – glicina,  22,5 ml de  água destilada. O 

tampão de corrida tris-glicina, pH 8.9 (10x) para o sistema enzimático examinado 

foi  feito  com  63,2  g  de  Tris  Base;  39,9  g  de  glicina,  adicionando-se 

aproximadamente 900 ml de água destilada, diluindo 1:10 antes do uso.

Foram submetidos à eletroforese nativa em géis vertical de poliacrilamida 

7,5% (Figura 4), 15L das amostras armazenadas. A corrida eletroforética foi 

conduzida à amperagem 0,70A e voltagem de 170 V / 5h). Posteriormente, o gel 

foi  submetido à coloração histoquímica específica  para  o  sistema enzimático 

Esterase (EST, EC 3.1.1.1), realizada com 0,015 g de -naftil acetato, 0,020 g 

de β-naftil acetato, 0,050 g de Fast blue RR salt.  Os substratos α e o β-naftil 

acetato foram diluídos em 2 ml de acetona e 2 ml de água, e o Fast blue RR salt 

em 10 ml de tampão fosfato (C + D), homogeneizou-se a solução e completou o 

volume para  50 ml com tampão fosfato (C + D). A revelação enzimática foi 

realizada em estufa a 37° C durante 1 hora. O processo de fixação 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 Análise dos dados

Para a confecção dos mapas da distribuição espacial dos pontos de coleta 

do A. aegypti foi utilizada a carta SB-25-Y-C-I como base, de escala 1/100.000, 

constando  os  municípios  que  fazem  parte  da  área  de  estudo.  O  material 

cartográfico  está  disponibilizado  no  portal  da  AESA (Agência  Executiva  de 

Gestão das Águas do Estado da Paraíba), e sua modificação foi feita a partir de 

um programa do tipo CAD (computeraided design).

Para o georreferenciamento dos municípios foi utilizado um GPS Garmin 

de  navegação  <Sistema  de  Posicionamento  Global>,  com  projeção  UTM  e 

“Datum” planimétrico  SAD 69.  As coordenadas  dos  pontos  de  coleta  do  A. 

aegypti foram inseridos no mapa já georreferenciado, para que fosse possível 

mostrar sua distribuição real no espaço e indicar com precisão a localização das 

populações desse culicídio resistente ou não ao temefós. 

Os  números  de  ovos  foram  tabulados  utilizando-se  o  programa 

Excel/Windows. Os dados de mortalidade de cada população foram submetidos 

à análise de Probit através do programa POLO-PC, sendo a razão de resistência 

(RR)  calculada  a  partir  da  CL50 da  população  resistente  (R)  e  da  CL50 da 

população suscetível (S) de laboratório. Diferenças entre populações geográficas 

foram consideradas significativas se 95% dos intervalos de confiança da CL50 

não se sobreporem (SOSA-GOMEZ et al., 2001). 

O  programa  Unscrambler® 9.7  (CAMO  S.A.)  foi  empregado  para  a 

construção da Análise de Componentes Principais (PCA), com a finalidade de 

representar  as  variações  existentes  nos  dados  na  forma  de  componentes 

principais  (PCs)  e  verificar  se  as  populações  estudadas  diferem  quanto  à 

toxidade do temefós. 

A análise dos zimogramas foi realizada seguindo a nomenclatura descrita 

por TABACHNICK e POWELL (1979), onde locos e alelos são designados por 



44

números.  A  avaliação  quantitativa  (densitometria)  dos  zimogramas  ocorreu 

através da variação na intensidade das bandas observadas nos géis.  

As Frequências alélicas, as taxas de heterozigose e o teste de equilíbrio 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 DISCUSSÃO

5.1 Distribuição espacial de populações de Aedes aegypti

Os mapas construídos a partir deste estudo mostram a distribuição real no 

espaço  e  indicam com precisão  a  localização  das  populações  de  A.  aegypti 

resistentes ao temefós (Figuras 5 a 10). Podendo assim, contribuir para tomada 

de decisões que controlem de maneira efetiva esse vetor na região de estudo.

As coletas realizadas no município de Campina Grande abrangeram os 

bairros de Centenário (A, B), São José (C) e Santa Rosa (D) (Figura 5), onde 

foram recolhidos  449 ovos.  Neste  município,  o  ponto B apresentou o maior 

Índice para armadilha de Oviposição (IAO), 37,04; o menor IAO foi verificado 

no ponto C, 20,00.



45

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

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

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

coletados 2.502 ovos. O IAO foi muito alto para o bairro do Catolé, 90. Esse 

alto  índice  pode  ser  explicado devido às  condições  precárias  de  saneamento 

básico observadas no local de coleta. Nos demais pontos esse indíce variou de 

46,43 a 56,66. 
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Figura 6: Mapa dos locais de coleta no município de Esperança.

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 município foi verificado no ponto C, 

58,06; no entanto, todos os demais pontos apresentaram valores próximos a 50% 

de imóveis investigados com presença do vetor.
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Figura 7: Mapa dos locais de coleta no município de Lagoa Seca.

As coletas em Alagoa Nova abrangeram três áreas no Centro da cidade 

(A, B e C) e uma no bairro de Nossa Senhora Aparecida (D) (Figura 8), 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, 

B e C.
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Figura 8: Mapa dos locais de coleta no município de Alagoa Nova.

Em Alagoa Grande, as coletas também foram realizadas em três áreas 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 município, o IAO foi 

igual ou superior a 60 nos pontos A, B e C. No ponto D observo-se o menor 

índice, 42,86.
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Figura 9: Mapa dos locais de coleta no município de Alagoa Grande.

As coletas realizadas no município de Serra Redonda abrangeram uma 

área 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 IAO foi muito alto nos pontos 

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

contendo  “reservatórios  artificiais”  de  água  parada,  propiciando  lugares 

favoráveis para a procriação do vetor. O menor IAO foi no ponto D, 42,86.
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Figura 10: Mapa dos locais de coleta no município de Serra Redonda.

Há  vários  registros  na  literatura  de  estudos  sobre  dengue  utilizando  o 

geoprocessamento. Em pesquisa realizada no município de Salvador-BA, no ano 

1995,  Barreto  et  al.  (2008)  utilizou  o  sensoriamento  remoto  para  identificar 

aglomerados espaciais da dengue e as áreas de maior concentração do vetor. Em 

outros foram utilizadas as análises espaciais para monitoramento do vetor dando 

subsídio para ações preventivas (SU and CHANG, 1994; BARREIRA, 2000; 

SOUZA-SANTOS e CARVALHO, 2000; KOBAYASHI, 2002). 
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Em 1998, Morrison utilizou também análises exploratórias espaço-tempo 

utilizando GIS, o que levou à conclusão de que a progressão temporal e espacial 

rápidas da doença na cidade sugere que as medidas devam ser aplicadas à cidade 

inteira em vez de apenas às áreas em torno das casas com casos notificados.

O fato, então, de se ter acesso a um sistema computadorizado que integra 

as  análises  habituais  com a  possibilidade  de  visualização  e  análise  espacial 

oferecida  por  mapas  digitais,  como  é  o  caso  do  geoprocessamento,  pode 

representar  enormes  possibilidades  de  avanços  no  controle  das  doenças 

transmitidas  por  vetores  e  mais  especificamente,  no  caso  deste  estudo,  no 

controle do dengue. 

Além disso, a disponibilidade de um Sistema de Informações Geográficas 

(SIG) permite a análise dos casos da doença com seus fatores de risco ou de 

associação, juntamente com os recursos de assistência à saúde, considerando o 

tempo e a localização dos mesmos. Isto permite a visualização destes fatores, 

facilitando,  em  muito,  o  planejamento  e  avaliação  das  ações  de  controle 

(NAJAR, 1998; CARVALHO et al., 2000).

Observou-se nesta pesquisa um alto Índice para Armadilha de Oviposição 

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

Tabela 1. Índice para Armadilha de Oviposição (IAO).
Municípios / Pontos 

de Coleta
Bairros Coordenadas geográficas

Ca
mpi
na 
Gr
and

e

A Centenário
Lati. 07° 13.558 S

Long. 035° 54. 232O
33,33

B Centenário
Lati. 07° 13.660 S

Long. 035° 54.535 O
37,04

C São José
Lati. 07° 13.603S

Long. 035° 53. 6810 O
20,00

D Santa Rosa
Lati. 07° 14. 408 S

Long. 035° 54.183 O
31,58

Esp
era

A Britador Lati. 07° 01.247 S
Long. 035° 51.192 O

56,66
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nça

B Bela Vista
Lati. 07° 01.116 S

Long. 035° 50.924 O
51,52

C Catolé
Lati. 07° 01.449 S

Long. 035° 51.509 O
90,00

D Sítio Imburana
Lati. 07° 00.438 S

Long. 035° 51.195 O
46,43

Lag
oa 
Sêc
a

A Monte Alegre
Lati. 07° 09. 759 S

Long. 035° 51. 490 O
50,00

B Centro
Lati. 07° 09. 530 S

Long. 035° 51. 321 O
43,33

C Centro
Lati. 07° 09. 246 S

Long. 035° 51. 319 O
58,06

D Novo Horizonte
Lati. 07° 08. 994 S

Long. 035° 51. 221 O
43,33

Ala
goa 
Gr
and

e

A Centro
Lati. 07° 02.347 S

Long. 035° 37.853 O
60,00

B Centro
Lati. 07° 02.541 S

Long. 035° 38.097 O
66,66

C Centro
Lati. 07° 02. 680 S

Long. 035° 37. 386 O
61,54

D Conjunto Agnaldo Veloso
Lati. 07° 03. 086 S

Long. 035° 37. 511 O
42,86

Ser
ra 
Re
don
da

A Mariz II
Lati. 07° 11. 493 S

Long. 035° 40. 962 O
72,41

B Centro
Lati. 07° 11. 219 S

Long. 035° 40. 900 O
73,08

C Centro
Lati. 07° 11. 013 S

Long. 035° 40. 698 O
85,71

D Centro
Lati. 07° 10. 781 S

Long. 035° 40. 561 O
42,86

Ala
goa 
No
va

A Centro
Lati. 07° 03. 679 S

Long. 035° 44. 921 O
50,00

B Centro
Lati. 07º 03. 609 S

Long. 035º 45. 184 O
46,66

C Centro
Lati. 07º 03. 581 S

Long. 035º 45. 489 O
53,33

D Nossa Senhora Aparecida
Lati. 07° 03. 644 S

Long. 035° 45. 742 O
23,33

Quando  comparamos  o  IAO  entre  os  municípios,  verificamos  que  os 

índices mais elevados foram o de Serra Redonda e o menor foi o de Campina 

Grande.  Porém,  vale  ressaltar  que  nos  demais  municípios  houve  uma  taxa 

bastante alta deste vetor há exemplo da área C de Esperança, cujo IAO foi de 

90%. (Tabela 1).

Como vemos  na  tabela  1,  a  distribuição  desse  vetor  é  cada  vez  mais 

abrangente.  O alto índice de IAO nas cidades em estudos pode ser explicado 

devido  o  período  de  coletas  terem  sido  realizadas  no  verão.  Isso  pode  ser 
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facilmente entendido já que as altas temperaturas influênciam na eclosão das 

larvas do A. aegypti.

Vários trabalhos mostram que a sua expansão geográfica sofre influência 

de  condições  climáticas,  estando  sempre  associada  com  o  aumento  da 

temperatura,  pluviosidade e  umidade  do ar.  De acordo com Moore (1985)  e 

TEIXEIRA et al. (2001) o padrão sazonal de incidência da doença coincide com 

o verão, devido a maior ocorrência de chuva e aumento de temperatura nesta 

estação. 

Para  Gonçalves  Neto  e  Rebêlo  (2004)  as  chuvas  exercem  grande 

influência na determinação do período de ocorrência da doença. A pluviosidade 

não só aumenta consideravelmente a quantidade de criadouros disponíveis para 

o desenvolvimento das formas imaturas do vetor, como também gera condições 

ambientais mais apropriadas para o desenvolvimento de adultos.

Obviamente,  não são apenas fatores naturais que agravam a incidência 

deste  vetor  nos  municípios  citados,  os  costumes  da  população,  no  que  diz 

respeito à higiene, contribuem para o aumento ou minimização dos focos desse 

culicídio.

Em algumas cidades estudadas, o abastecimento de água era irregular e 

através de caminhões pipa, havendo necessidade de armazenamento de água em 

caixas d'água,  tambores e outros recipientes,  a  maioria sem cobertura,  o que 

favorecia o desenvolvimento do mosquito.

No período da coleta, focos do mosquito foram encontrados em edificados 

de todas as classes sociais, entretanto, nas áreas mais humildes observou-se mais 

infestação do mosquito Aedes.  

Em contra partida, Ferreira (2007) observou que os índices larvários não 

mostraram associação com os diferentes níveis socioeconômicos na cidade de 

São José do Rio Preto. Segundo ele, os bairros novos e loteamentos irregulares 

com as piores condições de saneamento básico 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  relação 

existente entre a precariedade do saneamento básico e a dengue.

Em conversas informais com alguns moradores de Campina Grande, esses 

relataram ter conhecimento dos trabalhos de sensibilização e acompanhamento 

feito pelos agentes de sáude no intuito de prevenir a dengue, e isso pode explicar 

o baixo índice de Armadilha para Oviposição encontrado nesse município. Para 

Lefevre et al. (2007), o aumento nos números de casos de dengue apontam para 

necessidade  de  se  estudar  a  problemática  educativa  a  fim  de  identificar  o 

conhecimento da população com vistas ao enfrentamento da defasagem entre a 

informação e a prática. Para ele, toda a sociedade deve ser engajada no controle 

da dengue, não somente o serviço público.

O  número  de  municípios  brasileiros  nos  quais  tem  sido  apontada  a 

presença de  A. aegypti tem aumentado rapidamente nos últimos anos.  Souza-

Santos e Carvalho (2000), em um trabalho realizado na Ilha do Governador, no 

Rio de Janeiro,  verificaram que  a  presença do mosquito  foi  maior  nas áreas 

residências, porém não se restringe a tal, pois ele se distribui por toda a região.

No presente trabalho foram recolhidos 10.184 ovos (Figura 11), com um 

total de 720 ovitrampas instaladas. A utilização das ovitrampas revelou-se uma 

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

Braga et al.  (2000) apontaram o monitoramento com ovitrampas como 

uma  metodologia  mais  sensível  e  econômica  quando  comparada  às 

metodologias  de  monitoramento  oficiais,  baseadas  em  pesquisa  larvária. 

Concordando  com  Marques  et  al.  (1993),  que  verificaram  na  ovitrampa  a 

capacidade de positivar-se mesmo na presença de grande número de criadouros 

concorrentes. Uma das vantagens do uso de ovitrampas seria a retirada de ovos 

do ambiente (SANTOS e MARÇAL JUNIOR, 2004).

Neste estudo, foram monitorados e analisados a distribuição do A. aegypti 

em  seis  municípios  da  mesorregião  do  agreste  paraibano,  e  dentre  esses 

municípios quatro áreas distintas.  Um alto índice e uma ampla distribuição da 

atividade do inseto dentro desses municípios (Figura 11).

5.2  Verificação  e  caracterização  da  resistência  ao  temefós  de 

populações de Aedes aegypti

A presença de resistência ao temefós em grau-técnico nas vinte e quatro 

populações de  A. aegypti coletadas nos seis municípios estudados foi avaliada 

nos meses de dezembro de 2009 a março de 2010. 

Uma homogeneidade na resistência a esse organofosforado foi observada. 

Todas as populações obtiveram 0% de mortalidade para a dose diagnóstica 0,092 

mg  de  i.a./L.  A Rockfeller  foi  a  única  susceptível,  apresentando  100%  de 

mortalidade, o que já era esperado. 
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Como não foi possível a obtenção do temefós em grau-técnico para os 

testes seguintes, devido à mudança desse produto para o diflubenzuron e não 

fornecimento  do  grau-técnico  pelo  Ministério  da  Saúde  ao  Núcleo  de 

Entomologia da Secretaria Estadual de Saúde optou-se pelo uso do Abate, para 

se dá continuidade aos experimentos. Neste caso foi necessário repetir os testes 

com a população susceptível para a determinação da nova dose diagnóstica a ser 

aplicada nas populações de campo, obtendo-se uma CL90  de 0,176 mg i.a./L e 

uma dose diagnóstica de 0,352 mg i.a./L. Todas as vinte e quatro populações 

foram submetidas à nova dose diagnóstica, onde novamente obtivemos 0% de 

mortalidade.

Na Paraíba, Beserra et al. (2007) verificou a resistência de populações de 

A. aegypti  de Boqueirão e Remígio utilizando uma concentração de 0,012 mg 

i.a./L  do  larvicida  temefós  em  grau  técnico.  Estas  cidades  apresentaram 

mortalidade de 4,8% e 48,0%, respectivamente. Já nas populações 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), populações coletadas em cinco bairros de Campina 

Grande  se  mostraram resistentes  à  dose  diagnóstica  de  0,28  mg  i.a./L,  não 

havendo mortalidade.  Esse  aumento  na  resistência  do  A.  aegypti vem sendo 

observada  por  vários  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 populações coletadas em sete 

municípios,  verificou  mortalidade  entre  23,5%  e  74,0%,  mostrando-se 

resistentes ao  larvicida temefós.

Ainda no sudeste do país, dados semelhantes foram obtidos por Campos e 

Andrade (2001) para uma população de A. aegypti  da região de Campinas, SP, 

onde a  sobrevivência  para a concentração de 0,012 ppm, adotada pela OMS 

(1981) foi alta, 24,5%, sendo essa população considerada resistente ao temefós. 

De acordo com Ferrari  (1996),  populações  de  insetos,  ácaros  e  outros 

artrópodes podem, naturalmente, apresentar uma proporção de indivíduos que 
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tenham alelos que lhes confiram resistência a um determinado produto químico. 

Cepas resistentes podem surgir como resultado do uso persistente de pesticidas 

que matam indivíduos com alelos suscetíveis e não matam aqueles que possuam 

alelos resistentes.

Para Ferrari (1996), a resistência a inseticidas pode ser pensada como um 

processo de evolução acelerada de uma população que responde a uma intensa 

pressão seletiva, com a conseqüente sobrevivência dos indivíduos que possuem 

alelos  que  conferem resistência.  A resistência  é  pré-adaptativa,  resultado  de 

mutações  fortuitas.  Assim,  um  pequeno  número  de  indivíduos  possui 

características  que  permitem  sua  sobrevivência  sob  doses  de  inseticidas 

normalmente letais. O próprio inseticida não produz uma mudança genética; seu 

uso continuado, entretanto, pode selecionar indivíduos resistentes.

A  caracterização  da  resistência  foi  feita  com  a  F2 das  populações 

provenientes  de  Alagoa  Nova  D,  Alagoa  Grande  B,  Lagoa  Seca  C  e  Serra 

Redonda B. Essas populações foram submetidas a oito concentrações múltiplas 

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

Como observamos no gráfico  abaixo,  todas  as  populações  tiveram um 

aumento na mortalidade à medida que se aumentava a concentração do temefós. 

Na concentração 8,8 mg/L desse larvicida a mortalidade chegou a 100% 

nos  quatro  municípios  testados.  Para  a  linhagem  Rockefeller  a  mortalidade 

observada foi de 100% em todas as dosagens testadas,  validando os resultados 

das demais populações. 
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Figura  12:  Toxidade  do  temefós  Abateem quatro  populações  de 
Aedes aegypti.

As  CL50s para  as  populações  estudadas  foram superior  a  CL50 para  a 

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

os  maiores  valores,  4,114  e  3,813,  respectivamente.  Já  a  maior  CL90 foi 

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

valor da CL 90 para a população susceptível (Tabela 2).

Tabela  2.  Resposta  de  concentração-mortalidade  das  populações  de  Aedes 
aegypti  com diferentes  proporções  de  indivíduos  suscetíveis  e  resistentes  ao 
temefós (Abate).
Populações CL50% IC 95% CL90% IC 95% b (EP) 2 G.L. RR

Rockfeller 0,107 0,090-0,121 0,200 0,184-0,225 4,692±0,581
12,56

0
22 ---

Alagoa 
Nova

3,813 3,545-4,096 7,577 6,760-8,802 4,297 0,311
25,69

8
22 38,1

Alagoa 
Grande

2,668 2,501-2,826 4,248 3,921-4,738 6,345 0,548
21.66

2
19 26,6

Serra 
Redonda

2,866 2,697-3,030 4,984 4,611-5,499 5,331 0,407 7,815 22 28,6



59

Lagoa 
Seca

4,114 3,849-4,391 7,424 6,700-8,511 4,999 0,334
40,17

2
26 41,1

Legenda: a. CL50: dosagem mortal a 50% da amostra, IC: intervalo de confiança; b. CL90: 
dosagem mortal a 90% da amostra, IC: intervalo de confiança; c. b (EP): erro padrão; d. X2 

= qui-quadrado; e. G. L.: grau de liberdade; f. RR: razão da resistência.

Todos os dados coletados na caracterização da resistência apresentaram 

homogeneidade de bioensaio com exceção de Lagoa Seca, onde o valor do qui-

quadrado excedeu o valor  da tabela  de 95%, já  para  98% ele  se  apresentou 

adequado.

De  acordo  com  os  critérios  da  OMS  na  interpretação  do  padrão  de 

suscetibilidade, todas as populações estudadas apresentaram mortalidade inferior 

a 80%, sendo, portanto, consideradas resistentes. 

Nas populações avaliadas, a razão da resistência (RR) foi superior a 20 

(Tabela 2). Em 2007, Besera et al. já tinha observado um RR alto em populações 

provenientes de três localidades da Paraíba, são elas: Boqueirão, Sítio Piabas e 

Capim de Cheiro, apresentando uma razão de 11; 16,6 e 15,6 respectivamente.

O fato mais preocupante, segundo Mazzari et al. (1995), é a RR acima de 

10, nível considerado comprometedor da ação do larvicida, causando prejuízos 

aos  programas  de  controle  do  vetor.  Para  larvas  que  apresentam  RR  desta 

magnitude, o efeito residual do temefós em campo será menor, uma vez que há 

queda gradual da concentração disponível inicialmente nos depósitos tratados, 

contribuindo para o aumento no número de larvas sobreviventes com o passar do 

tempo. Esta situação acarreta a necessidade de maior número de aplicações de 

larvicidas em intervalos mais curtos, com o conseqüente aumento de custos nos 

programas de combate a dengue (LIMA et al., 2006).

Larvas de Aedes coletadas em São João de Meriti, Duque de Caxias e São 

Gonçalo quando submetidos ao temefós também mostraram um nível baixo de 

mortalidade.  Esta última localidade apresentou o maior RR, 7,63 e as outras 

duas apresentaram níveis moderados de resistência, 3,0 e 5,15, respectivamente 

(LIMA et al., 2003).  O mesmo foi verificado por Duque et al.  (2004) e Duque 
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(2008)  para  populações  de  A.  aegypti  dos  municípios  de  Curitiba,  Foz  do 

Iguaçu, Paranavaí, Maringá, Ibiporã, Cambé e Jacarezinho (PR).

Os altos padrões de resistência observados para as populações em estudo 

podem estar associados ao histórico de uso do produto em cada localidade, com 

diferentes  intensidades  e  ou  freqüências  de  aplicações,  submetendo-as  a 

diferentes  pressões  de  seleção,  com  conseqüente  aumento  dos  graus  de 

resistência  para  algumas,  ou  provavelmente,  aos  mecanismos  de  resistência 

desenvolvidos por cada população. 

Foi realizada uma PCA com o conjunto de 16 amostras, formadas por oito 

concentrações múltiplas do temefós, para avaliar possíveis sobreposições entre 

as cidades. Essa análise mostrou que ao longo da PC1 há a formação de dois 

grupos: Lagoa Seca ficou próxima a Alagoa Nova e Serra Redonda ficou muito 

próximo a Alagoa Grande. 

A figura  13  mostra  o  gráfico  dos  escores  para  a  PC1  para  todas  as 

amostras.

- 1 2 - 1 0 - 8 - 6 - 4 - 2 0 2 4 6 8 1 0 1 2

P C 1  ( 8 5 % )

0

L a g o a  S e c a

A l a g o a  N o v a

A l a g o a  G r a n d e

S e r r a  R e d o n d a

Figura 13: Gráfico dos escores para a PC1 para as oito concentrações 
testadas em quatro cidades da Paraíba.
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Não houve diferenças significativas entre as populações de Serra Redonda 

e Alagoa Grande, já que 95% do intervalo de confiança da CL50 se sobrepõem. 

Provavelmente, por esse motivo essas cidades tenham ficado tão próximas ao 

longo da PC1. O mesmo ocorreu com Lagoa Seca e Alagoa Nova (Tabela 2).

Para a análise ao longo de PC1 e PC2 (Figura 14), houve a separação em 

quatro grupos, com 92% da variância explicada dos dados.

Para  as  duas PCs as populações analisadas ficam totalmente  separadas 

uma das outras com relação aos dados da toxidade do temefós.  A PC2, com 

apenas  7%  da  variância  dos  dados,  é  responsável  por  essa  separação,  pois 

embora os intervalos se sobreponham, os valores reais das CL50 são diferentes.

Tal fato é corroborado quando se verifica que os coeficientes angulares 

não são os mesmos para as populações estudadas, significando que elas diferem 

quantitativamente e  qualitativamente em relação à resistência  ao temefós,  ou 

seja, a intensidade e a qualidade das respostas dos indivíduos de cada população 

diferiram quanto à resistência ao produto. 
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Figura 14: Gráfico dos escores para a PC1 versus PC2 para as 
oito concentrações testadas em quatro cidades da Paraíba.
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Queiroga  (2005)  também  observou  uma  variação  na  resposta  de 

populações de  A. aegypti provenientes de Brejo dos Santos, Lagoa do Mato e 

Itaporanga quando submetido a concentrações do inseticida temefós, onde foi 

possível observar diferenças significativas entre os coeficientes angulares destas 

populações,  o  que  leva  a  inferir  que  estas  populações  possuem  respostas 

diferentes ao larvicida. 

Os  diferentes  graus  de  resistência  detectados  e  as  variações  nas 

resistências observadas ao longo do tempo de estudo para as populações de A. 

aegypti da Paraíba mostram a necessidade de se manter um programa constante 

de  monitoramento  nas  populações  que  são  submetidas  ao  controle  com  o 

temefós. A percepção da mudança temporal da suscetibilidade a esse inseticida 

pode auxiliar  no planejamento do manejo da resistência  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 Padrão eletroforético do gene de esterase

O aumento na expressão do gene de esterase foi confirmado nos ensaios 

realizados  em  vinte  populações  provenientes  da  mesorregião  do  agreste 

paraibano.  Apenas  a  população  Rockfeller  apresentou  uma  baixa  atividade 

esterásica, como já era esperado, já que se trata de uma população suscetível.

O aumento dessa atividade já foi demonstrado em populações resistentes 

de  Myzus  persicae,  em  alguns  mosquitos  Culex e  Nilaparvata  lugens 

(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  populações  de  Frankliniella  occidentalis  

provenientes do sudoeste da Espanha.

Os  resultados  possibilitaram a  visualização  de  seis  regiões  de  α  e  β-

esterase, denominadas EST-1 a EST-6.  Os padrões isoenzimáticos observados 

em esterase são apresentados na Figura 15.
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Est-6

Est-5

Est-4

Est-3

Est-2

Est-1

Figura  15:  Frequências  alélicas  observadas  em  seis  locos  de  esterases  em 
populações  naturais  de  A. aegypti coletados no município de  Serra  Redonda 
ponto D.

Dois  locos  apresentaram  apenas  um  alelo  (EST-3,  EST-6),  três  locos 

apresentaram dois alelos (EST-1, EST-4, EST-5) e apenas um loco apresentou 

três alelos (EST-2),  com predominância de três locos em 38% das populações, 

com intensidade forte, média e fraca observada em várias regiões do gel.

Na  procura  de  esterases  que  estejam relacionadas  com a  condição  de 

resistência  ou  suscetibilidade  das  populações  analisadas,  algumas esterases  e 

algumas  combinações  de  esterases  poderiam  estar  envolvidas  em  um  dos 

mecanismos  de  resistência,  devendo  ser  submetidas  a  um  estudo  mais 

aprofundado,  são:  o  loco  EST-2,  sozinha,  pela  sua  presença  em  todas  as 

populações  resistentes,  ou  juntamente  com EST-4,  ocorrendo  nas  17  das  21 

populações avaliadas.

As populações caracterizadas como resistentes mostraram de duas a seis 

regiões  de  atividade  esterásica,  enquanto  que  na  população  suscetível 

(Rockefeller)  foi  visualizada  apenas  uma região  de  atividade  (Figura  16).  A 

confirmação de que esses padrões diferenciam insetos resistentes e suscetíveis 

foi  obtida  pelo  teste  de  verificação  da  resistência,  visto  que  todas  as  larvas 
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testadas  sobreviveram  à  dose  diagnóstica  de  0,352  mg  i.a./L,  letal  para  a 

Rockefeller.

Figura 16: Frequências alélicas observadas em um loco de esterase na 
população de A. aegypti suscetível (Rockefeller).

Padrões de estarase já foram utilizados com sucesso para a diferenciação 

genética de populações de insetos resistentes a inseticidas químicos (MAZZARI 

e GEORGHIOU, 1995; VAUGHN e FFRENCH-CONSTANT, 1998; FLORES 

et al., 2005; MAYM’O et al., 2006). Para populações de A. aegypti de São Paulo 

e  Bahia  foram possíveis  revelar  padrões  de  esterases  capazes  de  diferenciar 

populações resistentes e suscetíveis (GUIRADO e BICUDO, 2008). 

Paiva (2006) estudando populações de  A. aegypti provenientes de nove 

localidades do Estado de Pernambuco verificou através da eletroforese um total 

de cinco regiões de α e β-esterase para as populações resistentes. Na Rockfeller 

foi visualizada apenas uma região de atividade.

O padrão dos seis locos avaliados revelou a presença de 13 alelos (Est-11, 

Est-21, Est-22, Est-23, Est-31, Est-32, Est-41, Est-42, Est-51, Est-52, Est-53, Est-61 e 

Est-62), sendo que o alelo Est-22 foi o único presente em todas as populações 

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

Tabela 3: Frequências alélicas observadas em seis locos de esterase em vinte e 
uma amostras populacionais de Aedes aegypti.

Est-1
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População/ 
Pontos de 

Coleta Loco 1 Loco 2 Loco 3 Loco 4 Loco 5

Est-
11

Est-
21

Est-
22

Est-
23

Est-
31

Est-
32

Est-
41

Est-
42

Est-
51

Est-
52

Est-
53

Est-
61

Alagoa 
Grande

A 1,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,53

3
0,46

7
0,00

0
0,000

B 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,611 0,389

C 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,000

D 1,000 0,000 1,000
0,00

0
0,76

5
0,23

5
0,02

9
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,54

5
0,455

Alagoa Nova

A 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,000

B 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,000

C 0,000 0,000 0,889 0,111
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,000

D 1,000 0,000 1,000
0,00

0
1,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,86

8
0,13

2
0,00

0
0,000

Serra 
Redonda

A 0,000 0,514 0,100
0,38

6
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,68

2
0,318

B 1,000 0,000 0,857
0,14

3
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,45

2
0,54

8
0,00

0
0,000

C 0,000 0,431 0,486
0,08

3
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,10

6
0,89

4
0,00

0
0,000

D 1,000 0,042 0,958
0,00

0
0,28

0
0,72

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,59

6
0,40

4
0,611 0,389

Campina 
Grande

A 0,000 0,000 0,639
0,36

1
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,09

4
0,57

8
0,32

8
0,00

0
0,000

B 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,50

0
0,50

0
0,00

0
0,000

C 0,000 0,917 0,083
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,40

0
0,16

7
0,43

3
0,00

0
0,000

Lagoa Seca

A 1,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,000

C 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,16

7
0,83

3
0,00

0
0,24

3
0,75

7
0,00

0
0,000

D 1,000 0,000 1,000
0,00

0
0,04

4
0,95

6
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,000

Esperança
A 0,000 0,000 1,000

0,00
0

0,00
0

0,00
0

1,00
0

0,00
0

0,00
0

0,15
2

0,84
8

0,00
0

0,000

C 0,000 0,194 0,806
0,00

0
0,00

0
0,00

0
1,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,000

ROCK 0,000 0,000 1,000
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0
0,00

0

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

como marcadores não-neutros, evidencia apenas a expressão e o padrão dessas 

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

BICUDO,  2005).  Por  outro  lado,  a  análise  das  isoenzimas  esterásicas  pode 

fornecer  outros  dados  importantes  a  respeito  das  populações  estudadas.  Os 

índices  de  diversidade  genética:  proporção  de  locos  polimórficos  (P)  e 

heterozigosidade média revelaram diferenças e similaridades entre populações 

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

Populações
Total 

de 
locos

Intensidade dos locos
Proporção de 

locos 
Polimórficos

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 1 2 33,33% 0,2591
LSA 4 1 1 2 0,00% 0,0000
LSC 3 1 2 33,33% 0,2152
LSD 5 1 3 1 16,67% 0,0169

ESPA 3 1 2 16,67% 0,0857
ESPC 2 1 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 municípios de Serra Redonda e Alagoa Grande, pois 

correspondem  às  localidades  com  maior  proporção  de  locos  polimórficos, 

66,67% e 50% respectivamente. 

Já 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 populações de A. aegypti expostas ao DDT uma heterozigozidade média de 

0,604,  valor  bem  acima  dos  encontrados  nessa  pesquisa.  Entretanto,  este 

aumento já era esperado, visto que o marcador RFLP analisa o genoma inteiro.
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Os padrões  dos  locos  de  esterase  detectados  na  população  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  populações 

estudadas apresentou 16,67% de locos polimórficos. 

Yan et al. (1998) afirmam que a seleção por inseticidas químicos diminui 

a diversidade genética da população naqueles  locos  que conferem resistência. 

Essa afirmação está de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, visto 

que as populações com maior variabilidade genética foram as que apresentaram 

menor  resistência  ao  temefós,  como:  Serra  Redonda  e  Alagoa  Grande. 

Provavelmente, essas cidades sofrem menos pressão de seleção provenientes de 

inseticidas. Com exceção de Lagoa Seca podemos perceber que quanto maior o 

número de locos, maior a resistência (Tabela 5).

Tabela 5: Quantidade de locos e a razão da resistência das populações de Aedes 
aegypti que foram submetidas aos testes de caracterização da resistência.

Populações Número 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: razão da resistência.

Essa alta resistência apresentada pela população de Lagoa Seca, apesar de 

ter apenas três locos, pode ser explicada porque a análise dos géis de isoenzimas 

revelou a expressão  do alelo  Est-42 presente  apenas  nessa  população, o  que 

poderia  ter  propiciado  uma  maior  atividade  enzimática  nesse  loco.  A 

identificação de um alelo responsável pela resistência foi também relatada por 

Rodriguez et al. (2002) em amostras de A. aegypti resistentes ao temefós.

Lo´pez-Soler et al. (2008) em seus estudos sobre a avaliação do gene de 

esterase na resistência de  Frankliniella occidentalis através da eletroforese em 

gel de poliacrilamida relatou a presença de um padrão de bandas característico 

que mostrou uma forte correlação com a atividade esterase total e o grau de 
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resistência. Estes resultados são consistentes com a hipótese de que a seleção de 

inseticidas pode aumentar a freqüência de algumas esterases, que normalmente 

exibem  menor  freqüência  nas  populações  suscetíveis (PARKER  e 

CALLAGHAN, 1997). 

O  equilíbrio  de  Hardy-Weinberg  foi  testado  para  todas  as  populações 

separadamente para saber se  as freqüências gênicas e genotípicas permanecem 

constantes de geração para geração.  Apesar do equilíbrio de Hardy-Weinberg 

esta baseada em um modelo teórico, ela descreve suficiente bem o que ocorre 

com grande  número  nas  populações  reais,  pelo  menos  em um determinado 

espaço de tempo. 

Nesse estudo, podemos perceber que dez, das vinte e sete populações, não 

estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg, isto é, elas estão sofrendo algum tipo de 

variação  na  sua  composição  genética.  A(s)  causa(s)  desse  desvio  podem ser 

atribuídas a vários fatores, dentre eles podemos citar a presença de migração, 

mutação, deriva genética ou seleção 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 populações de  Aedes aegypti 
coletadas na mesorregião do agreste paraibano.

Populações N Loco A Ho He 2 GL Probabilidade

ANC 36
2 22 28 28,444 0,563 1 ns

23 8 7,111
33 0 0,444

AND 34
5 22 25 25,596 0,791 1 ns

23 9 7,809
33 0 0,596

AGA 30 5
22 2 8,533

22,969 1 P < 0,00123 28 14,933
33 0 6,533

AGB 27 6
11 8 10,083

2,846 1 ns12 17 12,833
22 2 4,083

AGD 34
3

11 20 19,882
0,013 1 ns12 12 12,235

22 2 1,882
4 11 1 0,029 34,000 1 P < 0,001
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12 0 1,941
22 33 32,029

6
11 3 9,818

22,917 1 P < 0,00112 30 16,364
22 0 6,818

LSC 36

4
11 6 1,000

36,000 1 P < 0,00112 0 10,000
22 30 25,000

5
22 0 2,064

3,601 1 ns23 17 12,871
33 18 20,064

LSD 34 3
11 0 0,066

0,072 1 ns12 3 2,868
22 31 31,066

SRA 35

2

11 9 9,257

4,285 3 ns

12 2 3,600
22 0 0,350
13 16 13,886
23 5 2,700
33 3 5,207

6 11 13 15,341
3,528 1 ns12 19 14,318

22 1 3,341

SRB 36

2 22 25 25,714
0,972 1 ns23 10 8,571

33 0 0,714
5 22 4 6,323

2,837 1 ns23 20 15,355
33 7 9,323

SRC 36

2 11 0 6,674

20,760 3 P < 0,001

12 26 15,069
22 4 8,507
13 5 2,583
23 1 2,917
33 0 0,250

SRC 36 5
22 0 0,371

0,465 1 ns23 7 6,258
33 26 26,371

SRD 35

2
11 1 0,063

15,312 1 P < 0,00112 1 2,875
22 34 33,063

3 11 0 1,960
3,781 1 ns12 14 10,080

22 11 12,960
5 22 7 9,240

3,331 1 ns23 17 12,519
33 2 4,240

6 11 9 13,444
9,715 1 P < 0,0112 26 17,111

22 1 5,444

CGA

36 2
22 10 14,694

11,505 1 P < 0,00123 26 16,611
33 0 4,694

36 5

11 0 0,281

4,951 3 ns

12 6 3,469
22 10 10,695
13 0 1,969
23 11 12,141
33 5 3,445
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CGB 36 5
22 0 9,000

36,000 1 P < 0,00123 36 18,000
33 0 9,000

CGC 18

2 11 15 15,125
0,149 1 ns12 3 2,750

22 0 0,125
5 11 0 2,400

10,385 3 P < 0,05

12 2 2,000
22 0 0,417
13 10 5,200
23 3 2,167
33 0 2,817

ESPA 33 5
22 0 0,758

1,052 1 ns23 10 8,485
33 23 23,758

ESPC 36 2
11 0 1,361

2,098 1 ns12 14 11,278
22 22 23,361

Legenda: N – número de larvas analisadas; A – alelos; Ho – heterozigosidade observada; He – 
heterozigosidade esperada; 2 – qui-quadrado; GL: grau de liberdade; Ns: não significativo.

Os níveis de diferenciação genética das populações (Fst) foram calculados 

aos pares com base na frequência e variaram de 0 a 1 (Tabela 7). Estes estão 

bem acima  dos  valores  descritos  por  Paiva  (2006)  nos  anos  de  2004 (Fst = 

0,0385) e 2005 (Fst = 0,0405) e por Ayres et al. (2004),  Fst igual a 0,177 para 

populações de A. aegypti. Quando o valor de Fst é igual a um, a população está 

estruturada e provavelmente não ocorre fluxo gênico. Nesta pesquisa,  poucas 

populações apresentaram níveis de diferenciação próximos a um, isto quer dizer 

que na maioria dos casos a população não está estruturada.

Tabela  7:  Níveis  de  diferenciação  genética  (Fst)  das  populações  de  Aedes 
aegypti.  P: população.
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Uma martiz binária para presença (1) ou ausência (2) de locos foi gerada a 

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

(Figura 17) para estimar a divergência para as populações estudadas.
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Figura 17: Dendograma revelando a análise de agrupamento entre populações de 
A. aegypti provenientes da Paraíba, baseado na presença e ausência de locos de 
esterases, pelo método UPGMA.

No dendograma pode-se observar cinco grupos distintos. A população de 

Alagoa Grande e Lagoa Seca são as únicas que possuem um ponto de coleta em 

que todos os locos foram monomórficos. A porcentagem de locos polimórficos 

também foi semelhante, 20% e 16%, respectivamente.

A população de Serra Redonda ficou isolada por ter a maior quantidade de 

locos polimórficos, 41%. Sua proximidade com o grupo das populações 1 e 5, 

deve-se ao fato de que as populações de Serra Redonda e Alagoa Grande serem 

as únicas 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 é a única que possui dois locos 

monomórficos.  Já  a  populações  de  Campina  Grande  e  Esperança 

respectivamente, são semelhantes devido à presença da mesma sequência dos 

locos Est-2, Est-4 e Est-5. Apena Esperança ponto C não possui esse último 

loco.  A população  Rockefeller  formou  então  o  último  grupo,  e  é  a  única 

população susceptível, possuindo um único loco monomórfico.
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Os resultados encontrados neste trabalho indicaram que quanto maior a 

quantidade de locos maior é a resistência, com exceção de Lagoa Seca ponto C, 

na qual a presença de um alelo pode ter conferido uma maior resistência.  Isso 

porque  quanto  maior  a  quantidade  de  esterase  maior  a  chance  do  mosquito 

metabolizar  o  temefós.  Estes  resultados  precisam de  maiores  comprovações, 

além de um estudo mais detalhado do gene de esterase.

O  próximo  desafio  consiste  na  incorporação  de  dados  genéticos  em 

programas de controle, como uma ferramenta de avaliação da efetividade das 

ações de controle do Aedes aegypti.
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6 CONCLUSÃO

Há um alto índice de distribuição na atividade do Aedes aegypti dentro dos seis 

municípios estudados.

As populações estudadas são resistentes ao organofosforado temefós em grau 

técnico e o temefós Abate.

Todas as populações submetidas à caracterização da resistência apresentaram 

uma  razão  de  resistência  (RR)  maior  que  20,  sendo,  portanto,  consideradas 

altamente resistentes. 

As  populações  estudadas  diferem  quantitativamente  e  qualitativamente  em 

relação à resistência ao temefós.

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

temefós em populações naturais de A. aegypti provenientes da Paraíba.

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

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