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RESUMO

Em Cabo Verde, arquipélago situado na Costa Ocidental Africana, os primeiros casos de
dengue ocorreram em 2009, com a notificagdo de mais de 21.000 casos, a maioria desses
registrados na Ilha de Santiago. O mosquito Aedes aegypti foi identificado como vetor, e
acOes para seu controle, usando os inseticidas temephos (larvicida) e a deltametrina
(adulticida), tém sido implementadas. Objetiva-se com esse trabalho avaliar o atual status de
suscetibilidade a inseticidas e caracterizar os mecanismos de resisténcia nessa populagao.
Amostras de A. aegypti da ilha de Santiago foram coletadas através de armadilhas de
oviposicdo, para o estabelecimento de uma populacdo a ser analisada. Foram realizados
bioensaios do tipo dose diagndstica, usando garrafas impregnadas com doses unicas dos
adulticidas malathion (organofosforado), deltametrina (piretroide) e cipermetrina (piretroide),
e bioensaios do tipo dose resposta, usando multiplas concentracfes dos inseticidas temephos
(organofosforado),  Bacillus  thuringiensis  sorovariedade  israelensis  (bactéria
entomopatogénica) e diflubenzuron (inibidor de sintese de quitina). Para a investigacdo dos
mecanismos de resisténcias, foram realizados testes bioquimicos com substratos especificos
para quantificar a atividade das enzimas glutationa S-transferases, esterases (o, p € PNPA) e
oxidases de funcdo mista, ligadas a detoxificacdo de xenobidticos, e a taxa de inibi¢do da
acetilcolinesterase ligada a insensibilidade do sitio alvo. Pesquisou-se também a presenca de
mutacdeso do tipo kdr (knock-down resistance) associadas a resisténcia a piretroides, pela
analise da sequéncia dos exons 20 e 21 no gene do canal de sédio. Nos resultados dos
bioensaios constatou-se que a populacdo de A. aegypti investigada apresenta resisténcia aos
piretroides deltametrina e cipermetrina (mortalidade <80%) e ao organofosforado temephos
(RRgo=4), mas € suscetivel ao malathion (mortalidade >98%), Bacillus thuringiensis
sorovariedade israelensis (RRg=0.8) e ao diflubenzuron (RRgp=2,2). Em relacao a atividade
das enzimas ligadas ao processo de detoxificacdo, foram detectadas alteracdes nas glutationa
S-transferases (25%), oxidases de funcdo mista (18%), esterase-a (19%) e esterase- B (17%).
A taxa de inibicdo da acetilcolinesterase (6%) e a atividade da esterase-PNPA (7%)
mostraram que estas estdo inalteradas. Nenhuma das muta¢des do tipo kdr pesquisadas foi
detectada. Estes resultados permitem concluir que a populagdo de A. aegypti da ilha de
Santiago, Cabo Verde, é suscetivel aos inseticidas, excetuando os piretrdides testados e o
temephos, usados no seu controle; e que ela apresenta alteragcbes em enzimas detoxificadoras
que poderdo estar implicadas na resisténcia a esses compostos.

Palavaras-chave: Aedes, Cabo Verde, enzimas, mutacdes, inseticidas, resisténcia.



ROCHA, H. D. R Susceptibility profile of Aedes aegypti from Santiago Island, Cape
Verde, to insecticides. 2014. Dissertacdo (Mestrado Académico em Salde Publica) - Centro
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ABSTRACT

Cape Verde, an archipelago located on the West African Coast, recorded the first cases of
dengue in 2009 in an epidemic with more than 21,000 reported cases. The worst affected area
was Santiago Island. The mosquito Aedes aegypti was identified as the vector and actions for
its control, using the insecticides temephos and deltamethrin, have been employed. This
study aimed to assess the current status of insecticide susceptibility and characterize the
mechanisms of resistance in this population. A. aegypti samples from Santiago Island were
submitted to bioassays with adulticide malathion, deltamethrin and cypermethrin in
diagnostic-dose tests, and to temephos, Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) and
diflubenzuron in dose-response tests. Biochemical assays were performed with specific
substrates in order to quantify the activity of the enzymes glutathione S-transferases, esterases
(o, p and PNPA), mixed function oxidases and the inhibition rate of acetylcholinesterase.
Mutations in the sodium channel gene (knock-down resistance-kdr) were studied by
sequencing a fragment of exons 20 and 21. The results demonstrated that the population is
resistant to deltamethrin, cypermethrin (mortality < 80%) and temephos (RRgo= 4), but is
susceptible to malathion (mortality > 98%), Bti (RRgo= 0.8) and diflubenzuron (RRg=2.2).
Changes in the activity were detected for glutathione S-transferases (25%), mixed function
oxidases (18%), a-esterase (19%) and B-esterase (17%), and no kdr mutation was detected. It
is possible to conclude that the A. aegypti population from Santiago Island, Cape Verde, is
susceptible to insecticides evaluated, except for pyrethroids and temephos, used in its control,
and present changes in detoxification enzymes may be associated to such mechanisms of
resistance.

Keywords: Aedes, Cape Verde, enzymes, mutations, insecticides, resistance.
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1 INTRODUCAO

Existem diversos patdgenos causadores de doencas que sdo transmitidos ao homem
através de insetos vetores, e algumas dessas doencas tém afetado grandes massas
populacionais ao redor do globo. Entre essas doencas, destaca-se a dengue, que € considerada
a arbovirose de maior importancia para a salde puablica no cenario mundial
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011a; PINHEIRO; CORBER, 1997). Estima-
se que mais de 40% da populacdo mundial viva em &reas de risco para esta doenca e que, nos
ultimos anos, sua incidéncia tenha variado de 50 a 270 milhdes de casos/ano (FERREIRA,
2012a; ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

A dengue € uma doenca infecciosa, febril e aguda, causada por um virus de RNA do
género Flavivirus pertencente a familia Flaviviridae. Os principais vetores sd8o mosquitos
pertencentes ao género Aedes, especialmente Aedes aegypti, que quando infectados com um
dos quatro sorotipos virais (DENV-1 a 4) podem, através de picadas, transmitir a doenca ao
homem (FERREIRA; SOUSA, 2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009
2013).

Embora constitua um grande problema de saude publica, até 0 momento nao se tem
disponivel uma vacina eficaz ou tratamento especifico para a dengue. Por esta razdo, o
controle da doenca esta centrado em acdes de controle dos vetores (KYLE; HARRIS, 2008).

Na maioria das vezes, os programas de controle utilizam como estratégia de primeira
escolha o uso de inseticidas, diante da possibilidade de causar um impacto imediato nas
populacbes de vetores em campo. Os inseticidas quimicos da classe dos organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretrdides sdo os mais comumente usados (BISSET, 2002;
HEMINGWAY; RANSON, 2005). No entanto, o fendmeno de resisténcia tem sido detectado
para a maioria desses compostos. Subjacentes a essa resisténcia encontram-se trés principais
mecanismos: reducdo na penetragcdo do inseticida pelo espessamento da cuticula do inseto,
alteracdes quantitativas e/ou qualitativas das enzimas ligadas ao processo de detoxificacéo e
alteracbes do sitio alvo de acdo dos inseticidas (BRAGA; VALLE, 2007b; BROGDON;
MCALLISTER, 1998a; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; ROSE, 2001).

Varios estudos demonstram que a resisténcia aos inseticidas quimicos tem-se tornado
cada vez mais frequente e disseminada em populacdes de A. aegypti, em varias partes do
mundo. Os inseticidas das classes dos organofosforados e piretrdides sdo os mais implicados
nos casos de resisténcia descritos (HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010; LIMA et al.,
2011; MARCOMBE et al., 2012; MONTELLA et al., 2007).



14

No arquipélago de Cabo Verde, pais situado na costa ocidental africana, 0 mosquito
A. aegypti é considerado, até 0 momento, o Unico vetor do virus Dengue (DENV). Ele esteve
envolvido na primeira epidemia da doenca ocorrida em finais de 2009, atingindo mais de
21.000 pessoas (CABO VERDE, 2011; FRANCO et al., 2010). Apds a epidemia, medidas
tém sido tomadas para efetuar o controle das populagdes de A. aegypti, recorrendo ao uso de
inseticidas quimicos como o temephos e a deltametrina (CABO VERDE, 2012a).

Neste sentido, o presente estudo teve como proposta realizar uma avalia¢do do status
de suscetibilidade da populacdo de A. aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde, a inseticidas
quimicos e biolégicos com potencial de uso ao nivel local. As informagdes geradas com este
estudo serdo relevantes para o programa de controle populacional de A. aegypti no

arquipélago de Cabo Verde.

1.1 Justificativa

No arquipélago de Cabo Verde, o mosquito A. aegypti foi detectado pela primeira
vez em 1931, atraves de estudos realizados pela entdo Escola de Medicina Tropical de
Portugal (RIBEIRO et al., 1980), e sua presenca foi reconfirmada em todas as ilhas em
estudos posteriores (ALVES et al., 2010). No entanto, apenas no final do ano de 2009 foram
registrados os primeiros casos de dengue, seguidos por uma epidemia com mais de 21.000
notificacdes (CABO VERDE, 2010).

As ilhas do Fogo, Maio e Santiago foram as mais afetadas, com destaque para esta
ultima onde ocorreu mais de 70% dos casos (CABO VERDE, 2011). Anélises realizadas em
amostras de pacientes durante a epidemia revelaram o envolvimento do sorotipo DENV-3
(FRANCO et al., 2010). No decorrer da epidemia foram tomadas medidas de controle
direcionadas ao mosquito A. aegypti, com o uso de inseticidas quimicos para a reducdo da sua
densidade. O temephos e a deltametrina foram os inseticidas utilizados: o primeiro como
larvicida e 0 segundo como adulticida (CABO VERDE, 2012a).

No decurso da epidemia, a populacdo de A. aegypti da ilha de Santiago foi
investigada quanto a sua suscetibilidade aos inseticidas (adulticidas) deltametrina, permetrina,
propoxur, fenitrothion, lambda-cyhaloythrina e DDT, revelando resisténcia apenas para este
ultimo composto. Ndo obstante a resisténcia detectada, nenhum estudo foi realizado no
sentido de determinar qual ou quais os mecanismos de resisténcia que estariam envolvidos
(DIA et al., 2012).
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Considerando que os temephos e a deltametrina continuam sendo usados para o
controle de A. aegypti em Cabo Verde por pelo menos trés anos consecutivos, faz-se
necessario conhecer o atual status de suscetibilidade da populacdo local a estes compostos,
com perspectiva de potencializar as acdes de controle e impedir o estabelecimento da
resisténcia em campo. Além disso, este estudo também tem por objetivo avaliar a
suscetibilidade desta populacdo a outros agentes de controle que podem ser Uteis no manejo

da resisténcia.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Aspectos da biologia dos mosquitos

Os mosquitos sdo insetos da ordem Diptera, pertencentes a familia Culicidae e sdo
encontrados em praticamente todas as regides do mundo, principalmente nas tropicais e
subtropicais, onde as condi¢des climaticas permitem seu rapido desenvolvimento e
sobrevivéncia (CLEMENTS, 2000).

No seu ciclo de vida, os mosquitos passam por uma metamorfose completa,
compreendendo as seguintes fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). As fases jovens (ovo,
larva e pupa) se desenvolvem em meio aquatico, enquanto os adultos sdo alados e colonizam
0 ambiente terrestre (CLEMENTS, 2000; CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; HAGEDORN,
2005).

Figura 1-Fases do ciclo bioldgico dos mosquitos
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Fonte: Adaptado de Becker et al. (2003)
Legenda: (A) ovos; (B) larvas; (C) pupa e (D) Mosquito adulto

As fémeas dos mosquitos sdo capazes de produzir de 50 a 500 ovos em uma Unica
postura. Podem fazé-lo diretamente na superficie da agua ou em locais umidos, como por
exemplo, na margem de rios e nas superficies de substratos flutuantes ou fixos, passiveis de
inundacdo ou preenchimento por agua pluvial. Os ovos podem ser depositados de forma
individual ou em conjunto, dependendo do género do mosquito (BECKER et al., 2003;
CONSOLLI; OLIVEIRA, 1998).

Os ovos de alguns géneros de mosquitos possuem a capacidade de resistir por um

longo periodo a dessecacdo sem perder a sua viabilidade, devido a capacidade que tém de
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conservar dgua no seu interior. Nessas condigdes, o embrido entra numa fase de dorméncia,
conhecida como quiescéncia ou diapausa. Esta Ultima é geneticamente programada, e a
eclosdo da larva é suspensa temporariamente, diante de condi¢fes ambientais adversas,
possibilitando sua sobrevivéncia, por exemplo, 0s ovos de A. aegypti podem se manter viaveis
por mais de oito meses na auséncia de agua, sendo esta uma caracteristica estratégica para a
manutencdo de populagdes em locais com grandes periodos de seca (BECKER et al., 2003;
CLEMENTS, 2000; CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). O desenvolvimento embrionario tem
inicio logo ap6s a deposicdo dos ovos fecundados e pode levar de 24 a 48 horas até a ecloséo
das larvas (CLEMENTS, 2000).

As larvas dos mosquitos sdo encontradas sempre em ambientes aquaticos,
preferencialmente em colecdes de agua com pouco ou nenhum movimento. Possuem aspecto
vermiforme, coloracdo variada e o corpo encontra-se dividido em cabeca, torax e abdémen.
No segmento VIII do abdémen encontra-se o sifdo respiratério nos culicideos ou placas
esclerotizadas (aparato espiracular) nos anophelinos, que desempenham papel primordial na
captacdo de oxigénio para o processo de respiracdo. As larvas caracterizam-se por
apresentarem varios pares de cerdas espelhadas pelo corpo, com fun¢des sensoriais e auxilio
na flutuacdo (BECKER et al., 2003; CLEMENTS, 2000; CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).

A alimentacdo das larvas se da pela ingestdo de microorganismos: algas, pequenos
invertebrados e particulas derivadas da deteriorizacdo de matéria organica presente na agua.
Essa alimentacdo é realizada via filtracdo ndo seletiva das particulas suspensas na agua, ou
pela resuspensdo, raspagem ou desfiamento de particulas (BECKER et al., 2003,
CLEMENTS, 2000; CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). Durante o desenvolvimento a larva sofre
um processo de muda de crescimento (ecdise), passando por quatro estagios larvais (L1-4),
cujo tempo necessario para sua finalizacdo varia de sete a 30 dias e dependera,
principalmente, da disponibilidade de alimento e temperatura da &gua (BECKER et al., 2003).

Apos a fase larval os mosquitos entram na fase de pupa, e € neste momento que
acontece o processo de metamorfose, que vai culminar na emergéncia de um mosquito adulto
(BECKER et al., 2003). Assim como as larvas, as pupas também sdo mdveis, entretanto ndo
se alimentam. Esta fase, ao contrario das demais, é fortemente regulada por hormdonios e
portanto sofre pouca influéncia das variagdes ambientais de temperatura e/ou fotoperiodo,
durando de dois a trés dias (CLEMENTS, 2000).

Os mosquitos adultos séo caraterizados por possuir um corpo alongado, dividido em
cabeca, torax e abddémen, longas pernas, um par de asas e antenas (BECKER et al., 2003).

Ambos o0s sexos dos mosquitos adultos utilizam carboidratos (glicose, sacarose, maltose e
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frutose), provenientes principalmente do néctar das flores e seiva vegetal, como fonte de
energia. As fémeas da maioria das espécies também sdo hematdfagas e o sangue é usado
como fonte de aminoacidos e proteinas essenciais ao processo de maturagdo dos ovos
(CLEMENTS, 2000; CONSOLLI; OLIVEIRA, 1998).

A localizagdo de um hospedeiro para a realizacdo do repasto sanguineo é uma tarefa
fundamental e baseia-se em estimulos olfativos (comunicacdo quimica), visuais e térmicos.
Nas antenas existem receptores que respondem a determinados odores do hospedeiro, tais
como o didxido de carbono, acido latico e acetona (BECKER et al., 2003). Devido ao seu
comportamento hematofagico, algumas espécies sdo vetores de agentes patogénicos de
determinadas doencas, como por exemplo o virus Dengue (dengue), o virus da febre amarela
urbana (febre amarela), o verme filarial Wuchereria bancrofti (filariose bancroftiana) e o
protozoario Plasmodium sp (maléria) (BECKER et al., 2010; CLEMENTS, 2000; CONSOLLI,
OLIVEIRA, 1998).

2.2 Aspectos da biologia de Aedes aegypti

Os mosquitos sdo divididos em duas grandes subfamilias: a Anophelinae e a
Culicinae. A familia Culicinae é formada por vaérias tribos, entre elas a Aedini que retne 0s
mosquitos do género Aedes, de grande importancia do ponto de vista epidemioldgico. Nesse
género destaca-se o subgénero Stegomyia (Theobald), cuja espécie Aedes aegypti € a de maior
importancia no contexto da Saude Publica (BECKER et al., 2003; HUANG, 2004). Dentro
dessa espécie € apontada a existéncia de subespécies, sendo Aedes aegypti formosus descrita
como a forma silvestre e Aedes aegypti aegypti a mais doméstica (HUBER et al., 2008).
Primeiramente descrita no Egito, esta espécie tem se adaptado aos ambientes urbanizados,
sobretudo em paises das regiGes tropicais (BRAGA; VALLE, 2007a; HUANG, 2004,
HUBER et al., 2008; WERE, 2012).

O mosquito A. aegypti carateriza-se por ser antropofilico e possuir habito diurno.
Geralmente alimenta-se e oviposita ao amanhecer e no periodo vespertino, proximo ao
crepusculo. Morfologicamente, A. aegypti caracteriza-se por ser um mosquito de tamanho
médio, de cor escura, ornamentado com escamas claras prateadas na cabeca, no escudo, nas
pernas e no abdome (Figura 2) (BECKER et al., 2010; CONSOLI; OLIVEIRA, 1998;
FORATTINI, 1962; HUANG, 2004).

Os criadouros preferenciais de A. aegypti sao recipientes preenchidos com agua das

chuvas ou aqueles utilizados para o0 armazenamento de dgua no uso doméstico, em mal estado
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de conservagdo. Criadouros naturais, como ocos em &rvores contendo agua, escavagdes em
rocha, bambu e folhas de algumas plantas (bromélias, bananeira, abacaxi e lirio) sdo também
passiveis de colonizacdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; HUANG, 2004). Essa espécie
apresenta preferéncia a ovipositar em determinada superficie, tendo em vista as seguintes

caracteristicas do material: a porosidade, a textura e a cor (FAY; PERRY, 1965).

Figura 2-Esquema do escudo, patas e abddmen de Aedes aegypti
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Fonte: Huang (2004).
Legenda: A — escudo; B — patas; C- abdémen; de Aedes aegypti mostrando a localiza¢do das escamas brancas.

A densidade populacional de A. aegypti pode ser fortemente influenciada pela
presenca de chuvas, aumentando nos periodos de maior precipitacdo e diminuindo nas
estacOes mais secas. Entretanto, nas estacdes secas sao mantidas populacdes residuais desta
espécie a custa de criadouros artificiais que ndo sdo diretamente dependentes das chuvas
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; RIBEIRO et al.,, 1980; SURTEES, 1967). Mudancas
demogréficas, intensas migracGes, desenvolvimento dos transportes, crescimento desordenado
das cidades e condicBes precarias ou inadequadas de saneamento basico sdo, também,
apontados como fatores que potencializam a proliferacdo dessa espécie de mosquitos
(BRAGA; VALLE, 2007a; SURTEES, 1967).

A. aegypti encontra-se amplamente distribuida nos paises do continente africano
onde a deficiéncia no planejamento urbano, e de gestdo de residuos, estdo associadas a
multiplicacdo de criadouros e, consequentemente, proliferagdéo do mosquito (KAMGANG et
al., 2010; SURTEES, 1967; WERE, 2012). Em Camardes, pais situado na costa ocidental
africana, por exemplo, estudos realizados demostraram que a densidade de A. aegypti €

significativamente elevada nas &reas onde ha grande densidade de construgdes, sendo que a
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maioria dos criadouros positivos sdo peridomiciliares, constituidos principalmente por pneus
e recipientes descartaveis (KAMGANG et al., 2010).

2.3 Aedes aegypti em Cabo Verde

Cabo Verde é um pais arquipeldgico, constituido por nove ilhas habitadas (Santo
Antdo, Sdo Vicente, Sdo Nicolau, Sal, Boavista, Maio, Santiago, Fogo e Brava), uma
desabitada (Santa Luzia) e treze ilhéus. Esta situado na costa ocidental do continente africano
a cerca de 450 km a oeste do Senegal (Figura 3), com uma &rea terreste total de 4.033km? e
uma zona econdmica exclusiva de 734.000 km?. As ilhas sdo de origem vulcanica e possuem
relevos geralmente acidentados atingindo grande altitudes (Pontos mais altos: Fogo 2.829 m,
Santo Antdo 1.979 m, Santiago 1.395 m e S&o Nicolau 1.340 m) e um vulcéo ativo (ilha do
Fogo — Ultima erupcdo em 1995). As trés ilhas mais orientais (Sal, Boa Vista e Maio) s&o
relativamente planas e aridas (CABO VERDE, 2004).

Figura 3-Arquipélago de Cabo Verde

Fante: Google earth 201
Legenda: A — Costa ocidental africana: o arquipélago de Cabo Verde em destaque; B- As diferentes
ilhas do arquipélago de Cabo Verde.

O arquipélago possui um clima do tipo subtropical seco, com apenas duas estagdes, a
chuvosa (Junho a Outubro) e a seca. As precipitacdes sao irregulares e por vezes torrenciais,
mas, de forma geral, s@o consideradas insuficientes: ndo ultrapassando por ano um total de
300 mm nas zonas situados a menos de 400 m de altitude, e 0s 700 mm nas situadas a mais de
500 m. A temperatura média anual do pais fica em torno de 25° C: ndo excedendo 30° C, no
periodo mais quente e ndo chegando a menos de 13° C, nos meses mais frios; o més de
Setembro apresenta as mais elevadas temperaturas e Fevereiro as mais baixas (CABO
VERDE, 2004).
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A populacéo residente é de cerca de meio milhdo de habitantes, sendo a ilha de
Santiago a mais povoada (56%), seguida da ilha de Séo Vicente (16%) e da ilha de Santo
Antdo (9%). Em sua maioria, as pessoas vivem nas zonas urbanas (62%). A cidade da Praia é
a capital do pais e esta situada na ilha de Santiago, € também a maior cidade, com cerca de
132.000 habitantes (INSTITUTO NACIONAL DE ESTATISTICAS, 2010).

Em Cabo Verde, 0 mosquito A. aegypti foi relatado pela primeira vez em 1931 na
ilha de S&o Vicente e posteriormente nas restantes ilhas. Estudos, mais recentes
reconfirmaram a sua presenca nas ilhas de Santiago, Fogo e Brava (ALVES et al., 2010;
RIBEIRO et al., 1980). De forma geral a fauna entomoldgica de Cabo Verde é considerada
pobre. Dadas as condi¢cBes climéaticas desse arquipélago, o mosquito A. aegypti tem
conseguido se manter em estreita associacdo com o homem, estando sua populacao distribuida
em criadouros artificiais que sdo predominantemente encontrados nas areas peridomiciliares.
Essa espécie é encontrada em maior abundancia nas ilhas com maior urbanizacdo e que
possuem varios depdsitos artificiais de agua, como cisternas, tambores com agua de reserva,
recipientes com agua para uso domeéstico, tanques de cimento para uso agricola e sistemas de
transporte de dgua a céu aberto para agricultura (lavadas) (RIBEIRO et al., 1980). Além de A.
aegypti outra espécie de Aedes, Aedes caspius também conhecido como Aedes africanus, tem
sido encontrada nas ilhas do arquipélago de Cabo Verde (ALVES et al., 2010). Embora essa
espécie seja apontada como um dos vetores do virus Dengue em algumas regides do
continente africano (WERE, 2012), ela ndo foi referenciada como vetor dessa arbovirose no

decorrer da epidemia vivenciada em Cabo Verde (DIA et al., 2012).

2.4 Importéancia epidemiol6gica do mosquito Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti € considerado o principal vetor do DENV, virus chikungunya
(CHIKV) e do virus da febre amarela urbana (YFV). No entanto, o seu papel na transmissao
do DENV ganha grande importancia por ele ter se tornado um dos principais problemas de
salde publica a nivel mundial, que afeta principalmente as regiGes tropicais e subtropicais
(HUANG, 2004; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011a). Em 1906 Bancroft
demostrou que A. aegypti era o vetor do DENV, fato confirmado por Agramonte e Simmons
nos anos 1906 e 1931, respectivamente (HALSTEAD, 1974). Outras espécies do género
Aedes sdo também indicadas como potenciais vetores desse virus, como A. albopictus, A.
africanus e A. luteocephalus (BRAGA,; VALLE, 2007b; WERE, 2012).
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Em termos clinicos, a dengue, em sua forma cléssica, é caraterizada por febre alta
indiferenciada, intensa dor de cabeca, dor na retro-orbital dos olhos, artralgia e erupgéo
cuténea, mas raramente causa a morte. No entanto, as formas mais severas, febre da dengue
hemorragica (DHF) e Sindrome do Shock da Dengue (DSS), apresentam altas taxas de
mortalidade (GUHA-SAPIR; SCHIMMER, 2005). A doenga tem por agente etiol6gico um
virus de RNA, do género Flavivirus, pertencente familia Flaviviridae, dividido em quatro
tipos sorologicos (FERREIRA; SOUSA, 2003). Mais recentemente, em amostras de pacientes
doentes em Malasia foi apontado a possibilidade da existéncia de um quinto tipo sorologico
do virus (NORMILE, 2013).

Esta arbovirose atinge, na atualidade, mais de 125 paises e estima-se que 2,5 a 3,6
bilhGes de pessoas vivam em areas de risco. A nivel mundial, estima-se que ocorrem entre 50
a 270 milhdes de casos, com registro de 21.000 o6bitos por ano (FERREIRA, 2012b; GUHA-
SAPIR; SCHIMMER, 2005; ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011a). No
continente africano (Figura 4), epidemias de dengue tém ocorrido desde o século XIX. Um
estudo retrospectivo realizado em 1956 sugeriu que a primeira epidemia ocorreu em Durban,
Africa do Sul, em 1927 (KOKERNOT RH, 1956). Entre 1960 e 2010 foram laboratorialmente
confirmados surtos em 15 paises africanos (FRANCO et al., 2010). Os quatro sorotipos do
DENV ja foram isolados nesse continente, sendo o tipo 2 (DENV-2) responsavel pela maioria
das epidemias. Entre janeiro de 2006 e agosto de 2008, casos de dengue foram notificados em
Costa do Marfim, Burkina Faso, Benin, Senegal e Mali, paises situados na parte ocidental do
continente africano e cuja etiologia estava ligada ao DENV-1, 2 e 3 (AMARASINGHE et al.,
2011; FRANCO et al., 2010; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009c; WERE,
2012).

Essa enfermidade, conjuntamente com o seu principal vetor, A. aegypti, encontram-
se presente na maioria dos paises do continente africano e com uma rapida expansdo dos
diferentes sorotipos virais (Figura 4) (AMARASINGHE et al., 2011; FRANCO et al., 2010;
WERE, 2012).

Nos ultimos anos tém-se registrado uma grande disseminacdo do sorotipo DENV-3
nos paises da Africa Ocidental, com um aumento de ndmero de casos. Este sorotipo foi
primeiramente isolado em Camardes, no ano de 2006 e no ano seguinte em Senegal. Entre
2007 e 2009 foram registradas nove epidemias nessa regido associadas a esse sorotipo
(FRANCO et al., 2010; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009c).

Em Cabo Verde a primeira epidemia de dengue ocorreu no ano de 2009 e resultou

em mais de 21.000 casos notificados, dos quais 174 foram diagnosticados como dengue
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hemorragica e ocorreram 4 Obitos, segundo dados do Ministério da Saude de Cabo Verde
(CABO VERDE, 2010; FRANCO et al., 2010). A llha de Santiago, a mais povoada do
arquipélago, também foi a mais afetada, somando mais de 70% dos casos diagnosticados,
seguida das vizinhas llhas do Fogo e do Maio. Testes laboratoriais de amostras procedentes de
Cabo Verde foram realizados pelo Instituto Pasteur em Dakar (Senegal), confirmando o
envolvimento do sorotipo DENV-3 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009b). A
epidemia foi controlada e no ano seguinte foram diagnosticados poucos casos da doenca,
revelando, entretanto, a permanéncia do ciclo de transmissdo nas areas atingidas (CABO
VERDE, 2010, 2011; FRANCO et al., 2010).

Figura 4-Presenca de Aedes aegypti e da dengue nos paises africanos
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Fonte: Were (2012)
Legenda: A cor vermelha escura representa paises onde ocorre a dengue e ha presenca do vetor, A. aegypti.
A cor vermelha mais clara representa paises onde apenas foi registrada a presenca do vetor. A cor branca
representa os paises que ndo dispdem de informacoes relativas ao vetor e a doenga.

No mesmo periodo da epidemia em Cabo Verde foi detectado 0 DENV-3 em Senegal
e foi identificado um grande nimero de casos entre os viajantes que saiam da Africa
Ocidental com destino aos paises Europeus (FRANCO et al., 2010; WERE, 2012). O DENV-
3, responsavel pela epidemia em Cabo Verde, pode ter sido introduzido a partir de outros
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paises da Africa Ocidental com os quais sd0 mantidas estreitas trocas comerciais e
deslocamento de pessoas.

2.5 Controle vetorial

O controle de doencas de alta complexidade como a dengue, para a qual ndo existem
vacinas disponiveis, requer um conjunto de medidas, entre elas o controle das populacdes de
vetores, com o intuito de diminuir o nimero de casos dessa enfermidade. Nesse sentido, 0s
programas de controle vetorial desempenham um papel estratégico para atingir esse objetivo
(KYLE; HARRIS, 2008; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

O controle de A. aegypti tem se baseado na reducédo de criadouros, com a eliminacgéo
de recipientes que possam ser utilizados para a oviposicdo e o desenvolvimento das formas
jovens do mosquito. Na maioria das vezes, esse processo é acompanhado pelo uso de
inseticidas, sobretudo nos criadouros que ndo podem ser eliminados do ambiente
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012). Outras ferramentas aplicadas ao controle
vetorial foram desenvolvidas mais recentemente, como por exemplo, o uso de ovitrampas
letais, repelentes espaciais, mosquitos geneticamente modificados e uso o de Aedes infectados
com Wolbachia (ENDERSBY; HOFFMANN, 2013; ORGANIZAQAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2012; ZEICHNER; DEBBOUN, 2011).

Em Cabo Verde até o ano de 2009 o controle vetorial estava voltado para a espécie
Anopheles arabiensis, implicada na transmissdo local do Plasmodium falciparum, agente
causador da maléria; mas, pela ocasido da epidemia de dengue, medidas foram direcionadas
para o controle de A. aegypti, tais como o uso de inseticidas quimicos de acdo adulticida
(deltametrina) intra e extra domiciliar, e de acdo larvicida (temephos), nos criadouros com
larvas e pupas do mosquito, com o objetivo de diminuir a densidade desse vetor (CABO
VERDE, 2012a). Essas mesmas medidas foram retomadas nos anos seguintes, sendo desta
vez apenas com o0 uso dos inseticidas no ambiente intra-domiciliar, em uma periodicidade de
mais ou menos quatro vezes ao ano, mas sem que nenhum controle fosse feito de modo a

avaliar sua eficacia.

2.6 Inseticidas quimicos

O desenvolvimento cientifico dos inseticidas quimicos iniciou-se em 1867, com a

formulacdo e uso do composto arsénico “verde de Paris” ¢ desde 1920 foi notado um
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crescente aumento do potencial desses compostos como ferramenta para o controle de insetos.
Em 1939, Muller descobre as propriedades inseticidas do diclorodifeniltricloroetano (DDT).
Esse composto foi muito usado no controle de insetos e pragas agricolas mas, devido a sua
persisténcia no meio ambiente e a reduzida eficacia contra insetos resistentes, teve seu uso
banido na maioria dos paises (HEMINGWAY; RANSON, 2005).

Os inseticidas quimicos s&o classificados de acordo com as suas estruturas quimicas
em quatro principais grupos: piretroides, organofosforados, carbamatos e organoclorados,
sendo os dois primeiros 0os mais frequentemente usados no controle de vetores (BISSET,
2002; HEMINGWAY; RANSON, 2005).

De forma geral, esses compostos atuam ligando-se a sitios especificos nas células do
inseto. Os organoclorados e os piretrdides atuam no sistema nervoso, ligando-se e bloqueando
o canal de sddio da membrana nervosa e nos receptores do acido gama-aminobutirico
(GABA). J4& os organofosforados e os carbamatos atuam ligando-se a enzima
acetilcolinesterase (AChE) nas jun¢des nervosas, provocando um acimulo da acetilcolina, 0
que leva a uma estimulacdo exacerbada e morte do inseto (HEMINGWAY'; RANSON, 2005).

Os organoclorados séo inseticidas que possuem na sua constituicdo as moléculas de
carbono, hidrogénio e cloro. S8o caracterizados pela alta estabilidade quimica, baixa
solubilidade na &gua e moderada solubilidade em solventes organicos. Estdo divididos em
quatros grupos: difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos. Em
varios paises, inseticidas dessa classe foram proibidos devido a sua persisténcia no ambiente
por longos periodos e pela bio-acomulacdo em tecidos de animais e de seres humanos
(BECKER et al., 2010; BRAGA; VALLE, 2007b).

Nesse grupo, o DDT (Figura 5) € um dos compostos mais conhecidos devido a
importancia que teve e continua tendo no controle de vetores de doencas, principalmente no
controle da malaria em algumas areas endémicas. Esse composto tem por sitio de a¢éo o canal
de sodio e liga-se a este de forma a perturbar o balanco dos ions de sddio e potassio nos
neurdnios, o que leva a uma propagacdo exacerbada de estimulos nervosos e morte do inseto
(BECKER et al., 2010).

O grupo dos organofosforados é constituido por compostos que contém moléculas de
fosforo e sdo derivados do acido fosférico. S&o quimicamente menos estaveis quando
comparado com 0s organoclorados, por isso apresentam menor persisténcia no ambiente e
constituem uma alternativa ao uso do DDT. Também, sdo caraterizados por serem
biodegradaveis e ndo se acumularem nos tecidos dos animais. Encontram-se divididos em trés

grupos: alifaticos (ex: malathion, vapona e vidrin), derivados de fenil (ex: etil e metil
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parathion e fenitrothion) e os heterociclicos (ex: doclorpirifos, clorpirifos-metil e temephos)
(BRAGA; VALLE, 2007b).

Figura 5- Estrutura molecular do organoclorado diclorodifeniltricloroetano

Fonte: Becker et al. (2010)

Os compostos desse grupo atuam inibindo de forma irreversivel a acdo da enzima
AChE, pela sua fosforilagdo, ndo permitindo a metabolizacdo do neurotransmissor
acetilcolina em colina. A inibicdo dessa enzima causa a acumulacdo do neurotransmissor
acetilcolina nas juncdes das terminacdes nervosas, o que leva a rapidos espasmos musculares,
paralisacdo e morte do inseto (BECKER et al., 2010).

O malathion (Figura 6) é um organofosforado usado no controle de insetos. O seu
uso foi introduzido desde 1950, principalmente para o controle de mosquitos adultos, pragas
urbanas e na agricultura, apresentando uma boa eficacia. E comumente usado na forma de
aerossol, na pulverizacao de grandes areas, usando meios aéreos e terrestres (BECKER et al.,
2003; BECKER et al., 2010). Esse composto pode ser absorvido pelo organismo via contato,
ingestdo ou inalacdo, e quando chega no figado é metabolizado pela acdo das monoxigenases
de fungdo mista (MFOs), em malaoxon pelo processo de sulfuracdo oxidativa. O metabdlico
malaoxon liga-se a enzima AChE de forma que essa ndo consegue metabolizar a acetilcolina
nas jungdes dos nervos, o que leva a um acimulo desse neurotransmissor (GERVAIS et al.,
2009).

Figura 6 -Representacéo esquematica da estrutura molecular do malathion
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Esse composto apresenta uma toxicidade relativamente baixa para os mamiferos e as
aves, devido ao fato desses possuirem maiores quantidades de enzimas esterasses que
degradam o malathion mais rapido. Nos insetos, alteracbes nas nessas enzimas poderdo
conferir resisténcia a esse composto (GERVAIS et al., 2009), tendo-se ja registradas
populagdes de insetos resistentes ao malathion (ALVAREZ et al., 2013).

Outro composto importante desse grupo é o temephos (Figura 7). E um dos produtos
que possui um longo histérico de uso como larvicida em programas de controle de insetos.
Apresenta baixa toxicidade para mamiferos, sendo o Unico composto recomendado para tratar
agua destinada ao consumo humano. E eficaz para todos os estagios larvais de mosquitos dos
géneros Aedes, Culex e Anopheles, com grande potencialidade para reduzir populagdes de A.
aegypti (BECKER et al., 2010). O uso do temephos no controle de A.aegypti tem
apresentando bons resultados, diminuindo e reduzindo a densidade desse mosquito em até
95% em algumas regides (BECKER et al., 2003). No entanto, seu uso intenso tem levado ao
estabelecimento de populacBes resistentes, o que pode comprometer o uso sustentavel do
inseticida (DHANG et al., 2008; LIMA et al., 2011).

Figura 7-Representacdo esquematica da estrutura molecular do temephos
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Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (2011b)

Os compostos do grupo dos carbamatos sdo derivados do acido carbamico e sua
introdugdo para o0 uso como inseticida foi feita em 1951. O seu modo de acéo é semelhante ao
dos organofosforados. Pelo processo de carbamilacdo, esses compostos inibem a acdo da
AChE o que leva a acumulacéo da acetilcolina nas terminacGes nervosas, sendo essa inibigdo
reversivel. Esses compostos tém sido usados em controles de insetos vetores que apresentam
resisténcia a organoclorados. O propoxur é um dos inseticidas desse grupo mais comumente
usado (BECKER et al., 2010; HEMINGWAY; RANSON, 2005).

Os inseticidas do grupo dos piretroides sdo produzidos a partir do composto piretro,
extraido de flores do Chrysanthemum spp. Séo caracterizados por serem biodegradaveis, ndo

acumulativos e apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos. No entanto, sdo tdxicos
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para 0s peixes. S&0 muito usados no controle de mosquitos adultos vetores, principalmente
em redes impregnadas nos programas de controle da maléria, ou como larvicidas (ex:
permetrina na concentracao de 15 mg/l). Existe um leque variado de compostos derivados do
piretro, tais como a deltametrina, cipermetrina, bifentrina e lambda-cialotrina. Esses podem
ser divididos em dois grupos, os de primeira geracdo, que sdo suscetiveis a degradacdo pela
luz ultra violeta e os de segunda geracdo, que sdo fotoestaveis (BECKER et al., 2010;
BRAGA; VALLE, 2007b; HEMINGWAY; RANSON, 2005).

Esses compostos atuam no sistema nervoso central e periférico dos insetos de forma
semelhante ao organoclorado DDT. Ligam-se ao canal de sodio, de forma que este permaneca
aberto, 0 que leva a uma propagacdo continuada de estimulos nervosos e consequente
paralisacdo do inseto. Esse efeito € conhecido como efeito knock-down dos piretréides e pode
culminar na morte do inseto. A deltametrina (Figura 8) e a cipermetrina (Figura 9) sdo dois
desses compostos que tém sido muito usados no controle de vetores transmissores de

enfermidades como a dengue e a maléria (BECKER et al., 2010).

Figura 8-Estrutura molecular do piretroide deltametrina

Fonte:Organizacdo das Nagfes Unidas para Alimentagdo e a Agricultura (2009)

A deltametrina (Figura 8) é usada no formato de aerossol pulverizado em superficies
e apresenta boa eficacia para o controle de populagdes de insetos vetores, como A. aegypti,
em locais de epidemia, reduzindo em mais de 70% as formas adultos desse mosquito
(BECKER et al., 2003).

Figura 9-Estrutura molecular do piretrode cipermetrina
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Uma outra classe especial de inseticidas quimicos sdo os reguladores de crescimento
de insetos (1.G.RY), também conhecidos como inseticidas de terceira geracdo. Os compostos
pertencentes a esse grupo atuam de forma a perturbar o normal desenvolvimento dos insetos,
sdo divididos em dois grupos tendo em conta a sua forma de acdo: os analogos do hormonio
juvenil, que interferem no processo da metamorfose e os inibidores de sintese de quitina, que
interferem na formacdo da cuticula do inseto (BECKER et al.,, 2010; HEMINGWAY;
RANSON, 2005).

Em 1917, Stephan Kope¢ demostrou que a metamorfose nos insetos é controlado por
hormdnios, produzidos pelo cérebro e Williams, em 1967, foi o primeiro a sugerir que 0s
hormdnios poderiam ser usados como sitios de a¢do no controle de insetos. Nesse processo
trés hormdnios desempenham papéis essenciais, 0 hormonio prothrocicotropic (P.T.T.H), o
horménio ecdysteroid e o horménio juvenil (J.H). O J.H estd envolvido na regulacdo da
passagem de uma fase do inseto a outra. Na presenca de maior quantidade desse horménio
havera um retardo ou, até mesmo, a inibi¢cdo da metamorfose, enquanto que sua diminuicao e
faz com que o processo ocorra de forma prematura. Tendo em conta as fungdes que J.H
desempenha nos insetos, foram desenvolvidos compostos analogos ao J.H usados no controle
de insetos, como sdo exemplos do metroprene, introduzido em 1973; do fenoxycarb,
introduzido em 1981 e do pyriproxyfen, introduzido em 1984. Esses compostos foram
projetados para funcionarem como analogos do J.H e interferir assim no processo de
metamorfose dos insetos, afetando o desenvolvimento da fase adulta (OBERLANDER,;
SILHACEK, 2000).

Além dos I.G.R, que atuam como analogos ou inibidores do J.H, existem os que tem
por sitio-alvo a inibicdo da sintese da quitina. (RECHCIGL; RECHCIGL, 2000). Esses
compostos interferem no processo de biossintese da quitina, que é um polimero constituido de
N-acetilglocosamina, fundamental na formacdo do exosqueleto dos invertebrados,
ocasionando acidentes de muda e a nédo eclosdo de larvas (MERZENDORFER, 2013).

Os inibidores de sintese de quitina constituem um leque variado de compostos
qguimicos divididos nas seguintes classes: pyrimidinenucleoside peptides, benzoylurea,
oxazolines, thiazolidines, tetrazines, thiadiazines, thiophthalimides, certainchromo e Chromo
fluorophores. Os benzoylurea atuam bloqueando uma das etapas da pds-catalise da sintese de

quitina. Os compostos, diflubenzuron, triflumuron, teflubenzuron, hexaflumuron,

! Sigla do inglés Insect Growth Regulator
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flufenoxuron, lufenuron e novaluron pertencem a esse grupo e causam perturbacdes na
formacdo da cuticula do inseto e na ecloséo das larvas.

O diflubenzuron (1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) (Figura 10) foi
introduzido como inseticida a partir de 1970, sendo o primeiro composto desse grupo que
demostrou ser eficaz para o controle de insetos. Ele ndo tem efeito para as formas adultas dos
insetos, mas é bastante eficaz nas formas jovens (larvas e pupas). Atua inibindo a acdo da
enzima quitina sintetase na Ultima fase da sintese da quitina, levando a uma nao polimerizacédo
da N-acetilglocosamina e consequente ma formacédo da cuticula do inseto. Sua acdo podera
constituir boa ferramenta para o controle de populagdes de vetores que apresentam resisténcia
a outros compostos usados no controle das fases jovens dos insetos (BECKER et al., 2010;
BISSET, 2002).

Figura 10-Estrutura molecular do diflubenzuron

Fonte: Merzendorfer (2013)

2.7 Inseticidas biologicos usados no controle de mosquitos

Além dos inseticidas quimicos, o controle de vetores podera ser realizado usando
agentes bioldgicos como: predadores, parasitas, competidores ou toxinas microbianas. Esses
agentes apresentam pouco ou nenhum dano ao meio ambiente. Os primeiros registros do uso
de agentes bioldgicos para o controle de insetos datam de 2700 a.C, na China. No entanto,
apenas em 1919 o termo controle bioldgico comecgou a ser usado, sendo definido como a
supressdo de populagdes de insetos usando inimigos naturais destes (BECKER et al., 2010;
RECHCIGL; RECHCIGL, 2000).

No controle bioldgico podera ser usado predadores como as espécies de peixes
larvicidas Gambusia affinis e Poecilia reticulata ou até mesmo larvas de mosquitos do género
Toxorhynchites ssp. que se alimentam de outras larvas de mosquitos. Existem ainda parasitas

pertencentes aos géneros Heterorhalditis spp. e Steinernema spp. que também podem ser
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usadas para controle de mosquitos. Os fungos do género Coelomomyer spp. e Lagenidium
spp. também sdo usados como agentes nesse controle (BECKER et al., 2010).

Além dos exemplos acima citados, existem ainda agentes bacterianos usados nesse
controle, sendo a maioria pertencente as familias de Bacillaceae, Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae, Streptococcaceae e Micrococaceae. Os géneros Bacillus (Bacillaceae) e
Serratia (Enterobacteriaceae) sdo os mais usados. Toxinas de determinadas espécies de
bactérias possuem propriedades inseticidas, como séo os casos de Bacillus sphaericus (Bs) e
Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis (Bti). A primeira é usada no controle de
larvas de mosquitos dos géneros Culex e Anopheles, no entanto para a espécie A. aegypti ela é
completamente refrataria (BECKER et al., 2010). O Bs foi descrito pela primeira vez em 1965
sendo muito eficaz no controle de espécies de mosquitos Culex spp. (RECHCIGL;
RECHCIGL, 2000).

O género bacteriano Bacillus € o mais importante agente usado no controle de
insetos. S@o bactérias Gram positivas, produtoras de esporos, que durante o processo de
esporulacdo formam um cristal toxico para importantes insetos vetores. Esses cristais quando
se ligam as superficies das microvilosidades do intestino do inseto causam perturbacdes no
equilibrio osmotico, culminando na sua morte (RECHCIGL; RECHCIGL, 2000).

O Bti, isolado em 1976, é uma bactéria Gram positiva, esporulante, produtora de um
cristal com propriedades inseticidas, constituido pelas proteinas Cry e Cyt. Esse cristal é
toxico para as larvas de algumas espécies de invertebrados pertencentes a ordem Diptera dos
géneros Aedes, Culex e Anopheles. Quando o cristal é ingerido pelas larvas, as toxinas sdo
liberadas no ambiente alcalino do intestino pela acdo de enzimas proteoliticas, sendo que as
proteinas Cry ligam-se a receptores nas células das microvilosidades do intestino, enquanto
que as Cyt ligam-se diretamente a membrana lipidica, formando poros ou destruindo-as. O Bti
tem sido usado como alternativa aos compostos quimicos sintéticos, atua na fase larval e se
mantém na superficie da agua (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2009a).

2.8 Resisténcia a inseticidas quimicos em Aedes aegypti

N&o obstante os resultados alcancados com 0 uso dos inseticidas quimicos, a sua
eficiéncia tem sido questionada devido ao surgimento de populacdes de insetos vetores
resistentes a eles. O estabelecimento e a disseminacdo da resisténcia tem se tornado um dos

maiores desafios para os programa de controle vetorial da dengue e de outras doencas
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transmitidas por vetores (BROGDON; MCALLISTER, 1998a; ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2012; RANSON et al., 2010). A resisténcia é definida como sendo
a capacidade de um organismo em tolerar doses de uma substancia toxica que seriam letais
para a maioria dos individuos de uma populacdo da mesma espécie (HEMINGWAY;
RANSON, 2005). A selecdo da resisténcia é dependente de diversos fatores, entre eles a
quantidade e a frequéncia da aplicacdo dos inseticidas, ou seja, a pressdo da selecdo e as
caracteristicas  populacionais  bioecoldgicas tipicas da  espécie-alvo  envolvida
(HEMINGWAY; RANSON, 2000).

Para a espécie de mosquito A. aegypti existem registros de populacdes resistentes a
determinadas classes de inseticidas, principalmente aos organofosforados e aos piretroides
(HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010; KARUNARATNE; HEMINGWAY, 2001;
LLINAS et al., 2010; MARCOMBE et al., 2011; MARCOMBE et al., 2012; PONLAWAT;
SCOTT; HARRINGTON, 2005). Em uma analise realizada em 13 amostras de populacdes de
campo de A. aegypti da Africa, América Latina e Asia, detectou-se que 11 (85%) delas eram
resistentes ao piretréide permetrina, demostrando a disseminacdo do fendmeno de resisténcia
no mundo (BRENGUES et al., 2003).

No continente africano, um estudo realizado com A. aegypti proveniente da regido da
Africa Ocidental (Burkina, Faso e Nigéria), no ano de 1967, demonstrou que aquelas
populacbes eram suscetiveis ao DDT, mas com a possibilidade do desenvolvimento de
resisténcia, o que acabaria por acontecer anos depois (INWANG; KHAN; BROWN, 1967;
MOUCHET et al., 1971). Estudos mais recentes com populacdes de A. aegypti de outros
paises da Africa Ocidental (Costa do Marfim e Senegal) revelaram resisténcia aos inseticidas
propoxur, deltamethrin, lambda-cyhalothrina e ao DDT (DIA et al., 2012; KONAN et al.,
2012). No arquipélago de Cabo Verde, estudos realizados com populacdes de A. aegypti (ilha
de Santiago), coletadas no final de 2009, detectaram resisténcia ao DDT e suscetibilidade ao
organofosforado fenitrothion e aos piretrdides deltametrina, lambda-cyhalothrina e
permetrina. Para o inseticida propoxur foi detectado um status de verificacdo da resisténcia
(DIA et al., 2012).

Em algumas regides, o estabelecimento da resisténcia aos piretrdides e ao temephos
em populacdes de campo de A. aegypti tem levado ao comprometimento dos programas de
controle vetorial (RANSON et al., 2010). Uma razdo de resisténcia acima de 10 vezes,
segundo Montella et al. (2007), representa a possibilidade de comprometimento da efetividade
do controle do mosquito em campo. Os mesmos autores apontam para a importancia de se

detectar a resisténcia em uma fase incipiente, antes que esta se dissemine na populacéo de
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campo. Pode-se usar como exemplo os estudos realizados na Martinica, nos quais sé@o
demonstradas evidéncias de que a resisténcia aos piretrdides em populagdes de A. aegypti
reduz a efetividade dos produtos usados para o controle das populacbes desse mosquito
(MARCOMBE et al., 2011).

2.9 Mecanismos de resisténcia a inseticidas

A resisténcia é uma caracteristica herdada geneticamente e ndo € selecionada
uniformemente em todas as espécies ou populagdes de uma mesma espécie. Existem pelo
menos trés principais mecanismos que podem estar envolvidos na resisténcia, a saber: a
reducdo na penetracdo do inseticida, a insensibilidade de sitios-alvo e pela acdo de enzimas
detoxificadoras (BISSET et al., 2001; BRAGA; VALLE, 2007b; HEMINGWAY;
KARUNARATNE, 1998). Existe ainda a resisténcia resultante apenas da mudanca
comportamental, quando o inseto evita o contato com a superficie tratada com inseticida
(HEMINGWAY; RANSON, 2005).

O mecanismo de resisténcia ligado a reducéo na penetracdo do inseticida caracteriza-
se pelo espessamento ou pela mudanga na composi¢do quimica da cuticula do inseto. Confere
pouca resisténcia, mas € importante quando associado com outros mecanismos, Como é 0 caso
do metabdlico (KARUNARATNE, 1998).

A acdo das enzimas de detoxificacdo é considerada um dos principais mecanismos
que confere resisténcia aos inseticidas. Caraterizando-se pelo aumento da capacidade do
inseto em metabolizar os compostos devido as alteracdes estruturais daquelas ja existentes,
tornando-as mais eficientes; ou ainda pelo aumento da quantidade delas. Os monoxigenases,
as esterases e as glutationa S-transferases sdo os principais grupos de enzimas que podem
estar envolvidas nesse processo (BRAGA; VALLE, 2007b; BROGDON; MCALLISTER,
1998a).

As esterases (também designadas de carboxilesterases) € uma familia de enzimas que
catalisam a reacdo de hidrdlise dos ésteres carboxilicos via adi¢cdo de uma molécula de agua.
Atuam ligadas ao inseticida, evitando que este atinja seu sitio de agdo, ou pelo processo de
sequestro desses compostos. Estdo envolvidas na hidrélise dos piretréides, carbamatos,
organofosforados e de outros xenobidticos (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998;
ROUSH, 1993; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005).

A atividade das a-esterases, -esterases e PNPA pode ser medida pela capacidade

que essas enzimas tém de hidrolisar os substratos a-naphthyl acetate, -naphthyl acetate e P-
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nitrophenil acetate respectivamente, sendo essa a forma usada para a classificagdo das
esterases nos mosquitos (HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998; MONTELLA et al.,
2007; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005). Existem trés mecanismos moleculares através
dos quais as esterases conferem resisténcia aos inseticidas, quais sejam: pela amplificacdo
génica, pela expresséo de esterases mutantes com maior capacidade de metabolizagéo e pela
presenca de mutacdo no gene regulador, resultando numa super-expressdo das enzimas
(BROGDON; MCALLISTER, 1998a; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005).

As monoxigenases (também designadas de monoxigenases de funcdo mista — MFOs)
atuam ligando-se a uma molécula de oxigénio e recebem um elétron da nicotinamida adenina
dinuclettideo fosfato (NADPH) para introduzir um &tomo de oxigénio no substrato,
resultando na formacdo de uma molécula de agua. Os citocromos P450 sdo hemoproteinas
gue atuam como terminais oxidantes no sistema monoxigenase (BERGE; FEYEREISEN;
AMICHOT, 1998; SCOTT, 1999). A resisténcia conferida pelas monoxigenases ocorre
frequentemente pelo aumento da atividade de detoxificagdo, em decorréncia da super-
expressao dessas enzimas. Também podera acorrer pela diminuicdo da bioativacdo no caso de
alguns organofosforados, bem como por mutacdes no sitio-ativo da enzima, levando a uma
maior capacidade de detoxificacdo (BERGE; FEYEREISEN; AMICHOT, 1998; SCOTT,
1999). Tém-se demostrado o envolvimento destas enzimas como um importante mecanismo
de resisténcia a piretrdides no mosquito A. aegypti na América Latina e no sul da Asia. Por
exemplo, 0 aumento da atividade das MFOs estd fortemente associado a resisténcia a
piretroides em A. aegypti de Cuba e Grand Cayman (BARIAMI et al., 2012).

A familia das enzimas GSTs é constituida por seis classes (Delta, Epsilon, Zeta,
Omega, Theta e Sigma) encontradas nos mosquitos. Na classe Epsilon esta presente a maioria
das enzimas que conferem resisténcia aos inseticidas. Essas sdo apontadas como estando
envolvidas na resisténcia ao DDT e a diversos piretroides (BROGDON; MCALLISTER,
1998a; LUMJUAN et al., 2005; LUMJUAN et al., 2007). Sdo varios os registros de
populacdes de A. aegypti nos quais 0s mecanismos de resisténcia metabdlica estdo presentes,
por exemplo, na populacdo Grand Cayman resistentes a DDT, piretréides e ao lambda-
cyhalotrin foi encontrado um elevado nivel de atividade das esterases, MFOs e GSTs
(HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010). Populages brasileiras resistentes ao temephos
e cipermetrina apresentaram alteracdes nas atividades das enzimas GSTs e a-esterase (LIMA
etal., 2011; MONTELLA et al., 2007).

O segundo mecanismo mais importante que confere resisténcia a inseticidas € a

insensibilidade ao sitio alvo, ou seja, quando o inseticida ndo consegue se ligar ao seu sitio de
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acdo devido as alteracBes presentes em aminoacidos responsaveis por estabelecer tais ligacdes
(BROGDON; MCALLISTER, 1998a; ROUSH, 1993). Inseticidas do grupo dos
organofosforados e carbamatos tém como sitio-alvo a AChE, responsavel pelo metabolismo
do neurotransmissor acetilcolina em colina. A presenca de alteracbes (mutacdes) na AChE
causa a insensibilidade a esses compostos, ndo produzindo o efeito desejado (BROGDON,;
MCALLISTER, 1998a; HEMINGWAY; RANSON, 2000). Outro sitio de acdo dos
inseticidas, principalmente do grupo dos piretroides e de alguns organoclorados, é o canal de
sodio. Os inseticidas atuam nesse canal de forma a manté-lo aberto levando a uma propagacéo
continuada de estimulos nervosos que podem causar a morte do inseto (BRAGA; VALLE,
2007b; HEMINGWAY'; RANSON, 2000).

O canal de sodio é uma proteina complexa da membrana celular, responsavel por
gerar um potencial de acdo na membrana dos neurénios, conduzindo informacdes elétricas no
sistema nervoso (CATTERALL, 2000). O canal de sodio apresenta uma subunidade o
constituida por quatro dominios homologos internos (I-1V) e cada um esta dividido em seis
segmentos a-hélice transmembranar (S1-S6) (KARATOLOS et al., 2012; VAIS et al., 2001).
Varias mutagdes podem ocorrer na subunidade o levando resisténcia aos inseticidas,
principalmente aqueles do grupo dos piretrdides. Na figura 11 estdo destacados pontos de
mutacgdes que podem conferir resisténcia a esses compostos (SODERLUND, 2008).

As mutacOes levam a uma reducdo da afinidade entre o inseticida e o sitio-alvo e
consequentemente impedem que haja o efeito knock-down causado pelos piretroides, DDT e
analogos do DDT (SODERLUND, 2008). Essa resisténcia, knock-down resistance (kdr), esta
dividida em tipo kdr e super kdr, de acordo com a intensidade do efeito da mutagdo. Esse
mecanismo ja foi observado em A. aegypti e em outras espécies de insetos
(KARUNARATNE, 1998; SODERLUND, 2008).

A substituicdo de uma leucina por uma fenilalanina no dominio 11S6, designado de
L1014F, esta associada a uma resisténcia moderada; e a substituicdo de uma metionina por
uma tirosina, designada M918T, no dominio Il na ligacdo entre 0 S4 e S5, esta ligada ao
fendtipo super-kdr (VAIS et al., 2001). A mutacdo L1014F tem sido encontrada em varias
espécies de artropodes, enquanto que a mutagdo M918T ndo é muito frequente. Além destas
duas mutacdes, varias tém sido encontradas na subunidade a do canal de sddio de insetos
(SODERLUND; KNIPPLE, 2003).

De forma geral, as muta¢Bes no canal de sodio ocorrem em trés locais, a maioria nos
segmentos transmembranares S5 e S6, nos dominios I, Il e Ill, nhuma pequena regido

intracelular que conecta os segmentos S4 e S5 e também no inicio e no fim das ligacdes
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intracelulares que separam os dominios homdélogos (SODERLUND; KNIPPLE, 2003). A
regido onde ocorre a maioria das mutacGes kdr é conservada, e as mutaces sdo conservadas
em diferentes espécies, demonstrando sua importancia na resisténcia aos piretroides
(MARTINEZ-TORRES; A. L. DECONSHIRE; WILLIAMSON, 1997; VAIS et al., 2001).

Figura 11-Representacdo esquematica da proteina do canal de sodio e pontos de mutacéo
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Fonte: Soderlund (2008)
Legenda: (I — IV) Os quatro dominios homélogos internos e respectivos
segmentos a-hélice transmembranar (S1 — S6)

Em outras espécies de mosquitos vetores também ja foram descritas a presenca de
mutacdes no canal de sodio associadas a resisténcia, como por exemplo em populacdes de
Culex pipiens e Anopheles gambiae s.s da Africa Ocidental (MARTINEZ-TORRES et al.,
1999; MARTINEZ-TORRES et al., 1998). Estudos realizados com populagdes de A. aegypti
tém detectado véarias mutacBes no canal de sodio associadas a resisténcia a piretroides. As
mutacdes V10161, L982T, V1016L e F1552C sdo alguns exemplos encontrados em
populacdes de diferentes regides (MARTINS et al., 2009a; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,
2007; YANOLA et al., 2010).

A presenca desse mecanismo de resisténcia em populacdes de campo pode acarretar
consequéncias negativas para 0 uso sustentavel dos inseticidas no controle dos insetos. Por
essa razdo, a deteccdo e caracterizagdo precoce desse e dos outros marcadores de resisténcia
sdo fundamentais para o desenvolvimento de uma estratégia de manejo (SAAVEDRA-
RODRIGUEZ et al., 2007; SODERLUND; KNIPPLE, 2003).
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o perfil de suscetibilidade da populacdo de Aedes aegypti da ilha de Santiago,
Cabo Verde, aos inseticidas quimicos e bioldgicos ja utilizados ou com potencial de uso para

seu controle?
3.1 Hipotese
A populacdo de Aedes aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde, € suscetivel aos

inseticidas com potencial de uso ou ja utilizados para seu controle, dado o curto periodo de

eXpOosicao a esses compostos em campo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Caracterizar o perfil de suscetibilidade da populagdo de Aedes aegypti da Ilha de
Santiago, Cabo Verde, a inseticidas quimicos e biolégicos, bem como avaliar marcadores

bioquimicos e moleculares associados a resisténcia.

4.2 Especificos

a) Determinar a susceptibilidade aos inseticidas com acdo larvicida e/ou pupicida
(temephos, diflubenzuron e Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis) e a

adulticidas (cipermetrina, deltametrina e malathion);

b) Awvaliar a atividade das enzimas glutationa S-transferases, esterases (a, B ¢ PNPA) ¢
oxidases de funcdo mista, ligadas a resisténcia metabolica e da acetilcolinesterase,

ligada a resisténcia do tipo sitio-alvo;

c) Avaliar a ocorréncia de mutacGes associadas a resisténcia do tipo kdr no gene do canal

de sodio, alvo da acdo dos piretréides.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Desenho do estudo

O estudo enquadra-se como sendo do tipo experimental, descritivo e transversal, para
avaliar o perfil de suscetibilidade da populacdo de Aedes aegypti da ilha de Santiago, Cabo

Verde, a inseticidas.
5.2 Area e periodo do estudo

As amostras de A. aegypti foram obtidas no perimetro urbano dos nove municipios
que compdem a ilha de Santiago (Lat: 15°06 14.21" Lon: 23°38°33.28 ), localizada no
arquipélago de Cabo Verde, na Costa Ocidental Africana (Figura 12). As coletas foram

realizadas no periodo de marco a maio de 2012.

Figura 12-Mapa do arquipélago de Cabo Verde e da ilha de Santiago
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Fonte: Google earth 2013 e Cabo Verde (2013)
Legenda: A — Imagem de satélite das ilhas do arquipélago de Cabo Verde, com
destaque para a ilha de Santiago, no sul do pais. B - Mapa da ilha de Santiago com
as divisdes entre 0s nove municipios.

5.3 Populacéo e colbnias de Aedes aegypti

5.3.1 Coldnia Rockefeller do mosquito A. aegypti
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A. aegypti da colbnia Rockefeller, referéncia de suscetibilidade a inseticidas
quimicos, foram obtidos de coldénias mantidas nas instalagdes do insetario do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ (CPgAM-FIOCRUZ) e provenientes do laboratorio
do CDC, EUA estabelecidos desde 1930.

5.3.2 Populacéo da col6nia Rec-Lab

A. aegypti da colonia Rec-Lab, referéncia de suscetibilidade ao larvicida Bti, foram
obtidos a partir de amostras de ovos recolhidas na Zona Metropolitana do Recife. A colbnia é
mantida nas instala¢des do insetario do CPqAM-FIOCRUZ desde 1996.

5.3.3 Populacdo de Aedes aegypti da ilha de Santiago

As amostras, provenientes dos diferentes municipios da ilha de Santiago, foram
obtidas através da coleta de ovos por armadilhas de oviposicdo (ovitrampas), adaptadas do
modelo Fay; Perry (1965). As ovitrampas (OVT) consistem em um recipiente de plastico de
cor preta, com capacidade para 1 litro de agua, contendo 1 palheta de “eucatex” (5 cm x 15
cm) presa a borda do vaso com um “clips” (Figura 13). As armadilhas foram instaladas em
areas peri-domiciliares de imoveis previamente selecionados, em locais ao abrigo do sol e da
chuva, a cerca de um metro do chéo, por um periodo de sete dias. A quantidade de armadilhas
colocadas foi de 40 a 50 unidades em cada municipio (Praia, Ribeira Grande, Santa Cruz, Sdo
Domingos, Tarrafal, Santa Catarina, S&o Miguel, Sdo Salvador do Mundo e Sao Lourengo dos
Orgaos).

Figura 13-Ovitrampa, adaptada do modelo de FAY; PERRY (1965) usada para a coleta de amostras de ovos de
Aedes aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde.

Fonte: Rocha (2013a)
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5.4 Estabelecimento da populacédo de Aedes aegypti em laboratorio

As palhetas que serviram como substratos para a deposicdo dos ovos pelas fémeas de
A. aegypti foram acondicionados e encaminhadas para o Departamento de Entomologia do
CPgAM- FIOCRUZ, Recife, Brasil, onde foram mantidas temporariamente para a realizacdo
do estudo. No insetério, as palhetas foram submersas em &gua, sem cloro, com infusdo de
graminea a 30%, para promover a eclosdo rapida e sincrénica das larvas. Apo6s uma hora, as
larvas recem-eclodidas (L;) foram transferidas para cubas, preenchidas com cerca de 1L de
agua e racao para gatos macerada e autoclavada (Figura 14). Em cada cuba foram colocadas
aproximadamente 300 larvas, que foram mantidas sob condi¢cdes controladas de temperatura
(28° C = 2° C), umidade relativa do ar (58% a 86%) e fotoperiodo de 12/12 h claro/escuro.

Figura 14-Cuba com larvas de Aedes spp. da ilha de Santiago, mantidas em insetario em cubas com
agua desclorada e racdo de gato para alimentagéo

Fonte: Rocha (2013b)

Na fase de pupa, os individuos, foram separados pelo sexo, usando como critério o
tamanho. Apds a emergéncia, os adultos foram transferidos para gaiolas de contencédo (Figura
15) e foi realizada a triagem da espécie alvo (A. aegypti) utilizando a chave de identificacéo
proposta por Huang (2004). Ap6s a triagem, os machos e as fémeas de A. aegypti foram
transferidos para uma mesma gaiola.

O estabelecimento da geracdo parental e das geracdes Fi, F, e F3 foi realizado com
um quantitativo de 1.000 individuos com uma razdo de sexo de 1:1. Aos machos e fémeas foi
oferecida diariamente solucdo de sacarose a 10%, e adicionalmente para as fémeas, um
repasto sanguineo em galinha, duas vezes por semana, para obtencdo das geracdes filiais.
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Figura 15-Gaiolas de contengdo com Aedes aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde

Fngfe: Rocha (2013c)

Os ovos foram depositados em pequenas palhetas (5 cm X 3 cm) umedecidas com
infusdo de graminea a 30%, para estimular a oviposi¢do (Figura 16). Apds a embriogénese 0s
ovos foram parcialmente desidratados a temperatura ambiente e armazenados até a sua

utilizacdo.

Figura 16-Palheta umedecida com infusdo de graminea e com ovos de Aedes aegypti

Fonte: Rocha (2013d)

5.5 Bioensaios - inseticidas com atividade para formas jovens do mosquito

Os bioensaios foram realizados na modalidade dose resposta (DR), expondo larvas
da geragdo F, e F3 & multiplas concentracdes crescentes dos seguintes compostos: temephos
em grau técnico, com a concentragdo de principio ativo (P.A) de 97,5% do lote SZE9105X
Sigma; biolarvicida Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis (Bti) IPS 82 do Instituto
Pasteur; inibidor de sintese de quitina diflubenzuron em grau técnico, P.A de 99,5%, lote:
5ZE7800X, Sigma. O primeiro inseticida é usado com larvicida no programa de controle de
A. aegypti em Cabo Verde, enquanto que os dois ultimos ainda ndo tiveram seus usos
introduzidos.
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As concentracgdes letais (CLsp € CLgo) para o temephos e Bti foram estimadas por
regressdo linear Log-Probit (FINNEY, 1971), usando o programa estatistico SPSS 8.0/
Windows. Procedeu-se da mesma forma para estimar as concentracdes de inibicdo de
emergéncia (IEsp e 1Egp) para o diflubenzuron.

Para calcular a Razéo de Resisténcia (RRsp € RRgp) ao temephos e Bti da populacéo
de campo usou-se como referéncia as ClLsy € ClLgy da colbnia Rockefeller e Rec-Lab
respectivamente, usando a formula apresentada abaixo. Do mesmo modo, foram calculadas as
RRso e RRgy para o diflubenzuron, tendo como referéncia a IEsp e a IEg para a coldnia

Rockefeller.

CL,

s0/90 da pop. de campo

RR50/90=

CL 50 /90 de Rockefeller/Rec-Lab

A classificacdo para o temephos e para o Bti seguiu 0s seguintes critérios: suscetivel
RR < 3; Resisténcia baixa 3< RR <5; Resisténcia moderada 5< RR <10; Resisténcia alta RR
>10 (MAZZARRI; GEORGHIOU, 1995). Para o diflubenzuron ndo se estabeleceu um
critério de classificacdo, ficando as analises restritas a comparacdo com a coldnia Rockefeller,

referéncia de suscetibilidade a inseticidas quimicos.

5.5.1 Bioensaio usando o temephos e Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis

Para testar os dois compostos foram usados grupos homogéneos de 20 larvas no
estagio Ls por teste, colocadas em copos plasticos descartaveis com 100 ml de agua mineral
(temephos) ou destilada (Bti) contendo multiplas concentracdes de temephos (0,014 a 0,050
mg/l) ou Bti (0,004 a 0,05 mg/l), com o intuito de promover mortalidades entre 10% e 100%.
Cada concentragdo foi testada em triplicata, além de grupos controles ndo tratados. Trés
bioensaios para cada composto foram realizados em datas diferentes para a definicdo da
resposta da populacdo de campo. As leituras dos testes foram feitas ap0s 24 horas da
aplicacdo dos larvicidas. As larvas que ndo apresentavam movimento ou com limitacdo de
movimentos foram consideradas mortas (BRAGA et al., 2004; DE BARJAC; LARGET-
THIERY, 1984. ; MONTELLA et al., 2007; ORGANIZACAO-MUNDIAL-DE-SAUDE,
1984).
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5.5.2 Bioensaio usando o diflubenzuron

Foram preparadas concentracdes do inseticida que promoveram a mortalidade entre
10% a 100% (0,4 pg/l a 3,5 pg/l). Grupos de 10 larvas L3 e/ou L4 jovens foram colocados em
copos descartaveis contendo as concentra¢@es do inseticida em 100 ml de agua mineral. Para
cada concentracdo foram testadas oito réplicas. Trés testes em datas diferentes foram
realizados. Os bioensaios foram concluidos quando todas as formas aquaticas dos mosquitos
morreram ou com a emergéncia dos adultos no maximo de 30 dias. Adultos que apresentaram
acidente de muda foram consideradas como mortos (FONTOURA et al., 2012; MARTINS et
al., 2008).

5.6 Testes de suscetibilidade de adultos

Os bioensaios para avaliar a suscetibilidade aos adulticidas foram realizados na
modalidade dose diagnoéstica (DD) em testes de garrafas impregnadas com doses unicas dos
piretroides deltametrina (P.A 98% lote:S1E8297X Sigma), cipermetrina (P.A 99,7%
lote:127K1099 Sigma) e ao organofosforado malathion (P.A 97,2%, lote: SZB9146XV,
Sigma). Em cada garrafa foram colocadas entre 15 a 25 fémeas de mosquitos, com dois dias
de idade, alimentadas com sacarose (10%) e sem alimentacdo sanguinea. Cada teste foi
realizado em triplicata e repetido em trés datas diferentes. Para os piretroides, foi avaliado o
efeito knock down de 15 em 15 minutos até o maximo de 120 minutos nas garrafas contendo
0s inseticidas. Posteriormente, os mosquitos foram transferidos para gaiolas sem inseticidas e
realizou-se a leitura da mortalidade ap6s 24 horas, usada como critério para a caracterizar a
populacdo. Para o malathion a mortalidade foi avaliada de 15 em 15 minutos até 0 maximo de
120 minutos (BROGDON, 1989; BROGDON; MCALLISTER, 1998b).

A classificacdo do status de suscetibilidade da populacéo de A. aegypti foi realizada
segundo os seguintes critérios: Suscetivel mortalidade > 98%; Resistente mortalidade <80%;
e com alteracio de suscetibilidade mortalidade < 98% a > 80% (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1981).

Em cada bioensaio para os piretroides cipermetrina e deltametrina foram preparadas
trés garrafas impregnadas com dose letal para 100% de fémeas da coldnia Rockefeller apos 30
minutos de exposi¢do (8 ug/pl e 3 pg/ul respetivamente), e uma garrafa controle com o
diluente acetona (PA ACS 99,5% Proquimios) usada com controle negativo (Figura 17)
(BROGDON, 1989; BROGDON; MCALLISTER, 1998b). O piretroide deltametrina é usado
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com adulticida no programa de controle de A. aegypti em Cabo Verde (CABO VERDE,
2012a).

Nos bioensaios para 0 malathion preparou-se trés garrafas impregnadas com a dose
letal para 100% de fémeas da coldnia Rockefeller ap6s 45 minutos (30 pg/ul) e uma garrafa
controle contendo 1 ml de acetonitila (P.A 99,5% Sigma-Aldrich), usada com controle.
(BROGDON, 1989; BROGDON; MCALLISTER, 1998b).

Figura 17-Garrafas impregnadas com dose diagnostica de adulticida
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Fonte: Rocha (2013e)

5.7 Testes bioquimicos

Como parte da caracterizagdo dos mecanismos da resisténcia aos inseticidas foi feita
a quantificacdo da atividade das seguintes enzimas: glutationa S-transferases (GSTS),
esterases (a, B e PNPA) e as oxidases de fungdo mista (MFOSs), ligadas a detoxificacdo de
xenobioticos. Também foi avaliada a enzima acetilcolinesterase (AChE) que € o sitio-alvo de
organofosforados, para avaliar o mecanismo de resisténcia associada a alteracdo ou
insensibilidade desta molécula.

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo descrito em BRASIL (2006),
utilizando aproximadamente 100 fémeas adultas com um dia de idade e sem alimentagdo,
armazenadas a -70° C. Essas foram maceradas, centrifugadas a 313 x g por 6 minutos a 4 °C e
incubadas com substratos especificos (Quadro 1) para cada enzima, em microplacas de 96
POCOS.

Todos os testes foram realizados com amostras em duplicata e repetidos pelo menos
trés vezes em datas diferentes. A atividade enzimatica especifica obtida para cada individuo
foi obtida a partir da concentragdo de proteinas totais, mensuradas através do método de
BRADFORD (1976). Os perfis enzimaticos da populacdo de campo foram analisados por
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comparacao com o percentil 99 da atividade enzimética de mosquitos da colénia Rockefeller,
usando o software GEN5 (BRASIL, 2006). A populacdo foi classificada de acordo com o
percentual de individuos que apresentaram atividade acima do percentil 99 da Rockefeller
como: sem alteracdo < 15%; alterada > 15% e < 50% e muito alterada > 50% (MONTELLA
etal., 2007).

Quadro 1- Substratos especificos usados na caracterizagdo do perfil enzimatico das esterases, glutationa S-
transferases, oxidases de fungdo mista e acetilcolinesterase em Aedes aegypti.

Enzimas Substratos especificos Comprimento da onda
(hm)
Acetilcolinesterase lodeto de acetiltiocolina 405
(AChE) (Sigma)
Glutationa S-transferase Glutationa reduzida/ 1-cloro 2,4 340
(GSTys) dinitrobenzeno
(Sigma/Sigma)
Oxidases de Funcdo Mista  3,3,5,5 dihidrocloreto de tetrametil 650
(MFOs) benzidina
(Sigma)
Esterases alfa, beta alfa-naftil acetato (Sigma), beta- 570
naftil acetato (Sigma).
Esterases PNPA Acetato de para-nitrofenil/fosfato de 405

sodio (Sigma)

Fonte: Brasil (2006)

O controle de qualidade dos testes foi realizado usando cinco fémeas da colénia
Rockefeller em cada placa. A quantificacdo das enzimas desses mosquitos devera estar de
acordo com o percentil 99 estabelecido para a mesma populagéo.

5.8 Pesquisa da mutacéo no canal de sodio do tipo kdr

Como parte da caracterizacdo molecular dos mecanismos de resisténcia ligada aos
piretréides foram pesquisados no gene do canal de sddio seis mutacdes do tipo kdr em quatro
diferentes cdédons (Leu982Trp, llel011Met, llel011Val, Ilel014Fen, Vall016Gili,
Val1016lle) (BRENGUES et al., 2003; LIMA et al., 2011; MARTINS et al., 2009a;
SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007). Utilizou-se um total de 72 fémeas da geracéo F,
sendo a metade previamente classificada como resistente e a outra como suscetivel ao

piretréide cipermetrina (8pg/garrafa) nos bioensaios DD.
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5.8.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo descrito em Ayres et al. (2003). Os
mosquitos foram colocados individualmente em micro tubos de 1.5 ml com o auxilio de uma
pinga juntamente com 400 ul de tampao de lise (NaCl 5M,Tris-HCI 1M, EDTA 0,5M, pH
8.0), 7 ul de proteinase k (Sigma) (10 mg/ml) e 72 ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) a
10%. Os mosquitos foram macerados nessa solugédo e incubados por 8 h em banho-maria a 65
°C. Transcorrido este tempo foram adicionados 420 ul de cloreto de s6dio (NaCl) a S M e a
amostra foi misturada em “vortex” por 1 minuto, para posteriormente ser centrifugada a
11.000 g por 20 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para um micro tubo de 2 ml e
adicionou-se 1 volume de isopropanol a -20 °C que foi incubado a -20 °C por uma hora. Em
seguida centrifugou-se a solucgdo por 20 minutos a 11.000 g. O sobrenadante foi descartado e
0 sedimento foi lavado com 500 pl de etanol 70% e centrifugado mais uma vez por 10
minutos na mesma forca centrifuga relativa. O sobrenadante foi descartado e deixou-se secar
0 sedimento. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 150 ul do tampéo T.E (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM pH 8.0) (Invitrogen/Molecular probes). Todos as amostras de DNA foram
quantificadas em espectofotdmetro Nanodrop® (Thermo Scientific).

5.8.2 Reac¢do de PCR

Os primers (forward 5’GACAATGTGGATCGCTTCCCG-3" e reverso
5’"GCACGGACGCAATCTGGC-3") foram empregados para amplificar um fragmento de 622
pares de base (pb) correspondente a parte dos exons 20 e 21 do gene do canal de sodio (Nav),
usando a técnica de polymerase chain reaction (PCR) convencional.

Em micro tubos de 0.5 ml colocou-se primeiramente 50 pl de Master Mix® (Taq
DNA polimerase, dNTPs, MgCl./Promega), adicionou-se 36 pl de 4gua Mili-q® autoclavada,
4 pl de cada primer (10 pmol/ul) e 2 pl de cloreto de magnésio (50 mM, Invitrogen). Depois
de homogenizar, transferiu-se 23.5 pl dessa solugdo para cada micro tubo e adicionou-se 20
ng de DNA extraido. A amplificagdo foi realizada em termociclador (Biometra T3000®) sob
as seguintes condi¢des: 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 64 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto. Uma temperatura final de extenséo de 72 °C foi usada e a reacéo
finalizada a 4 °C. Os resultados dessa amplificagédo foram visualizados em gel de agarose a
1% corado com brometo de etideo e usando o Lambda DNA HindI11® Ladder (Sigma) como

marcador de peso molecular.
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5.8.3 Sequenciamento e andlise para identificacdo dos pontos de mutacdo

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a uma reacdo de sequenciamento,
usando o sequenciador capilar ABI 3000® (Applied Biosystems), realizado no Ncleo de
Plataforma Tecnoldgica (NPT) do CPgAM/FIOCRUZ, Pernambuco. As sequéncias foram
analisadas no programa Codon Code Aligner 4.2.2 (32 bit version) para avaliar a qualidade

bem como os pontos de mutacdo.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho foi submetido ao comité de Etica do CPqAM/FIOCRUZ/PE, e este 6rgio
deliberou ndo haver implicagdes éticas envolvendo pesquisa com seres humano (Anexo A).
Também foi requerida a anuéncia do Ministério da Saude de Cabo Verde para realizacdo das
coletas locais de ovos de Aedes aegypti. Esse Orgdo governamental concordou com a
realizacéo deste projeto.

Em relagdo a biosseguranca exigida, a manutencéo das linhagens de A. aegypti em
laboratério requer nivel de biosseguranca 2 (NB-2), requisito atendido pelas instalagdes do
CPgAM/ FIOCRUZ. Os mosquitos em sua forma adulta provenientes de campo foram
mantidos em gaiolas de contencdo, em salas contendo dispositivos de seguranga, como

antecamara e cortina de ar, com acesso restrito as pessoas autorizadas.
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7 RESULTADOS

7.1 Coleta de amostras de ovos de Aedes aegypti

Foram coletadas cerca de 2000 ovos de Aedes aegypti em todos os municipios da ilha
de Santiago, em uma amostra representativa de toda a ilha (Tabela 1). Durante o processo de
estabelecimento da populacéo parental, registrou-se uma perda de cerca de 30% do material
na fase de pupa. Na etapa da triagem dos adultos ndo foram encontradas outras espécies de

Aedes, ficando a amostra constituida apenas por A. aegypti.

Tabela 1-Destribuicdo de ovos de Aedes aegypti nos diferentes municipios da ilha de Santiago

Municipios % de OVT positivas N°de ovos Larvas eclodidas
Praia 41% 1090 420

Santa Catarina/S&o

Lourenco dos Orgaos/ 41% 296 115

Séao Salvador do Mundo

Ribeira Grande 71% 120 120
Tarrafal 50% 208 44
S&o Domingos 25% 43 10
Santa Cruz 13% 59 9

Séo Miguel 33% 336 41
Total 38,3% 2152 759

Fonte: Elaborado pelo Autor

7.2 Suscetibilidade a inseticidas com atividade para formas jovens do mosquito

Usando a mortalidade media das larvas para as diferentes concentracdes dos trés
testes para o larvicida temephos, estimou-se as CLsp (0,026 mg/l) e CLgo (0,038 mg/l) para as
larvas de A. aegypti de Santiago. A partir do resultado das CLsg foi calculada uma RRsp=
3.7 e RRyy = 4 (Tabela 2). Tendo em conta os critérios estabelecidos, a populagdes de A.
aegypti da ilha de Santiago apresenta uma resisténcia baixa ao temephos.

Para o biolarvicida Bti foi estimado uma CLso = 0,011 mg/l e CLgo = 0,023 mg/l. A
partir desses resultados calculou-se uma RRgp = 0.8, sendo a populacgdo caracterizada como

suscetivel, tendo em conta os critérios estabelecidos (Tabela 3).
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Tabela 2-Concentracdes letais do temephos e do Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis para 50 (CLs)
e 90% (CLg) de larvas de terceiro estagio de Aedes aegypti da ilha de Santiago e respetivas razdes de resisténcia

(RR).
Larvicida Populacdo N°larvas  'CLs (1.C) ICLyx (1)  °RRs  °RRgp Status
(mgl/l) (mgl/l)
Rockefeller 1440 0,007 0,0095 1 1 Referéncia
Temephos (0,006-0,007)  (0,009-0,010)
3CV-F2 2520 0,0260 0,0380 Resisténcia
(0,025-0,027) (0,036-0,040) 3.7 4 Baixa
RecLab 1020 0,016 0,030 1 1 Referéncia
Bti (0,012 - 0,020) (0,026 - 0,039)
*CV-F3 1620 0,011 0,023

(0,010-0,012)  (0,020-0,027) 0.7 0.8 Suscetivel

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: ‘Concentracéo letal e respectivos intervalos de confianca; 2Razdo de Resisténcia; *Populacéo de Aedes
aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde, geracdo F, ou Fs.

Para o diflubenzuron foi estimado uma IE de 1,34 ug/l para 50% (IEso) e 2,08 pg/I
para 90% (IEgo) (Tabela 3) dos individuos de A. aegypti da ilha de Santigo. Foi calculada uma
razdo de resisténcia de 3,4 e 2,2 para as |Esy e 1Egy respectivamente, usando a Rockefeller

como referéncia de suscetibilidade a esse composto.

Tabela 3-Concentragdo do diflubenzuron para inibicdo de emergéncia para 50 e 90 % de individuos de Aedes
aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde, e respectivas Raz6es de Resisténcias (RR).

Populagéo N° de 1|E50 (lC) 1Eqg (lC) RRs RRy
larvas pg/l ug/l
Rockefeller 1630 0,39 0,94 1 1
(0,29-0,45) (0,87-1,03)
’CV-F3 1600 1,34 2,08 34 2,2
(1,25-1,43) (1,96-2,25)

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: ‘Concentraco de diflubenzuron para inibicao de emergéncia e respectivos intervalos de confianca;
*populacdo de Aedes aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde, geracéo F3.

7.3 Suscetibilidade a adulticidas

Para os piretroides, observou-se um rapido do efeito knock down para a deltamerina
(30min), enquanto que o efeito da cipermetrina atingiu 100% ap6s 1h e 45min de exposic¢ao.
Com a leitura realizada em 24 horas apés a exposi¢do, a media da taxa de mortalidade para
deltametrina foi de 72% e para cipermetrina foi de 75% (Tabela 4).

Para o adulticida malathion, observou-se que apds 45 minutos de exposi¢do 100%

dos individuos da populagdo de A. aegyti de Santiago ndo sobreviveram. Observou-se ainda
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que a taxa de mortalidade aumenta de forma répida, de 24% nos primeiros 15 minutos para
100% em 45 minutos (Tabela 4).

Tendo em conta os critérios seguidos, a populacdo de A. aegypti da ilha de Santiago
foi considerada como resistente a cipermetrina e a deltametrina (mortalidade < 80%) e

suscetivel ao malathion (mortalidade > 98%).

Tabela 4-Mortalidade (%) de mosquitos Aedes aegypti de Santiago, Cabo Verde, frente aos adulticidas
deltametrina, cipermetrina e malathion.

Adulticida Populacéo Ne Efeito knock-down/mortalidade por tempo®
(concentracdo fémeas 15 30 45 min 1h 1h45 24 Status
por garrafa) min min min horas
Deltametrina  "Rockefeller 148 84% 100% _ _ _ 100% Ref.
(3 g/ i)
’CV-F2 191 84%  100%  __ _ _ 72% R
Cipermetrina "Rockefeller 149 94.6% 100% _ _ _ 100% Ref.
(8 Hg/pl)
’CV-F2 163 13% 79% 88% 95%  100% 75% R
Malathion 'Rockefeller 156 27% 95%  100%  __ _ NA® Ref.
(30 pg/pl)
’CV-F2 197 24% 99%  100% NA® 'S

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda:'Cepa Rockefeller referéncia de suscetibilidade a inseticidas quimicos; “Populacdo de Aedes aegypti da
ilha de Santiago; *Resistente; “Suscetivel; °N&o se aplica; ® Para os piretréides avaliou-se o efeito knock down no
tempo até o maximo de 1h45min e mortalidade apds 24h da exposicao. Para o malathion foi avaliado a
mortalidade nos até 45min de exposicéo.

7.4 Atividade de enzimas de detoxificacdo e sitio-alvo

Os testes de atividade de enzimas de detoxificagcdo foram realizados com o objetivo
de verificar alteragdes nas enzimas ligadas a resisténcia metabdlica. Foi quantificada a
atividade das enzimas GTSs, esterases (o, B e PNPA) e MFOs. Também avaliou-se a taxa de
inibicdo da AChE.

Observou-se que 25% dos individuos da populacdo de A. aegypti de Santiago
apresentavam uma atividade superior ao percentil 99 da Rockefeller para as GSTs. Para as
esterases beta e alfa, respectivamente 17% e 19% dos individuos apresentaram atividade
acima da referéncia e para as MFOs 18%. Com esses resultados e seguindo os critérios
estabelecidos em Brasil (2006), as atividades dessas enzimas foram consideradas como sendo
alteradas. No entanto, as esterases PNPA e AChE, com apenas 7% e 6% de individuos acima
do percentil 99 da referéncia, respectivamente, foram consideradas como inalteradas (Tabela
5).
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7.5 Frequéncia de mutacgdes no canal de sodio do tipo kdr

Conseguiu-se a amplificacdo de um fragmento de 622 pb a partir das sequéncias
genbmicas dos exons 20 e 21 do gene do canal de sodio. Os produtos das PCRs foram
sequenciados e analisados, ndo sendo detectada a presenca de nenhuma das seis mutacoes
pesquisadas (Leu982Trp, 1le1011Met, lle1011Val, lle1014Fen, Val1016Gli, Val1016lle). Em
cinco individuos fenotipados como resistentes e seis dos suscetiveis a cipermetrina foram

detectadas mutacdes sinbnimas no cddon 982 (Figura 18).

Figura 18-Eletroferograma destacando a mutagéo sinonima no codén 982, no canal de sédio de Aedes aegypti da
ilha de Santiago

TTCC GGG TATTATGC G GCGEAG TGGATC GAA TCCATGTGGEGATTGTATGCT T
&0 J0 j=1u] j=]u] 100

— - LN L ~ -
Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 5-Atividade das enzimas esterases (o, p e PNPA), glutationa S-transferases, oxidases de funcdo mista e
acetilcolinesterase na populacéo de Aedes aegypti da ilha de Santiago e o percentual de individuos com alteracéo
em comparacdo com o percentil 99 da Rockeffeler

Enzima Cepa Geracdo  N° fémeas p99’ %>p99”° Classificacéo
GTSs *Rockeffeler 173 2,23 -- Referéncia
(mmol/*/mg ptn)
3CV-F2 158 2,86 25% Alterada
p-esterase * Rockeffeler 156 129,74 - Referéncia
(nmol/mg ptn)
3CV-F2 157 185,81 17% Alterada
o- esterase *Rockeffeler 157 72,17 -- Referéncia
(nmol/mg ptn)
SCV-F2 159 106,59 19% Alterada
PNPA-esterase *Rockeffeler 80 8,31 -- Referéncia
(Abs/'/mg ptn)
3CV-F2 95 10,71 7% Sem
alteracdo
MFOs *Rockeffeler 161 11,72 -- Referéncia
(nmoles cit/mg ptn)
3CV-F2 158 13,92 18% Alterada
AChE *Rockeffeler 136 98,74 -- Referéncia
% inibicéo
SCV-F2 69 99,33 6% Sem
alteracdo

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Percentil 99 da caraterizacio das enzimas; *Taxa de A. aegypti da ilha de Santiago com percentil 99
maior que o do Rockefeller; 3Populac;éo de Aedes aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde.* Coldnia
Rockefeller, referéncia de suscetibilidade a inseticidas quimicos.
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8 DISCUSSAO

O mosquito Aedes aegypti € considerado o principal vetor do DENV, agente
etiologico da dengue (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009 ). No arquipélago de
Cabo Verde esta espécie esteve envolvida na epidemia de dengue ocorrida no final do ano
2009. Corroborando os estudos anteriores (ALVES et al., 2010; DIA et al., 2012; RIBEIRO et
al., 1980), os nossos resultados vém mais uma vez confirmar a presenca desse vetor na ilha de
Santiago (Tabela 1). Em Cabo Verde, o mosquito A. aegypti apresenta uma estreita relacao
com o homem, sendo encontrado principalmente em criadouros artificiais como os usados
para 0 armazenamento de &gua, assim como apontado por Ribeiro et al. (1980). No continente
africano essa espécie encontra-se distribuida em praticamente todos o0s paises
(AMARASINGHE et al., 2011; WERE, 2012), sendo que em muitas cidades africanas, 0 nao
planejamento urbano e a falta de gestdo eficaz de residuos tém levado a uma multiplicacdo de
criadouros e consequentemente ao aumento na proliferacdo de A. aegypti (KAMGANG et al.,
2010). Em Camardes, por exemplo, estudos realizados demostraram que a densidade de A.
aegypti é significativamente elevada nas areas onde ha muitas construc@es, sendo a maioria
dos criadouros peridomiciliares constituidos principalmente por pneus e recipientes
descartaveis (KAMGANG et al., 2010).

O numero de ovos coletados para este estudo ndo foi elevado, cerca de 2000 para
toda a ilha, o que pode ser explicado pelo fato de as coletas das amostras terem sido realizadas
durante a estacdo seca, nos meses de marco a maio. Estudos tém demonstrado que fatores
ambientais e mudanca das estagcfes do ano influenciam na densidade desse mosquito
(DEGALLIER et al., 2012; OO et al., 2011). Em um estudo de monitoramento realizado pelo
Grupo de Investigacdo em Doencas Tropicais da Universidade Jean Piaget de Cabo Verde
(GIDPiaget), durante 0os meses de marco a setembro de 2013 no municipio de Praia, ilha de
Santiago, observou-se uma elevada positividade de ovitrampas (> 84%) nos meses de maior
pluviosidade (Julho, Agosto e Setembro) (dados ndo publicados). Os criadouros artificiais,
ndo dependentes diretamente das chuvas, constituem o0s principais reservatorios que
possibilitam a manuteng@o de populagdes de A. aegypti durante a estacdo seca (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1998; RIBEIRO et al., 1980) sendo esse o possivel cenario encontrado na ilha de
Santiago e medidas no sentido de reduzir ou eliminar esses criadouros s&o de grande valia
para o controle desse vetor.

Realizando a analise morfoldgica dos individuos coletados, ndo foi detectada a

presenca de outras espécies de mosquitos, nomeadamente: o Aedes albopictus e Aedes
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caspius. O primeiro nunca foi descrito em Cabo Verde, embora esteja presente em paises
vizinhos (KAMGANG et al., 2011; TOTO et al., 2003). A espécie de mosquito A. caspius,
anteriormente descrita na ilha de Santiago (ALVES et al., 2010), ndo foi detectada usando as
OVTs, o que pode ser atribuido a uma possivel baixa densidade dessa espécie no periodo das
coletas, ou ainda, ser um indicador de que A. aegypti € mais atraido a ovipositar nas OVTs
usadas. Em trabalhos realizados pelo GIDPiaget na ilha de Santiago, usando 0 mesmo método
de coleta de ovos, também ndo foram detectadas outras espécies de mosquitos colonizando
essas ovitrampas (dados nao publicados).

Uma vez que ndo existe ainda vacina e nem tratamento especifico para a dengue, o
controle vetorial torna-se um dos principais componentes no seu controle, e os inseticidas tém
um importante papel neste contexto (BISSET, 2002; HEMINGWAY; RANSON, 2005;
KYLE; HARRIS, 2008). Em Cabo Verde, desde o ano 2009 (ano da epidemia de dengue) o
organofosforado temephos (Abate) e o piretroide deltametrina tém sido usados no controle de
populagéo de A. aegypti. Para o Programa Integrado de Luta Contra as Doencas Transmitidas
por Vetores e Problemas da Salde Associados ao Ambiente, foram usados no ano de 2013
cerca de 440 kg de temephos na ilha de Santiago para o controle de vetores (CABO VERDE,
2012a).

Com os resultados obtidos, observa-se que a populacdo desse vetor apresenta uma
resisténcia considerada baixa ao temephos (RRgy = 4). Embora baixa, ela é um indicativo da
emergéncia de resisténcia na populacdo de A. aegypti da ilha de Santiago. Este resultado
refuta as analises realizadas no ano 2010 que apontaram para um status de suscetibilidade a
esse composto, de acordo com informagdes do Ministério da Satde do arquipélago (CABO
VERDE, 2012a). Esse resultado € o primeiro a detectar a resisténcia ao temephos em
populacdes de A. aegypti de Cabo Verde e constitui um alerta para as autoridades no sentido
de adotarem medidas para reverter esse quadro.

Nos paises africanos, as poucas informacfes sobre o status de suscetibilidade de
populacbes de A. aegypti tém demostrado que esses sdo susceptiveis ao temephos
(KAMGANG et al., 2011; MOUCHET et al.,, 1971). Por exemplo, em Camardes, testes
realizados com populagGes de A. aegypti provenientes das cidades de Garoua, Bertoua,
Yaoundé e Bafia apresentaram RRgs < 3; e no Gabao, populagdes da cidade de Libreville
apresentaram RRgs = 1.13 (KAMGANG et al., 2011). Por outro lado, em paises como Brasil
(LIMA et al., 2011), Malasia (DHANG et al., 2008), Argentina (LLINAS et al., 2010) e
Indonésia (MULYATNO et al., 2012) j& foram descritos casos de populacBes de A. aegypti

resistentes ao temephos.
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Observou-se que a populacdo de A. aegypti da ilha de Santiago é susceptivel ao
biolarvicida Bti (RRgp=0,8). O mesmo cenario é observado em outros paises africanos, onde
populacdes de A. aegypti, resistentes a outros compostos, sdo susceptiveis ao Bti. Por
exemplo, em Camardes e Gabao testes com varias populacbes de diferentes cidades desses
paises apresentaram RRgs < 3 (KAMGANG et al., 2011). De forma similar aos nossos
resultados, em estudos realizados com populacdes de A. aegypti no nordeste brasileiro que
apresentaram resisténcia ao temephos detectou-se susceptibilidade ao Bti com RRgs < 2
(ARAUJO et al., 2013). Também em outras populacbes tem-se observado 0 mesmo cenério
(LOKE et al., 2010). Esse biolarvicida podera constituir uma alternativa ao uso do temephos
no programa de controle de A. aegypti, uma vez que ndo foi detectada resisténcia e ndo ha
registro do seu uso para o controle de populagdes de A. aegypti no arquipélago.

Para o diflubenzuron observou-se que a IEg, da populacdo de campo € cerca de duas
vezes maior (RRgo = 2,2) que a IEqy da colonia Rockefeller, referéncia de suscetibilidade. Esse
composto também poderé constituir uma alternativa ao uso do temephos. N&o existe registro
de uso desse IGR na populacdo de A. aegypti de Cabo Verde, o que podera justificar o RR
encontrado. Esse tem-se demonstrado muito eficaz na inibicdo de eclosdo de larvas de
espécies do género Aedes e Culex (KAMAL; KHATER, 2010; SUMAN et al., 2013).

Os resultados para os bioensaios com os piretroides demonstram que a populacdo de
A. aegypti estudada é resistente a deltametrina (72%) e a cipermetrina (75%). Essa resisténcia
detectada torna-se preocupante uma vez que a deltametrina é usada no controle para adultos
de A. aegypti em Cabo Verde e analise realizada anteriormente por DIA et al. (2012) no ano
de 2009 demostrava que essa populacdo era totalmente suscetivel a esse composto (100% de
mortalidade). No Programa Integrado de Luta Contra as Doengas Transmitidas por Vetores e
Problemas da Saude Associados ao Ambiente foi usado no ano de 2013 cerca de 410 litros de
deltamentrina, destinados ao controle de mosquitos na ilha de Santiago. Esses resultados
indicam uma rapida evolucdo dessa resisténcia. Em estudo realizado por Montella et al.
(2007) observou-se um cenario idéntico em populagdes brasileiras de A. aegypti que
apresentaram uma diminui¢do na susceptibilidade a piretroides apds pouco tempo de uso
(2001 a 2003).

Para alem do uso da deltametrina direcionado ao controle de A. aegypti, varios outros
piretroides sdo usados no controle de pragas agricolas e a propria deltametrina no programa
de controle de Anopheles arabiensis, principal vetor da malaria em Cabo Verde, em execucao
h& mais tempo. Em Cabo Verde, essas duas situa¢fes poderdo estar a contribuir, de forma

indireta, para o surgimento desta resisténcia exercendo uma maior pressdo de selecédo sobre o
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mosquito A. aegypti (CABO VERDE, 2012a). Para essa classe de inseticidas ha varios
registros de populagfes de campo resistentes em diversos paises (BRAGA et al., 2004;
BRENGUES et al., 2003; LIMA et al., 2006; LIMA et al., 2011; MACORIS MDE et al.,
2003; PROPHIRO et al., 2011). No continente africano foram descritas populacdes do
mosquito Aedes aegypti da Costa do Marfim resistentes a deltametrina e, no Senegal, foi
verificado um status de “verificacdo de susceptibilidade” aos piretrdides deltametrina, com
uma mortalidade de 94.5% e a lambda-Cyhalothrin com mortalidade de 81.6% (DIA et al.,
2012; KONAN et al., 2012).

Para o organofosforado malathion ndo foi detectada resisténcia na populagédo
estudada. Em Cabo Verde o malathion ndo tem sido usado para o controle de A. aegypti
(CABO VERDE, 2012a), sendo o temephos o Unico organofosforado destinado a esse fim.
Em analise realizada com essa mesma populacédo, no ano de 2009, usando o organofosforado
fenitrothion, observou-se, também, que ela é sensivel a esse composto (100% de mortalidade)
(DIA et al., 2012). Tem-se, também, registrado populacbes de A. aegypti suscetiveis ao
malathion em paises como Colémbia (SANTACOLOMA; CHAVES; BROCHERO, 2012)
Malésia (RONG et al., 2012) e Cuba (RODRIGUEZ et al., 2010). No entanto, popula¢des do
mosquito A. aegypti podem se tornam resistentes a esses compostos quando ele exerce uma
elevada pressdo de selegdo (HIDAYATI et al, 2011). Na Venezuela, por exemplo,
populagdes desse mosquito tem-se mostrado resistentes a esse composto (ALVAREZ et al.,
2013).

Em um estudo de revisdo da literatura, referente a resisténcia a inseticidas em A.
aegypti observou-se que, para a maioria dos artigos consultados, este mosquito apresentava
um status de resisténcia a inseticidas da classe do organofosforados e piretréides (RANSON
et al., 2010). Com os resultados obtidos, observa-se que a populacdo da ilha de Santiago é
resistente ao organofosforado temephos e aos piretrdides deltametrina e cipermetrina, sendo
esses 0s inseticidas usados no controle de A. aegypti em Cabo Verde.

Subjacente a resisténcia aos inseticidas quimicos, existem quatro mecanismos sendo
mediados pelas enzimas de detoxificagcdo considerados os de maior importancia (BRAGA;
VALLE, 2007b). Os nossos resultados mostraram alteragcbes na atividade das enzimas
esterase alfa (19%) e beta (17%) ligada ao processo de detoxificacdo de xenobioticos. Em
varios estudos realizados tém-se demonstrado o envolvimento destas enzimas na resisténcia
ao temephos em A. aegypti (BISSET et al., 2001; DHANG et al., 2008; LIMA et al., 2011).
Por exemplo, em estudo realizado por Rodriguez et al. (2002) com populacdo de A. aegypti de

Santiago de Cuba, submetida a uma pressao de selecdo com temephos por seis geracgoes, €
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apontada uma relacdo entre o aumento da atividade das esterases e a resisténcia ao temephos.
Essa mesma relacdo foi encontrada em estudos realizados por Melo-Santos et al. (2010), mas,
desta vez, conjuntamente com outra familia de enzimas, as GSTs. Possivelmente, esse
mecanismo esteja mediando a resisténcia ao temephos encontrada na populacéo de A. aegypti
da ilha de Santiago, Cabo Verde. Embora os niveis de alteragdo encontrada nessas enzimas
ndo sejam muito elevados, constata-se também que, a resisténcia ao temephos é considerada
baixa. Em estudo realizado com populacbes de A. aegypti da Costa Rica detectou-se
associacdo entre a alteracdo da atividade dos niveis das esterases com a resisténcia ao
temephos (BISSET et al., 2013).

As MFOs constituem outra familia de enzimas envolvidas na detoxificacdo de
compostos xenobioticos nos mosquitos (BERGE; FEYEREISEN; AMICHOT, 1998). Os
nossos resultados mostraram uma alteracdo na atividade dessas enzimas (18%), e esta pode
estar envolvida na resisténcia aos piretroides (cipermetrina e deltametrina) detectada nos
bioensaios. Essas enzimas tém sido apontadas como estando envolvidas na resisténcia aos
piretroides em A. aegypti (BARIAMI et al., 2012; BROGDON; MCALLISTER, 1998a).
Estudos realizado por Rodriguez et al. (2005), usando uma populacao de A. aegypti submetida
a presséo de selecédo pela deltametrina por 12 gerac6es, apontou o envolvimento das MFOs na
resisténcia a esse composto. No entanto, em estudos realizados com populagdes de campo de
A. aegypti resistentes a piretrdides ndo se tem conseguido estabelecer uma relagdo com a
alteracdo na atividade das MFOs (ALVAREZ et al., 2013; BISSET et al., 2013).

Além das alteracGes observadas nas esterases e nas MFQO’s, também foi detectada
alteracdo na familia das enzimas GSTs (25%). Essa foi a maior alteracdo registrada para as
enzimas ligadas aos mecanismos de detoxificacdo. Estudos demostraram que as GSTs estdo
envolvidas na resisténcia ao DDT e piretréide em populacGes de A. aegypti (BRENGUES et
al., 2003; BROGDON; MCALLISTER, 1998a; LUMJUAN et al., 2005). Por exemplo,
Lumjuan et al. (2005), em estudo realizado com populagdes do norte da Tailandia resistentes
ao piretréide permetrina e ao DDT foi detectada uma superexpressdo de GSTs associada as
essas resisténcia. Mesmo em outras espécies de insetos, como por exemplo Nilapravata
lugens (Hemiptera: Delphacidae), também tem-se demonstrado que o aumento das GSTs
confere resisténcia aos piretrdides (VONTAS; SMALL; HEMINGWAY, 2001). A atividade
elevada das GSTs podera estar ligada entéo a resisténcia aos piretroides detectadas nos nossos
resultados e a resisténcia ao DDT j& anteriormente descrita para essa populagdo (DIA et al.,
2012).
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O aumento da atividade das enzimas de detoxificacdo poderd estar ligado a
exposicao a outros xenobidticos e ndo apenas aos inseticidas (MARTINS et al., 2009b). Na
metabolizacdo de agroquimicos esta envolvido um grande ndmero de sistemas enzimaticos,
tais como as MFOs, GSTs e as esterases (WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005). Sendo a ilha
de Santiago uma area iminentemente agricola, o uso de pesticidas (CABO VERDE, 2012b)
poderd estar selecionando de forma indireta mosquitos com maior capacidade de
detoxificacdo nas zonas proximas a areas agricolas. Para além dos inseticidas e agrotdxicos
que as populacdes de A. aegypti estdo expostas, em Cabo Verde, o controle das populacdes
desse mosquito é realizado também recorrendo ao uso de derivados de petroleo (gaséleo)
(CABO VERDE, 2009). Esses trés fatores poderdo estar na origem das alteragbes na
atividade das enzimas e a consequente resisténcia ao temephos e aos piretroides detectados
nesse estudo.

O canal de sbdio € o sitio alvo dos piretroides e do DDT, o que podera indicar a
existéncia de resisténcia cruzada entre esses dois tipos de inseticidas em uma populagdo com
mecanismo de resisténcia do tipo insensibilidade ao sitio alvo, como é o caso das mutacdes do
tipo kdr (BRAGA; VALLE, 2007b; BRENGUES et al., 2003). Embora as mutac¢des do tipo
kdr tenham sido encontradas em populacGes de A. aegypti resistentes a piretréides e DDT em
diversos paises (HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010; LIMA et al., 2011; MARTINS
et al., 2009a; MARTINS et al., 2009b; RAJATILEKA et al.,, 2008), esses ndo foram
detectados na populacdo da ilha de Santiago, Cabo Verde, ndo obstante a populacdo ser
considerada como resistente a piretrédes, como demonstra 0s nossos resultados, e ao DDT,
como demonstrado nos testes anteriormente realizados por Dia et al. (2012). A auséncia de
mutacdes do tipo kdr sugere que a resisténcia a esses compostos, na populacdo de A. aegypti
de Santiago, podera estar sendo mediada pelo mecanismo metabdlico, via enzimas ligadas a
detoxificacdo de xenobioticos.

Os nossos resultados constituem um alerta para as autoridades sanitarias de Cabo
Verde pelo fato de que, pela primeira vez em estudos realizados no pais, foi detectada a
resisténcia aos piretroides deltametrina e cipermetrina e ao organofosforado temephos em A.
agypti do arquipélago, o que alerta ainda para a necessidade de medidas que evitem o
estabelecimento desta resisténcia. A criacdo de uma rede para 0 monitoramento dessa
resisténcia, a exemplo das ja existentes em paises como o Brasil, e a realizacdo do manejo da
resisténcia usando compostos com sitios de acdo diferentes sdo recomendacdes que saem a

partir dos resultados deste estudo.
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9 CONCLUSOES

A populacdo de A. aegypti da ilha de Santiago, Cabo Verde, é resistente aos inseticidas
usados atualmente no programa de controle, no caso a deltametrina como adulticida e o
temephos como larvicida, e suscetivel a agentes de controle sem historico de uso na ilha, no

caso o Bti, diflubenzuron e malathion;

Niveis de atividade aumentadas das enzimas MFQO’s, Esterases (a e B) e GST’s
sugerem que essas poderdo ter um papel na resisténcia detectada e que o mecanismo ligado a
insensibilidade do sitio-alvo, por alteragdes no canal de sodio e na enzima AChE, ndo esta

envolvido na resisténcia nessa populacgéo;

Né&o foi detectada nenhuma das mutagdes do tipo kdr pesquisadas, pelo que se conclui
que esse mecanismo ndo esteja mediando a resisténcia aos piretrdides ou ao DDT descrito

anteriormente;

A hipotese inicialmente tracada ndo se confirma, dado que o mosquito A. aegypti da
ilha de Santiago apresentou resisténcia aos piretroides testados e ao organofosforado
temephos;

Os resultados do estudo apontam para a necessidade de se manter 0 monitoramento

das populacdes e realizar estratégias de manejo da resisténcia.
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APENDICE A - Resumo dos principais resultados para os bioensaios

Resumo dos principais resultados para os bioensaios para a populacéo de Aedes aegypti da ilha de Santiago

Insecticida Testado N° de individuos Status

testados
Bioensaios
Temephos 2520 Resistente (RRgg =4)
Bti 1620 Susceptivel (RRg=0,8)
Diflubenzuron 1600 RRgy=2,2
Deltametrina 191 Resistente (mortalidade 72%)
Cipermetrina 163 Resistente (mortalidade 75%)
Malathion 197 Susceptivel (mortalidade 100%)
Enzimas de detoxificacio
GSTs 158 Alterada (25%)
a- esterase 159 Alterada (19%)
[-esterase 157 Alterada (17%)
PNPA-esterase 95 Sem alteracéo (7%)
MFOs 158 Alterada (18%)
Insensibilidade ao sitio alvo
Acetilcolinesterase 69 Sem alteracéo (6%)
Mutac6es do tipo kdr no
gene de canal de s6dio
Leu982Trp
Ile1011Met
lle1011Val 72 Ndo detectados
Ile1014Fen
Val1016Gli
Vall016lle

Fonte: Elaborado pelo autor.



