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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AaNay - canal de sddio regulado por voltagem de Aedes aegypti
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ace-1 — gene que codifica a Acetilcolinesterase 1 em insetos

ace-2 — gene que codifica a Acetilcolinesterase 2 em insetos

AChE - Acetilcolinesterase

AJH - analogo de horménio juvenil

ALFA - Esterases com atividade sobre o substrato acetato de a-naftil
BETA - Esterases com atividade sobre o substrato acatato de B-naftil
BHC - hexaclorobenzeno

BPU - benzoil-fenil-uréia

Bs — Bacillus sphaericus

Bti- Bacillus thuringiensis israelensis

CA - carbamatos

CL- concentracao letal

A “*

CSI - Inibidor de sintese de quitina (do inglés “chitin synthesis inhibitor”)
DDT - dicloro-difenil-tricloroetano

DE - dose efetiva

DHF - febre hemorragica de dengue
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FAU - febre amarela urbana
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GST - glutationa S-transferases
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MFO - Oxidases de Fungao Multipla (ou Mista)

MS-SVS - Ministério da Saude, Secretaria de Vigiléncia em Saude
OC - inseticidas organoclorados

OMS - Organizag¢do Mundial da Saude

OP - inseticidas organofosforados

AL

PCR - reagédo em cadeia da Polimerase (do inglés “Polymerase chain reaction”)
PE - pontos estratégicos

Pl —inseticidas piretroides

PNCD - Programa Nacional de Controle da Dengue

PNPA - Esterases com atividade sobre o substrato acetato de p-nitrofenil

PTN - quantificagéo de proteinas totais em cada individuo

p99 - percentil 99



Rede MoReNAa - Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti a Inseticidas
RR - Razéo de Resisténcia

SCD - Sindrome de Choque por Dengue
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RESUMO

A utilizagdo de inseticidas neurotdxicos contra insetos vetores ainda tem um papel crucial nos
programas de controle de doengas. No Brasil € uma estratégia importante no controle do vetor da
dengue, o Aedes aegypti. O principal larvicida utilizado para este fim em campo tem sido o
organofosforado (OP) temephos, desde 1967, com utilizag&o intensificada a partir da epidemia de
1986. Em funcdo do diagndstico de resisténcia em diversas populagdes brasileiras a este OP,
atualmente se encontra em andamento a substituicdo pelo inibidor de sintese de quitina (ISQ)
diflubenzuron. Para o controle da fase adulta dos mosquitos, os inseticidas mais utilizados atualmente
pertencem a classe dos piretréides (Pl). Contamos no pais com a Rede Nacional de Monitoramento
da Resisténcia de Aedes aegypti a Inseticidas (MoReNAa), com metodologias consolidadas para a
avaliacdo da resisténcia e de seus mecanismos em populagdes do vetor de dengue. No presente
estudo, essas metodologias foram empregadas para avaliar ao longo de um ano, em quatro
localidades do Brasil, de quatro regides distintas, a resisténcia aos inseticidas citados anteriormente.
Identificamos alteragdes de susceptibilidade ao larvicida temephos em todas as populagdes
participantes do estudo; entretanto, observamos, em todos os casos, tendéncia de queda da razédo de
resisténcia ao longo do estudo, que atribuimos & interrupgao do uso deste composto em campo. Em
relacdo ao outro larvicida investigado, o diflubenzuron, foram constatadas razdes de resisténcia baixas
para todas as populagdes, em todos os momentos, provavelmente em fungdo da sua recente
incorpora¢do no ambito do controle quimico no pais. Ressaltamos no entanto a importancia de
avaliagbes deste ISQ mediante simulados de campo para uma melhor compreensdo sobre o
significado funcional das razdes de resisténcia encontradas neste estudo, e seu impacto no controle
efetuado em campo no pais. Ja para o adulticida investigado, a deltametrina (PI), observamos uma
resisténcia disseminada no pais, sendo extremamente elevada em trés das quatro populagbes
estudadas. Os resultados indicam uso publico indiscriminado de inseticidas em uma das localidades e
sugerem correlagao entre a resisténcia a Pl e a utilizagdo doméstica deste inseticida, 0 que chama
atencdo para a necessidade de adogdo de medidas de conscientizagdo do uso deste tipo de
ferramenta pela sociedade. Apos a quantificacdo da resisténcia a estes trés inseticidas, partimos para
a investigacdo dos mecanismos responsaveis, analisando a resisténcia metabolica — derivada de
alteragdes nas atividades de enzimas que detoxificam estes compostos — por meio de ensaios
bioquimicos e a resisténcia por alteracdo no sitio alvo — derivada de modificagdes estruturais nas
moléculas alvo dos inseticidas - por meio de ensaios bioquimicos e moleculares. Foram
diagnosticadas principalmente alteragbes na atividade de duas enzimas na fase adulta das quatro
populagdes, GST e PNPA. Estas enzimas ja haviam sido relacionadas a resisténcia a Pl
anteriormente. Na fase de larvas, néo foi possivel estabelecer qualquer correlagao diagnostica com a
resisténcia a temephos ou diflubenzuron: alteragdes na atividade das enzimas variaram entre as
populacdes estudadas. De maneira geral, verificamos tendéncia de queda na atividade de PNPA em
Duque de Caxias, de MFO em Parnamirim e das Esterases ALFA e BETA em Campo Grande. Em
relacdo aos ensaios moleculares, diagnosticamos trés diferentes mutagdes no canal de sédio das
populagdes avaliadas (nas posi¢oes 1011, 1016, 1534). Destas, duas mutagdes (1016 e 1534) foram
correlacionadas com a elevada resisténcia a Pls neste estudo. Este trabalho possibilitou uma melhor
compreensdo sobre a dindmica da resisténcia a inseticidas no pais. Esperamos, desta forma,
contribuir para 0 manejo do controle quimico de Ae. aegypti, auxiliando a recomendagéo de inseticidas,
tanto para larvas quanto para adultos, de uma forma eficiente e racional.
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ABSTRACT

The utilization of neurotoxic insecticides against insect vectors has a crucial role in disease control
programs. In Brazil it is an important strategy against the dengue vector, Aedes aegypti. Since 1967
the main larvicide used in the field has been the organophosphate (OP) temephos, with a strong
utilization after the dengue epidemy in 1986. Due to OP resistance of several Brazilian vector
populations, nowadays it's substitution by the chitin synthesis inhibitor (CSI) diflubenzuron is in
progress. Pyrethroids (PI) are the most widely used insecticides in the control of adult mosquitoes. In
Brazil the National Network for Aedes aegypti Insecticide Resistance Monitoring (MoReNAa) relies on
consolidated methodologies for assessing resistance and the underlying its mechanisms in populations
of the dengue vector. In the present study, we employed these methodologies to evaluate resistance to
the above mentioned insecticides of four municipalities, belonging to four Brazilian regions, during one
year. We identified changes in the susceptibility levels to the larvicide temephos in all populations
considered in the study. However, there was a tendency of temephos resistance ratio decrease
throughout the period of evaluation, probably due to the interruption of the use of this compound in the
field. Diflubenzuron, the other larvicide investigated, elicited low resistance ratios in all populations
considered, and this was attributed to its recent incorporation as a chemical control tool in the country.
However, we emphasize the importance of field simulated assays with this CSI in order to better
understand the significance of the resistance values found and their impact on vector control. For the
adulticide investigated, deltamethrin (PI), we observed widespread resistance all over the country.
Resistance levels were particularly high in three out of the four investigated populations. Our results
point to an indiscriminate public use of Pl in one municipality and suggest correlation between PI
resistance and the intense domestic use of this class of insecticides. This calls attention to the need of
adopting measures to raise society awareness to the limitations of this kind of tools. After resistance
quantification to these three insecticides, we investigated the mechanisms potentially involved by
analyzing both metabolic resistance - derived from changes in the activity of detoxifying enzymes - and
resistance by altered target site - derived from structural modifications in the insecticide target
molecules. Biochemical and molecular assays were employed. GST and PNPA were the main
enzymes altered, and this was observed in adult specimens of all populations. These enzymes have
been previously associated with Pl resistance. In the larval stage, no diagnostic correlation between
enzymes activity and temephos or diflubenzuron resistance could be established, enzymatic alterations
varying among the evaluated populations. In general, we detected tendency of decrease in the PNPA
activity at Duque de Caixas, MFO at Parnamirin and ALFA and BETA Esterases at Campo Grande.
Regarding the molecular assays, it was possible to identify three different mutations in the sodium
channel, the PI target site (at positions 1011, 1016 and 1534). Of these, two mutations (1016 and
1534) were correlated to high resistance levels to Pls. This study contributed to a better understanding
of the dynamics of insecticide resistance in Brazil. We expect to have been contributed to the
management of Ae. aegypti chemical control, supporting the recommendation of efficient and rational
usage of insecticides for both larvae and adults.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue
A dengue é uma das arboviroses reemergentes de maior relevancia no mundo, e o Brasil

€, na América, 0 pais mais afetado por esta doenca (Figura 1.1). Seu agente etioldégico € um virus
RNA fita simples positiva, da familia Flaviviridae, que apresenta quatro sorotipos, DEN-1, 2, 3 e 4
(OMS 1997, Rigau-Péris et al 1998). A dengue pode se manifestar sob as formas de febre de dengue,
dengue com complicagdes, febre hemorragica de dengue (DHF) ou sindrome de choque por dengue
(SCD), as formas mais agressivas da doenga (Martinez-Torres 1998, MS/SVS 2009a). Uma vez
recuperado de uma infecgao, o individuo apresenta imunidade por toda sua vida ao sorotipo com que
foi infectado. No entanto, a imunidade cruzada com outros sorotipos do virus dengue é apenas parcial
e temporéaria (OMS 2012). Esta doenga é endémica em mais de 100 paises e ocorre em regides
tropicais e subtropicais. Importantes surtos j& foram relatados nas Américas, Sudeste da Asia e Africa,
afetando aproximadamente 100 milhdes de pessoas por ano e causando 250 mil casos de DHF, com
taxa de letalidade de até 15% (Klungthong et al 2004).

<50
50 - 100

> 100 - 200

0=

1880-1989 1990-1999 2000-2007 Unavailable data

Without indigenous
Cases

Figura 1.1. Incidéncia média de dengue por 100.000 habitantes por pais, Regido das Américas, 1980-2007.
Figura retirada de San Martin et al 2010; The Epidemiology of Dengue in the Americas over the Last Three

Decades: A Worrisome Reality.



Hales e colaboradores (2002) sugerem que o aquecimento global aumentaria as areas
propicias ao desenvolvimento do vetor da dengue, além de também influenciar diretamente o periodo
de incubagéo extrinseco do virus (periodo compreendido entre a ingestdo do virus pelo vetor até que
este se torne infectante), acelerando-o. Outros fatores como crescimento populacional, facilidade no
deslocamento, tanto do vetor (ativa ou passivamente) quanto de humanos infectados via transportes
modernos, e baixa eficacia das medidas de controle também resultaram em aumento da populagao
sob risco de contrair esta doenga (Jasen e Beebe 2010).

No Brasil a dengue apresenta padrdo sazonal, com maior ocorréncia nos primeiros cinco
meses do ano, 0 periodo mais quente e umido tipico de paises tropicais ao sul do Equador (Funasa
1999a). Embora existam relatos desta doenga no pais desde 1846, foi a partir da década de 1980 que
a dengue adquiriu relevancia, em fung¢do da epidemia que alcangou o Estado do Rio de Janeiro e a
Regido Nordeste, com circulagdo do sorotipo DEN-1 (Teixeira et al 1999, Schatzmayr 2000, Silva et al
2002, Braga e Valle 2007a). Logo em seguida, em 1990, o sorotipo DEN-2 foi introduzido no pais,
também pelo Estado do Rio de Janeiro. Isto acarretou trés ondas epidémicas de dengue entre os anos
de 1986 e 1999. Porém, ja a partir do inicio dos anos 1990, a dengue passou a ser considerada
endémica em nosso pais. Em 2001 foi introduzido o sorotipo DEN-3 (Nogueira et al 1990, 2001).
Recentemente, em 2010, DEN-4 reemergiu no Brasil (Temporao et al 2011). Este sorotipo até entdo
havia sido constatado apenas em Boa Vista/Roraima, quando houve uma breve circulagdo em um
surto focal no ano de 1982 (Osanai et al 1983), e em Manaus em 2008, com o relato de trés casos
(Melo et al 2009). A partir de 2010, DEN-4 foi isolado nas regides Norte, Nordeste e Sudeste (MS/SVS
2011a). Souza e colaboradores (2011) propdem que o sorotipo DEN-4 recentemente isolado no pais
esteja passando por uma “evolugdo local’. Seus resultados, obtidos por meio de analises
filogenéticas, indicam que as amostras atuais de DEN-4 estdo relacionadas com o genotipo que
circulou no primeiro surto de Boa Vista, de 1981, a mesma cepa também encontrada na América do
Sul. Os autores sugerem que, por estar associado a uma doenga mais branda e ser menos
prevalente, 0 DEN-4 poderia estar presente na regido ha mais tempo, sendo “mascarado” pelo alto

indice de infecgao dos outros sorotipos, DEN-1 e 2.

1.2. Aedes aegypti e seu papel como transmissor do virus dengue

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus) € um dos principais problemas de Saude Publica
devido ao seu papel como transmissor da dengue e da febre amarela urbana (FAU). Este mosquito
nao € originario das Américas e foi introduzido no Brasil pelo processo de colonizagao no inicio do
século XVI. Como as condigdes encontradas no continente favoreceram o seu desenvolvimento e
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reproducédo, ele logo se estabeleceu em todo territério (Penna 2003). Esta espécie tem um
comportamento estritamente sinantrpico e antropogénico; é considerado o inseto vetor mais
dependente do ambiente urbano (Natal 2002). Outro vetor da dengue de importancia secundéria na
Asia é o Aedes albopictus, associado com a transmisséo rural e semiurbana (Huber et al 2000, Braga
e Valle 2007a).

Aedes aegypti € um inseto holometabolico e possui quatro estadios larvais seguidos pela
transformagdo em pupa e adulto (Figura 1.2). Este vetor apresenta um ciclo aquatico na sua fase
imatura e se desenvolve em reservatérios de aguas limpas. Embora tenha predilegao por criadouros
artificiais como latas, vasos de cemitérios, caixas d’'dgua, vidros e pneus, essas condi¢des sao
sensiveis a mudangas por causa das variaveis ambientais e dos perfis socioeconémicos das regides
(Honorio e Lourengo-de-Oliveira 2001, Forattini e Brito 2003, Medronho et al 2009). Apds a
emergéncia, os adultos podem se alimentar de seiva ou, no caso das fémeas, procurar um hospedeiro
para a realizacdo do repasto sanguineo, essencial para a maturagéo de seus ovos (Forattini 1996). Os
ovos desta espécie possuem uma peculiaridade: apds completarem rapidamente o seu
desenvolvimento embrionario, podem se manter vidveis por longos periodos, por serem resistentes a
dessecacéo (Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994).
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Figura 1.2. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Figura extraida de http://www.araraquara.com/noticias/

cidade/2010/02/21/testes-mostram-reducao-do-ciclo-evolutivo-do-aedes-aegypti.html



As fémeas adquirem o virus da dengue quando se alimentam de sangue das pessoas
infectadas. Depois de um periodo de incubagéo de 8-10 dias em média, se tornam infectivas, sendo
capazes de, durante a picada e alimentagéo, transmitir o virus a individuos suscetiveis. Também
podem transmitir o virus para sua prole, por transmissao vertical, ou transovariana. Contudo, a
importancia, para a epidemiologia da dengue, desta via de transmissdo do virus ainda ndo foi
esclarecida (OMS 1997). Uma caracteristica desta espécie é a habilidade da fémea de se alimentar
em diferentes individuos para completar seu ciclo gonadotréfico (tempo que decorre entre a ingestéo
de sangue e a postura de ovos), aumentando assim o risco de transmissao de patdgenos para os seus

hospedeiros (Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994).

1.3. Historico de controle de Aedes aegypti no Brasil

A primeira epidemia de febre amarela urbana (FAU) ocorreu no Brasil no século XVII
(Funasa 2001). No entanto, a partir da década de 1850 aconteceram diversos focos desta doenga, e
medidas de combate ao Ae. aegypti comegaram a ser estabelecidas para o controle de FAU, que no
inicio do século XX ja era um grande problema de Saude Publica. Oswaldo Cruz, em 1902, diante de
uma epidemia, iniciou a primeira campanha publica contra este vetor estabelecendo as brigadas
sanitarias, que contavam com a participagdo de 2.500 guardas sanitarios, cuja fungéo era detectar
casos e eliminar os focos de Ae. aegypti. A batalha contra 0 mosquito ndo foi eficaz, e em 1928 e
1929, na cidade do Rio de Janeiro, surgiram novos surtos que irradiaram para outros municipios do
Estado. Apds este episodio, embora ndo ocorressem mais epidemias relevantes, a doencga
permaneceu endémica no Norte e no Nordeste. Acredita-se que o controle da FAU efetuado pelo
Servico de Profilaxia de Febre Amarela, no inicio do século XX, também tenha impactado na
transmissdo da dengue, que ndo existia no Brasil como um problema relevante de Saude Publica na
época (Lowi 1990, Costa 2002, Braga e Valle 2007a, Silva et al 2008).

Nas décadas de 1930 e 1940, entusiasmado com a erradica¢do do Anopheles gambiae
no pais, o governo brasileiro assinou convénio com a Fundacdo Rockefeller, e foram realizadas
intensas campanhas de elimina¢do do Ae. aegypti, tendo como uma das estratégias a utilizagdo de
petréleo contra as larvas do vetor. Em 1955, Ae. aegypti foi erradicado do territorio brasileiro com
reconhecimento internacional, em virtude destas campanhas que contaram com a utilizagdo macica do
inseticida organoclorado DDT. Doze anos apds, em 1967, o Ae. aegypti foi reintroduzido no pais, no
Estado do Para, e dois anos depois, no Estado do Maranhdo. Novamente, em 1973, a espécie foi
considerada erradicada no pais. Todavia, depois de apenas trés anos, em 1976, o Ae. aegypti voltou
a ser encontrado no Brasil, colocando em duvida se realmente sua erradicagéo havia sido eficiente em

4



1973. Apds estes acontecimentos, o Ae. aegypti se disseminou rapidamente pelo territorio nacional e
hoje é encontrado em todos os estados (Funasa 1999b, 2001, Lowi 1999, Braga e Valle 2007a).

Apesar da presencga do vetor e de referéncias ao virus dengue desde a segunda metade
do século XIX no Brasil, foi a partir da década de 1980 que o virus dengue comegou a circular no pais
de forma mais significativa. Diante do crescente numero de casos da doenga, o Ministério da Saude
em 1996 novamente iniciou programa de erradicagdo do Ae. aegypti. Porém, esse programa néo foi
bem sucedido, e tanto o0 nimero de casos de dengue quanto a infestagdo vetorial continuaram em
ascensdo: em 1998 todos os estados brasileiros se encontravam infestados por este vetor (Funasa
2001). Em 2001, a Funasa passou a recomendar o controle, e ndo mais a erradicagao de Ae. aegypti
(Braga e Valle 2007a). E importante salientar que o uso de inseticidas tem sido um componente
importante no combate ao vetor ao longo dessas décadas, e a centralizagdo nesta ferramenta tem se
mostrado uma estratégia ineficaz para solucionar o problema.

Nesse contexto, 0 Ministério da Saude em 2002 implantou o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD). Este programa redireciona a politica de controle do Ae. aegypti,
abordando metodologias mais permanentes, visto que néo hé perspectivas para erradica¢do do vetor
em curto prazo. As agdes do PNCD estdo atualmente organizadas em cinco principais componentes,
incluindo assisténcia a saude, vigilancia epidemiologica, comunicacdo e mobilizagdo, gestdo e
financiamento e controle vetorial. Apenas este ultimo componente esta direcionado ao combate do Ae.
aegypti, focado principalmente, ao longo da histéria desta metodologia no pais, na utilizacdo de
inseticidas quimicos. Recentemente o governo tem destacado o importante papel da sociedade neste
tipo de controle por meio de eliminagdo de criadouros, reforgando o carater complementar dos
inseticidas (MS/SVS 2009a).

1.4. Vigilancia da denque e controle de Aedes aegypti

A vigilancia € um componente essencial em qualquer programa de controle e prevengao
de doencgas (Gubler e Casta-Valez 1991) e tem como objetivo um conjunto de agdes para fiscalizar e
tracar os locais de risco de transmissao de doencgas no pais. A vigilancia possui algumas areas que
precisam estar articuladas para a obtengdo de um sistema integrado e eficiente. Embora o Brasil
tenha avangado muito neste aspecto nos Ultimos anos, ainda ndo conseguimos evitar grandes
epidemias de dengue no pais. A seguir, alguns componentes importantes relacionados com a

vigilancia de dengue serao abordados brevemente (Funasa 2002).



1.4.1) Vigiléncia epidemioldégica

O objetivo da vigilancia epidemioldgica é detectar precocemente a circulagdo viral,
aglomerados de casos e focos do vetor e adotar as medidas de prevengao e controle. Desta forma,
permite reunir informacgdes indispensaveis para tragar os perfis da doenga em territério nacional e
direcionar modelos eficientes de controle de dengue. Neste contexto, a notificagdo adequada dos
casos € essencial para que a vigilancia seja capaz de acompanhar o padrdo de transmissdo da
dengue na area e a curva epidémica. A dengue é um agravo de notificagdo compulséria ou, em casos
especificos, compulsoria e imediata (como diagnostico de sorotipo DEN-4, 6bitos, complicagdes, entre
outros) (MS/SVS 2011b), e, em vista disso, todos os casos suspeitos (sendo ou ndo confirmados)
devem ser obrigatoriamente notificados a Vigilancia Epidemiolégica do municipio. A rapida coleta de
informagdes nas unidades de saude e a qualidade destes dados sdo essenciais para o
desencadeamento oportuno de agdes de controle e prevengdo no local. Dessa forma, é fundamental a
boa comunicagédo entre as equipes destas unidades e as vigilancias, epidemiolégica e entomologica
(MS/SVS 2005, 2009a).

1.4.2) Vigiléncia entomoldgica

A meta da vigilancia entomoldgica é vigiar e identificar risco de dengue nas localidades.
Por exemplo, monitorar as condicdes climaticas e ambientais que favoregcam a reproducéo do vetor e a
disperséo do patogeno, realizar a quantificagdo do vetor nas regides e avaliar o impacto das medidas
de controle vetorial para orientar novas agdes, ou seu redirecionamento (Glasser e Gomes 2002,
Gomes 2002). Uma de suas principais estratégias € o levantamento de indices de infestacdo de Ae.
aegypti nas regides. Para isto, atualmente sdo coletadas amostras de imaturos (larvas e pupas) por
meio de vistorias em depdsitos de agua e outros recipientes encontrados nas residéncias e demais
imdveis como borracharias, ferros-velhos, cemitérios, etc. Estes ultimos s&o considerados pontos
estratégicos (PE) porque tém grande potencial de “produzir’ mosquitos adultos. Dois indices sdo os
mais utilizados para esta finalidade: indice de Infestacdo Predial (IIP) e indice de Breteau (IB). O
primeiro mede o percentual de imoéveis “positivos”, ou seja, imdveis que contenham algum criadouro
com larvas do vetor; o segundo indice, de Breteau, € o quociente entre 0 numero de criadouros
positivos e 0 nimero de imoveis avaliados. Ambos consideram a positividade, e ndo a densidade, ou a
produtividade, desses criadouros. A pesquisa larvaria € importante para conferir o impacto das
estratégias basicas de controle da doenga, direcionadas a eliminagdo do vetor. Contudo, este
levantamento possui algumas desvantagens, como a dependéncia da habilidade do agente de saude,
uma vez que se baseia na busca ativa por focos. Além disto, ndo é um bom indicador para avaliar a
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abundéncia de adultos (nem toda larva ira sobreviver até a forma adulta) nem eficiente para estimar o
risco de transmisséo de dengue (Tauil 2002, Braga e Valle 2007¢, MS/SVS 2009a).

Outra abordagem, empregada apenas em situagdes especificas ou em estudos mais
aprofundados, utiliza armadilhas que tém como alvo a fase adulta dos mosquitos. Entretanto, para
estas armadilhas ainda n&o existe uma metodologia que associe, de forma diagnéstica e inequivoca,
numero de mosquitos capturados e taxa de infestagdo, o que limita também sua utilizagdo para inferir
dados para avaliagdo do risco de transmissdo. Existem ainda armadilhas de ovos, chamadas
ovitrampas, que também podem refletir, indiretamente, a populagdo de adultos, e armadilhas que
“capturam’ larvas. E importante ressaltar que as armadilhas hoje utilizadas ou sob avaliagdo pelo
PNCD tém como foco a vigilancia do vetor, e ndo devem ser consideradas como um método de
controle.

Atualmente, considerando as fragilidades descritas acima, e tendo em vista a
disponibilidade de armadilhas que capturam adultos, com potencial de fornecer indicadores mais
precisos sobre a populagdo de Ae. aegypti adultos, o0 PNCD solicitou que a Fiocruz avaliasse as
armadilhas existentes no mercado. Neste trabalho estdo sendo analisadas a eficacia e o custo-
beneficio de diversas armadilhas, incluindo diferentes tipos para captura de adultos, além de
ovitrampas, como método de quantificagéo do indice de infestagéo. Este projeto esta sendo realizado
em quatro municipios de quatro regides distintas do pais e mensalmente estas armadilhas s&o
testadas em campo (MS/SVS 2009c). Em fungéo disso, coletas ao longo de um ano de ovos de Ae.
aegypti tornaram vidvel a avaliagdo da dindmica da resisténcia a inseticidas e dos mecanismos
envolvidos, tema abordado nesta dissertacdo, bem como a capacidade vetorial destas populagdes.
Este ultimo topico € tema de outra dissertagdo de Mestrado do Programa de Biologia Parasitaria —
I0C.

1.4.3) Controle vetorial

Visto que até o presente momento ndo se encontram disponiveis vacinas e
medicamentos eficazes contra dengue, a redugdo da densidade de vetores continua sendo a principal
medida de combate a doenga (San Martin et al 2010). O controle vetorial tem como objetivo prevenir a
infeccdo mediante o bloqueio ou redugéo da transmissao e para isto executa agdes que visam diminuir
a densidade de Ae. aegypti. Essas agbes séo direcionadas principalmente aos criadouros, contendo
as formas imaturas, embora incluam também combate aos adultos. As metodologias disponiveis

abrangem medidas de controle mecénico, quimico e bioldgico (Donalisio e Glasser 2002).



A) Controle mecénico

Este tipo de controle consiste na adogao de praticas capazes de impedir a procriagdo do
Aedes ou o contato homem-vetor, tendo como principais atividades a eliminagdo, prote¢do ou
destinacdo adequada de criadouros. Esse tipo de controle também inclui outras medidas eficazes
como utilizagdo de telas em portas e janelas, drenagem de terrenos, retirada de entulhos, coleta
adequada de lixo, entre outros (Braga e Valle 2007b, MS/SVS 2009a). E o controle considerado, nos
dias de hoje, o mais eficaz contra Ae. aegypti, e esta sendo alvo de campanha no Estado do Rio de
Janeiro “10 minutos contra a dengue”, idealizada por pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz

(http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/10minutos.html).

B) Controle biologico

O controle biolégico é uma alternativa ao uso de inseticidas quimicos, com menor
potencial de gerar danos ao meio ambiente. No controle de mosquitos inclui a utilizacao de diversos
predadores, invertebrados aquaticos (como Toxorhynchites e copépodos) ou peixes (Gambusia sp e
outros) que comem larvas ou pupas, além de patégenos ou parasitas (como fungos, nematdides e
bactérias). Contudo, no &mbito do controle de Ae. aegypti, essas metodologias ndo sdo utilizadas em
grande escala (Donalisio e Glasser 2002, Braga e Valle 2007b).

Com a rapida disseminagdo da resisténcia em mosquitos aos inseticidas quimicos tem
sido necessario buscar outras opgdes de compostos que afetem esses vetores. Neste contexto, as
bactérias Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs) tém se mostrado potentes
biolarvicidas contra dipteros, particularmente o Bti para Ae. aegypti (Mittal 2003). Este biolarvicida é
recomendado pela OMS para uso em agua potavel (Chavasse e Yap 1997) e comegou a ser utilizado
em campo no Brasil a partir de 2001 (Funasa 2001). O Bti € uma bactéria Gram-positiva, cujos
esporos apresentam cristais que produzem pré-toxinas. As larvas de mosquitos ingerem os cristais
que, ao chegarem ao intestino alcalino dos insetos, sdo dissolvidos. As proteases digestivas dos
mosquitos entdo clivam as pro-toxinas do Bti, ativando-as. Ocorre diminuigdo do peristaltismo e,
consequentemente, interrupgéo da alimentacdo e a morte da larva.

Essas pro-toxinas sdo proteinas que variam de 27 a 138 kDa e podem ser chamadas de
delta-endotoxinas e proteinas Cry. Pelo fato do Bti apresentar quatro toxinas (Cry4Aa, Cry4Ba,
Cry11Aa e Cyt1Aa), com atividade inseticida, que atuam em conjunto, até o momento ndo ocorreram
registros de resisténcia a este composto (Becker e Ludwig 1993, Loke et al 2010). No caso do Bs, que
€ mais utilizado para mosquitos do género Culex, a resisténcia ja foi diagnosticada em varias
populacdes de campo e estudos em laboratério confirmaram o rapido desenvolvimento de resisténcia a
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este composto, provavelmente porque esta bactéria apresenta apenas duas toxinas com atividade
inseticida que agem em conjunto (toxina binaria) (Rao et al 1995, Mittal 2003).

Entre as diversas vantagens de Bti estdo sua elevada especificidade e, em consequéncia,
o fato de n&o causar danos ao ambiente. Porém, as formulagdes atualmente disponiveis apresentam
uma persisténcia em campo muito baixa, acarretando problemas operacionais em sua utilizagéo para o
controle de Ae. aegypti (Mittal 2003, Braga e Valle 2007b).

Outro organismo muito promissor atualmente em testes de campo para uso no controle
biolégico de mosquitos € a Wolbachia. Esta é uma bactéria intracelular, simbionte, que ja foi vista
infectando naturalmente muitos invertebrados, incluindo diversos insetos, aranhas, acaros e também
nematoéides. Sua transmissao ocorre verticalmente da fémea infectada para a prole e, dependendo da
espécie de invertebrado infectada, esta bactéria pode causar diversas alteragdes reprodutivas, de
modo a garantir a vantagem da transmissédo maternal, como incompatibilidade citoplasmatica,
feminizagéo, partenogénese ou mortalidade de machos (Herting e Wolbach 1924, Werren et al 2008).
Como o Ae. aegypti nao foi encontrado infectado por esta bactéria na natureza, infecgdes artificiais em
laboratério tém sido realizadas com algumas cepas da espécie Wolbachia pipientis para estudos da
sua utilizagdo no controle deste vetor. A cepa wMelPop, isolada de uma linhagem de laboratério de
Drosophila melanogaster, € conhecida por reduzir a longevidade destes individuos devido a um
excesso de replicagdo que gera rompimento das células do hospedeiro (Min e Benzer 1997,
McMeniman et al 2008). Esta cepa, quando transinfectada para Ae. aegypti, também é vista causando
reducdo na longevidade, além de incompatibilidade citoplasmatica (McMeniman et al 2009, Yeap et al
2011), reducao no sucesso de realizagéo do repasto sanguineo (Moreira et al 2009b, Turley et al 2009)
e alteragdo de diversos parametros no fitness destes vetores que podem afetar, direta ou
indiretamente, sua capacidade de transmitir doengas (Putnam e Scott 1995, Harrington et al 2001).
Outra vantagem observada em Ae. aegypti infectados por wMelPop foi a reducdo ou mesmo
supressao de infecgdes por outros parasitas, como o virus dengue, virus Chikungunya, o protozoario
Plasmodium gallinaceum e o nematéide Brugia pahangi (Kambris et al 2009; Moreira et al 2009a; Bian
et al 2010). Popovici e colaboradores (2010) reforcaram a seguranga deste método de controle para
humanos, animais € ambiente, contribuindo para validar a utilizagdo desta bactéria no controle

biolégico de Ae. aegypti em campo.

C) Controle quimico
O controle quimico é efetuado com a utilizagdo de substéncias quimicas (inseticidas) e
ainda desempenha um importante papel no controle tanto de larvas quanto de adultos de Ae. aegypti
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(Rose 2001, MS/SVS 2009a). O desenvolvimento de inseticidas que permanecem ativos por periodos
longos em campo foi um dos mais importantes avangos no controle de insetos acontecidos no século
XX. O primeiro inseticida de efeito prolongado, ou propriedade residual, foi o dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), um organoclorado desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial (Braga e Valle
2007b). Desde entdo, outros compostos tém sido rotineiramente empregados em campo, assunto a

ser discutido no item abaixo.

1. 5) Mecanismo de acao dos inseticidas utilizados para controle do Ae. aeqypti

Seréo abordadas as principais classes de inseticidas utilizados na histéria do controle de
larvas e adultos de Ae. aegypti. Para isto, os inseticidas serdo divididos em dois grandes grupos: 0s
‘classicos”, ou neurotoxicos, que atuam diretamente no Sistema Nervoso Central (SNC), e os
Reguladores do Desenvolvimento de Insetos (IGR, sigla em inglés para “Insect Growth Regulator’),
que atuam sobre o desenvolvimento ou a reproducédo dos insetos. Uma tabela exposta ao final deste

item resume a agado dos inseticidas citados abaixo.

1.5.1) Inseticidas neurotdxicos

A) Organoclorados (OC)

Esta classe surgiu na Segunda Guerra Mundial e revolucionou o controle de pragas
agricolas e insetos vetores dando inicio a “Era Quimica”. Em 1939, o quimico sui¢co Paul Muller
descobriu a propriedade inseticida do DDT, que lhe rendeu o prémio Nobel de Medicina em 1948, pela
ampla utilizagdo deste composto no controle de malaria, febre amarela e outras doengas (Ware e
Whitacre 2004). A partir de entdo, outros compostos OCs passaram a ser desenvolvidos, gerando
quatro subgrupos nesta classe: difenil-alifaticos, cujo principal representante é o dicloro-difenil-dicloro-
etano (DDT); hexaclorocicloexanos (BHC), tendo como principal composto o lindano; ciclodienos,
como clordano, aldrin e dieldrin; e policloroterpenos, subgrupo que tem apenas dois representantes, o
toxaphene e o estrobane (Ware e Whitacre 2004, Bloomquist 2009). Os dois primeiros subgrupos
(DDT e BHC) apresentam o mesmo mecanismo de agdo, atuam no canal de sddio dependente de
voltagem (AaNav) mudando sua conformag&o, provavelmente mantendo-os abertos (agéo similar aos
Pls, ver item D abaixo). Desta forma, o interior celular fica com muitos ions sodio e as membranas dos
axonios, despolarizadas, o que estimula a transmissdo de impulsos elétricos repetitivos. A agéo
destes compostos nos insetos € répida, levando @ morte por superexcitagdo. Os subgrupos dos
ciclodienos e dos policloroterpenos agem no receptor de &cido gama-aminobutirico (GABA). Este
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receptor, quando ligado ao GABA, aumenta a permeabilidade aos ions cloreto nos neurdnios levando-
os ao estado de hiperpolarizacdo, o que impede temporariamente a transmissao de impulsos
nervosos. Na presenga destes OC, antagonistas de GABA, né&o ocorre a entrada de ions cloreto na
celula nervosa, o que também resulta em descargas elétricas repetitivas e na morte do inseto (Ware
2000).

De todos os inseticidas desde grupo, o DDT tem destaque por ter sido extensivamente
utilizado em todo o mundo desde a década de 1940. Este foi o primeiro inseticida de grande efeito
residual: quando aplicado em paredes e tetos de casas sua propriedade inseticida permanecia por
varios meses. Teve importante destaque na erradicagao do Ae. aegypti em 1955 no pais. A partir da
década de 1970 os OCs vém sendo proibidos em diversos paises, inclusive no Brasil, onde a Ultima
compra foi efetuada em 1991, para controle da malaria na Amazonia. E importante mencionar que no
pais, até 1994, ocorreu aplicacdo residual de DDT e BHC para controle de malaria e leishmaniose, e, a
partir deste ano, seu uso foi proibido (D’Amato et al 2002). Essas proibigdes e restricdes referiram-se
inicialmente ao uso agricola do DDT, e foram justificadas pelos seus danos causados ao meio
ambiente, mas tém também relagdo com pressdes internacionais e nacionais continuas, e a taticas de
comercializagdo agressiva de produtores de outros inseticidas mais caros. Hoje em dia, o DDT ainda é
indicado pela OMS para a utilizagdo no combate a vetores, para controle de surtos de maléria e
leishmanioses (Braga e Valle 2007¢c, OMS 2007).

B) Organofosforados (OP)

As substancias quimicas desta classe apresentam carbono e fésforo em sua composigéo.
As propriedades toxicas e inseticidas destes compostos foram descobertas em 1930 por Schrader e
colaboradores, abrindo caminho para estudos mais aprofundados sobre os OPs (Stoddart 1979).
Desde entdo, sdo amplamente utilizados no controle de insetos vetores e pragas agricolas. Inseticidas
desse grupo apresentam vantagens sobre os OCs, por serem biodegradaveis e ndo se acumularem
nos tecidos. No entanto, sua relativa instabilidade quimica torna obrigatoria a realizagéo de aplicagdes
periddicas; também sdo mais toxicos para os vertebrados que os OCs (Palchick 1996, Ware 2000).

Os OPs, assim como outros inseticidas neurotoxicos classicos, atuam no Sistema
Nervoso Central (SNC) dos insetos; inibem a Acetilcolinesterase (AChE), enzima que degrada o
neurotransmissor acetilcolina (mesmo mecanismo que os CA, item C abaixo). Essa importante enzima
do SNC é fosforilada pelo inseticida ficando irreversivelmente inativada. Com isso, acetilcolina se

acumula nas jungbes nervosas (ou sinapses), impedindo a interrupgdo da propagacgao do impulso

11



elétrico. Ou seja, o SNC estara sendo continuamente estimulado, levando o inseto a paralisia e
culminando com sua morte (Braga e Valle 2007b).

E importante mencionar que existem diversas subclasses de OPs, que resultam de
combinagdes do atomo de fosforo com diferentes elementos quimicos. Compostos OPs existem em
sua maioria na forma de fosfatos (que possuem um atomo de oxigénio ligado ao fosforo), mas também
podem ser encontrados na forma de fosforotionatos ou fosforoditionatos (quando ligados com atomos
de enxofre), fosforoamidotionatos (ligagdo com nitrogénio) e fosfonatos (ligagdo com carbono). Os
compostos das subclasses dos fosforotionatos (temephos, fenitrothion, etc) e fosforoditionatos
(malathion) sdo administrados sob a forma de pro-inseticidas e necessitam passar por uma etapa de
biotransformagéo, mediada pelas enzimas Oxidases de Fungdo Multipla (MFO) para serem ativados
(Fukuto 1990, Bloomquist 2009).

Com excegao do estado de Sao Paulo, esta classe de inseticidas foi a Unica usada no
Brasil para o controle de Ae. aegypti desde o ano de 1967 até 1999. Depois dos surtos de dengue
ocorridos em 1986 (Schatzmayr et al 1986) seu uso foi intensificado no combate as larvas e aos
adultos. O larvicida temephos, na época o unico produto recomendado pela OMS para uso em agua
potavel, foi o principal composto utilizado (Chavasse e Yap 1997), e é até hoje o larvicida de eleicdo no
pais. Apenas para as regides que apresentam populagdes de Ae. aegypti resistentes a esse composto
é indicada a substituicdo por outro inseticida com mecanismo de agéo diferente. Outros exemplos de
inseticidas deste grupo utilizados no controle de adultos até 1999 foram o malathion e fenitrothion.
Como consequéncia do excessivo uso de organofosforados em campo, a partir de 1999, foram
detectadas diversas populagdes brasileiras de Ae. aegypti resistentes a esta classe de inseticidas
(Lima et al 2003, Macoris et al 2003, 2007, Braga et al 2004, Carvalho et al 2004, Montella et al 2007,
Lima etal 2011).

C) Carbamatos (CA)

Esta classe de inseticidas tem 0 mecanismo de agao semelhante aos OPs; atua na AChE
embora neste caso a inibicdo seja reversivel. De uma maneira geral, sua agdo também acarreta em
acumulo de acetilcolina nas sinapses, 0 que ocasiona transmissdes repetitivas dos impulsos nervosos,
culminando com a morte do inseto. Estes compostos sdo ésteres de acido carbamico inicialmente
desenvolvidos na Suica em 1947 (OMS 1997) e tém como seus principais representantes o carbaril e 0
propoxur. Sua utilizacdo em Saude Publica tem sido considerada porque apresentam vantagens em
relagdo aos OCs, como persisténcia no ambiente relativamente baixa, assim como baixa toxicidade
para mamiferos e amplo espectro de agéo contra insetos (Ware e Whitacre 2004). O propoxur, por
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exemplo, foi utilizado para controle de malaria em areas onde hé resisténcia aos OCs e OPs (OMS
1997).

D) Piretroides (PI)

Os Pls séo os derivados sintéticos das piretrinas, ésteres tdxicos isolados das flores de
Chrysanthemum cinerariaefolium e de espécies relacionadas. As piretrinas foram utilizadas como
inseticidas durante muitos anos, devido a sua ag&o sobre uma grande variedade de insetos e a baixa
toxicidade para mamiferos, quando em circunstancias de uso adequado. Entretanto, as piretrinas
naturais apresentam grande instabilidade a luz solar e ao ar, o que diminui sua eficacia no controle de
insetos (Soderlund et al 2002, Braga e Valle 2007b, Santos et al 2007).

O uso dos piretroides sintéticos na agricultura iniciou-se na década de 1970, depois que
mudangas estruturais foram introduzidas nas piretrinas, resultando em substancias com maior
estabilidade e maior potencial inseticida. Atualmente sdo amplamente utilizados no controle de insetos
vetores e s@o o0s inseticidas comerciais mais utilizados em domicilio. Possuem como vantagens a
baixa toxicidade para mamiferos, e o fato de ndo se acumularem no organismo, além de serem
biodegradaveis. No entanto, em alguns casos, podem causar hipersensibilizagdo e irritagdo das
mucosas de aves e mamiferos e, ocasionalmente, intoxicagdes agudas. Ja para o0s animais aquaticos,
os Pls séo muito toxicos. Outra desvantagem é o custo elevado (Ware 2000, Braga e Valle 2007b,
Santos et al 2007).

Os Pls, que também s&o inseticidas neurotoxicos, atuam no canal de sédio (AaNay) das
membranas dos axonios mudando sua conformagao e mantendo-os abertos (agao similar aos OCs do
grupo do DDT e BHC). Desta forma, também geram descargas elétricas repetitivas. Sua agdo nos
insetos é bem rapida, causando paralisia imediata e morte. Tal efeito, caracteristico desta classe, é
chamado de ‘knock down”. Alguns exemplos de compostos desta classe sdo deltametrina,
cipermetrina, permetrina e lambda-cialotrina.

Como mencionado acima, com excecdo de S&o Paulo, que comegou a usar piretroides
em 1989, o uso desta classe de inseticidas contra as formas adultas de Ae. aegypti foi iniciado no
Brasil em 2001 (Funasa 1999c). Todavia, apés um ano ja foram detectadas alteragdes no status de
susceptibilidade dos adultos de varias localidades a esta classe de inseticidas (da-Cunha et al 2005,
Martins et al 2009a).
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1.5.2) Reqguladores do crescimento de insetos (IGRs)

Os reguladores do crescimento de insetos, mais conhecidos pela sigla em inglés IGR
(Insect Growth Regulator), formam um grupo de inseticidas de nova geragdo que causam modificagcoes
fisiologicas e morfologicas, interferindo com o desenvolvimento e a reprodugéo dos insetos (Graf 1993,
Fournet et al 1997). Estes sao considerados como alternativas aos inseticidas neurotdxicos classicos
porque atuam sobre alvos diferentes. O potencial de uso efetivo dos IGR no controle comegou a ser
considerado na década de 1970, em virtude da sua agdo mais especifica e de sua menor toxicidade
para peixes, passaros, mamiferos e para a maioria dos organismos nao-alvo do que os outros
inseticidas (Mian e Mulla 1982, OMS 2006). Em geral, os IGR apresentam altos niveis de atividade e
eficacia no controle de varias espécies de insetos, em diferentes habitat. Eles s&o utilizados na
agricultura desde a década de 1990, contra pragas das ordens Coleoptera (McCasland et al 1998),
Lepidoptera (Villanueva-Jimenez et al 2000) e Ortoptera (Delgado et al 1999). Existem também varios
estudos mostrando os efeitos dos IGRs sobre insetos de interesse médico ou veterinario (Chamberlain
1975, Chau-Mei et al 1990). Mais recentemente, os IGRs tém sido utilizados no controle de vetores de
doencas de importancia em Saude Publica (OMS 2006) e sua utilizagdo em larga escala é defendida
em fungéo de sua baixa toxicidade para o0s seres humanos.

Com base no mecanismo de agao, os IGRs s&o divididos em trés categorias principais no
controle de culicideos: (A) agonistas de ecdisona, (B) horménios juvenis e seus analogos (conhecidos
como juvendides ou mimicos) e (C) inibidores de sintese de quitina. As duas primeiras categorias

interferem no sistema enddcrino e a ultima, na produgéo de quitina pelos insetos.

A) Agonistas de ecdisona

Os ecdisteroides, grupo do qual o horménio ecdisona faz parte, sdo compostos que
apresentam atividade indutora da muda de insetos. Estas moléculas s&o produzidas em resposta ao
horménio protoracicotrépico (PTTH). Geralmente, a ecdisona é carreada da glandula protoracica até
os tecidos periféricos, onde é convertida em 20-hidroxiecdisona. Este composto ativa as células
hipodérmicas, induzindo a formagao de uma nova cuticula e resultando na liberagdo da cuticula velha
(apolise) (Wigglesworth 1972). Os agonistas de ecdisona exercem sua toxicidade por se ligarem aos
receptores de ecdisona (do mesmo modo que a ecdisona enddgena), ativando o processo de muda.
Desta forma, exposicédo a agonistas de ecdisona gera uma série de problemas fisioldgicos nos insetos,
principalmente sintese prematura da cuticula (especialmente ao redor da regido cefalica), podendo
resultar em oclusdo de pegas bucais e, consequentemente, dificuldade de alimentacdo. Em
mosquitos, os efeitos bioldgicos de exposi¢ao a estes compostos foram semelhantes a outras espécies
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de insetos (Beckage et al 2004, Boudjelida et al 2005). O tebufenozide, o holofenozide e o

methoxyfenozide s&o exemplos de compostos desta classe (Ware e Whitacre 2004).

B) Analogos de Horménio Juvenil (AJH)

Em 1933, Wigglesworth descobriu o papel do Horménio Juvenil (JH), denominando-o
“fator inibidor” da metamorfose. Cerca de trinta anos depois, em 1967, a estrutura do JH | da mariposa
Cecropia foi determinada. Desde entdo, outras estruturas de JHs tém sido elucidadas (Wigglesworth
1985). Os JHs sao sintetizados pelo corpus allatum, um pequeno érgéo situado na base do cérebro, e
tém como principal fungdo a inibicdo da metamorfose até que larva esteja em momento fisiologico
adequado (Williams 1956, 1958). Outras fungbes também s&o atribuidas a esses horménios, como
participacdo em processos como embriogénese, muda, metamorfose, reprodugdo e diapausa
(Chapman 1998). Os analogos de Horménio Juvenil (AJH), ou juvendides, interferem no sistema
enddcrino dos insetos, e, assim como outros IGRs, ndo provocam morte rapida nas larvas. Embora os
insetos consigam sobreviver a esta fase, a mortalidade ocorre no estagio de pupa ou durante a
emergéncia do adulto (Braga et al 2005). A utilizagédo do AJH methoprene ja foi uma das alternativas
propostas pelo Ministério da Saude para o controle de larvas no Brasil (Funasa 2001). Contudo, como
seu efeito principal € a inibicdo de adultos (e ndo a mortalidade de larvas) (Braga et al 2005) sua
utilizagdo em campo caiu em descrédito pelos agentes de saude e também pela populagéo, que ndo

observaram efeitos imediatos do inseticida, assim, foi necessaria sua retirada de campo no pais.

C) Inibidores de Sintese de Quitina (CSI)

Os IGRs atualmente mais empregados no controle de Ae. aegypti pertencem ao grupo
das benzoil-fenil-uréias (BPU), que s&o inibidores de sintese de quitina (CSI, do inglés chitin synthesis
inhibitor). A quitina € um polimero de N- acetilglicosamina, encontrada principalmente no exoesqueleto
de insetos, paredes celulares de fungos e de nematddeos (Chapman 1998). Em insetos, a quitina esta
presente, entre outras estruturas, no exoesqueleto, nos ovos e na matriz peritréfica, esta ultima uma
barreira acelular que separa o alimento ingerido do epitélio intestinal. Visto que a quitina € um
elemento fundamental no desenvolvimento, crescimento e fisiologia dos insetos, a interferéncia com
sua producdo pode ser considerada como uma importante alternativa para o desenvolvimento de
inseticidas com novos mecanismos de agao (Belinato 2007). Entre os CSls mais utilizados encontram-
se o triflumuron, novaluron e diflubenzuron.

Do ponto de vista do controle de mosquitos de importancia médica, o principal efeito dos
CSls, assim como de outros grupos de IGRs, é a inibigdo da emergéncia de adultos. Além disso,
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diversos efeitos secundérios ja foram relatados na literatura, em varias espécies de insetos, como
anormalidades morfogenéticas (intermediarios larva-pupa ou pupa-adulto, tarsos curvados em adultos)
e baixa longevidade, entre outros (Vasuki 1992, Vasuki e Rajavel 1992, Wilson e Cryan 1997).
Belinato et al 2009 relatam que Ae. aegypti adultos, resultantes de larvas expostas a doses subletais
de triflumuron, apresentam comprometimento da emergéncia de fémeas e reducao da longevidade, da
atividade locomotora e da capacidade de copula de adultos. As fémeas adultas ingerem menor
quantidade de sangue, com consequente reducdo do tamanho das posturas; a viabilidade dos ovos
também €& comprometida. Esses resultados reforgam o uso dos BPUs como uma alternativa
promissora no ambito do controle de Ae. aegypti.

A eficacia de BPUs sobre populagdes de Ae. aegypti resistentes ao temephos também foi
confirmada (Martins et al 2008, Belinato et al 2009, Fontoura et al 2012). Em 2009, diflubenzuron foi
incorporado a rotina de controle de larvas no Brasil como alternativa para as populacdes de Ae aegypti
resistentes ao OP temephos (MS/SVS 2009b). Isto foi possivel devido a sua recente aprovagao para
uso em agua potavel pela OMS (OMS 2009).

Tabela 1.1. Resumo dos principais inseticidas utilizados no controle de Aedes aegypti e seus respectivos alvos

ou efeitos.

| Gupo | imseficida | Awvoouefto

Organoclorados: difenil-alifaticos (ex:
DDT) e hexaclorocicloexanos (BHC) Canal de sodio

Organoclorados: ciclodienos e Receptor de GABA

- policloroterpenas
Neurotoxicos

Organofosforados Acetilcolinesterase
Carbamatos Acetilcolinesterase
Piretroides Canal de sodio

Agonista de ecdisona, horménio da Receptores de ecdisona/ indugéo

muda de mudas
1H8 Analogo de horménio juvenil Inibe muda para estagio adulto
Inibidor da sintese de quitina, Produgao da quitina

componente do exoesqueleto

1.6. Mecanismos de resisténcia a inseticidas

Embora a resisténcia a inseticidas seja um dos fatores que contribui para a reemergéncia
de doengas transmitidas por vetores (Brogdon e McAllister 1998), os inseticidas quimicos continuam

desempenhando um papel chave nos programas de controle (Rose 2001, OMS 2006). A resisténcia a
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inseticidas advém da variabilidade genética que ocorre naturalmente em populagdes de insetos. Com
a intensa pressao de selecao exercida pelos inseticidas, fendtipos especificos séo selecionados e, por
conseguinte, aumentam a frequéncia dos individuos que os portam. Desta forma, a resisténcia pode
se disseminar nas populagbes de insetos, que adquirem habilidade de sobreviver a doses de
compostos toxicos que seriam letais para a maioria dos individuos normais suscetiveis da mesma
espécie (Beaty e Marquardt 1996). Em virtude disso, as opgdes de compostos quimicos disponiveis
para controle de doencas ficam limitadas, gerando um desafio para a Saude Publica (OMS 1998).

Podemos também entender a resisténcia como um processo de “evolucdo” acelerada de
uma populacdo, em resposta a uma intensa pressao seletiva (Braga e Valle 2007b). Estas mudangas,
porém, em geral s6 s&o vantajosas na presenga do inseticida. Na literatura, os mecanismos
conhecidos de resisténcia sdo divididos em quatro categorias, podendo um mesmo individuo
apresentar concomitantemente mais de um mecanismo: A) reducdo do nivel de penetragdo do
inseticida devido a mudancgas na cuticula (Ferrari 1996); B) alteracdes de comportamento, ocasiées em
que insetos com habilidade de evitar o contato com o inseticida s&o selecionados (Hemingway et al
2004); C) resisténcia metabdlica e D) alteragdo do sitio-alvo dos inseticidas. Os dois Ultimos
mecanismos sdo 0s mais estudados em tanto em nivel molecular quanto genético (Hemingway e
Ranson 2000) e serdo aprofundados nos tépicos abaixo. E importante destacar que estes
mecanismos nado sdo especificos e geralmente podem resultar em resisténcia cruzada (um mesmo
mecanismo conferindo resisténcia a mais de um composto quimico) ou em resisténcia multipla (varios
mecanismos atuando, conferindo resisténcia a mais de um composto quimico). Nesse contexto, a
compreensdo sobre 0s mecanismos de resisténcia é de suma importancia para auxiliar a identificagéo
de compostos com modo de acdo distinto e subsidiar 0 manejo racional nos programas de controle de
vetores (Ferrari 1996).

Modificagbes nas enzimas ou sitios alvo que participam da resisténcia podem resultar de
algumas alteragbes genéticas (Hemingway et al 2004, Li et al 2007, Viana-Medeiros 2011), que
compreendem:

A) Amplificacdo génica: um gene tipicamente de cdpia Unica em um inseto suscetivel pode se
apresentar em multiplas copias no inseto resistente. Isso aumenta a quantidade de moléculas de
enzima produzidas e, consequentemente, a eficiéncia no metabolismo do agente toxico. Este
mecanismo ja foi detectado em dipteros e hemipteros (é o principal mecanismo responsavel por
aumento de ESTs).

B) Expressédo génica alterada: alteragdes na regiao promotora do gene podem gerar superexpressao
no inseto resistente, por exemplo, de enzimas relacionadas com a resisténcia metabdlica. Este
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mecanismo ja foi relatado nas ordens Hemiptera, Himenoptera, Lepidoptera e Diptera (é descrito como
o principal mecanismo que contribui para maior atividade de GST e MFO).

C) Mudanca estrutural: altera especificamente a regido codificante do gene, acarretando em mudanga
estrutural de seu produto. Em fung&o disto, o inseticida pode ndo mais se ligar no seu sitio alvo ou ter

sua metabolizagao alterada (promove insensibilidade do sitio alvo, ver item 1.6.2).

1.6.1) Resisténcia metabdlica

A resisténcia metabolica ocorre em fungdo do aumento na atividade das enzimas
responsaveis pelo metabolismo de xenobidticos, gerando maior eficiéncia na detoxificagdo do
inseticida pelo organismo do inseto. Isso assegura a eliminagédo ou inativacdo dos compostos toxicos
circulantes, tornando-os menos nocivos e impedindo que alcancem seu sitio final de agdo (Brogdon e
McAllister 1998, Hemingway e Ranson 2000). As reagdes de detoxificagdo geralmente sdo parte de
um sistema multi-enzimatico, que pode ser dividido em enzimas de Fases 1 e 2. Enzimas das
superfamilias das Oxidades de Funcdo Multipla (MFO) e das Esterases (ESTs), de Fase 1,
reconhecem e atuam diretamente sobre o composto exdgeno, oxidando ou hidrolisando o substrato,
respectivamente. Os produtos destas reagdes podem ser excretados diretamente ou seguirem para a
Fase 2, quando ocorrem reagdes de conjugacédo. As glutationa-S-transferases (GST) sao enzimas que
participam da Fase 2. O metabolismo de xenobidticos prossegue até que os produtos gerados estejam

soluveis e possam ser exportados (Fase 3) e excretados (Braga e Valle 2007b) (Figura 1.3).
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Metabolismo dos xenobioticos

xenobioticos

Esterases

Modificagdo
Oxidases de quimica
Fungdo Mdltipla
62 |, Fasell Conjugacao
Fase 111 Exportacao

!

Figura 1.3. Processo de biotransformagao. Este pode ocorrer em até trés fases. Na Fase 1, participam as

Excrecao

Esterases e MFO e ocorre a modificagdo quimica da molécula xenobidtica; a GST participa da Fase 2, quando a
molécula exdgena sofre conjugacado; a Fase 3 corresponde ao carreamento da molécula estranha para fora da
célula (Montella 2008).

As MFOs, também conhecidas como citocromo P450 ou Monooxigenases, entre outros
nomes, formam uma superfamilia de enzimas complexas e relacionadas com o metabolismo oxidativo,
encontradas desde bactérias até mamiferos. Em Drosophila melanogaster, mais de 80 tipos de MFOs
sdo conhecidas e provavelmente este nimero se assemelhe em outras espécies. MFOs ja foram
relacionadas a tolerancia a praticamente todas as classes de inseticidas, incluindo os IGRs (Bergé et al
1998, Hemingway e Ranson 2000, Daborn et al 2007, Li et al 2007). Contudo, a maioria dos relatos
associa alteragdes nestas enzimas com a resisténcia a Pl, DDT e OP (Hemingway et al 2004, Li et al
2007, Miyo e Oguma 2010). As MFOs também estdo envolvidas em diversos processos do
metabolismo de compostos endégenos (como horménios), participam do processamento de sinais

relacionados com a recepcao e biossintese de odores, além de estarem envolvidas com a bioativagao
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de alguns inseticidas OPs (como temephos, malathion e fenitrothion), administrados sob a forma de
pré-inseticidas (Bergé et al 1998, Braga e Valle 2007b, Li et al 2007). No Brasil, é recente a detecgao
de populagdes de Ae. aegypti com MFO alterada (Viana-Medeiros 2011); até entdo, este mecanismo
nao parecia ser relevante na detoxificagao de inseticidas utilizados em campo.

Compostos, enddgenos e exdgenos, que apresentam ligagdes éster em sua estrutura sdo
susceptiveis a reagdes de hidrélise catalisadas por outro grupo de enzimas, da superfamilia das ESTs.
Estas desempenham papéis cruciais no desenvolvimento (como as Esterases de Horménio Juvenil) e
mesmo na fisiologia dos insetos, atuando na reproducao e digestéo, por exemplo. Sua relagdo com a
resisténcia de insetos a OP é muito bem documentada na literatura e esta relacionada com produgao
de mais moléculas de enzimas (Macoris et al 2003, Montella et al 2007, Marcombe et al 2009). Ha
indicios de que estas enzimas também estejam relacionadas com a resisténcia a CA e, com um pouco
menos de relevancia, a resisténcia a Pls (Hemingway e Karunaratne 1998, Li et al 2007, Montella et al
2007). A reacdo de hidrolise catalisada pelas EST para substratos como Pl e CA se processa
rapidamente. Entretanto, em relagcdo a maioria dos inseticidas OP, as EST possuem afinidade alta
mas capacidade muito baixa de hidrolise. Considera-se mesmo que EST de insetos “sequestram”
inseticidas OP (Hemingway e Karunaratne 1998, Hemingway e Ranson 2000).

As GSTs também sdo enzimas multifuncionais, envolvidas com a detoxificagéo celular de
diversos compostos enddgenos e exdgenos. Essas enzimas catalisam a conjugacao do grupamento —
SH da glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo enddgeno, ao centro eletrofilico de compostos
lipofilicos, formando produtos mais solUveis, em geral reduzindo-lhes a toxicidade e facilitando sua
excrecao (Clark et al 1984, 1985, Toung et al 1990, Hemingway e Ranson 2000). Em insetos, até o
presente momento foram descritas GST de duas subfamilias, as microssomais € as citossélicas, sendo
estas Ultimas as mais relevantes no contexto da resisténcia, uma vez que apresentam maior numero
de enzimas capazes de detoxificar inseticidas (Frova 2006, Kasai et al 2009, da-Fonseca et al 2010).
Muitos trabalhos relacionam a resisténcia a Pls a uma maior atividade de GSTs, de forma generalizada
ou em fungdo da sua maior atividade peroxidasica, esta Ultima capaz de neutralizar o estresse
oxidativo gerado pelo inseticida (Vontas at al 2001, Li et al 2007, Montella et al 2007, Polson et al
2011). GSTs também estéo relacionadas com a resisténcia a outras classes de inseticidas, como OP
e OC do tipo DDT (Li et al 2007).
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1.6.2) Alterac8o do sitio alvo

A) Acetilcolinesterase (AChE)

A Acetilcolinesterase (AChE) é a molécula-alvo dos OPs e CAs (ver mecanismo de agéo
destes inseticidas no item 1.5.1). As reagdes da AChE com inseticidas CAs sé&o rapidas e seguidas
por regeneragdo da enzima. Por outro lado, as ligagdes com os OPs sdo consideradas irreversiveis
(Fukuto 1990, Hemingway e Karunaratne 1998). Nesse contexto, a resisténcia pode estar relacionada
com a afinidade reduzida da AChE pelo inseticida ou com um maior nimero de moléculas da enzima.

Em 1964, Smissaert descreveu pela primeira vez uma AChE com a sensibilidade alterada
para pesticidas em uma espécie de acaro. Desde entdo, foram detectadas varias espécies de insetos
com AChE alterada (Menozzi et al 2004). A maioria dos insetos apresenta dois genes que codificam a
AChE, denominados ace-1 e ace-2. Ha indicagdo de que ace-1, relacionado com a resisténcia a
inseticidas na maior parte dos insetos, seja 0 gene ancestral (Li et al 2010). Em mosquitos, a mutagao
‘classica” que confere resisténcia a inseticidas se encontra no gene ace-1, na posigao 119 (posicao
correspondente em Torpedo californiana, espécie usada como sequéncia referéncia), e consiste de
substituicdo de glicina por serina (G119S). Esta mutagao foi detectada em pelo menos duas espécies
do género Anopheles e duas do género Culex (Weil et al 2004, Labbé et al 2007). Outras
substituicdes no gene ace-1, também associadas com resisténcia, foram descritas no género Culex,
F331W e F290V. Em todos esses casos ha indicios de que os residuos substituidos estejam
localizados em regides proximas ao sitio catalitico da enzima (Hemingway et al 2004, Cassanelli et al
2006, Alout et al 2008). Nenhuma das trés mutagdes descritas em mosquitos foi diagnosticada em Ae.
aegypti, fato justificado por Weill e colaboradores (2004) com o uso diferenciado de codons por esta
espécie: a glicina 119 da ace-1 de Ae. aegypti é codificada pelo cddon GGA, enquanto apenas 0
codon GGC foi encontrado nas espécies de Culex e Anopheles analisadas. Como o cddon de serina
mais préximo & AGC, seriam necessarias duas mutagdes, a partir do codon GGA, para substituir
glicina por serina nesta espécie. O mesmo tipo de limitagdo ocorre na mutagdo F331W, mas néo na
F290V, que requer apenas um evento de mutacao (Mori et al 2007).

Recentemente foi relatada reducdo na sensibilidade a inseticidas em virtude de um maior
numero de moléculas de AChE nas membranas celulares de Bactrocera oleae, inseto que apresenta
apenas 0 gene ace-2. Vale salientar que este fato decorreu de delecdo de trés glutaminas na regido
C-terminal da cadeia peptidica da AChE, dominio distante do seu sitio catalitico. Verificou-se ainda
que esta delegdo resultou em aumento na eficiéncia das modificagbes poés-traducionais que
possibilitam ancoramento da AChE, via GPI, nas membranas celulares (Kakani et al 2011). Viana-
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Medeiros (2011) analisou populagdes de campo brasileiras de Ae. aegypti e ndo constatou qualquer
alteracdo na sensibilidade da AChE, quando na presenga do inibidor CA propoxur. Entretanto, foi
encontrada maior atividade total da AChE, sugerindo que esta espécie também possa apresentar

maior nimero de enzimas, e nao alteragdo em suas propriedades cataliticas.

B) Canal de Sodio Regulado por Voltagem (Nav)

Os canais de sodio sdo proteinas transmembranares responsaveis por gerar o potencial
de agdo, permitindo o influxo de ions sédio para o interior das células excitaveis (neurénios, miécitos e
células enddcrinas) possibilitando assim a transmissdo do impulso nervoso. Estas sdo moléculas
constituidas por quatro dominios homélogos (I - IV), cada qual com seis segmentos hidrofébicos (S1 -
S6) e com um loop adicional entre os segmentos S5 e S6, o P-loop (Figura 1.4). Os canais de sodio
pertencem a superfamilia de proteinas que também inclui os canais de calcio e potassio voltagem-
dependentes (Martins e Valle 2011). O canal de sodio € alvo de uma variedade de neurotoxinas,
incluindo as que ocorrem naturalmente em animais e plantas, drogas terapéuticas e inseticidas
piretréides, além de OC do tipo DDT (ver mecanismo de agdo destes inseticidas no item 1.5.1) (Wing
et al 2005).

Domains
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Figura 1.4. Canal de sddio dependente de voltagem (Nav). Esquema representativo do Nav inserido na
membrana celular, mostrando seus quatro dominios homélogos (I-IV), cada um com seis segmentos

hidrofébicos (S1-S6). Figura retirada de Martins e Valle 2011. The Pyrethroid Knockdown Resistance.

Os inseticidas, ao interagirem com este canal, mudam sua conformagao, mantendo-o
aberto e fazendo com que o influxo de sédio se mantenha. Em consequéncia, ha propagacéo
continuada do impulso, o que provoca paralisia rapida e culmina com a morte do inseto (efeito
knockdown). Ha indicios de que os inseticidas ndo se ligam quando o canal de sodio estd em seu

22



estado fechado, reforcando a hipdtese de que possuem afinidade pelo canal aberto, preservando-o
nesta conformacg&o e inibindo o seu retorno para a forma desativada, ou fechada. Alguns modelos
propdem que estes inseticidas se ligam especificamente & cavidade delimitada pela sequéncia que une
os segmentos S4-S5 do dominio Il e pelas hélices IS5 e [lIS6, acessivel a inseticidas lipofilicos.
Alguns aminoacidos pertencentes a essas hélices ndo séo conservados entre os artropodes e 0s
outros animais, 0 que poderia ser responsavel pela seletividade dos efeitos dos piretrdides sobre os
insetos (O'Reilly et al 2006, Martins e Valle 2011).

Resisténcia a inseticidas que tém como sitio alvo o canal de sddio foi relatada pela
primeira vez em Musca domestica 10go apds o inicio da utilizacdo do DDT, em 1950. Esses insetos,
quando expostos ao DDT, apresentavam paralisia momentanea, seguida por recuperagdo completa
dos movimentos, fen6tipo que passou a ser chamado de “knockdown” resistance (kdr) (Busvine 1951,
Harrison 1951, Milani 1954). Apo6s a introdugdo dos Pls, outras espécies de insetos foram descritas
com o fendtipo kdr, o que foi posteriormente relacionado com pressao prévia por DDT, caracterizando
resisténcia cruzada com P, j& que compartilham o sitio alvo (Hemingway e Ranson 2000).

O mecanismo de resisténcia kdr decorre de mutagbes no gene que codifica o canal de
sodio (Nav), que reduzem sua sensibilidade ao inseticida, em geral da ordem de 10 a 20 vezes; no
caso da mutacdo conhecida como super kdr esta redugao pode ser de até 100 vezes. Geralmente,
essas mutagOes tém carater recessivo e podem ser mantidas em niveis baixos nas populagdes, em
espécimes heterozigotos (Davies et al 2007). A mutagao mais frequentemente encontrada em insetos,
e relacionada com a resisténcia a Pls, ocorre no segmento 11S6, na posi¢ao 1014 (posicéo referente ao
gene Nav da M. domestica) e consiste de substituicdo de uma leucina por uma fenilalanina. Pelo
menos 14 espécies ja foram descritas com essa mutagdo (Soderlund e Bloomquist 1989). Outros
estudos identificaram diversas alteragdes, incluindo a substituicdo de leucina por outros aminoacidos e
mutacdes em outras posicdes do Nay de insetos.

Em Ae. aegypti, ndo ha registro de mutagdes na posicdo 1014. No entanto, ocorrem
outras substituicdes nesta espécie entre as regides IS5 e 11IS6 (Gly923Val, Leu982Trp, lle1011Met,
lle1011Val, Val1016lle, Val1016Gly) (Brengues et al 2003, Saavedra-Rodriguez et al 2007, 2008,
Rajatikela et al 2008). No Brasil, ha indicios que a mutagéo Val1016lle (substituicdo de uma valina por
uma isoleucina na posig¢do 1016) seja a principal contribuinte para a resisténcia a Pls (Martins et al
2009a). Outra mutagdo, a lle1011Met, também encontrada em populagdes brasileiras, parece
colaborar para a resisténcia, em menor grau (Martins et al 2009b).

Recentemente outra mutagéo foi descrita em populagdes de Ae. aegypti de diversas
regides da Tailandia e também das llhas Cayman, ao sul de Cuba (Harris et al 2010, Yanola et al
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2011): a mutagdo Phe1534Cys na regi@o IlIS6, que consiste de substituicdo de fenilalanina por
cisteina. Nestes estudos foi relatada correlagao entre a mutagéo e resisténcia a piretréides e DDT. No
entanto, nestas populagbes as mutagdes Val1016lle ou Val1016Gly também estavam presentes,
simultaneamente. A mutacdo Phe1534Cys foi ainda encontrada em Ae. albopictus de Cingapura
(Kasai et al 2011). Atualmente foi encontrada e estd sendo melhor investigada em populagdes

brasileiras de Ae. aegypti (Martins, comunicagao pessoal).

1.7) Custo evolutivo da resisténcia a inseticidas

Diversos trabalhos tém demonstrado que populagdes de insetos resistentes a inseticidas
frequentemente diferem de populagbes sensiveis em relagdo aos componentes biologicos de aptiddo
(fitness) (Arnaud et al 2002, Martins et al 2012). Esses efeitos podem ocorrer por causa de alteragdes
fisiolégicas geradas por mudancgas no sitio alvo dos inseticidas, ou em fungéo do desvio energético
para producdo e/ou conservagdo dos mecanismos associados com a detoxificagdo, uma vez que 0s
recursos sdo limitados. Esse balango (frade-off) € um paradigma muito bem conhecido na biologia
evolutiva (Stearns 1992).

Mutagdes no sitio alvo dos inseticidas, como na AChE ou no canal de sddio, moléculas
vitais para os organismos, poderiam influenciar no desenvolvimento (Berticat et al 2008) e alterar a
percepcao a estimulos ambientais relacionados com a reproducdo e sobrevivéncia. No caso da
resisténcia metabdlica, o efeito da superexpressdo de enzimas detoxificadoras sobre os custos no
fitness dos insetos deveria variar de acordo com o papel da enzima no metabolismo. Por exemplo, se
as GSTs podem proteger os tecidos contra danos oxidativos, uma maior produgao destas enzimas
aumentaria a longevidade dos insetos (Ayyadevara et al 2005, McElwee et al 2007, Rivero et al 2010).
Por outro lado, a superproducdo de MFO e EST poderia gerar efeito contrario, aumentando a
quantidade de radicais livres formados no organismo (Ortiz e Voss 2005, Murataliev et al 2008, Rivero
et al 2010). Na pratica, alteragdes nos niveis de expressdo de enzimas relacionadas a resisténcia
metabdlica ndo séo raras. Por exemplo, ha registro de aumento de mais de 50 vezes de EST em
Culex (Raymond et al 2001), sugerindo um desvio energético muito grande para sustentar esta
situacdo (Chevillon et al 2001).

Em pragas agricolas, o frade-off entre resisténcia e fithess é bastante estudado
(Yamamoto et al 1995, Boivin et al 2001, Konno e Omoto 2006). Em mosquitos do género Culex, ja
foram encontrados individuos resistentes com déficit no fithess, como menor sucesso de
acasalamento, maior susceptibilidade a predadores e alteragdes gerais no desenvolvimento (Berticat et
al 2002, Agnew et al 2004, Rivero et al 2010). Paralelamente, ganhos no fitness também foram
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documentados em insetos na auséncia de inseticidas, como maior eficiéncia de copula em Tribolium
castaneum resistentes a malathion (Arnaud e Haubruge 2002).

Outro fato relevante é que a resisténcia muitas vezes tem carater multifatorial,
manifestando-se por meio de diversos mecanismos, cujos efeitos podem ser somados (Berticat et al
2008, Rivero et al 2010). Nesse contexto, se as cepas resistentes exibirem uma desvantagem
reprodutiva, em geral, na auséncia dos inseticidas a frequéncia de individuos resistentes tendera a
decair ao longo do tempo (Crow 1957, Carriére et al 1994, McKenzie 1996). Embora a maioria dos
estudos apresente efeitos negativos da resisténcia sobre a viabilidade, em certos casos as cepas
resistentes podem ter alguma vantagem de fitness e sua frequéncia mantém-se estavel (Arnaud et al
2002). Esses fatores afetam diretamente a velocidade com que os alelos de resisténcia irdo se
propagar - ou diminuir em frequéncia - na auséncia ou na presenga de inseticidas, fato muito

importante para 0 manejo da resisténcia aos inseticidas.

1.8) Monitoramento e manejo da resisténcia

No Brasil, as primeiras suspeitas de resisténcia ao organofosforado temephos, Unico
larvicida disponivel para uso em agua potavel durante muito tempo, foram levantadas por agentes de
controle no Rio de Janeiro, em 1998, em funcdo de diminuicdo da persisténcia deste inseticida em
campo (Braga e Valle 2007c). Estas suspeitas estdo na base da criagdo, em 1999, da Rede Nacional
de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti (MoReNAa), coordenada pelo Ministério da Saude,
e que representa um enorme avango para o controle racional deste vetor no pais. Os dados gerados
pela Rede fornecem subsidio as decisées do PNCD para compreensdo e manejo da resisténcia do
vetor (Braga e Valle 2007¢). A Rede MoReNAa é hoje constituida por quatro laboratérios, dos quais o
Laficave, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz € Referéncia Nacional, contando com toda a infraestrutura
necessaria e com protocolos validados para a detecgéo e a quantificagdo da resisténcia, assim como
para a identificacdo de uma série de mecanismos envolvidos.

Hoje no Brasil o PNCD adota o uso de Pls para o controle de Ae. aegypti adultos e de
temephos para larvas. Contudo, em fungdo da disseminagdo de resisténcia a estes inseticidas,
atualmente se encontra em andamento a substituicdo para o OP malathion e o CSI diflubenzuron para

o controle, respectivamente, de adultos e larvas do vetor da dengue (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Linha do tempo retratando os inseticidas em utilizagdo no Brasil para uso no controle de adultos e

larvas de Aedes aegypti.

1.9) Recomendac¢des do PNCD para o uso de inseticidas em campo

O uso racional de inseticidas € um ponto fundamental para evitar a disseminagéo da
resisténcia em populagdes de Ae. aegypti. Para isso, 0 PNCD preconiza aos municipios metodologias
para utilizacdo destes compostos em campo. No caso de larvicidas, o Ministério da Saude (MS)
recomenda 0 seu uso contra o vetor da dengue em ciclos periddicos, totalizando quatro a seis
aplicagdes durante o ano. Em pontos estratégicos (borracharias, cemitérios, rodoviarias...) sua
aplicagéo deve ser mensal, ou quando detectada a presenca de focos (MS/SVS 2009a).

Em 2000-2001 os piretroides comegaram a ser utilizados no controle de adultos no pais
(com excegao do Estado de Sdo Paulo). A aplicacdo de adulticidas, diferentemente de larvicidas, é
indicada apenas em situagdes de surto ou em “pontos estratégicos” (PE), e pode ser realizada
quinzenalmente por aplicagéo residual ou em ciclos de aplicagdo espacial a Ultra Baixo Volume (UBV).
Em geral, para UBV, s&o recomendados aplicagdes de trés a cinco dias com quatro a seis repeti¢oes.
Apos a ultima passagem de UBV, recomenda-se avaliar o impacto das aplicagbes sobre a transmisséo
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de dengue e, caso necessario, pode-se realizar mais duas aplicagdes (Braga comunicagao pessoal,
MS/SVS 2009a).

1.10) Informacgdes sobre os municipios avaliados

Nesta dissertagdo, foram avaliadas populagbes de Ae. aegypti de quatro municipios
brasileiros, ao longo de um ano. Além das variagcles do status da resisténcia aos trés principais
inseticidas utilizados em campo no pais, foram quantificadas tanto a atividade das principais enzimas
relacionadas com a resisténcia metabdlica e do sitio alvo de OP, quanto a frequéncia das mutagdes
encontradas no AaNay. Dados sobre a populagéo e a area de cada localidade estudada estdo

apresentadaos na Tabela 1.1.

Tabela 1.2. Dados demograficos dos municipios participantes do estudo.

indice de _ Densidade
o « Desenvolvimento Area demografica
Municipio Fopulagao Humano (IDH) (km?) habikm?)
Duquede 855.048 0,753 468 1.827,00
CaxiasiRJ
ParnamirmiRN 202 456 0,703 124 163270
Campo 786.797 0814 8093 97 21
GrandelMS
SantarémiPA 294 580 0,746 22886 12,87

Nota: As informagdes relativas a populagéo residente e as areas das localidades foram retiradas das paginas
web de cada Prefeitura; os IDHs foram conseguidos junto a pagina do Programa das Nagbes Unidas para o

Desenvolvimento (PNUD - Brasil). Os enderegos eletronicos se encontram ao final do item Referéncias.

1.10.1) Dados gerais e notificagdes dos casos de dengue para cada municipio

Os dados de incidéncia de dengue foram levantados junto ao Ministério da Saude/SVS -
Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo - Sinan Net. E importante mencionar que as
notificacdes de dengue anteriores ao ano de 2007 ndo se encontravam disponiveis no banco de
dados. Nestes casos, os dados gerais foram obtidos em buscas nas paginas web de cada Prefeitura

Municipal.
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A) Duque de Caxias/RJ

Terceiro municipio mais populoso do Estado do Rio de Janeiro, com 855 mil habitantes,
pertence a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, e esta situado na baixada fluminense, em area de
468 km2; apresenta densidade populacional de 1.827 habitantes/m2. E uma regido de clima tropical,
quente e Gimido, com chuvas abundantes e temperatura elevada (média anual de 23°C). O indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) para este local é de 0,753. Este indice varia de 0 a 1 e mede a
qualidade de vida de areas urbanas. O calculo do IDH leva em consideragdo trés componentes:
longevidade, educacéo e renda. O IDH de Duque de Caxias € menor que a média do Estado do RJ,
de 0,832 (PNUD 2010).

Segundo dados do Sinan Net, esta localidade passou pelo surto mais grave de dengue no
ano de 2008, com uma incidéncia de 1.255 casos / 100 mil habitantes. No ano de 2011 ocorreu mais
um surto na regido, com 871 casos / 100 mil habitantes. No periodo avaliado nesta Dissertacdo, no

ano de 2010, a incidéncia da doenca foi de 125 casos / 100 mil habitantes.

B) Parnamirim/RN

Este municipio esta localizado na Regido Metropolitana de Natal, precisamente a 12 km
a0 sul da capital do Estado do Rio Grande do Norte. E o terceiro municipio mais populoso do Estado,
com 202.456 mil habitantes. Espalha-se em uma area de 124 km? e apresenta densidade demografica
de 1.632 habitantes/m2. O clima é tropical, chuvoso, com temperatura média anual de 21,1°C. O IDH
de Parnamirim é de 0,76, valor acima do seu Estado, que € de 0,637 (PNUD 2010). Dados do Sinan
Net para esta localidade indicaram poucos casos de dengue nesta regido; a maior incidéncia
encontrada ocorreu no ano de 2008, sendo de 364 casos / 100 mil habitantes. No ano de 2010

ocorreram menos casos, 55 casos / 100 mil habitantes.

C) Campo Grande/MS

O municipio de Campo Grande, capital € maior cidade do Estado de Mato Grosso do Sul,
esta situado bem ao centro do Estado, na Regido Centro-Oeste do pais. Possui atualmente uma
populacdo de cerca de 790 mil habitantes, ocupa area de 8.093 km2 e sua densidade é de 97
habitantes/m2. O IDH desta regido é 0,814, acima do calculado para o seu Estado, que ¢é de 0,802.

As temperaturas variam bastante ao longo do ano, e o clima apresenta duas estagdes
bem definidas: inverno seco e verdo bastante chuvoso. De maio a agosto de 2010 houve um longo
periodo de seca. Em fungdo disto, o nimero de ovos de Ae. aegypti enviados ao laboratério foi
insuficiente para a execugéo de todas as andlises, sendo necessario 0 agrupamento de varias coletas

28



(ver Tabela 3.2). Durante o ano de 2010 foi relatada a pior epidemia de dengue da regido, com uma
incidéncia de 3.490 casos / 100 mil habitantes, o que corresponde a 3,5% da populagéo local. Surtos
mais brandos foram verificados em 2007, 2009 e 2011, com a incidéncia variando entre 190 e 381

casos / 100 mil habitantes.

D) Santarém/PA

Este municipio se localiza no Estado do Para, na Regido Norte do Brasil. O IBGE
estimou, em 2010, a populagédo de Santarém, terceiro municipio mais populoso do Para, em 294.580
mil habitantes. Sua area é de 22.886 km? e sua densidade demografica, de 12,87 habitantes/m2. O
clima da localidade é quente e Umido, tipico de florestas tropicais, e a temperatura média anual varia
de 25a 28°C.

Surtos de dengue nesta regido foram relatados nos anos de 2008 e 2011, com incidéncia
de 339 casos / 100 mil habitantes em cada ano. No ano de 2010, periodo do projeto, a incidéncia foi
de 146 casos / 100 mil habitantes.

1.10.2) Historico do controle quimico para dengue em campo

Histdrico da aplicacdo de inseticidas foi solicitado a cada Secretaria Municipal de Saude.
Todas enviaram relatorios disponibilizando os dados solicitados, indicando os inseticidas usados no
periodo de coleta de ovos. Estas informagdes, detalhadas na se¢do Resultados, juntamente com o

item relativo a cada inseticida (ver Resultados item 4.1), estao resumidas na tabela abaixo.
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Tabela 1.3. Histdrico da utilizagdo de inseticidas para controle de dengue nas localidades estudadas.

Localidade Temephos (OP) Bti*’ Diflubenzuron Deltametrina
(Csl) (P1)
Duque de 1967 até 2001 2001 a 2009 Apartir de 2009  Apartir de 2001
Caxias/RJ
1967 até 2001 2001 a 2009 Apartir de 2009  Apartir de 2001
Parnamirim/RN
Campo 1967 até 2001 2001 até 2009  Apartir de 2009  Apartir de 2001
Grande/MS™* ate 2009
1967 ate 2011 X Apartir de 2011 Apartir de 2001
Santarém/PA

™ Bti: Bacillus thurigiensis var. israelensis
“* Apenas na localidade de Campo Grande/MS houve substitui¢do recente de PI por OP no controle de adultos:

a partir do ano de 2009 iniciou-se o uso do inseticida OP malathion, em substitui¢do a deltametrina.

1.10.3) Historico do controle quimico para leishmaniose e maléria em campo

E importante ressaltar que, paralelamente ao controle quimico realizado para controle de
Ae. aegypti em campo, ocorre também a aplicacdo de inseticidas para o controle de vetores que
transmitem leishmaniose e malaria. Em relagdo a ocorréncia destas doencas nas localidades
estudadas, no Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo - Sinan
Net, estavam disponiveis apenas os dados de malaria para Duque de Caxias/RJ, com duas
notificages entre 2008 e 2010, e para Campo Grande/MS, com 107 notificagdes entre 2007 e 2012.
Leishmaniose visceral estava registrada nas localidades de Santarém, com 74 notificagcbes entre os
anos de 2005 e 2010; em Parnamirim, com quatro casos entre 2007 e 2001; e em Campo Grande, 691
casos entre 2006 e 2011. Em Duque de Caixas nao foram registrados casos desta doenga. Ja para a
leishmaniose tegumentar americana, houve 881 notificagdes entre os anos de 2007 e 2011 em
Santarém; em Campo Grande, 134 casos foram registrados entre 2001 e 2011; para as outras duas

localidades as informacdes néo estavam disponiveis no sistema (Sinan 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1.) Objetivo geral

Avaliar a dindmica da resisténcia a inseticidas, e os mecanismos envolvidos, em populagdes urbanas

de Ae. aegypti de quatro regides do Brasil.

2.2.) Objetivos especificos

2.2.1. Quantificar, por meio de bioensaios com larvas e adultos, a cada trés meses e durante um ano,
a resisténcia das quatro populagdes ao OP temephos, ao CSI diflubenzuron e ao Pl deltametrina, hoje

usados no controle em campo no pais.

2.2.2. Detectar, nas mesmas amostras, alteragdes na atividade de enzimas envolvidas com a
resisténcia metabdlica (Oxidases de Fungédo Mista, Esterases e Glutationa-S-transferases) e no sitio-

alvo de OP, a Acetilcolinesterase.

2.2.3. Avaliar as frequéncias de mutagdes no gene do canal de sodio dependente de voltagem (AaNav)
recentemente detectadas pelo grupo (*kdr’) e relacionadas com a resisténcia a Pl em populacbes

brasileiras do vetor da dengue.

2.3) Hipéteses do estudo

Durante muito tempo, temephos foi o Unico larvicida usado para o controle do vetor da
dengue no pais, tendo sido empregado desde 1967, por trés a quatro décadas, dependendo do
municipio. A resisténcia a este organofosforado esta instalada no pais, que comeca a substitui-lo por
outros compostos, atualmente disponiveis. Hoje, o larvicida de escolha € um inibidor da sintese de
quitina, embora varios municipios ja tenham também experimentado a bactéria entomopatogénica, B,
anteriormente (Tabela 1.3). Organofosforados também foram usados durante muito tempo pelo PNCD

para o controle de adultos no pais, e foram substituidos por piretréides desde 2001. Também neste
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caso a resisténcia tem se disseminado rapidamente, e a volta aos organofosforados para o controle de
adultos tem sido a Unica opgao possivel em algumas localidades. Uma vez que ha um custo, em
termos de viabilidade, associado a resisténcia a inseticidas, é esperado que a interrupgao no uso de
determinado composto resulte em volta aos niveis de susceptibilidade da populagdo do vetor. No
entanto, sabe-se que em varias situagdes a interrupgdo ‘oficial’, pelo PNCD, do uso de uma
determinada classe de inseticidas ndo garante sua interrupgéo ‘real’ — seja por falta de integragdo com
os programas de controle de outros agravos transmitidos por insetos, seja pelo uso doméstico de
inseticidas, intensificado a cada novo surto epidémico. A avaliagdo, em quatro localidades do pais,
pertencentes as quatro regides com maior incidéncia de dengue, da dindmica e dos mecanismos de
resisténcia ao longo de um ano, e a comparag¢do com o histérico local de uso de inseticidas permitira

elucidar estes fatores e contribuir para 0 manejo racional de inseticidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta de ovos em campo e criagcdo em laboratério de populagoes de Aedes aegypti

As anélises foram realizadas com mosquitos oriundos da geragéo F1 de ovos coletados
no campo com o auxilio de ovitrampas com infusdo de feno (Braga et al 2000). Os ovos foram
coletados em quatro municipios brasileiros, das quatro principais regiées do pais com perfil endémico-
epidémico para dengue (N, NE, SE, CO). Em cada municipio foram usadas trés areas fixas de
aproximadamente 1 km?. Das ovitrampas instaladas em cada area foram obtidas 120 paletas mensais,
totalizando 360 paletas por municipio por més (Figura 3.1). Essas paletas eram enviadas ao Laficave
para posterior criagao dos espécimes em laboratério.

Para obtencdo de geragdo F1, ovos das populagdes de campo foram estimulados a
eclodir em bacias com dois litros de agua desclorada e ragéo para gatos (Friskies®, Purina, Séo
Paulo/SP) por cinco dias. Grupos de aproximadamente mil larvas foram ent&o transferidos para bacias
retangulares (33 X 24 X 8 cm) contendo um litro de agua desclorada e alimento. As pupas foram
recolhidas diariamente e transferidas para gaiolas cilindricas de papelao, de 16,5 cm de di@metro por
17,5 cm de altura, com aproximadamente mil espécimes por gaiola. Os adultos foram mantidos nestas
gaiolas a 26+1°C, umidade relativa de 80+10%, e fornecimento continuo de solu¢éo de sacarose a
10% (POP-LAFICAVE-BIO-001). Os adultos passaram por triagens para sele¢éo e contagem de Ae.
aegypti, a espécie mantida para avaliagéo.

Trés a cinco dias apos as triagens, fémeas de Ae. aegypti foram alimentadas em cobaios
anestesiados para a obtencdo de ovos, de acordo com procedimento aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais, da Fundagédo Oswaldo Cruz (CEUA-Fiocruz, licenga n° L-011/09). Apds mais trés
dias, as fémeas colocaram seus ovos em recipientes com papel-filtro umido. Depois de quatro dias, 0s
papéis-filtro foram expostos ao ar para secagem e estocados a 26+1°C e umidade relativa de 80+10%
(POP-LAFICAVE-BIO-001) por até cinco meses. Em funcdo dos diferentes numeros de ovos
recebidos das coletas mensais, 0 nimero de fundadoras de cada coldnia da geragado F1 variou nas

populagdes de campo e também entre os meses de coleta (ver Tabela 3.1).
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Figura 3.1. Mapa do Brasil com a localizagdo dos municipios onde foram realizadas as coletas de ovos para a

avaliagdo da resisténcia a inseticidas de populagdes de campo de Aedes aegypti. Em cada municipio foram

instaladas armadilhas (ovitrampas) em trés areas de 1 km? (indicadas por circulos de cor cinza), mensalmente,

ao longo de um ano.
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Tabela 3.1. Quantitativo de machos e fémeas adultos de Aedes aegypti obtidos da ecloséo dos ovos de campo

para obtencdo de ovos da geracdo F1 dos meses avaliados. Estes valores também estéo informados para

Aedes albopictus.
Aedes aegypti Aedes albopictus
Moo Wiiclo  toaladutosn "IES WAChOS KNGS %k deg/ s machus o %4 shob
dez/09 2932 1230 1461 12 91,8 118 123 1,0 8.2
fev10 2831 1180 1651 14 X X
Duque de CaxiaslRJ  maif10 9.178 4740 3677 038 91,7 516 245 05 8,3
ago/10 2.889 1472 1350 09 98,0 23 3 15 2,0
novi10 X X X
fev10 1.541 829 680 0,8 979 17 15 09 21
PamamirimRN mai/10 2228 1386 826 06 99,2 12 4 0,3 0,8
ago/10 1.987 1115 816 07 971 4 12 03 2.9
novi10 1.510 764 746 1,0 100,0 0 0 0 0
fev10 1.399 735 649 09 98,9 5 10 2 1,1
jun/10 933 518 45 038 100,0 0 0 0,0 0,0
Campo GrandelHiS Joutno 1511 896 614 07 99,9 0 1 1 0.1
jan/11 1.371 670 696 1,0 99,6 4 1025 0.4
abr/10 7486 3.628 3858 1,1 100,0 0 0 0,0 0,0
SantarémiPA julro 3.708 1824 13884 10 100,0 0 0 0,0 0,0
out/10 1.911 1078 833 038 100,0 0 0 0,0 0,0
jan11 5058 2611 2447 09 100,0 0 0 0,0 0,0

3.2. Insetos utilizados nas analises

Foram utilizados espécimes provenientes de ovos da geragdo F1, com excegédo das
analises moleculares, na maior parte das vezes feitas com a geragao Parental. Os ovos de Ae. aegypti
eram induzidos a eclodir por uma hora em um pequeno volume de “agua de criagdo” (dgua de bacias
com larvas ja crescidas), em copinhos de café, para obtengéo de larvas sincronizadas. Depois deste
periodo as larvas eram transferidas, em grupos de aproximadamente mil, para bacias plasticas
contendo agua desclorada; um grama de rag&o triturada era adicionado a cada 3 dias. As larvas eram
mantidas em estufas tipo BOD com temperatura controlada (26+1°C) até atingirem o estagio de
desenvolvimento adequado para cada ensaio. No caso de ensaios com adultos, as pupas eram
transferidas para gaiolas e mantidas até a emergéncia dos adultos em condigdes previamente
padronizadas pelo Laficave (POP-LAFICAVE-BIO-002). Vale ressaltar que, com excegédo dos ensaios
moleculares (ver item 4.2.1), todos os outros foram efetuados a cada trés meses.

Em paralelo ao estudo, espécimes da cepa Rockefeller foram usados para calibragéo dos
testes e como controle interno de qualidade de todos os ensaios. A linhagem Rockefeller foi
provavelmente estabelecida em 1881 no Instituto Carlos Finlay (Havana, Cuba) (Kuno 2010) e desde

entdo é utilizada por laboratdrios de todo o mundo como cepa de referéncia para susceptibilidade a
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inseticidas, ja que foi retirada do campo e estabelecida em laboratério antes da utilizagdo destes
produtos quimicos (Hartberg e Craig 1970).

3.3. Razdo de Resisténcia (RR)

A quantificacao da resisténcia de Ae. aegypti aos trés inseticidas, temephos,

diflubenzuron e deltametrina, foi efetuada por meio de bioensaios quantitativos. A principio foram
realizados experimentos com a cepa referéncia Rockefeller e as doses efetivas que eliminam 50 ou
95% dos individuos (DEso, DEgs) foram obtidas (Tabela 3.2). As doses efetivas também foram
calculadas para as populagdes, depois dos ensaios. Para obtengdo das Razdes de Resisténcia (no
caso, RRgs) foi feita a divisdo da DEgs de cada populagéo avaliada pela DEgs da cepa Rockefeller. As
RR obtidas foram utilizadas ao longo de todo estudo, como pardmetro de comparagao dos bioensaios.
A RRgs foi o principal parametro utilizado por ser a mais utilizada na rotina do laboratério e da Rede
MoReNAa.

Tabela 3.2. Doses efetivas dos inseticidas utilizados nesta dissertacdo, calculadas para a cepa referéncia

Rockefeller no inicio do estudo.

Inseticida DEjg DEg;

Ternephos 0,003 mg/L 0,005 mg/L
Diflubenzuron 0,089 ug/L 2,30 uglL
Deltametrina 0,703 mg/m? 1,455 mg/m?

Nota: as DEs para temephos e deltametrina equivalem a concentrages letais (CL); para diflubenzuron a DE

representa a inibicdo da emergéncia de adultos.

3.4. Bioensaios com larvas

Resisténcia de larvas ao organofosforado temephos e ao inibidor de sintese de quitina
diflubenzuron, ambos empregados atualmente no controle de populagdes brasileiras de Ae. aegypti, foi
quantificada por meio de bioensaios do tipo dose-resposta. Estes consistem em exposi¢do de larvas
de terceiro instar (L3), criadas sob as condigdes padrao do Laficave (ver item 3.2), a um espectro de
concentragdes dos inseticidas avaliados (de 8 a 10 concentragdes por teste), com a mortalidade
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variando, idealmente, de 10 a 95%. Para cada concentragdo foram expostos 40 ou 80 espécimes,
respectivamente para temephos ou diflubenzuron, a cada teste; cada teste foi repetido no minimo trés
vezes, em dias diferentes. Com os resultados dos bioensaios, as doses efetivas foram determinadas:
as concentragoes letais (CL) para temephos (POP- LAFICAVE-BIO-004) e, no caso do diflubenzuron,
as doses que inibem a emergéncia dos adultos (IE) (POP-LAFICAVE-BIO-008). Para tanto, foi feita

analise probit com auxilio do software Polo—PC via (Raymond 1985).

3.4.1) Bioensaios com temephos

Ensaios com temephos (PESTANAL® Sigma — Aldrich) foram realizados de acordo com o
protocolo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS 1981), detalhado por Braga e colaboradores
(2004). As concentragdes finais utilizadas nos testes variaram de 0,006 a 0,072 mg/L dependendo da
sensibilidade de cada populagéo ao inseticida. Em cada experimento e para cada concentragao foram
expostas 80 larvas, divididas em 4 réplicas de 20 larvas, em copos plasticos contendo 100 mL de
solugdo. No caso do grupo controle, as larvas foram expostas somente & agua filtrada e ao etanol
(solvente utilizado para o temephos). A contagem de mortalidade foi realizada 24 horas apos a

exposicao ao inseticida.

3.4.2) Bioensaios com diflubenzuron

Os ensaios com diflubenzuron (PESTANAL®, Sigma — Aldrich) foram efetuados de acordo
com a metodologia definida pelo Laficave (Martins et al 2008, Belinato et al 2009). Para cada
concentragdo foram expostas 40 larvas, em 4 réplicas de 10 larvas, em copos plasticos contendo
150 mL de solugdo. As doses usadas variaram de 1 a 5,5 ug/L e o grupo controle foi exposto somente
a acetona (solvente utilizado para o diflubenzuron). Diflubenzuron é um IGR, apresenta agéo lenta
sobre a biologia dos mosquitos, e requer avaliacdo do ensaio até a emergéncia dos adultos. Em
fungéo disto foi adicionado, no inicio dos experimentos, 1 mL de solu¢do a 1,5% (p/v) de comida em
cada copo. A contagem de individuos mortos foi realizada a intervalos de dois dias até a emergéncia
total do grupo controle. Durante as leituras foi registrado o estagio em que ocorreu a mortalidade de

cada individuo.
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3.5. Bioensaios com adultos

Quantificagao da resisténcia de adultos ao piretréide deltametrina, atualmente usado no
controle de Ae. aegypti em praticamente todo o pais, foi efetuada com papéis impregnados, com
metodologia recentemente adaptada pelo Laficave a partir de ensaio original, qualitativo, recomendado
pela OMS (OMS 1998; Fontoura e Lima, comunicagdo pessoal). Este ensaio é hoje empregado na
rotina da Rede MoReNAa.

Nos ensaios foram utilizadas fémeas n&o alimentadas de até trés dias de idade adulta,
criadas sob as condicdes padrao do laboratorio (ver item 3.2). Papéis-filtro 1 MM da Whatman, de 14
X 11,5 cm, foram impregnados com o inseticida deltametrina PESTANAL® (Sigma — Aldrich), utilizando
como solvente silicone Dow Corning 556 (OMS 1998). Apos secagem, os papéis eram colocados em
tubos de acrilico (‘kits OMS”) para serem usados nos experimentos (Figura 3.2). Foram expostos 45 a
60 individuos por concentragdo, em um total de trés tubos de acrilico. Foram usadas até 10
concentragdes por ensaio, variando de 2,1 a 109,6 mg/m2 dependendo da populagéo testada. Ap6s
uma hora de exposigao no compartimento com inseticida, foram quantificados os individuos “caidos”
para verificagdo do efeito knockdown resistance (kdr). Os mosquitos foram entéo transferidos para o
compartimento de recuperagdo de cada tubo, contendo apenas papel filtro, sem inseticida, onde
permaneceram por 24 horas, quando foi feita nova leitura de mortalidade (POP-LAFICAVE-BIO-006).
Os papéis neste compartimento foram impregnados apenas com o silicone. Estes bioensaios também
foram usados para determinar as doses efetivas, com auxilio do software Polo — PC, via anélise probit
(Raymond 1985).

Figura 3.2. Equipamento usado nos ensaios de avaliacdo da resisténcia de Aedes aegypti adultos a inseticidas
com papéis impregnados. A) Aparato para a impregnagdo de papel com inseticidas; B) tubos acrilicos usados
nos ensaios. Cada tubo possui dois compartimentos, um dos quais recebe papel impregnado com inseticida

(fase de exposi¢ao do bioensaio) e o outro, papel sem inseticida (para a fase de recuperagao dos espécimes).
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3.6. Analises enzimaticas

Quantificagcdo da atividade de enzimas potencialmente envolvidas com a resisténcia a
inseticidas foi feita com formas larvares e adultas de mosquitos das quatro populagdes testadas no
projeto, de modo a comparar estes perfis com os bioensaios. Para tanto, larvas L3 e fémeas adultas
ndo alimentadas de um dia de idade foram congeladas a -80°C, e analisadas de acordo com
protocolos ja padronizados pelo laboratério (Valle et al 2006, Montella et al 2007, Viana-Medeiros
2011). Foram usados, em média, 80 a 120 espécimes para cada ponto de avaliagao.

Em cada ensaio bioquimico de adultos séo utilizadas 45 fémeas, em duplicata. Destas,
cinco pertencem a cepa Rockefeller, usadas como controle interno dos ensaios e 40 sdo das
populacdes de campo a serem testadas. Cada ensaio foi realizado sempre com duas populagdes,
com 20 espécimes de cada populagdo. As mesmas duplas eram mantidas sempre ao longo dos
ensaios: Duque de Caxias e Parnamirim; Campo Grande e Santarém. Inicialmente, cada individuo &
triturado separadamente em um tubo Eppendorf contendo 30 ul de dgua deionizada (Milli-Q); depois da
trituracdo o volume é elevado para 300 ul. Deste homogenato sdo retiradas as aliquotas para a
avaliacdo de todas as enzimas. E importante mencionar que no teste de adultos (mas ndo no teste de
larvas) a quantificagdo de cada enzima é sempre realizada em duplicata. As reacdes sao feitas em
microplacas modelo VersaMax e/ou Spectramax (molecular Devices). O homogenato de cada fémea é
submetido a quantificacdo simultinea da atividade das enzimas: Acetilcolinesterase (AChE),
Glutationa-S-transferase (GSTs), Esterases (ESTs), Oxidases de Fungédo Mista (MFOs). Com excegéo
de Acetilcolinesterase (AChE), alvo dos OPs e CAs, todas estas enzimas estdo relacionadas com a
detoxificacdo de inseticidas.

No ensaio de AChE, o protocolo original, que procuramos seguir, avalia a sensibilidade da
enzima aos inseticidas OP e CA, que sobre ela atuam. Para isto, utiliza-se o substrato Acetiltiocolina
para a quantificagdo. Séo feitas duas placas, uma com atividade total da AChE (AChE) e a outra com
a atividade da enzima na presenga do inbidor, o CA propoxur (AChl). Assim, o resultado € gerado pela
diferenca entre as duas placas, e pode ser expresso em percentual de inibicdo da atividade ou em
percentual de atividade remanescente. Na pratica, ndo ha registro, em Ae. aegypti, de inibicdo de
AChE com CA. Em funcdo disto, os resultados “AChl”’, que ndo mostram alteragéo, ndo serdo
apresentados. Por outro lado, foram levados em consideragéo os resultados obtidos na placa onde foi
feita a quantificagdo da atividade total da enzima (‘AChE”).

A quantificagéo da atividade das ESTs é feita com trés substratos diferentes: acetatos de
alfa-naftil (ALFA), beta-naftil (BETA) e para-nitrofenil (PNPA). Na avaliagdo da enzima GST o
substrato utilizado € a L-glutationa reduzida. J& nos ensaios de MFO nado se avalia diretamente a
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atividade desta enzima; quantifica-se o grupamento heme que, em insetos ndo alimentados com
sangue, esta, em sua maioria, associado ao citocromo P450. Nestes ensaios o total de proteinas
(PTN) de cada individuo também é dosado, para normalizagdo das atividades enzimaticas. Os valores
de atividade enzimatica das populagdes em todos os casos sdo comparados com a cepa Rockefeller.

Os ensaios com larvas apresentam algumas peculiaridades que os diferem daqueles com
adultos: como as larvas sdo pequenas, ndo ha quantidade suficiente de homogenato para fazer testes
em duplicata de cada individuo. Nestes ensaios, em cada placa sdo avaliados 90 espécimes
simultaneamente, sem réplicas: cinco larvas Rockefeller e 85 espécimes das populagdes sob teste.
Também neste caso, a semelhanga dos ensaios com adultos, realizamos os ensaios com duplas de
populagdes. Depois da trituracdo das larvas, em 30 ul, o volume total do homogenato é elevado para
50 ul; primeiramente retira-se as aliquotas para os ensaios de AChE, MFO, e PNPA; o volume restante
de homogenato é entdo duplicado e sdo retiradas aliquotas para dosagem de GST e para
quantificagdo de PTN; o volume restante € novamente duplicado e s&o retiradas aliquotas para
dosagem de atividade de a-EST e b-EST. Logo, o volume do homogenato de larvas varia, sendo
equivalente a 50, 100 ou 200 ul por individuo. Além disso, o ensaio de AChE tem uma duragéo maior:
em adultos é de uma hora, e nas larvas, de trés horas.

Antes de todos os ensaios, com larvas ou adultos, foram feitos no minimo trés
experimentos com a cepa Rockefeller, em dias diferentes. Os resultados destes experimentos “piloto”
foram nomeados “Rock total”. Nos ensaios com as populagdes de campo, os resultados obtidos com
0s cinco espécimes da cepa Rockefeller, incluidos como controle interno, foram nomeados “Rock
placas”. A verificagdo inicial dos experimentos foi realizada por comparagéo visual dos resultados
obtidos para cada ensaio de cada trimestre e de cada populagao, entre si, com os cinco individuos da
cepa Rockefeller incluidos em cada ensaio (“Rock placas”) e entre os trimestres para cada populagao.
Em qualquer situagéo, ensaios com valores muito discrepantes eram inteiramente descartados. Esses
resultados foram entdo utilizados para as analises posteriores, por meio do calculo do percentil 99
(p99) para “Rock total” e “Rock placas’, separadamente, e suas comparagdes com os valores obtidos
para os individuos das populagdes de campo: se até 15% de individuos apresentassem atividade
acima do p99 de Rockefeller, o perfil daquela atividade enzimatica da populagédo era considerado
normal; a atividade era considerada alterada se este percentual variasse entre 15 e 50%; valores
acima de 50% eram considerados muito alterados. Esta comparagéo foi utilizada em todas nossas
tabelas (Valle et al 2006, Montella et al 2007), com excecdo da Tabela 4.6, onde o perfil enzimatico

das larvas é comparado com 0 p99 do ultimo momento avaliado de cada populagéo de campo.
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3.7. Anélise de mutacao kdr

As populagdes avaliadas foram submetidas mensalmente a genotipagem, pela técnica de
PCR alelo-especifica, para a deteccdo de alteragdo em posigdes especificas do gene que codifica o
canal de sodio regulado por voltagem de Ae. aegypti (AaNav), alvo dos inseticidas da classe dos
piretrdides. A mutagao inicialmente avaliada se localiza na posi¢ao 1016, resulta em substituicao de
um aminodacido valina (Val) por uma isoleucina (lle) (mutagdo Val1016lle) e esta relacionada a
resisténcia a piretroides. Atualmente estdo sendo ainda investigadas alteragdes nas posicdes 1011,
substituicdo de uma isoleucina para uma metionina (lle1011Met) e 1534, substituicdo de uma
fenilalanina por uma cisteina (Phe1534Cys).

A genotipagem foi feita com DNA genémico extraido de 30 espécimes individuais de cada
populacdo. Caso a mutagdo no sitio 1016 ndo fosse detectada, 30 individuos adicionais eram
avaliados, totalizando 60 individuos. Para isto, foram usados mosquitos adultos (machos) ou larvas
(L2), preferencialmente da geragédo Parental. Homogenatos individuais foram feitos com tampé&o de
extracdo de acordo com Jowett (1986) com pequenas modificagdes (10 mM Tris-base pH 8,0, EDTA
2mM e 0,2% Triton-X-100), e a PCR foi realizada com o kit GoTaq (Promega) contendo 0,5 uL do
DNA genomico. Para o sitio 1016 foram utilizados 0,3 uL de primer reverse e 0,15 uL de cada um dos
primers forward, especificos para os aminoacidos Val ou lle, como descrito por Saavedra-Rodriguez et
al (2007) e Martins et al (2009a) e apresentado na Figura 3.3. O volume final de reagéo foi 12,5 uL.
As etapas de desnaturagao, anelamento e extensao foram efetuadas nas respectivas condi¢oes: 94°C/
30", 62°C/ 1’ e 72°C/45”, em 30 ciclos. Para o sitio 1011, usamos apenas um primer forward e dois
primers reverse, especificos para os aminodcidos lle, selvagem, ou Met, mutante, nas mesmas
concentragdes utilizadas para a posicdo 1016. Neste caso, as condi¢des da reagao foram 94°C/ 30",
60°C/ 1' e 72°C/ 45", também em 30 ciclos. Finalmente, para o sitio 1534, usou-se também os
mesmos reagentes descritos acima, porém os primers foram utilizados em concentragdes maiores,
0,8 uL do primer reverse e 0,4 uL de cada um dos dois primers forward, especificos para 0s
aminoacidos Phe ou Cys. As etapas de desnaturagdo, anelamento e extensdo foram efetuadas nas
respectivas condigdes: 94°C/30”, 56°C/1’ e 72°C/45” (Figura 3.3).

Para as trés posicoes (1011, 1016 e 1534), cada primer especifico tem extens&o diferente
de suas caudas GC. Com isto, no produto da PCR os fragmentos gerados diferem em 20 pb, o que
permite visualizar o genétipo individual em eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. Nas reacdes
aqui descritas, para a posi¢do 1016 o primer ‘selvagem’ Val, e para as posigdes 1011 e 1534, os

primers mutantes Met e Cys, respectivamente, tém as maiores caudas GC.
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amplification
AANARNANAINANARNANARANNARNANANNAR, 0
1016

Reverse- 5-GRATGAACCGAAATTGGACAAAAGE-F
Foward lle- 5-GCGGECACAATTGTTTCCCACCCGLACTGA-3
Foward Val- 5-GCGGECAGGGLGECEGGGGC GEGECCACAAATTOTTTCCCACCCGCACCGG-3'

101
Foward - 5-GTCCTGTATTCCGTTCTTTTT-3
Reverse lle- 5-GCGGGCTACTTACTACTAGATTTACT-3

Reverse Met- 5-GCGGGCAGGECGECGEGEGCEGEGCCTACTTACTACTAGATTTGCE-3

1534
Reverse- 5-TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT-3'
Foward Cys- 5'-CGGGGCAGGGCGECGEGEGCEEEECCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATGTG-3

Foward Phe- for 5 - GCGGEGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT -3

Figura 3.3. PCR alelo-especifica com os primers utilizados para cada muta¢do analisada, Val1016lle,
lle1011Met e Ph31534Cys. Os primers especificos tém a mesma orientagdo, mas tamanhos que diferem
pela cauda adicionada permitindo a diferenciagéo por peso molecular em gel acrilamida 10%. O painel
superior da figura foi extraido de Martins e Valle 2012.
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3.9. Periodo de realizacao das atividades

A Tabela 3.2 detalha os meses em que as atividades foram realizadas no projeto para
cada localidade. No caso de Campo Grande/MS, em fungdo do numero reduzido de ovos recebidos
do campo, foi necessario agrupar alguns meses para realizar todos os experimentos, como indicado.
Ainda assim, no segundo momento de avaliagdo (meses de maio a agosto) nao foi possivel realizar os
experimentos com o inseticida diflubenzuron.

Em alguns casos, devido a problemas técnicos, o intervalo inicialmente planejado para os
ensaios com a geragdo F1, a cada trés meses, precisou ser modificado. Nestas ocasiées foram

avaliados meses imediatamente anteriores ou posteriores aos meses alvo.
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4. RESULTADOS

4.1. Bioensaios

Esta dissertacdo objetivou principalmente acompanhar o status da resisténcia de
populacdes de Aedes aegypti aos trés principais inseticidas utilizados no Brasil e sua variagéo sazonal,
ao longo de um ano. Para isto, a primeira atividade efetuada foi a quantificacdo da resisténcia das
populacdes de campo mediante bioensaios tipo dose-resposta. O periodo total do estudo foi de
novembro de 2009 a janeiro de 2011, no qual foram realizados ensaios bioldgicos, na maioria das
vezes trimestrais, para os larvicidas temephos e diflubenzuron e para o adulticida deltametrina. Na
Tabela 3.2 podemos observar o cronograma de avaliagdo para cada inseticida por localidade. Em
alguns casos foi necessario fazer ajustes: para uma das populagdes, de Campo Grande, foi necessario
fazer “pool’ de dois ou mais meses, em fun¢do da quantidade insuficiente de material, principalmente
no periodo do inverno; os resultados obtidos em novembro de 2009 para Duque de Caxias € em
janeiro de 2010 para Parnamirim foram repetidos nos meses seguintes - neste caso por seguranca,
uma vez que foram considerados como um treinamento inicial da metodologia. Nesta secdo, 0s
resultados serdo expostos por inseticida analisado. Para cada item, ha tabelas contendo os valores
das razdes de resisténcia (RRs), com as concentragdes letais e com os slopes de cada momento
avaliado. Diversos graficos também sdo apresentados, notadamente as curvas de regressao linear,
elaboradas para todos os compostos investigados. Este tipo de representagdo permite observar o
grau de heterogeneidade das populagdes em relacdo ao carater investigado: quanto maior a inclinagéo
das retas em relagdo ao eixo-x, maior o valor do slope (medida que relaciona Ay/Ax) e mais
homogénea a populacdo. Em relagdo a caracteristica investigada, a resisténcia a inseticidas, quanto
maior a inclinagdo da reta, menor a faixa de doses necessaria para atingir todos os individuos da
populacdo. Foram também incluidos graficos que apresentam as RR com os intervalos de confianga
(IC), estes calculados pela divisédo da maior e da menor concentragao letal (CL) de cada populagéo
pela CL média de Rockefeller. Ao final desta dissertagdo, o Anexo 1 apresenta as RRes com seus IC

para os inseticidas avaliados para cada populagéo nos diferentes meses estudados.
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4.1.1) Bioensaios com larvicidas

Para facilitar a analise comparativa, os resultados dos bioensaios com cada larvicida serao

apresentados simultaneamente para as quatro populagdes avaliadas.

4.1.1.1. Bioensaios com temephos

A Tabela 4.1 e a Figura 4.1 apresentam os resultados obtidos com as curvas dose-
resposta para temephos em todas as localidades e para cada periodo avaliado. As concentragfes
letais foram comparadas com os valores obtidos para a cepa Rockefeller, referéncia de
susceptibilidade, para obtengdo das razdes de resisténcia (RR). Todas as RR encontradas para
temephos estdo acima de 3,0, indicando alteragdo de susceptibilidade ao temephos nas localidades,
de acordo com critérios adotados no pais (MS/SVS 2006). De maneira geral, no entanto, as razdes de
resisténcia parecem decair ao longo do tempo, como ilustra a Figura 4.2, que representa as RRgs das
populagdes, ao longo de todo o periodo avaliado. Em paralelo verificou-se tendéncia ao decaimento
também das inclinagdes das retas obtidas (slopes) ao longo dos meses avaliados (Tabela 4.2, Figura
4.1), o que indica recuperagdo da heterogeneidade das populagdes, em relacdo ao stafus de
susceptibilidade a temephos durante o periodo do estudo.

Nossos resultados sugerem que em duas populagdes (Duque de Caxias/RJ e Campo
Grande/MS) houve uma queda mais acentuada da RRgs ao longo do tempo. A populagdo de Duque
de Caxias, no inicio dos ensaios, em novembro de 2009, apresentou RRgs de 16,3 e em nossa ultima
analise, um ano depois, esta razéo caiu para 9,8. Na populagéo de Campo Grande a RRgs diminuiu de
7,9, em fevereiro de 2010, para 4,8, em janeiro de 2011. Ou seja, nos dois casos houve uma queda
de aproximadamente 40% no periodo (ver Anexo 1). Para as outras duas populagdes (Santarém/PA e
Parnamirim/RN), essa queda se apresentou bem mais suave, em torno de 15% (ver Anexo 1): em
Parnamirim a RRgs passou de 7,4 para 6,3 em um ano; e em Santarém diminuiu de 10,2 para 9,0 no
mesmo periodo. Apesar do relato de manutencdo do uso de temephos em campo pela SMS desta
ultima localidade, dados anteriores da Rede MoReNAa haviam detectado RRgs de 20,9 no ano de
2008 em Santarém (MS/SVS 2009). Isso representa uma queda de mais de 50% nos niveis de
resisténcia ao temephos em dois anos.

Em resumo, embora os resultados dos bioensaios tenham apresentado tendéncia ao
declinio da resisténcia ao temephos, esta queda apresentou ritmos diferentes entre as localidades.
Além disto, em alguns momentos ndo foi observado decaimento constante ao longo dos trimestres
avaliados. Apesar de o status de resisténcia ao organofosforado estar regredindo, nenhuma das
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populagdes apresentou RRgs abaixo de 3,0. De acordo com o Ministério da Saude (2006), este € o
ponto de corte acima do qual se recomenda interrupcdo do uso de temephos, e utilizagcdo de

inseticidas com modo de ag&o distinto.

Tabela 4.1. Concentragdes letais (CL) para temephos das populagdes de Aedes aegypti avaliadas, de quatro
localidades do Brasil. Também estao indicadas as razdes de resisténcia (RR), obtidas apés comparac¢éo com as
concentragbes letais obtidas para a cepa Rockefeller, e as inclinagdes (slope) obtidas para cada periodo

avaliado. Os intervalos de confianga das RRgs estdo disponiveis no Anexo 1, ao final desta dissertacéo.

Populacao CLs, (mglL) CLy; (mgiL) RR,, RRg; “slope”
Rockefeller 0,0028 0,0053 1,0 1,0 6,2
Duque de Caxias/RJ

Nov/09 0,0245 0,0865 8,7 16,3 3,0
Dez/09 0,0293 0,0781 10,5 14,7 3,8
Fev/10 0,0245 0,0709 8,7 13,3 3,6
Maio/10 0,0236 0,0569 8,4 10,7 43
Ago/10 0,0176 0,0580 6,3 10,9 3,2
Nov/10 0,0136 0,0521 49 9,8 2,8

Parnamirim/PA

Jan/10 0,0135 0,0393 48 7,4 3,5
Fev/10 0,0159 0,0379 57 71 4.3
Maio/10 0,0143 0,0342 51 6,4 4.3
Ago/10 0,0114 0,0334 41 6,3 3,5
Dez/10 0,0113 0,0336 3,9 6,3 3,5
Campo Grande/MS
Fev/10 0,0183 0,0420 6,5 7,9 45
Jun/10 0,0103 0,0308 3,7 58 34
Out/10 0,0104 0,0245 3,7 4.6 44
Jan/11 0,0093 0,0243 3,3 4.6 3,9
Santarém/PA
Abril/10 0,0200 0,0546 71 10,3 5,3
Jul/10 0,0228 0,0548 1,9 10,3 43
Out/10 0,0182 0,0457 6,3 8,6 4.1
Jan/11 0,0190 0,0477 6,6 9,0 4.1
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Figura 4.1. Curvas de regresséo linear das quatro populagdes de Aedes aegypti avaliadas apds 24 horas de
exposi¢do ao organofosforado temephos, em bioensaio quantitativo. O eixo y apresenta a mortalidade em
escala probit. A cepa Rockefeller, utilizada como referéncia de susceptibilidade, esta representada em todos os

graficos (linha verde).
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Figura 4.2. Avaliacdo temporal da resisténcia ao temephos das quatro populacbes de Aedes aegypti estudadas.
A linha pontilhada verde corresponde a RRgs = 3,0, e indica o ponto de corte acima do qual o0 MS recomenda

substituicdo de temephos em campo (MS/SVS 2006). Cada ponto representa a RRgs € 0 intervalo de confianga
(IC) correspondente.

4.1.1.2. Bioensaios com diflubenzuron

A exemplo dos ensaios acima, foram realizados testes dose-resposta para avaliagdo da
variagao do status de susceptibilidade de todas as populagdes a diflubenzuron, inibidor de sintese de
quitina recentemente incorporado no controle do vetor da dengue no pais (Tabela 4.2, Figura 4.3).
Neste caso, quantificou-se a inibicdo da emergéncia dos adultos (IE). Observamos sutis variagdes nas
doses efetivas ao longo das analises, sem qualquer tendéncia ou alteragdo importante aparente. Nas
populagdes de Duque de Caxias/RJ e Santarém/PA houve, ao longo do periodo, uma ligeira queda nas
RR, em relagdo ao valor inicial. Em Parnamirim/RN, ao contrério, as maiores RR foram obtidas na
ultima avaliagdo. Ja em Campo Grande/MS n&o houve qualquer tendéncia aparente. Estas pequenas
variagdes sao melhor observadas na Figura 4.4, que mostra as RR obtidas para todas as populagdes,
simultaneamente, no periodo avaliado. No entanto, € importante observar que para este IGR todas as
RRgs sempre se mantiveram abaixo de 3,0 quando comparadas com a cepa Rockefeller. Além dos
baixos valores de alteragdo da susceptibilidade a diflubenzuron (RR), as inclinagdes das retas (slopes)
obtidas com as populagdes de campo foram sempre maiores do que para Rockefeller (Tabela 4.2 e
Figura 4.3), sugerindo maior homogeneidade natural das populagbes avaliadas em relagdo a
susceptibilidade a este IGR quando comparadas com a cepa referéncia.
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Os bioensaios dose-resposta com diflubenzuron permitiram determinar ainda a
mortalidade por estagio, para a cepa Rockefeller e para as populagées em cada momento avaliado.
Os dados estdo apresentados na Figura 4.5, que considera a taxa de mortalidade em cada
concentragao avaliada, e na Figura 4.6, que leva em conta apenas os individuos mortos, normalizando
o0 tamanho das barras (para 100%). Em todos os casos, a taxa de mortalidade no estagio de larva se
eleva com 0 aumento das doses, ou seja, quanto maior a dose, mais precoce € a mortalidade. A
mortalidade de pupas ocorre em todas as concentragdes, € a mortalidade de adultos é menos
frequente, sendo detectada, na maioria das vezes, nas doses mais baixas. Podemos verificar, por
exemplo, que para a cepa referéncia a IEsq € de aproximadamente 0,8 ug/L, muito abaixo dos valores
observados para as populagdes de campo, entre 1,5 e 3,0 ug/L. Nestas concentragdes a mortalidade
em Rockefeller ja é superior a 80%. Além disso, a propor¢ao de adultos Rockefeller mortos é de 10%
a 0,8 ug/L, e muito menor entre 1,5 e 3,0 ug/L, em torno de 1,5-8,0%. Outra observagéo relevante é
que a emergéncia de adultos ocorre em uma grande faixa de concentracdes em Rockefeller, fato ndo
constatado nas populagdes estudadas de maneira geral, refletindo a sua maior heterogeneidade na
resposta a diflubenzuron em relagéo as populagdes de campo (Figuras 4.5 e 4.6). Comparagéo dos
varios graficos gerados para a populagdo de Duque de Caxias (Figura 4.6) sugere que, de maneira
geral, ha tendéncia a mortalidade mais precoce no decorrer do periodo de avaliagdo. Esta tendéncia,
que também se observa para os graficos da populagdo de Santarém, pode refletir a ligeira queda das
RR observada para estas populagdes (Tabela 4.3 e Figura 4.4). No entanto, estas variagdes sé@o

apenas sutis, e necessitariam de mais pontos de avaliagao para confirmagdo de qualquer tendéncia.
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Tabela 4.2. Doses efetivas (IE) para diflubenzuron das populagbes de Aedes aegypti avaliadas, de quatro
localidades do Brasil. Também estao indicadas as razdes de resisténcia (RR), obtidas apés compara¢do com as
|E da cepa Rockefeller, e as inclinagbes (slope) obtidas para cada periodo avaliado. Os intervalos de confianca

das RRgs estdo disponiveis no Anexo 1, ao final desta dissertagao.

Populagao IE5 (uglil) IEgs (ugiL) RR,, RRy, “slope”
Rockefeller 0,89 2,30 1,0 1,0 3.9
Duque de Caxias/iRJ
Fev/10 2,81 5,21 3,2 2,3 6,3
Maio/10 2,19 3,92 2,4 1,7 6,5
Ago/10 1,98 3,77 2,2 1,7 5,8
Nov/10 2,31 3,67 2,6 1,6 8,2

Parnamirim/PA

Fev/10 1,67 3,07 2,4 1,3 6,2
Maio/10 1,80 3,17 2,0 1,4 6,7
Ago/10 1,57 2,52 18 1,1 8,0
Dez/10 2,57 419 2,9 1,8 1,7
Campo Grande/MS
Fev/10 2,44 4,69 2,7 2,0 58
Out/10 1,80 3,13 2,0 1,4 6,8
Jan/11 2,56 4,97 2,9 2,2 57
Santarém/PA
Abril/10 2,55 4,66 2,9 2,0 6,3
Jul/10 1,67 3,45 1,8 15 5,2
Out/10 1,73 3,19 1,9 1,4 6,2
Jan/11 1,79 3,25 2,0 1,4 6,4
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Figura 4.3. Curvas de regressao linear das quatro populagdes de Aedes aegypti avaliadas ap6s exposi¢ao ao

diflubenzuron. O eixo y indica a inibigdo da emergéncia (IE) de adultos, em escala probit. A cepa Rockefeller,

utilizada como referéncia de susceptibilidade, esté representada em todos os gréficos (linha verde).
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4.1.2) Bioensaios de adultos com deltametrina

A Tabela 4.3 e a Figura 4.7 mostram os resultados gerais obtidos com os bioensaios
dose-resposta de deltametrina para cada populagdo. De maneira geral, as inclinagbes das retas
parecem se comportar ao contrario do que ocorre com temephos: ha uma tendéncia ao aumento do
coeficiente angular (slope) e da RR. Os resultados também estdo apresentados separadamente por
populagdo, comparados com os indices de casos de dengue e com a dindmica de aplicacdo de
deltametrina nas diferentes localidades (Figuras 4.8 a 4.11), uma vez que a aplicacdo de adulticidas é
recomendada apenas em situag¢des particulares, como pontos estratégicos ou surtos epidémicos. Vale
notar que estao apresentadas apenas as aplicagdes que ocorreram nas areas de estudo, e ndo na
totalidade de cada municipio. Tanto a intensidade quanto a frequéncia de aplicagao pelas Secretarias
Municipais de Saude (SMS) no periodo estudado variaram muito. O final deste item contém um
resumo dos numeros de casos de dengue e das RRes encontradas para deltametrina em todas as

localidades (Figura 4.12).
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Tabela 4.3. Concentragdes letais (CL) para deltametrina das populagdes de Aedes aegypti avaliadas, de quatro

localidades do Brasil. Também estao indicadas as razdes de resisténcia (RR), obtidas ap6s comparac¢éo com as

concentragoes letais da cepa Rockefeller, e as inclinagdes (slope) obtidas para cada periodo avaliado. Os

intervalos de confianga das RRes estdo disponiveis no Anexo 1, ao final desta dissertacéo.

Populagao CLs(mgim?)  CLgy; (mg/m?) RRy, RR,; “slope”
Rockefeller 0,70 1,45 1,0 1,0 5,0
Duque de
Caxias/RJ
Dez/09 12,17 82,43 17,3 56,7 2,0
Fev/10 21,14 89,14 30,2 61,3 2,6
Maio/10 22,07 15,7 31,5 79,4 2,3
Ago/10 19,60 93,53 28,0 64,4 2,4
Nov/10 23,45 64,87 33.5 445 3,7
Parnamirim/PA
Fev/10 5,04 17,01 7,2 11,6 3.1
Maio/10 4,41 14,75 6,3 10,1 3.1
Ago/10 6,21 18,13 8,8 12,4 3,5
Dez/10 8,83 20,7 12,6 14,3 44
Campo Grande/MS
Fev/10 49,66 142,21 70,9 97,8 3,5
Jun/10 40,86 84,34 58,3 58,2 5,2
Out/10 4512 128,17 64,4 88,3 3,6
Jan/11 42,91 124,19 61,3 85,5 3,5
Santaréem/PA
Abril/10 20,00 84,17 28,5 57,8 2,6
Jul/10 19,74 51,01 28,2 35,1 3,9
Out/10 33,26 80,29 47,5 55,1 4.2
Jan/11 25,81 71,73 36,8 493 3.7
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Figura 4.7. Curvas de regressdo linear obtidas por exposi¢do ao piretroide deltametrina de adultos das quatro
populagdes de Aedes aegypti. A cepa Rockefeller, utilizada como referéncia de susceptibilidade, esta
representada em cada grafico (linha verde). O ensaio consiste de exposi¢do por 1 hora ao inseticida seguida de

recuperagao por 24 horas.
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A) Duque de Caxias/RJ

Neste municipio do Rio de Janeiro durante o periodo do estudo os casos se dengue se
concentraram nos meses de margo a junho. Em maio, ocorreu o maior numero de notificagdes, com
330 casos registrados na localidade. Levantamento da aplicacdo de inseticidas revelou uso publico
indiscriminado de piretréides, com diversas aplicagdes de UBV, inclusive fora de periodos epidémicos,
variarando de uma a nove mensais (Figura 4.8).

Os bioensaios com adultos desta populagdo detectaram resisténcia extremamente
elevada ao piretroide deltametrina. As RRgs se mantiveram sempre acima de 40,0. A RRgs no més de
dezembro de 2009 foi 56,7 e apresentou no més de maio de 2010 seu maior valor, de
aproximadamente 80,0, coincidido com o pico de casos de dengue na regido. A menor RRgs, 44,5, foi
vista no Ultimo més analisado, novembro de 2010 (Figura 4.8). Podemos verificar também tendéncia
ao aumento dos valores das inclinagdes das retas (slopes) ao longo do estudo (Tabela 4.3 e Figura

4.7), sugerindo uma maior homogeneidade da populagdo @ medida em que a pressdo de selecéo
ocorreu em campo.
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Figura 4.8. Avaliacao temporal da RRgs para deltametrina de fémeas adultas de Aedes aegypti da populagéo de
Duque de Caxias/RJ. Setas vermelhas indicam o nimero de aplicagbes mensais de piretréides; o tamanho das
setas varia de uma a nove aplicagdes. Para cada RRgs, em azul, estdo indicados também os intervalos de
confianga. A linha pontilhada vermelha € arbitraria e indica a RRgs 25,0; valores acima desta linha foram

considerados extremamente elevados. A linha cinza indica a incidéncia de dengue na localidade, no periodo.
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B) Parnamirim/RN

Nesta localidade encontramos a menor incidéncia de dengue durante o estudo. As
notificacbes da doenga variaram de 0 a 35 casos, com pico nos meses de maio a junho de 2010. A
Secretaria Municipal de Saude de Parnamirim informou apenas dois meses onde ocorreram aplicagdes
em campo de deltametrina, provavelmente em virtude do aumento dos casos notificados de dengue.
As aplicagbes a UBV ocorreram em junho e julho, com quatro e duas respectivamente. A populagéo
de Ae. aegypti desta localidade apresentou resisténcia menor que das outras populacdes analisadas
(Figura 4.9; ver também Figura 4.12). A RRes, inicialmente 11,6, alcangou 14,2 ao final do periodo de
avaliagdo. Foi também observada nesta populagdo uma tendéncia ao aumento dos coeficientes

angulares ao longo do estudo, atingindo seu maior valor no Ultimo més analisado, dezembro de 2010
(Tabela 4.3 e Figura 4.7).
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Figura 4.9. Avaliagédo temporal da RRgs para deltametrina de fémeas adultas de Aedes aegypti da populagéo de
Parnamirim/RN. Setas vermelhas indicam o nimero de aplicages em campo (quatro em julho e duas em
agosto). Para cada RRgs estdo indicados também os os intervalos de confianga. A linha pontilhada vermelha é
arbitraria e indica a RRgs 25,0; valores superiores foram considerados extremamente elevados. A linha cinza

mostra a incidéncia de dengue na localidade, no periodo.
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C) Campo Grande/MS

Ocorreu em Campo Grande, no ano de 2010, a maior epidemia de dengue vista na
histéria da regido, com 27.471 notificagbes totalizando 3,5% da populagdo local. A fase de mais
notificaces foi de dezembro de 2009 a maio de 2010, com pico em fevereiro, com 8.200 casos
(aproximadamente 1% do nimero de habitantes da regido). A doenca continuou a ser notificada até o
final do estudo, com valores inferiores aos do inicio do ano, porém ndo menos relevantes, variando de
150 a 400 casos mensais até pelo menos 0 més de janeiro de 2011 (Figura 4.10).

A Secretaria Municipal de Saude relatou, durante o periodo de estudo, apenas o uso do
adulticida organofosforado (OP) malathion, que tem modo de agao distinto dos piretréides. Ocorreram
duas aplicagbes mensais em campo nos meses de fevereiro e margo de 2010, provavelmente em
funcdo da epidemia de dengue na regido (Figura 4.10). Contudo, em anos anteriores a 2010,
piretréides haviam sido utilizados em campo (SMS de Campo Grande/MS).

Para esta populagéo os niveis de resisténcia a deltametrina foram muito elevados durante
todas as analises. A maior RRgs, de 97,8, foi encontrada em fevereiro de 2010, justamente na época
de surto de dengue na regido. A segunda avaliagdo, em junho de 2010, constatou queda nos niveis
de resisténcia a deltametrina, que ficaram em torno de 60,0. A RRgs voltou a subir nas duas Ultimas
andlises, em outubro de 2010 e janeiro de 2011, permanecendo em torno de 80,0 (Figura 4.10). Em
relagdo as inclinagdes das retas (slopes), observamos um aumento do seu valor do més de fevereiro
para junho de 2010, porém seus valores voltam a decair nos meses avaliados posteriormente (Tabela
4.3 e Figura 4.7).
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Figura 4.10. Avaliacao temporal da RRes para deltametrina de fémeas adultas de Aedes aegypti da populagao
de Campo Grande /MS. Setas verticais azuis indicam duas aplicagdes de malathion (OP) em campo em cada
més. Para cada RRgs estdo indicados também os intervalos de confianga. A linha pontilhada vermelha é
arbitréria e indica a RRes 25,0; valores superiores s&o considerados extremamente elevados. A linha cinza
mostra a incidéncia de dengue na localidade, no periodo, que correspondeu a maior epidemia de dengue da
histéria deste municipio até entdo (observar a escala do eixo-y a direita, que difere dos graficos das outras
populagdes - Figuras 4.7, 4.8 e 4.10).
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D) Santarém/PA

A incidéncia de dengue foi constante nesta localidade no ano de 2010, variando de 20 a
60 notificagdes mensais. Apenas no inicio de 2011, em janeiro, ocorreu um aumento no numero de
casos, chegando a 288 notificagdes. De acordo com informagéo obtida pela Secretaria Municipal de
Saude, houve aplicagédo de cipermetrina em campo diversas vezes, variando de uma a quatro
passagens de UBV em cada més (Figura 4.11).

A resisténcia a piretroides nesta populacdo também alcangou niveis muito elevados. A
RRgs variou entre 35,0 e 60,0 no decorrer das analises. A maior RRgs foi observada em abril de 2010 e
a menor foi vista no més de julho (Figura 4.11). As inclinagbes das retas (slopes) encontradas para
esta populagao ndo apresentaram nenhuma tendéncia aparente, o pico do seu valor ocorreu no més

de outubro de 2010 diminuindo na Ultima analise, em janeiro de 2011 (Tabela 4.3 e Figura 4.7).
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Figura 4.11. Avaliagdo temporal da RRes para deltametrina de fémeas adultas de Aedes aegypti da populagéo
de Santarém/PA. Setas vermelhas indicam o nimero de aplicagdes mensais de piretrdides; o tamanho das
setas representa uma, duas ou quatro aplicagdes. Para cada RRgs estdo indicados também os intervalos de
confianga. A linha pontilhada vermelha é arbitraria e indica a RRgs 25,0; RRs acima desta linha foram

consideradas extremamente elevadas. A linha cinza mostra a incidéncia de dengue na localidade, no periodo.
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E) Casos de dengue e resisténcia a deltametrina

A Figura 4.12 resume os casos de dengue e as RRgs de cada populagdo, em todo o
periodo. Para a regido de Campo Grande, a doenga se apresentou como um grave problema de
Saude Publica, mantendo-se em niveis muito elevados durante o periodo estudado, quando
comparados com as outras localidades. Em relagdo as RRs, verificamos de uma maneira geral que a

populacdo de Parnamirim apresentou niveis mais baixos quando comparada as outras populagdes
analisadas.
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Figura 4.12. Comparacéo entre o perfil de ocorréncia de dengue (grafico superior) e o status de resisténcia a
deltametrina (grafico inferior) nas localidades avaliadas. Note que, no gréfico superior, para Campo Grande/MS
os valores estéo representados no eixo-y a direita (grande surto epidémico durante o periodo de estudo). A reta
tracejada, arbitraria, posiciona a RRgs=25,0. Para cada RRgs estdo indicados também os intervalos de
confianca.
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4.2. Mecanismos de resisténcia

4.2.1) Ensaios biogquimicos para avaliacdo da resisténcia metabolica e da AChE

Ensaios bioquimicos foram realizados para avaliar as principais enzimas relacionadas
com a resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti, de acordo com protocolo de rotina do Laficave,
detalhado na segdo Materiais e Métodos da dissertagdo. Foram quantificadas as atividades das
enzimas que participam do processo de detoxificagdo de xenobidticos, que pertencem as familias das
Esterases (analisadas com trés diferentes substratos, denominadas aqui “ALFA”, “BETA” e “PNPA”),
Oxidases de Funcdo Mista (MFO) e glutationa-S-Transferases (GST), e também a enzima
Acetilcolinesterase (AChE), sitio alvo dos OP e CA. Estes ensaios foram efetuados para as quatro
populacdes participantes do projeto (Duque de Caxias/RJ, Parnamirim/RN, Campo Grande/MS e
Santarém/PA) ao longo de um ano, a cada trés meses, ou seja, em quatro momentos distintos. As
fases do ciclo de vida investigadas foram: larvas de 3° estadio e fémeas adultas de um dia pds-
emergéncia.

Para facilitar a comparacgéo, além de tabelas com os resultados dos ensaios bioquimicos
de cada populagéo, estédo também disponiveis em fichas separadas (Fichas 1 e 2), os bioensaios
realizados e os resultados dos ensaios moleculares de frequéncia das mutagdes no AaNav. Ao final
da dissertagao, no Anexo 2, estdo expostos os graficos de pontos utilizados para a comparagéo visual

em nossas analises.

4.2.1.1) Ensaios bioquimicos com larvas

Foi possivel identificar, desde o inicio das analises, diferencas nos perfis de “Rock total” e
‘Rock placas” (ver Anexo 2), o que gerou discrepancias nas comparagdes posteriores com as
populacdes de campo. Atribuimos estas diferengas a potenciais variagdes na criagdo das larvas ao
longo do estudo, como a temperatura ou a mudanga da marca da ragéo utilizada como alimento, entre
outros. Em funcdo destas diferengas nos resultados de Rockefeller, os ensaios bioquimicos de larvas
foram avaliados de varias formas tentativas. Em todos os casos calculou-se o percentual de individuos
das populagdes de campo com valores de atividade acima do percentil 99 (p99) de um grupo
especifico, definido como ponto de corte. As Tabelas 4.4 e 4.5 apresentam, respectivamente, a
comparagdo com “Rock total” (os ensaios com a cepa padrédo realizados antes dos ensaios com as
populagdes) e com “Rock placas” (o compilado dos controles internos, nas placas com as populagbes
de campo). Adicionalmente, levamos em conta que em todas as populagdes foi detectada tendéncia a
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diminuig&o dos niveis de resisténcia das larvas a temephos ao longo do periodo de estudo. Em fungéo
disto, incluimos uma terceira avaliagao, que foi a comparagéo com o ultimo momento avaliado de cada
populagdo de campo, para cada enzima (Tabela 4.6). E importante destacar que procuramos associar
os resultados dos ensaios bioquimicos de larvas apenas com os bioensaios para o inseticida OP
temephos. N&o buscamos correlagbes com o larvicida diflubenzuron pois, para este larvicida ndo

detectamos nem RRs altas nem tendéncias ao longo do tempo.

4.2.1.1.1) larvas x “Rock total”

A comparagdo das atividades enzimaticas das populagdes com 0s ensaios com

Rockefeller realizados anteriormente (Tabela 4.4) revelou poucas alteragdes nas populagdes de
campo. De maneira geral, como evidenciado nas Figuras A1-A8 (Anexo 2), as atividades de
Rockefeller nestes ensaios prévios (“Rock total”’) foram superiores aos controles internos com
Rockefeller (“Rock placas”), realizados simultaneamente as populagdes. Em fungéo disto, o valor de
p99 relativamente elevado de Rockefeller, usado como ponto de corte, pode ter mascarado as
alteragdes de atividade enzimatica das populagdes, subestimando-as. Nesta analise ndo foi detectada
em nenhuma populagdo, e em nenhum momento, alteragdo de atividade das Esterases “ALFA” e
‘BETA”, mais comumente relacionadas a resisténcia a organofosforados nas populagées brasileiras de
Ae. aegypti. Para todas as outras enzimas as alteragdes foram, em geral, discretas.

Esta andlise ndo permitiu detectar alteragbes nas atividades das enzimas que
justificassem a resisténcia encontrada nas populagdes ao larvicida OP temephos, nem identificar

tendéncias que pudessem ser correlacionadas a queda na resisténcia ao temephos.
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Tabela 4.4. Comparagdo das atividades enzimaticas de larvas das populagbes de campo com a cepa
Rockefeller, “Rock total” (ensaios com Rock realizados previamente aos ensaios com as populagdes; ver
Materiais e Métodos, item 3.6, para detalhes). Em cada caso foi quantificado o percentual da populagdo com
atividade acima do percentil 99 (p99) de Rockefeller. Em verde estdo indicados os valores de atividade
considerados normais (até 15% dos individuos), em amarelo, atividade considerada alterada (entre 15 — 50%) e

em laranja, muito alterada (acima de 50%).

Larvas - Populagdo de campo x Rock total

(taxa>perc 99)
[Periado] Populagdo
fevi10 Duque de Caxias
mai/10 Duque de Caxias
ago/10 Duque de Caxias
nov/10 Duque de Caxias
fev0 Parnamirim
mai/10 Parnamirim
ago/10 Parnamirim
dez/10 Parnamirim
fev/10 Campo Grande
jun/1o Campo Grande
out/10 Campo Grande
jan/11 Campo Grande
abr/10 Santarém
jul1o Santarém
out/10 Santarém
jan/11 Santarém

4.2.1.1.2) larvas x “Rock placas”

A Tabela 4.5, que compara as populagdes com os ensaios do controle interno realizados
com Rockefeller (“Rock placas”), revelou maiores alteragbes na atividade das enzimas quando
comparada a tabela anterior. Neste caso, com o menor valor de p99 de Rockefeller, as alteragdes
enzimaticas das populagdes de campo puderam ser ressaltadas (comparar com o Anexo 2). Com
relagdo as Esterases, comumente associadas a resisténcia a OP, de maneira geral, verificamos
alteracdes na atividade com pelo menos um dos substratos utilizados (ALFA, BETA e PNPA), na
maioria dos momentos, em todas as populagbes. Alteragdo na atividade de GST, enzima de fase 2,
também foi diagnosticada em todas as populagdes participantes do estudo. No entanto, é provavel
que esta alteragdo esteja relacionada com a atividade de GST na fase adulta (ver item 4.2.1.2).
Também confirmamos poucas alteragdes de outras duas enzimas, AChE e MFO, fato ja observado em
populagdes brasileiras de Ae. aegypti (com excec¢do de Parnamirim e Santarém que apresentaram
alteracdo de MFO e de AChE, respectivamente). As particularidades para cada populagdo se

encontram abaixo:
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A)

Duque de Caxias/RJ: Esta populacdo apresentou a maior RR para temephos e também uma

queda acentuada da RR durante o periodo de estudo (a RRgs decaiu em aproximadamente 40%,
de 16,3 até 10,0). A elevada resisténcia pode justificar o fato de apenas esta populagdo
apresentar alteragdo na atividade das Esterases com os trés substratos utilizados (ALFA, BETA e
PNPA). Alteragdes em GST também foram vistas em dois momentos. Entretanto, apenas PNPA

apresentou tendéncia de queda da atividade ao longo do tempo.

Parnamirim/RN: Para esta populag¢do os ensaios bioldgicos evidenciaram RRgs moderadas para
temephos, entre 7,4 e 6,3, e que portanto, ndo variaram muito ao longo do tempo (em torno de
15%). A atividade de diversas enzimas estava alterada. A exemplo de Duque de Caxias, as
atividades ALFA, BETA e GST estavam elevadas em diversos os momentos. Além disso, foi a
unica populagdo com MFO alterada, e com tendéncia de queda desta atividade ao longo do
tempo. Para as outras ativivades alteradas nédo foi detectada qualquer tendéncia no periodo

avaliado.

Campo Grande/MS: Em comparacao com Duque de Caxias, Campo Grande apresentou niveis de

resisténcia a temephos mais discretos (RRgs entre 7,9 e 4,6), embora tenha registrado queda
equivalente ao longo do tempo (em torno de 40%). Para esta populagéo observamos alteragbes
em trés familias de enzimas, em todos os casos com tendéncia na queda de atividade: PNPA,
GST e ALFA, esta Ultima com atividade alterada apenas no primeiro més analisado. Embora a
atividade de BETA tenha se mantido nos padrdes ‘normais’, houve, aparentemente, uma ligeira
reducdo ao longo do periodo. Vale ressaltar que para as duas populagdes com queda mais
acentuada da RRes para temephos (Duque de Caxias e Campo Grande) observamos queda
acentuada da PNPA.

Santarém/PA: A RRgs para temephos foi alta (entre 10,3 e 9,0), embora ndo tenha variado muito
ao longo do estudo (em torno de 15%). Nesta analise observamos, em trés dos quatro momentos
avaliados, alteragdes de atividade da AChE (unica populagdo com alteragdo detectavel desta
enzima). Por outro lado, poucas alteragdes foram encontradas nas outras enzimas (apenas GST

e BETA, e somente em alguns pontos avaliados).
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Tabela 4.5. Comparagdo das atividades enzimaticas de larvas das populagdes de campo com a cepa
Rockefeller, “Rock placas” (ensaios com Rock realizados simultaneamente aos ensaios com as populagdes, nas
mesmas placas; ver Materiais e Métodos, item 3.6, para detalhes). Em cada caso foi quantificado o percentual
da populagédo com atividade acima do p99 de Rockefeller. Em verde, os valores de atividade considerados
normais (até 15% dos individuos), em amarelo, alterados (entre 15 — 50%), e em laranja, muito alterados (acima
de 50%).

Larvas - Populagdo de campo x Rock placas

(taxa>perc 99)
| Periodo | Populacdo
fevi10 Duque de Caxias
mai/10 Duque de Caxias
ago/10 Duque de Caxias
nov/10 Duque de Caxias
fev/10 Parnamirim
mai/10 Parnamirim
ago/10 Parnamirim
dez/M10 Parnamirim
fevi10 Campo Grande
jun/10 Campo Grande
out/10 Campo Grande
jan/11 Campo Grande
abr/10 Santarém
jul1o Santarém
out/10 Santaréem
jan/11 Santarém

4.2.1.1.3) larvas x ultimo momento avaliado

Como mencionado anteriormente, consideramos também como ponto de corte 0 p99 do
ultimo momento avaliado, para cada populagdo e cada enzima. Esperavamos desta forma confirmar
algumas tendéncias de queda na atividade das enzimas ao longo do tempo, verificadas na Tabela 4.5.

. Os detalhes observados para cada populagdo sdo ressaltados abaixo:

A) Duqgue de Caxias/RJ: Esta foi uma das populagbes com queda da resisténcia ao temephos

bastante acentuada ao longo do projeto. Nesta anélise, alteracdes em MFO e PNPA foram
observadas e a tendéncia de queda na atividade de PNPA verificada anteriormente (Tabela 4.5)

foi confirmada.

B) Parnamirim/RN: Nesta populagdo, que apresentou queda apenas discreta nos niveis de

resisténcia (~15%), confirmamos a tendéncia de queda na atividade de MFO ao longo dos meses.
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C) Campo Grande/MS: Uma acentuada queda na resisténcia ao temephos também foi observada

nesta populagdo, acompanhada por reducdo da atividade de ALFA e, mais discretamente, de

BETA. Nao foi possivel, porém, confirmar tendéncia de redugéo da alteragcdo de PNPA e GST.

D) Santarém/PA: Esta populacdo, cuja RRes para temephos ndo variou muito durante o periodo

estudado, néo exibiu qualquer tendéncia nas atividades enzimaticas.

Tabela 4.6. Comparagéo das atividades enzimaticas de larvas das populagdes de campo com o ultimo momento

avaliado para cada enzima e para cada populagao (ver Materiais € Métodos, item 3.6, para detalhes). Em cada

caso foi quantificado o percentual da populagdo com atividade acima do percentil 99 (p99) do Ultimo més

analisado. Em verde estao indicados os valores de atividade considerados normais (até 15% dos individuos),

em amarelo, atividade considerada alterada (entre 15 — 50%) e em laranja, muito alterada (acima de 50%).

Larvas populagdes x ultimo momento avaliado
(taxa>perc 99)

|Periodo] Populagdo
fevi10 Duque de Caxias
mai/10 Duque de Caxias
ago/10 Duque de Caxias
fevi10 Parnamirim
mai/10 Parnamirim
ago/10 Parnamirim

fevM0
jun/10
out/10

abri10
julf10
out/10

Campo Grande
Campo Grande
Campo Grande

Santarém
Santarém
Santarém
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4.2.1.2) Ensaios bioquimicos com adultos

As Tabelas 4.7 e 4.8 apresentam os resultados dos ensaios bioquimicos realizados com
adultos. Também neste caso foram observadas divergéncias quando os dois grupos, “Rock total” e
‘Rock placas”, foram escolhidos como ponto de corte. A comparagao das populagées de campo com
‘Rock placas”, em fungdo de seus menores valores de atividade, ressaltou mais alteragbes nas
enzimas que “Rock total’. Buscamos correlacionar estes resultados dos ensaios bioquimicos
efetuados com adultos com os ensaios biologicos realizados com o adulticida Pl deltametrina (que
ressaltaram trés populagdes com resisténcia extremamente alta e apenas uma, Parnamirim, com
resisténcia menos elevada). Também buscamos interpretar os resultados levando em conta o outro
mecanismo de resisténcia a Pl investigado, a frequéncia de mutages em seu alvo, o canal de sodio
(AaNay), detalhado no item 4.3.

4.2.1.2.1) adultos x “Rock total”

A Tabela 4.7 evidencia que, com exceg¢do de Campo Grande, atividades mais elevadas
so foram encontradas de forma consistente para as enzimas PNPA e GST, em todas as populagdes e
na maioria dos meses avaliados. Atividade alterada destas familias de enzimas ja havia sido relatada
anteriormente em populagbes brasileiras de Ae. aegypti, logo apés a introdugdo de piretréides no

controle de adultos em nosso pais (Montella et al 2007).
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Tabela 4.7. Comparagdo das atividades enzimaticas de adultos das populagbes de campo com a cepa
Rockefeller, “Rock total” (ensaios com Rock realizados previamente aos ensaios com as populagdes; ver
Materiais e Métodos, item 3.6, para detalhes). Em cada caso foi quantificado o percentual da populagdo com
atividade acima do percentil 99 (p99) de Rockefeller. Em verde estdo indicados os valores de atividade
considerados normais (até 15% dos individuos), em amarelo, atividade considerada alterada (entre 15 — 50%) e

em laranja, muito alterada (acima de 50%).

Adultos- Populagdo de campo x Rock total

(taxa>perc 99)
[Periodo| Populagdo
fevi10 Duque de Caxias
mai/10 Duque de Caxias
ago/10 Duque de Caxias
nov/10 Duque de Caxias
fev/10 Parnamirim
mai/l10 Parnamirim
ago/10 Parnamirim
dez/10 Parnamirim
fevi10 Campo Grande
juni10 Campo Grande
out/10 Campo Grande
jan/11 Campo Grande
fev/10 Santarém
jullo Santarém
out/M0 Santarém
jan/11 Santarém

4.2.1.2.2) adultos x “Rock placas”

Os perfis obtidos na comparagdo com os espécimes Rockefeller usados como controle
interno (“Rock placas”, Tabela 4.8) revelaram alteragbes mais generalizadas nas populagbes que a
avaliacdo anterior (Tabela 4.7). Por outro lado, houve menor registro de alteragdes na atividade de

PNPA. Abaixo, cada populagédo esta sendo comentada separadamente:

A) Duque de Caxias/RJ: Os ensaios biolégicos evidenciaram elevada resisténcia desta populagéo ao

Pl deltametrina: a RRgs variou entre 44,5 e 79,4 com pico no més de maio/2010. Também
identificamos duas mutagdes no AaNay associadas a resisténcia a Pl (ver item 4.2.2). Embora
alteragdes em todas as enzimas avaliadas tenham sido observadas em pelo menos um momento
estudado, PNPA e GST foram as Unicas enzimas alteradas em todos os momentos avaliados, em
consonancia com sua associa¢do com resisténcia a Pl, ja relatada. Foi ainda observada, para
estas enzimas, sutil tendéncia de queda de atividade durante o periodo estudado, o que ndo tem

correlagdo com 0s ensaios bioldgicos.
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B)

Parnamirim/RN: Esta populagdo apresentou os menores niveis de resisténcia a Pls do estudo
(RRes a deltametrina entre 10,0 e 15,0), resultado compativel com as baixas frequéncias de
mutacdo no AaNav (ver item 4.2.2). Também para esta populagdo, as alteragcbes mais
consistentes foram detectadas em GST e PNPA. Diferente das outras populagdes avaliadas,

Parnamirim n&o exibiu alteragdo de MFO em nenhum momento.

Campo_Grande/MS: Esta foi a populagdo que apresentou os maiores valores de RRes a

deltametrina em todo o estudo (entre 58,2 e 97,8), com pico na primeira analise, em fevereiro.
Assim como em Duque de Caxias, a frequéncia das mutagdes no sitio alvo de Pl também foi
muito alta (ver item 4.2.2). Embora alteracdo consistente, ao longo de todo o estudo, tenha sido
detectada apenas para GST, todas as enzimas avaliadas exibiram alteragdo em pelo menos um
dos momentos avaliados. A excegéo foi PNPA que, surpreendentemente, apresentou niveis de

atividade compativeis com a ‘normalidade’ em todas as avaliagoes.

Santarém/PA: A RRgs de adultos a deltametrina variou entre 35,1 e 57,8, com pico na primeira
analise, em abril. Apenas uma das duas substituicdes no AaNav foi detectada, o que pode estar
associado aos niveis de resisténcia a Pl um pouco menores quando comparados com Duque de
Caxias e Campo Grande (ver item 4.2.2). Esta foi a populagdo que, no estudo, apresentou menos
alteragdes enzimaticas. De todas, foi, por exemplo, a Unica que ndo exibiu GST alterada em
todos os momentos avaliados. Isto foi, em parte, consequéncia da tendéncia de queda de

atividade desta enzima ao longo do periodo.
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Tabela 4.8. Comparagdo das atividades enzimaticas de adultos das populagbes de campo com a cepa
Rockefeller, “Rock placas” (ensaios com Rock realizados simultaneamente aos ensaios com as populagdes, nas
mesmas placas; ver Materiais e Métodos, item 3.6, para detalhes). Em cada caso foi quantificado o percentual
da populagéo com atividade acima do p99 de Rockefeller. Em verde, os valores de atividade considerados
normais (até 15% dos individuos), em amarelo, alterados (entre 15 — 50%), e em laranja, muito alterados (acima
de 50%).

Adultos - Populagdo de campo x Rock placas

(taxa>perc 99)
[Periodo] Populagéio aNA-Est | PNA-Est

fevi10 Duque de Caxias

mai/10 Duque de Caxias

ago/10 Duque de Caxias

nov/10 Duque de Caxias

fev/10 Parnamirim

maio Parnamirim

ago/10 Parnamirim

dez/10 Parnamirim

fevi10 Campo Grande

juni10 Campo Grande

out/10 Campo Grande

jan/11 Campo Grande

fev/10 Santarém

jullo Santarém

out/M0 Santarém

jan/11 Santarém

As duas analises (Tabelas 4.7 e 4.8) sugerem forte participacdo de GST e PNPA na
resisténcia a Pl na fase adulta de Ae. aegypti de populagdes brasileiras. Entretanto, nao foi possivel
identificar perfis enzimaticos que pudessem ser diagndsticos’ das razdes de resisténcia das
populagdes, ao longo do periodo avaliado. Por outro lado, as razdes de resisténcia extremamente
altas de adultos ao piretroide deltametrina encontradas para Duque de Caxias, Campo Grande e
Santarém puderam ser relacionadas a alteragBes no AaNay, alvo de piretréides (ver item 4.2.2). E
importante ressaltar que para Parnamirim, a populacdo que exibiu a menor razéo de resisténcia ao
piretréide e menores frequéncias alélicas para as mutagdes no AaNay, sugerimos que as enzimas

detoxificantes tenham participagéo decisiva na resisténcia a PI.
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4.2.2) Ensaios moleculares para diagndstico de mutacées knockdown resistance (kdr)

Foram realizados, para as quatro populagbes sob estudo, ensaios moleculares para o
diagndstico de trés mutagbes. Duas delas estdo localizadas no dominio I1-S6 do gene do canal de
sodio regulado por voltagem de Ae. aegypti (AaNay), nas posi¢oes 1016 e 1011, e ja foram
previamente encontradas em populagdes brasileiras de Ae. aegypti (Martins et al 2009 a, b). A
mutacdo na posicdo 1016 ocorre pela substituicdo de uma valina por uma isoleucina (mutagao
Val1016lle), e ja foi previamente relacionada com a resisténcia a inseticidas piretroides (Martins et al
2009a). A mutacdo na posicdo 1011 ocorre por substituicdo de uma isoleucina por uma metionina
(le1011Met). Ao contrario do que foi observado para a mutagdo 1016, sua contribuicdo para a
resisténcia a piretroides ainda ndo estd muito bem esclarecida (Martins et al 2009b). A terceira
mutacdo estudada, Phe1534Cys, esta localizada no dominio 11I-S6 do gene AaNay, e seu papel na

contribuigdo da resisténcia também necessita de maiores investigagdes.

4.2.2.1) Mutagao na posicéo 1016 (Val1016lle)

Visto que esta mutagdo apresenta carater recessivo, ou seja, para expressar o fenétipo
de resisténcia a piretroides necessita estar em homozigose, os resultados abaixo serdo representados
em frequéncia do alelo mutante 1016lle e em frequéncia genotipica dos individuos homozigotos
mutantes 1016lle/lle. As anélises foram feitas para as coletas mensais ao longo do estudo e os
resultados estdo apresentados por populagdo. Observamos de maneira geral, para duas populagdes
avaliadas, Duque de Caxias/RJ e Campo Grande/MS, frequéncias alélicas para 1016lle (alelo mutante)
muito elevadas, se mantendo ao longo das andlises acima de 70% (Figura 4.13). Além disso, a
maioria dos individuos destas populagbes se apresentou homozigota mutante (gendtipo lle/lle),
indicando que esta mutagéo j& esta amplamente disseminada nestes municipios. Estes resultados
ajudam a compreender os elevados niveis de resisténcia a deltametrina encontrados (compare com a
Figura 4.12). Para a populagao de Parnamirm/RN, ndo se detectou individuos homozigotos mutantes
(lleflle). Apenas individuos heterozigotos (Val/lle) foram vistos, em baixa frequéncia. A frequéncia
alélica 1016lle se manteve abaixo de 10% ao longo de todo o periodo (Figura 4.13), o que corrobora
os niveis de resisténcia mais baixos encontrados nesta localidade (compare com a Figura 4.9). Na
populacdo de Santarém/PA, em contraste com os altos niveis de resisténcia encontrados, a mutagao
Val1016lle n&o foi diagnosticada em nenhum momento do estudo; todos os individuos apresentaram o

gendtipo selvagem (Val/Val) (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Frequéncias alélica lle e genotipica lle/lle na posicdo 1016 do gene AaNav da populagéo de Ae.

aegypti. Note que a escala do eixo-y da populagéo de Parnamirim foi alterada para permitir melhor visualizagéo
de suas variagdes de frequéncia.

4.2.2.2) Mutagao na posicdo 1011 (lle1011Met)

Esta mutagao foi avaliada em apenas dois momentos do estudo, nos meses inicial e final,
para cada populagdo. Os resultados para a mutagéo lle1011Met estdo expressos na Tabela 4.9, em
frequéncia de alelos mutantes (1011Met) e frequéncia genotipica de individuos homozigotos selvagens

e heterozigotos, visto que em nenhuma das quatro populagdes avaliadas foram encontrados individuos
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homozigotos mutantes. De uma maneira geral, verificamos uma baixa frequéncia alélica 1011Met e
genotipica lle/Met para as populagbes de Duque de Caxias/RJ, Campo Grande/MS e Santarém/PA.
Para a populagdo de Parnamirim/RN, nas duas anélises realizadas, a maioria dos individuos foi
detectada como heterozigota para a mutagéo, e, consequentemente, as frequéncias alélicas 1011Met

foram constatadas acima de 40%.

Tabela 4.9. Frequéncia alélica de 1011Met (o alelo mutante) do gene Nav, e frequéncia genotipica lle/lle e
lle/Met nesta posicao para as quatro populagdes de campo de Ae. aegypti participantes do estudo. em cada

analise.

Frequénciaalélica Frequénciagenotipica Frequénciagenotipica

Populagao - Més (n) 1011Met (%) lleflle (%) lle/Met (%)
DCQ/RJ - Fevi2010 (30) 33 93,3 6,7
DCQJ/RJ - Nov/2010 (29) 1,7 96,6 34
PNMRN - Margo/2010 (30) M7 16,7 83,3
PNM/RN - Dez/2010 (30) 43,3 13,3 86,7
CGRIMS - Fev/2010 (26) 135 73,1 26,9
CGRIMS - Novi2010 (28) 1,8 96,4 3,6
STRIPA - Margo/2010 (29) 5,2 89,7 10,3
STRIPA - Jani2011 (29) 0,0 100,0 0,0

Nota: Foram analisadas amostras derivadas apenas dos meses inicial e final de coleta. (n) = nimero de

espécimes avaliados

4.2.2.3) Mutagao na posicéo 1534 (Phe1534Cys)

Para a mutacdo Phe1534Cys, avaliou-se apenas um més de cada populagdo em fungéo
desta ter sido recentemente detectada no pais. Os resultados das analises estdo expostos na Tabela
4.10, em frequéncia de alelos mutantes (1534Cys) e frequéncia genotipica de individuos homozigotos

selvagens (Cys/Cys) e heterozigotos (Phe/Cys). Verificamos frequéncias alélicas 1534Cys muito altas
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para as trés populagdes (Duque de Caxias/RJ, Campo Grande/MS e Santarém/PA) que apresentaram
uma alta RRgs ao longo do estudo. Duque de Caxias e Campo Grande apresentaram frequéncias
genotipicas de homozigotos mutantes (Cys/Cys) em torno de 97% e Santarém uma frequéncia de
100%. Na populagéo de Parnamirim/RN, observamos uma frequéncia alélica 1534Cys de 35%, com
13% dos individuos homozigotos mutantes, sugerindo uma pequena participagdo no nivel de

resisténcia desta populagao.

Tabela 4.10. Frequéncia alélica de 1534Cys (o alelo mutante) do gene Nav, e frequéncia genotipica Cys/Cys e

Phe/Cys para as quatro populagcdes de campo de Ae. aegypti participantes do estudo.

Frequéncia Frequéncia Frequéncia
alélica1534 Cys  genotipica CysICys genotipica
Populacao (%) (%) PhelCys (%)
Duque de Caxias/RJ -
Nov/2010 98,2 96,4 3.6
Parnamirim/RN -
Dez/2010 35,0 13,0 43,3
Campo Grande/MS -
Nov/2010 98,3 96,7 3.3
Santarem/PA -
Jan/2011 100,0 100,0 0,0

Nota: Foram analisadas amostras derivadas apenas de um més em cada populagao.
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5. DISCUSSAO

No Brasil, o0 monitoramento da resisténcia a inseticidas em populagdes Ae. aegypti tem
sido de suma importancia para 0 manejo racional do controle quimico efetuado em campo. Visto que a
partir do final da década de 1990 diversas populagdes foram detectadas com resisténcia a inseticidas
utilizados no pais, tornou-se necessaria, rotineiramente, a quantificagdo da resisténcia aos principais
inseticidas em populagdes brasileiras do vetor da dengue. Este acompanhamento vem sendo
realizado por laboratorios, principalmente os pertencentes a Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia de Aedes Aegypti, a Rede MoReNAa, e os resultados obtidos subsidiam as decisdes do
Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD) perante o controle quimico efetuado em campo.

Esta dissertacao objetivou acompanhar a dinamica do stafus de resisténcia, ao longo de
um ano, de populagdes de quatro regides do pais (Duque de Caxias/RJ, Parnamirim/RN, Campo
Grande/MS, Santarém/PA) aos trés principais inseticidas utilizados em campo para controle de Ae.
aegypti. Para isto, as populagdes estudadas foram submetidas a bioensaios empregados na rotina da
Rede MoReNAa para quantificar a resisténcia aos larvicidas temephos (OPs) e diflubenzuron (CSl) e
ao adulticida deltametrina (PI), procurando ainda correlacionar estes resultados com o histérico de
utilizacdo de inseticidas nas regides. Também foram investigados os mecanismos responsaveis pela
resisténcia, considerados fundamentais para 0 manejo, em fungéo de sua potencial contribui¢do para a
resisténcia cruzada com inseticidas de classes diferentes. Os mecanismos avaliados foram:
resisténcia metabdlica e a resisténcia por alteragao do sitio alvo.

Vale ressaltar que o levantamento do historico de uso publico de inseticidas nas regides
estudadas foi feito somente para o controle de dengue. E possivel que ocorram aplicacdes de
inseticidas em campo para controle de outras doengas transmitidas por vetores, e que isso afete
diretamente a resisténcia a inseticidas em Aedes aegypti, sem que tenha sido contemplado aqui.
Alguns exemplos sao o controle quimico de leishmanioses - doenga com historico de notificagdes em
Santarém/PA - e de malaria — com histérico de notificacdes em Campo Grande e Duque de Caxias -
(Fonte: Sinan-Net 2012). Além disso, ocorrem aplicagdes de inseticidas por iniciativa privada,
principalmente UBV com piretrides, notadamente em empresas, condominios e vilas.

Confirmamos, por meio de bioensaios, alteragdo na susceptibilidade das populagdes
avaliadas ao temephos (principal larvicida utilizado em campo desde 1967), corroborando nédo sé
estudos anteriores que mostram resisténcia disseminada em populagdes brasileiras de Ae. aegypti a
este OP (Macoris et al 1999, Lima et al 2003, 2006, Braga et al 2004, Carvalho et al 2004, Beserra et

al 2007, Montella et al 2007, Melo-Santos et al 2010, Lima et al 2011, Prophiro et al 2011) como
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também dados do Ministério da Saude que apontam para alteracdo de susceptibilidade ao temephos
em 90% das populagdes brasileiras, de acordo com avaliagdo da Rede MoReNAa (MS/SVS 2009d).
Na América Latina esse quadro de resisténcia a OPs também € observado, com relatos em paises
como Colémbia, México, Cuba, Caribe e Argentina (Mazzari 1995, Suarez et al 1998, Rodriguez et al
2002, Biber et al 2006, Flores et al 2006, Ocampo et al 2011, Marcombe et al 2011, 2012).
Detectamos as maiores RRgs para temephos nas localidades de Duque de Caxias/RJ e Santarém/PA.
Apesar disto, observamos tendéncia a diminuigdo do stafus de resisténcia a temephos em todas as
populagdes avaliadas. Esta queda porém foi lenta € em alguns casos inconstante, variou entre as
populagdes e, ao final das analises, ndo houve redugdo para RRes abaixo do valor 3,0 em nenhuma
das localidades, indicando impossibilidade da volta do uso de temephos, de acordo com os critérios
estabelecidos no pais (MS/SVS 2006).

Comparacdo dos coeficientes angulares (slopes) nos diferentes meses avaliados
possibilitou ainda avaliar a heterogeneidade genética das populagdes em relagdo ao status de
susceptibilidade ao temephos. Ao longo do estudo observamos, em paralelo com a diminuigéo das
RRs, tendéncia a recuperagdo da heterogeneidade das populagdes, traduzida por diminuigdo dos
valores dos slopes. Com excegdo de Santarém/PA, cuja SMS relatou manutengdo do uso de
temephos, a interrupgdo da utilizagdo deste OP justifica os resultados encontrados. Visto que a
pressdo exercida pelo inseticida em campo seleciona os individuos resistentes, a frequéncia dos
suscetiveis diminui, 0 que torna a popula¢do mais homogénea. Assim, se a resisténcia compromete o
desenvolvimento e a viabilidade dos individuos, e considerando que a vantagem dos resistentes sé se
manifesta na presenga de inseticida, entdo, quando ocorre a interrupgao no uso destes compostos em
campo, 0s susceptiveis, com fitness maior, passam a aumentar em frequéncia, tendendo a recuperar a
suscetibilidade ao inseticida ao longo do tempo.

Lima e colaboradores (2011) estudando populagdes de Ae. aegypti do Ceara/NE, também
observaram uma queda da resisténcia ao temephos apos interrup¢do de uso em campo na populagao
de Juazeiro do Norte. A RRgs caiu em torno de 30% em seis anos, de 10,4 em 2003 para 7,4 em
2009. Neste mesmo trabalho, foi observado em populagdes do vetor de outras duas localidades, Crato
e Barbalha, que mantiveram temephos durante o periodo, de 2003 a 2009, aumento da RRgs, de 7,5
para 30,0 em Barbalha e de 9,0 para 192,7 em Crato. Wirth e Georghiou (1999) obtiveram resultados
semelhantes, de queda na resisténcia apos 10 anos de interrupgdo do uso do temephos em campo, na
populagéo de Tortola, uma pequena illha do Caribe. A RRgo, de 46,8 em 1985 (Georghiou et al 1987)
decresceu para 6,3 em 1995/6 (Rawlins 1998). Dados da Rede MoReNAa também apontam, por
exemplo, queda na resisténcia ao temephos em Ae. aegypti de Natal/RN (em cuja regido metropolitana
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se localiza Parnamirim, um dos municipios aqui avaliados), apds sua substituicdo por Bti em 2005: a
RRgs em 2004 de 18,6 (Montella 2007) foi reduzida para 8,2 em 2007 (MS/SVS 2006).

Recentemente, Melo-Santos e colaboradores (2010) simularam diferentes estratégias
para estudar a reversao da resisténcia ao temephos em uma populagéo de Ae. aegypti pressionada
em laboratorio com este OP. Duas estratégias testadas - apenas a interrup¢éo do uso do temephos ou
sua interrup¢do combinada com a introdug@o de 30% individuos com baixos niveis de resisténcia —
embora tenham resultado em redugdes significativas da resisténcia, ndo foram suficientes para retorno
ao status de susceptibilidade. Para a terceira estratégia, de introdugdo de 50% de individuos
susceptiveis, ocorreu recuperagdo total de susceptibilidade. Os autores, no entanto, admitem a
improbabilidade de repeticdo deste evento em condi¢des naturais: se, por um lado, a resisténcia esta
associada a um provavel custo no fitness, por outro, a migracdo de individuos resistentes de
ambientes proximos contribuiria para manutengao da resisténcia das populagcdes ao temephos.

Embora existam alguns relatos de aumento da viabilidade em insetos resistentes (Rivero
et al 2010), em Ae. aegypti séo escassos 0s trabalhos associando estes dois aspectos, e nestes, ndo
foram observados ainda ganhos na aptiddo. Belinato e colaboradores (2012) avaliaram duas
populagdes brasileiras de Ae. aegypti, ambas classificadas como resistentes a deltametrina por meio
de ensaios tipo dose-diagndstica, e com diferentes niveis de resisténcia a temephos. As populagdes
estudadas foram Aparecida de Goiénia/GO, cuja RRes para temephos era de 19,2 e Boa Vista/RR,
com RRes de 7,4. O estudo revelou maior comprometimento na viabilidade da popula¢édo com maior
nivel de resisténcia a temephos. Foi observada interferéncia em quatro parémetros: taxa de aceitagao
do repasto sanguineo, quantidade de sangue ingerido, nimero de ovos e taxa de fémeas inseminadas.
Para a populagéo de Boa Vista, com menor RRgs, detectou-se alteragdes em apenas dois pardmetros,
as taxas de aceitacdo do repasto sanguineo e de fémeas inseminadas. Em relagdo a este Ultimo
parametro, frequéncia de fémeas inseminadas, foi observada uma clara relagdo com o nivel de
resisténcia ao temephos: enquanto a cepa suscetivel Rockefeller apresentou 100% de sucesso de
copula entre os machos, Boa Vista teve um sucesso de 93% e Aparecida de Goiania apenas 32%, nas
condigdes do ensaio. Embora os resultados indiquem, de forma geral, relagdo entre alteragdo no
fitness de Ae. aegypti e nivel de resisténcia ao temephos, ndo é possivel atribuir apenas ao status de
susceptibilidade a este inseticida as alteragdes encontradas, uma vez que ambas populagdes também
sdo resistentes ao Pl deltametrina.

Martins e colaboradores (2012) recentemente também investigaram a dindmica da
resisténcia a inseticidas e o seu custo no fitness de cinco populagdes de campo e de uma linhagem de
Ae. aegypti, esta Ultima selecionada em laboratério com deltametrina por nove geragbes. Foram
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avaliados pardmetros como desenvolvimento larval, razéo sexual, longevidade dos adultos, quantidade
de sangue ingerida, taxa de ovoposigdo, tamanho da postura e a viabilidade dos ovos. Nas
populagbes de campo esses parametros apresentaram apenas discretas alteragbes, porém
diretamente proporcionais ao nivel de resisténcia. J& na linhagem selecionada em laboratério,
diversos parametros da viabilidade foram fortemente afetados. Esse trabalho também relaciona a
resisténcia a inseticidas com custo no fitness e chama ante¢do para uma questdo importante:
linhagens selecionadas artificialmente em laboratério podem acumular efeitos deletérios bem mais
expressivos do que aqueles observados em populagdes naturalmente selecionadas, em situagao de
campo.

Rivero e colaboradores (2011) quantificaram os custos energéticos (lipideos, glicogénio e
glicose), sobre larvas e fémeas adultas de Culex pipiens, da resisténcia a inseticidas OP por meio de
dois mecanismos diferentes: superproducdo de Esterases, enzimas que participam da resisténcia
metabdlica, e modificacdo na Acetilcolinesterase. Com relagdo a superproducédo de Esterases, como
esperado a partir da teoria do frade-off, houve desvio de 30% de recursos energéticos. No entanto, no
caso da resisténcia por alteragdo de Acetilcolinesterase, alvo de OP, também observou-se redugao de
pelo menos 20% de reservas, que os autores atribuiram ser consequéncia de uma hiperativagao do
sistema nervoso. De fato, apesar deste déficit ndo ter sido descrito em Ae. aegypti, redugdes de
recursos energéticos podem ser responsaveis pelas desvantagens apresentadas por insetos
resistentes em relagdo aos sensiveis na auséncia de inseticida em campo causando, ao longo do
tempo, queda da resisténcia.

Nesta dissertagdo também quantificamos o status da resisténcia a um outro larvicida
utilizado em campo no pais, o diflubenzuron. Em relagéo a este IGR, que é um Inibidor de Sintese de
Quitina (CSl), diferente do que observamos para temephos, as populagdes se encontram naturalmente
mais homogéneas que a cepa referéncia Rockefeller (slopes com valores maiores do que para
Rockefeller). Em consequéncia, as RRsq, foram maiores que as RRgs em todos os casos. Este fato
indica que os individuos potencialmente resistentes a diflubenzuron se encontram em frequéncia muito
baixa nas populagdes, 0 que pode ser visto como uma caracteristica vantajosa em termos de controle
em campo.

Os bioensaios do tipo dose-resposta com diflubenzuron efetuados neste estudo
confirmaram a eficacia de CSls sobre Ae. aegypti, ja descrita previamente (Baruah e Das 1996, Ansari
et al 2005, Arredondo-Jiménez e Valdez-Delgado 2006, Martins et al 2008, Belinato et al 2009,
Fontoura et al 2012). O efeito primario, e dose-dependente, destes compostos é a inibigdo da
emergéncia (IE). Também foi observado que a mortalidade no estégio de larva se eleva com o
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aumento das doses, ou seja, quanto maior a dose, mais precoce; por outro lado a mortalidade de
adultos ocorre principalmente nas doses menores. Tais efeitos também foram relatados anteriormente
em outros estudos (Mulla et al 2003, Martins et al 2008, Belinato et al 2009, Fontoura et al 2012).

Em todas as analises ao longo do estudo as RRgs para o diflubenzuron se mantiveram
abaixo de 3,0, e aparentemente ndo apresentaram variacoes significativas. Este IGR foi recentemente
incorporado na rotina do controle no pais como inseticida alternativo para as populagdes de Ae.
aegypti resistentes ao temephos (MS/SVS 2009b). Ao contrario daquele OP, ainda ndo se conhece o
nivel de resisténcia a diflubenzuron acima do qual o controle pode estar comprometido e, em
consequéncia, o ponto de corte (valor da RRes) acima do qual o Ministério da Saude recomendaria
substituicdo. Fontoura e colaboradores (2012) realizaram simulados de campo para avaliar a eficacia
do novaluron (outro composto CSI) sobre populagdes com diferentes niveis de resisténcia ao
temephos. Destas, novaluron foi efetivo sobre a populagdo com maior RRg testada, de 1,7. Uma vez
que as RRs obtidas em nosso estudo foram um pouco maiores que aquelas até entdo observadas,
seria necessario realizar novos ensaios simulados campo, para avaliar o impacto dos niveis de
alteracdo hoje encontrados sobre a eficacia deste IGR. De toda forma, a recente introducdo de
diflubenzuron em campo no pais e seu mecanismo de acdo distinto dos inseticidas convencionais,
provavelmente elicitando também mecanismos de resisténcia diferentes, podem ser a justificativa para
os baixos indices de resisténcia encontrados nas populagdes estudadas.

Braga e colaboradores (2005) avaliaram o efeito de methoprene, um IGR de outro grupo,
um Analogo do Horménio Juvenil (AHJ), sobre Ae aegypti da cepa Rockefeller. Estes compostos, que
ja foram propostos como alternativas para controle de larvas pelo PNCD no pais, também tém como
efeito a inibigdo da emergéncia. Entretanto, diferentemente dos CSls, provocam maior mortalidade na
fase de pupas. A eficacia de methoprene sobre populagdes resistentes a temephos também foi
confirmada (Braga et al 2005), sustentando que a utilizagdo dos IGRs em campo, como alternativa de
larvicidas para populagbes de Ae. aegypti resistentes a OP, em principio se revela promissora no
escopo do controle deste vetor no pais.

No Brasil, com excec¢do do estado de Sao Paulo, os piretrdides foram primeiramente
usados como adulticidas a partir do ano 2000-2001, depois da confirmacdo de disseminacdo da
resisténcia aos organofosforados em populagdes brasileiras (Funasa 1999c). Esta decisao foi tomada
como estratégia de manejo para expor as fases de larvas e adultos de Ae. aegypti a compostos com
diferentes mecanismos de agdo. O monitoramento da resisténcia das populagdes brasileiras a
piretréides tem sido realizado desde 2000, quando ocorreu o primeiro relato no pais de alteracdo de
susceptibilidade a piretroides em Ae. aegypti, por Macoris (2000), em populagdes de Sao Paulo. Logo
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em seguida, da-Cunha e colaboradores (2005) verificaram outras populagdes brasileiras que se
enquadravam no critério de resistentes. Desde entdo, a resisténcia a Pls foi detectada em diversas
regides do pais (Luna et al 2004, Macoris et al 2007, Martins et al 2009a, Lima et al 2011).

Nesta dissertacao também foi quantificado o status de resisténcia das quatro populagoes
de Ae. aegypti ao adulticida deltametrina (PI). Vale salientar que, em adi¢do ao uso publico de
piretroides, avaliado em nossas analises, ocorre intensa utilizagdo doméstica, que atualmente ndo ha
como estimar. Trés das quatro populagdes estudadas, Duque de Caxias/RJ, Campo Grande/MS e
Santarém/PA, apresentaram resisténcia extremamente alta a deltametrina, com RRgs acima de 35,0 ao
longo de todo o estudo. A unica populagao que apresentou status de resisténcia mais baixo, porém
ndo menos relevante, foi Parnamirim/RN, cujos valores de RRgs variaram entre 10,0 e 14,0,
aproximadamente.

Ensaios moleculares no gene do canal de sddio regulado por voltagem (AaNay), para
diagnosticar mutagdes relacionadas com a resisténcia a PI, foram efetuados de modo a correlacionar
com 0s bioensaios com adultos. As posi¢des investigadas foram 1016 e 1011 no dominio Il segmento
6 (11S6) e a posi¢ao 1534 no 1l1IS6. A posi¢do 1016, onde ocorre a substituicdo de uma valina por uma
isoleucina (Val1016lle), foi investigada mensalmente. Esta mutacdo ja foi relacionada com a
resisténcia a piretréides em populagdes de Ae. aegypti brasileiras (Martins et al 2009a) e de outros
paises da América Latina (Saavedra-Rodriguez et al 2007, Marcombe et al 2009). A mutacédo
lle1011Met, cuja contribui¢do para a resisténcia a Pl ainda ndo esta completamente elucidada (Martins
et al 2009b), foi analisada nos meses inicial e final para cada populagdo. A terceira mutagao,
Phe1534Cys, de deteccdo muito recente no pais, até o momento foi avaliada em apenas um més.
Esta mutagéo ja foi relacionada a resisténcia a Pl em Ae. aegypti da ilha Grand Cayman e da
Tailandia. Contudo, nestes trabalhos, e também nas populagdes de Duque de Caxias/RJ e Campo
Grande/MS (ver abaixo) a mutacdo Phe1534Cys estd associada a mutagdes na posicdo 1016,
Val1016lle ou Val1016Gly, com frequéncias alélicas mutantes altas (Harrys et al 2010, Yanola et al
2011), o que interfere com tentativas de correlacionar a mutagdo ‘1534’ aos altos niveis de resisténcia
a Pl encontrados.

Com excegao de Parnamirim/RN, todas as outras populagdes avaliadas neste estudo
apresentaram resisténcia extremamente alta a deltametrina, Duque de Caxias/RJ e Campo
Grande/MS, as frequéncias alélica e genotipica da mutagdo Val1016lle foram muito elevadas e a
maioria dos individuos avaliados era homozigota mutante. Martins e colaboradores (2009a, b) ja
haviam verificado, em Nova Iguagu/RJ, municipio muito préximo de Duque de Caxias/RJ, que até o
ano de 2003 a mutagéo Val1016lle ndo estava presente na regido. No entanto, em 2008, a frequéncia
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alélica de 1016lle foi 62,5%. Dois anos depois, ja no periodo do nosso estudo, a frequéncia foi de
70%, chegando a 95% em alguns meses. Aumento rapido também foi verificado em Campo
Grande/MS: Martins e colaboradores (2009a) detectaram frequéncia alélica de 31,8% para 1016lle
nesta populagdo em 2008. Em nosso estudo, em 2010, encontramos valores acima de 80%,
sugestivos de rapida disseminagédo desta mutacdo na regiéo.

Com relagéo a posigao 1011, onde é encontrada mutagdo cuja relagdo com a resisténcia
ndo esta esclarecida, observamos, para as duas populagbes, Duque de Caxias/RJ e Campo
Grande/MS, baixa frequéncia do alelo mutante 1011Met. Por outro lado, a mutagdo Phe1534Cys,
assim como a Val1016lle, esta disseminada em ambas as populag¢des, com a maioria dos individuos
homozigotos mutantes (frequéncia alélica mutante 1534Cys acima de 95%). Esses resultados
sugerem que os niveis extremamente altos de resisténcia a Pl encontrados em Duque de Caxias/RJ e
Campo Grande/MS resultam de efeito “somado” das duas mutagdes, Val1016lle e Phe1534Cys, assim
como descrito recentemente em outro estudo (Harrys et al 2010). Uma peculiaridade observada
nestas duas populagdes foi que as maiores RRos para deltametrina ocorreram justamente no pico de
casos de dengue nas regides, embora nestes periodos ndo houvesse registro de intensificagéo da
utilizagao publica de adulticidas P!, de acordo com relatos das SMS. E provavel que a participacéo do
uso doméstico de PI durante os periodos de maior incidéncia de dengue tenha grande impacto sobre o
status de resisténcia das populagdes do vetor.

A populacédo de Santarém/PA, apesar da elevada resisténcia identificada pelos bioensaios
(RRgs entre 30,0 e 50,0) e de diversas aplicagbes em campo de piretréides (dados da SMS de
Santarém/PA), ndo apresentou a mutacdo Val1016lle em nenhum dos meses analisados, além
apresentar uma baixa frequéncia da mutagéo lle1011Met. Contudo, a anélise desta populagao para a
mutagao Phe1534Cys, revelou 100% dos individuos homozigotos mutantes (genétipo Cys/Cys). Este
€ o primeiro relato de uma populagdo de Ae. aegypti com a mutagdo Phe1534Cys, ndo associada com
a mutagéo na posi¢do 1016. Os resultados sugerem uma possivel correlagdo entre a resisténcia a
deltametrina e a mutacdo Phe1534Cys.

A localidade com menor resisténcia a Pl encontrada neste estudo foi Parnamirim/RN.
Neste municipio, a mutagéo 1016lle foi observada em baixa frequéncia, permanecendo abaixo de 10%
ao longo de todo o estudo. Vale ressaltar que mutagdo nesta posicdo ndo havia sido detectada no
Nordeste do Brasil em pesquisas anteriores ao ano de 2010 (Martins et al 2008, 2009a); recentemente
foi descrita nas populagdes de Crato e Juazeiro do Norte, ambas no Estado do Ceara (Lima et al
2011). Isto indica que esta mutagao estd apenas comegando a se estabelecer na Regido Nordeste,
explicando as ainda baixas frequéncias de 1016lle encontradas em nosso estudo. As RRgs a
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deltametrina baixas em comparagdo com os outros municipios avaliados, assim como sua pouca
variagdo ao longo do estudo e a reduzida frequéncia alélica de 1016lle (alelo mutante) podem ser
fun¢do do baixo uso de Pl em campo pela SMS e também da auséncia de surtos de dengue no
periodo, 0 que sugere pouca utilizagdo doméstica de inseticidas. Em relagdo a mutagdo 1011Met, a
maioria dos individuos analisada foi heterozigota, acontecimento exclusivo para esta populagdo. E
importante mencionar que até o presente momento nosso grupo nao detectou individuos homozigotos
mutantes para a mutacdo 1011Met; ressalte-se ainda que as outras trés populagdes avaliadas neste
estudo apresentaram baixa frequéncia desta mutagdo. Nossos resultados sugerem que a participagéo
da mutacéo lle1011Met na resisténcia a PI, caso ocorra, seria conferindo baixos indices. Por outro
lado, a frequéncia alélica da mutagéo 1534Cys em Parnamirim foi de 35%, a mais baixa entre todas as
populagBes avaliadas, corroborando a hipétese de que esta mutacdo esteja relacionada com altos
niveis de resisténcia a PI.

O aumento rapido na frequéncia do alelo recessivo mutante 1016lle nas populagbes de
Duque de Caxias/RJ e Campo Grande/MS em um curto espago de tempo € indicativo de uma pressao
seletiva muito forte neste periodo (Saavedra-Rodrigues et al 2007, Martins et al 2009a). Ensaios em
laboratdrio, de pressdo de seis populagdes de Ae. aegypti do México com PI por cinco geragdes,
resultaram em aumento das frequéncias alélicas 1016lle em todas as populagdes: por exemplo, a
frequéncia aumentou de 36% para 72% em Calderitas, de 60% para 100% em Lazaro Cardenas e de
32% para 94% em Solidaredad (Saavedra-Rodriguez et al 2011). Fato semelhante foi descrito por
Garcia e colaboradores (2009) em campo, também no México: a mutagdo 1016lle, até 1999 néo era
encontrada na regido, em 2008 ja se encontrava com frequéncia bastante alta. Como exemplo, nas
cidades de Monterrey e Mérida Norte/Sul, o alelo 1016lle néo foi detectado em 1998/99, enquanto sua
frequéncia foi de até 50% em 2008. Recentemente, em 2011, frequéncias alélicas de mais de 90%
para 1016lle foram detectadas em trés regiées do pais, indicando que esta mutagdo ja se encontra
quase fixada em algumas localidades (Siller et al 2011).

As mutagdes lle1011Met e Val1016lle também foram investigadas por Lima e
colaboradores (2011) em trés localidades do Ceara, no Nordeste do Brasil. Em Barbalha a mutagéo
Val1016lle ndo foi detectada. Para as outras duas populagdes, ndo foram verificados individuos
homozigotos mutantes (lle/lle); destas, a localidade de Juazeiro do Norte apresentou baixa frequéncia
alélica da mutagao Val1016lle (10%), e a populagao de Crato destoou das populagdes do Nordeste em
geral, apresentando a maioria dos individuos heterozigota para esta mutagéo (frequéncia alélica
mutante de 44%). Para a mutagdo lle1011Met, diferente do observado por nosso grupo, foram
detectados individuos homozigotos mutantes (Met/Met) nas trés localidades. Este trabalho relata
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associagao significativa da resisténcia com a mutacdo na posi¢édo 1011 apenas na populagéo de
Crato, onde n&o foram encontrados individuos homozigotos mutantes na posi¢do 1016. No entanto,
mutag&o na posigao 1534 néo foi estudada nestas localidades.

Marcombe e colaboradores (2011) avaliaram o impacto da resisténcia diagnosticada em
laboraté6rio sobre o controle efetuado em campo com piretroides, utilizando UBV e forneceram, pela
primeira vez, evidéncias de que a resisténcia pode reduzir seriamente a eficacia da utilizagéo destes
compostos. A avaliagdo das aplicagdes em campo foi feita com a instalagdo de gaiolas sentinela
contendo populagdes locais resistentes a Pls e uma cepa sensivel, em casas de nove regides da
Martinica. A mortalidade das populagbes resistentes foi muito baixa (em torno de 10%) quando
comparada a cepa sensivel (mortalidade entre 47-63%). A ineficacia da aplicagdo de UBV foi
confirmada com os dados obtidos de armadilhas para adultos instaladas por trés rodadas, antes e
depois do UBV em campo: ndo houve uma diminui¢cdo do numero de fémeas adultas capturadas em
armadilhas durante o periodo. Além disso, também n&o foi observada qualquer redugao nos indices
de larvas nas localidades tratadas. Os autores concluem que o tratamento com Pls é ineficaz para
reduzir a densidade de mosquitos e a transmissao do virus em areas onde a resisténcia a piretroides ja
esteja presente.

Paralelamente & quantificacdo da resisténcia e a detec¢do de mutagdes no alvo de PI,
ensaios bioquimicos foram realizados para investigar alteragbes no alvo de OP e em enzimas
responsaveis pela detoxificacdo de xenobidticos.  Procurou-se correlacionar os resultados
principalmente com a resisténcia aos inseticidas temephos e deltametrina, uma vez que ndo foram
detectadas alteragdes significativas da susceptibilidade a diflubenzuron.

Apesar das quatro populagdes estudadas estarem com susceptibilidade alterada ao
larvicida temephos — a menor RRgs encontrada foi 4,6 - ndo observamos, na atividade das enzimas
detoxificantes durante o 3° estadio larval, nenhum aumento ‘diagnéstico’ de resisténcia a OP no
conjunto das populagdes. Dependendo do grupo de Rockefeller (“Rock total” ou “Rock placas”)
utilizado como ponto de corte para as populagdes de campo, os resultados divergiram. As analises
utilizando “Rock total” ndo revelaram muitas alteragbes, e estes resultados foram atribuidos a
variagdes na criagdo das larvas. Por outro lado, consideramos que os resultados obtidos utilizando
“‘Rock placas” foram mais rigorosos: além deste grupo controle ter sido criado em paralelo com as
populacdes de campo, os ensaios foram realizados simultaneamente, nas mesmas placas.
Comparagédo com estes controles identificaram alteragdes em todas as familias de enzimas avaliadas,
em diferentes populagbes € momentos. Foi observada ainda maior atividade da acetilcolinesterase,
alvo de OP, na populagéo de Santarém.
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Correlagdo entre os resultados obtidos com 0s ensaios bioquimicos e a tendéncia de
queda do status de resisténcia para temephos, verificada nos ensaios bioldgicos para todas as
populagbes avaliadas, ndo revelou um perfil Unico para as populagdes. Os perfis foram distintos
mesmo quando apenas as populagdes que mais apresentaram queda na resisténcia a este composto,
Duque de Caxias/RJ e Campo Grande/MS, foram consideradas: enquanto Campo Grande apresentou
tendéncia de queda na atividade das esterases e da GST, em Duque de Caxias apenas a esterase
PNPA acompanhou a tendéncia de queda na resisténcia a temephos. Com relagdo as outras duas
populagdes, Parnamirim e Santarém, cujo decréscimo na resisténcia ao OP foi mais discreto, em torno
de 15%, também houve diversidade de resultados: em Parnamirim apenas a atividade de MFO decaiu,
enquanto Santarém n&o revelou qualquer tendéncia. Comparagdo, para cada populagdo, com 0s
resultados obtidos no Ultimo momento avaliado, objetivaram confirmar tendéncias observadas de
queda na alteragdo de algumas familias enzimaticas. Com esta ferramenta foi possivel confirmar a
queda na atividade de PNPA em Duque de Caxias, de MFO em Parnamirim e das Esterases ALFA e
BETA em Campo Grande. Em funcdo destes diferentes resultados exibidos pelas populacbes
avaliadas, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo diagnéstica de uma atividade que esteja
contribuindo preferencialmente para a resisténcia a OPs. Vale ainda ressaltar que as alteragdes de
PNPA e, principalmente, de GST observadas podem ser reflexo, nas larvas, de resisténcia a
deltametrina, 0 que necessitaria de investigacbes posteriores.

Por outro lado, os ensaios bioquimicos com adultos detectaram alteragdes em GST e
PNPA nas quatro populagdes, em varios momentos, usando os dois pontos de corte, baseados em
‘Rock total” e “Rock placas”. Estes resultados corroboram trabalhos anteriores do laboratério que
relacionaram a resisténcia a piretroides em populagdes de campo brasileiras com aumento de
atividades GST e PNPA (Montella et al 2007, Viana-Medeiros 2011). Em adicéo, estas enzimas
exibiram maior heterogeneidade nas populagdes de campo em relagdo a linhagem Rockefeller. Em
adultos, além destas, outras atividades enzimaticas foram detectadas, com moderadas alteragdes em
alguns momentos, nas quatro populagdes. Neste caso, resta definir se as alteragdes observadas séo
relacionadas a resisténcia de larvas destas mesmas populacdes a temephos ou se correspondem de
fato a resisténcia dos adultos a deltametrina.

N&o foi possivel estabelecer, em adultos, correlagdo direta entre perfis de resisténcia
metabdlica e a presenca de mutagdes no AaNay. Ha evidéncias de que a contribuicdo das alteragdes
no AaNay para a resisténcia a Pl € muito mais significativa e tem menor custo do que as enzimas
detoxificantes. Em fungao disto, admite-se que, quando o AaNay esta alterado, ha tendéncia de que a
resisténcia metabolica seja menos afetada (Saavedra-Rodriguez et al 2011, Brito et al 2012). Das
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populagbes aqui avaliadas, apenas uma, Parnamirim, apresentou baixas frequéncias de alteragéo no
AaNay. Contudo, as alteragdes enzimaticas exibidas por esta populacdo foram semelhantes as outras
populacdes.

Assim como Viana-Medeiros (2011), nossos resultados demonstraram maiores atividades
da enzima AChE no estagio adulto do que no estagio larval (observar as escalas dos graficos de AChE
para adultos e larvas). A autora justifica esta ocorréncia simplesmente em fun¢do do maior tamanho,
relativo ao corpo, do sistema nervoso dos adultos em comparagédo ao de larva. Em fungéo disto,
sugere que os inseticidas OPs teriam potencial maior de agir sobre a fase de larvas do vetor, fato
relevante no ambito do controle de Ae. aegypti, que durante muito tempo no pais utilizou
exclusivamente o larvicida OP temephos. De fato, apesar de maior atividade relativa de AChE em
adultos, Viana-Medeiros (2011) constatou, avaliando ao longo do ciclo de vida de Ae. aegypti,
modulagdo desta atividade, ou seja, diferengcas de AChE entre Rockefeller e populagdes de campo,
apenas durante o estagio de larvas. Em nosso estudo, a excecao de algumas alteragfes pontuais de
AChE em adultos de Duque de Caxias e Campo Grande, alteragbes mais consistentes no perfil de
AChE foram identificadas apenas em larvas de Santarém (analise “Rock placas”). Assim como
alteracbes na molécula alvo de Pl podem colaborar com niveis de resisténcia mais elevados e
acarretar em menores contribuicdes da resisténcia metabolica nas populagdes afetadas (Saavedra-
Rodriguez et al 2011, Brito et al 2012), é possivel que as alteragdes em AChE, detectadas em
Santarém, possam estar relacionadas as menores alteragdes metabdlicas documentadas nesta
populagéo.

Viana-Medeiros (2011), analisando larvas de sete populagdes naturais de Ae. aegypti do
Brasil com diferentes niveis de resisténcia a temephos, identificou alteragdo principalmente nas
atividades ALFA e BETA, ambas ja previamente relacionadas a resisténcia a OPs (Hemingway e
Ranson 2000, Montella et al 2007, Molina e Figueiroa 2009, Miyo e Oguma 2010). Todavia, no
presente trabalho néo foi possivel tragar qualquer correlagdo entre a atividade destas enzimas e o
status de resisténcia a OPs. Comparacgéo das atividades enzimaticas entre os estagios de larva e
adulto permitiu confirmar maior atividade de ALFA e BETA na fase larval (note, no Anexo 2, que as
escalas sao distintas para os dois estagios), em consonancia com observacdes anteriores de Lima-
Castelani e colaboradores (2004), Souza-Polezzi e Bicudo (2008) e Viana-Medeiros (2011).

Como comentado anteriormente, as populacdes de campo avaliadas no presente estudo
revelaram, por meio de ensaios bioldgicos do tipo dose-resposta, elevados niveis de resisténcia a Pls
na fase adulta. Nossos resultados dos ensaios moleculares apontam que, das trés mutagdes no gene
do canal de sodio investigadas, esta resisténcia esteja fortemente relacionada com uma, ou duas,
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Val1016lle e/ou Phe1534Cys. Em trés das quatro populagOes avaliadas encontramos pelo menos uma
destas mutagdes, com frequéncias elevadas de individuos homozigotos mutantes. Entretanto, os
ensaios bioquimicos detectaram também alteragdo nas enzimas GST e PNPA na fase adulta, para
todas as populagdes. Vale ressaltar que estas enzimas ja foram previamente correlacionadas com a
resisténcia a Pls em outros estudos (Hemingway e Ranson 2000, Li et al 2007, Montella et al 2007,
Cuamba et al 2010, Viana-Medeiros 2011). Sugerimos que, nas populagdes aqui estudadas, multiplos
mecanismos contribuam para a resisténcia a Pl: alteragdes do sitio alvo e alteragdes nas enzimas
detoxificantes, principalmente GST e PNPA. Foi relevante a observagdo de que nas trés populagbes
que apresentaram as mutagdes 1016lle e/ou 1534Cys no sitio alvo, a resisténcia a deltametrina tenha
sido extremamente alta, comparada com Parnamirim/RN, com frequéncia genotipica apenas moderada
de um dos mutantes.

Nosso grupo ja havia mostrado que a dindmica da atividade destas classes enzimaticas,
observadas em trés rodadas de monitoramento, refletem mudangas dos produtos usados para o
controle quimico do vetor da dengue no Brasil (Montella et al 2007). Foi assim que a ligeira redugéo
na atividade de ALFA e BETA e, por outro lado, o rapido aumento de PNPA e GST foram
interpretados, respectivamente, como resultado da interrupgao no uso de temephos para o controle de
larvas e da introducéo de piretréides no controle de adultos em todo o pais. Apesar de ser possivel
delinear tendéncias gerais com 0s ensaios bioquimicos, tentativas de correlacioné-los, localmente,
com os bioensaios, principalmente de larvas com OP, ndo eram bem sucedidas (Montella et al 2007).
Mais recentemente, ensaios bioquimicos realizados por Lima e colaboradores (2011) com fémeas
adultas de trés populagdes do Estado do Ceara, sendo duas delas diagnosticadas como resistentes ao
Pl cipermetrina e uma apresentando resisténcia incipiente, exibiram alteragdes nas atividades de GST,
ALFA e PNPA. Neste estudo, apesar de uma populagdo (Crato) ter apresentado resisténcia
extremamente elevada para temephos (RRgs acima de 190), ndo foram encontradas alteragdes
expressivas destas classes de atividade quando comparadas as outras populagbes de campo
avaliadas (Juazeiro do Norte e Barbalha), estas com niveis menores de resisténcia ao temephos. Este
€ mais um exemplo da dificuldade de correlacionar localmente os resultados deste tipo de ensaio com
a resisténcia a OP. Entretanto, também neste caso, correlagdo das alteragdes encontradas com a
resisténcia a Pl em adultos, foi possivel. Ha também o trabalho de Melo-Santos e colaboradores
(2010), que analisaram uma populacdo brasileira de Ae. aegypti de Recife/PE, pressionada em
laboratério com temephos por 17 geragdes; em consequéncia, a RRgo inicial, 7,0, chegou a 180,0.
Foram identificadas alteragdes em GST, ALFA E BETA, principalmente no estagio larvar, sendo a
primeira atividade bastante proeminente. Os mesmos insetos se mostravam suscetiveis a Pls na fase
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adulta. Em nosso estudo, observamos alteragdo em GST na fase de larva em pelo menos dois dos
quatro momentos analisados nas quatro populagdes estudadas (‘Rock placas”). Contudo, ndo é
possivel afirmar se estas alteragdes refletem contribuicdo de GST para a resisténcia ao temephos ou
se sdo reflexo das alteragdes da fase adulta, como ja citado anteriormente.

As fortes evidéncias da contribuicdo das GSTs na resisténcia a Pls registradas em
populacdes de Ae. aegypti brasileiras ndo foram observadas em populagdes da Tailandia também
resistentes a este composto. Aumento da MFO na fase adulta foi a principal justificativa para a
resisténcia a Pls encontrada na maioria das populagdes estudadas naquele trabalho, embora em
associagdo com alteragbes menos expressivas de Esterases nédo especificas (Pethuan et al 2007).
Esses sdo alguns resultados que apontam para a variagao local do metabolismo que contribui para a
resisténcia.

Saavedra-Rodriguez e colaboradores (2011) acompanharam mudangas na expressao
génica antes, durante e depois de cinco geracdes de sele¢do de seis cepas de Ae. aegypti com
permetrina (Pl) em laboratorio. Bioensaios e ensaios moleculares revelaram que a presséo de selec¢éo
resultou em aumento simultaneamente das concentragdes letais (CLso) para o piretréide e da
frequéncia da mutagao Val1016lle no gene que codifica o canal de sodio. Mudangas na expresséo de
290 genes relacionados com a resisténcia, também foram mensuradas, pela técnica do microarray
‘Aedes detox’. Notadamente, houve relagéo inversa entre 0 aumento na frequéncia de 1016lle e o
numero de genes diferencialmente transcritos, nas populagdes. A cepa Iquitos do Peru, que néo
apresentava o alelo 1016lle, expressou 51 genes diferencialmente transcritos apds a selegao; ja as
populagdes do México, que apresentavam a mutagdo Val1016lle, obtiveram apenas 10-18 genes
transcritos. Nossos resultados ndo demonstraram, para a populagdo de Parnamirim/RN, na qual as
mutacdes Val1016lle e Phe1534Cys se encontraram em baixas frequéncias, alteragdes mais
expressivas nas atividades de enzimas detoxificantes em relagdo as outras populagdes, com mutagdes
no canal de sédio. Contudo, € importante ressaltar que o método que utilizamos nédo permite
discriminar espécies moleculares, apenas categorias mais gerais de atividade.

Em resumo, vale destacar que os resultados obtidos a partir dos ensaios bioquimicos de
adultos se revelaram mais consistentes do que aqueles do estagio larval, sendo evidenciadas
alteragbes de GST e PNPA nas populagdes avaliadas no estudo resistentes a Pls (nas duas analises
“Rock total” e “Rock placas” na maioria dos momentos investigados). Ja para os ensaios de larvas,
verificamos algumas limitagdes em correlaciona-los com os perfis de resisténcia a OPs.

A avaliagdo da dindmica da resisténcia ao longo de um ano em quatro populagbes
brasileiras de Ae. aegypti de quatro regides distintas do pais para os trés principais inseticidas
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utilizados em campo possibilitou tragar um breve perfil da resisténcia no territdrio nacional. Em relagao
ao organofosforado temephos embora tenhamos diagnosticado resisténcia em todas as populagbes
avaliadas, houve reducéo deste perfil durante o periodo avaliado - com ritmo lento, porém consistente.
Este fato foi correlacionado com a interrupcdo de uso deste composto em campo nas regides,
corroborando a hipotese de que a resisténcia tem um custo no fitness. No entanto, a queda observada
foi muito suave, e em nenhum caso o status das populagdes retornou a niveis de susceptibilidade. Ja
para o outro larvicida testado, o inibidor de sintese de quitina diflubenzuron, ndo foi observada
qualquer tendéncia, e as razdes de resisténcia encontradas ao longo do estudo se mantiveram baixas,
provavelmente em fungdo de sua recente introducdo no controle no pais. Entretanto, apesar de
baixas, em alguns casos foram as maiores razdes de resisténcia ja vistas por ndés em populagdes de
campo; isso ressalta a importancia de se conhecer o significado funcional destas RRs e a necessidade
de maiores investigagdes mediante simulados de campo. Para o piretrdide deltametrina, utilizado
desde 2001 em todo o pais no controle de adultos, identificamos um cenario de resisténcia
extremamente alta em populagdes brasileiras. Em duas localidades, Campo Grande/MS e Duque de
Caxias/RJ, correlacionamos as maiores taxas de resisténcia com os picos de casos de dengue, sendo
que em Campo Grande a SMS n&o utilizou piretréides no periodo, nas aplicagdes de UBV para
controle de Aedes aegypti. O conjunto destas observagdes sugere forte contribuigdo do uso doméstico
de inseticidas para o agravamento agudo da resisténcia a piretréides no pais. Com relacdo aos
mecanismos envolvidos, foi possivel correlacionar mutagdes em duas posigdes no sitio alvo de
piretréides, o canal de sddio regulado por voltagem (Val1016lle e Phe1534Cys), a elevados niveis de
resisténcia, de forma disseminada, na maior parte das populagdes estudadas; foi possivel também
identificar contribuicdo das enzimas detoxificantes GST e PNPA-Est na resisténcia de adultos a
deltametrina.

Os resultados obtidos ao longo do projeto apontam para limitagdes do controle quimico,
principalmente se usado de forma indiscriminada, ou como principal metodologia de controle de larvas
e adultos de Ae. aegypti. Sao crescentes as evidéncias da necessidade de agdes conjuntas com
outros tipos de metodologias, como controle mecanico, com a participagdo popular, e o controle
biolégico. Acreditamos que a utilizagdo de inseticidas de forma racional seja uma estratégia a ser

‘somada” aos outros tipos de controle.

92



6. CONCLUSOES

¢ Identificamos uma tendéncia a queda na razdo de resisténcia a temephos nas populagdes
estudadas apds a interrup¢édo da utilizagdo deste composto em campo, em ritmos diferentes
entre as localidades. No entanto, nenhuma populagéo apresentou RRgs abaixo de 3,0, o ponto
de corte adotado pelo Ministério da Saude para recomendagéo de interrupg@o ou permanéncia
do uso de temephos, indicando que as populagdes estudadas ainda suscitam de utilizagao de

compostos com mecanismos de acéo diferentes do OP.

o Nao foi possivel detectar qualquer tendéncia nos perfis de susceptibilidade das populagdes ao
CSI diflubenzuron (larvicida utilizado em campo, atualmente, sobre populagdes do vetor
resistentes a temephos). As RRgs se mantiveram abaixo de 3,0 ao longo de todo estudo,

sugerindo pouca alteragdo no status de susceptibilidade a estes compostos.

o O status de resisténcia ao piretrdide deltametrina de todas as localidades estudadas se
apresentou alto, sendo que em trés das quatro populagdes estudadas, foram encontradas
RRes extemamente elevadas (acima de 35). Observamos, em duas localidades, Duque de
Caxias/RJ e Campo Grande/MS, tendéncia de elevagao da resisténcia durante o pico de casos
de dengue, mesmo sem intensificagdo da aplicagdo do composto nas localidades, o que

sugerimos ser reflexo do uso doméstico de inseticidas.

e Os ensaios bioquimicos com adultos apresentaram resultados mais consistentes do que
aqueles do estagio larval, sendo claramente evidenciadas alteragbes de GST e PNPA em
todas as populagdes avaliadas no estudo, resistentes a Pls. Ja para os ensaios de larvas, néo
foram detectadas alteragdes diagnésticas de resisténcia a OP; as populagdes exibiram perfis

distintos de alteragao das atividades enzimaticas.

e Observamos forte correlagéo entre altos niveis de resisténcia a deltametrina e a frequéncia de
duas mutagdes no canal de sodio regulado por voltagem, ambas ja previamente relacionadas
a resisténcia a piretroides: as mutagdes Val1016lle, ja descrita anteriormente (Martins et al
2009a) e Phe1534Cys, esta recentemente diagnosticada no pais.
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Intervalos de contianga das RRc

Temephos, Diflubenzuron e Deltametrina
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Anexo 1. Intervalos de confianga das RRgs (valores maximo e minimo) obtidas para os inseticidas temephos

(OP), diflubenzuron (IGR) e deltametrina (PI) para as quatro populacdes de Aedes aegypti.

indicam sobreposigao entre os valores obtidos para cada més.

Letras iguais

RRys - Intervalos de Confianca

Populacao Temephos (OP) Diflubenzuron (IGR) Deltametrina (Pl)
Duque de Caxias/RJ
nov/09 15,0179 a X X
dez/09 13,9-156 ab X 46,6-727 b
fev/10 124145 b 20-26 a 93,1-73,3 ab
mai/10 101-114 ¢ 16-18 b 68,7-952 ab
ago/10 102-117 ¢ 15-18 bc 541-801 b
nov/10 9,2-10,5 c 15-1,9  be 401500 b
Parnamirim/PA
jan/10 6,8-8,1 d X X
fev/10 6,6-7,8 d 1215 ¢ 7,9-17 8 d
mai/10 6,1-6,9 de 1,3-15 ¢ 8,9-118 d
ago/10 9,9-6,8 de 1,0-1,2 11,2-141 d
dez/10 6,0-6,7 de 1,7-20 ab 13,0-161 d
Campo Grande/MS
fev/10 7,3-8,6 d 19-22 a 83,9-1196 a
jun/10 5,3-6,4 ef X 546627 b
out/10 41-53 f9 1,3-14 ¢ 76,5-106,7 a
jan/11 42-50 g 19-25 a 76,8-973 a
Santarem/PA
abr/10 8,7-12,2 c 18-23 ab 50,3-679 b
jul/10 9,7-10,9 c 1,416 be 32,6-383 ¢
out/10 8,0-9,2 d 1315 ¢ 355821 be
jan/11 8.4-9.6 d 1315 ¢ 43,9-56.8
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Ensaios bioquimicos

Figuras A1 a A8
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D Abs / mg ptn/ min

Campo Grande, MS - adultos
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FICHA 1
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Resultados dos bioensaios com os larvicidas diflubenzuron (CSl) e temephos (OP) para as quatro populagdes
de Aedes aegypti participantes do estudo. Os graficos representam a avaliagao temporal da resisténcia a estes

dois compostos indicando as RRgs ao longo do tempo. A tabela apresenta os valores absolutos das RRgs
obtidos pelos bioensaios do tipo dose-resposta para cada inseticida.
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Resultados dos bioensaios com o adulticida deltametrina (Pl) para as quatro populagdes de Aedes aegypti
participantes do estudo. O gréfico representa a avaliagdo temporal da resisténcia ao composto indicando a
RRgs ao longo do tempo. A tabela apresenta os valores absolutos das RRgs obtidos pelos bioensaios do tipo

dose-resposta e as frequéncias alélicas de substitui¢des nas trés posigdes do AaNay investigadas.
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