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RESUMO

Aedes aegypti é o principal vetor de arbovirus ao homem, como o dengue, Zika
e chikungunya. Como ndo existem tratamentos especificos e vacinas
disponiveis, exceto para a dengue, o controle desses patdgenos se da mais
comumente pelo combate ao vetor. Por este motivo, 0s inseticidas constituem-se
a principal ferramenta de controle, cuja a aplicacdo indiscriminada tem levado a
resisténcia dos vetores aos principais compostos utilizados no seu controle.
Diante disso, novas estratégias de controle sdo sempre almejadas. O objetivo
desta tese foi monitorar a densidade de Aedes, direcionar as a¢cdes de controle
destes vetores e conhecer a distribuicdo espacial das populacdes de Aedes
aegypti e Aedes albopictus da llha de Paqueta, Rio de Janeiro, bem como
capacitar os agentes de vigilancia em saude, conhecer o perfil de
resisténcia/susceptibilidade a inseticidas, as frequéncias dos alelos de
resisténcia knockdown (kdr) a piretroides e a estruturacdo genética entre
populacdes de Ae. aegypti em areas portuarias na baia de Guanabara, Rio de
Janeiro, em duas estacfes do ano. O monitoramento foi realizado por meio de
90 ovitrampas de forma continua e bimestral, durante dois anos, em dois
extratos da llha. As acbes de controle foram direcionadas em apenas um dos
extratos, seguindo as orientagcdes do Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD). Foram realizadas palestras sobre a biologia dos vetores e a distribuicéo
de mapas com a densidade de ovos de Aedes aos moradores da lIlha; foram
realizados ensaios do tipo dose-resposta para conhecer o perfil de resisténcia
aos inseticidas deltametrina, malathion e temephos; genotipagens por RT-PCR
de SNPs foram realizadas para estimar a frequéncia das mutacbes kdr
Vall016lle e Phel534Cys e genotipagem de 12 loci microssatélites para a
genética das populacbes de Ae. aegypti. Durante 107 semanas epidemioldgicas
foram coletados mais de 760.000 ovos de Aedes, com média de 4.927 ovos por
ovitrampa. Houve flutuacdo sazonal pelas estacdes do ano, com o indice de
positividade de ovitrampas (IPO) 250%. No monitoramento bimestral, foram
coletados mais de 213.000 ovos, média de 222 ovos por ovitrampa/semana e
IPO=50%. Ae. aegypti (70%) predominou por toda llha, porém Ae. albopictus
(30%) foi presente em todas ovitrampas e associado as armadilhas proximas de
vegetacdo. A densidade de ovos teve associacao positiva com precipitacdo e
temperatura com duas semanas de defasagem. O direcionamento do controle de
vetores ndo apresentou resultados significativos entre a associacdo das acoes
de controle e a densidade de ovos de Aedes. Todas as populacdes de Ae.
aegypti avaliadas foram resistentes a deltametrina com RRs0>10 (razdo de
resisténcia) e temephos (RRs025) e susceptiveis ao malathion (RRso<5). As
frequéncias alélicas das mutagbes kdr foram elevadas, com frequéncias dos
genadtipos resistentes acima de 90%, no verdo e inverno. Nas analises com
microssatélites, o verdo apresentou maior indice de variabilidade e estruturacéo
genética. No conjunto, as ferramentas utilizadas neste estudo contribuiram para
o entendimento da dindmica sazonal de Ae. aegypti da llha de Paqueta, do
status de susceptibilidade/resisténcia a inseticidas e que as barcas que
transportam passageiros entre as estacoes da baia de Guanabara podem estar
contribuindo com o fluxo génico de Ae. aegypti entre as localidades avaliadas.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the main arbovirus vector to human, such as dengue, Zika and
chikungunya. As there aren’t specific treatments and vaccines available, except
for dengue (vaccine in test), the control of these pathogens occurs only by
combating the vector. For this reason, insecticides are the main tool for control,
whose indiscriminate application has led to the resistance of the vectors to the
main insecticides used in their control. Therefore, new control strategies are
always desired. The objective of this thesis was to monitor the density of Aedes,
to direct the control actions of these vectors and to know the spatial distribution of
the populations of Aedes aegypti and Aedes albopictus of the Paqueta Island,
Rio de Janeiro, as well as to train the surveillance agents, to know the resistance
| susceptibility profile to insecticides, the frequencies of knockdown (kdr)
resistance alleles to pyrethroids and the genetic structure between populations of
Ae. aegypti of port areas in Guanabara Bay, Rio de Janeiro, in two seasons. The
monitoring was performed by means of 90 ovitraps continuously and bimonthly
for two years in two extracts of the Island. The control actions were directed in
only one of the extracts, following the guidelines of the National Dengue Control
Program (PNCD). Lectures were made on the biology of the vectors and the
distribution of maps with the density of Aedes eggs to the inhabitants of the
Island; dose-response assays were performed to determine the resistance profile
of the insecticides deltamethrin, malathion and temephos; genotyping by RT-
PCR of SNPs were performed to estimate the frequency of kdr Vall1016lle and
Phel1534Cys mutations and genotyping of 12 microsatellite loci for the genetics
of Ae. aegypti. During 107 epidemiological weeks more than 760,000 Aedes
eggs were collected, with a mean of 4,927 eggs per ovitrap. There was a
seasonal fluctuation into the seasons, with the ovitraps positivity index (IPO)
250%. In the bimonthly monitoring, more than 213,000 eggs were collected,
mean of 222 eggs per ovitrap/ week and IPO250%. Ae. aegypti (70%)
predominated throughout the Island, but Ae. albopictus (30%) was present in all
ovitraps and associated with traps near vegetation. The egg density was
positively associated with precipitation and temperature with two weeks of lag.
The control of vectors control didn’t present significant results between the
association of control actions and the density of Aedes eggs. All populations of
Ae. aegypti were resistant to deltamethrin with resistance ratio 50 (RR50)> 10
and temephos (RR5025) and malathion susceptible (RR50 <5). Allelic
frequencies of kdr mutations were high, with frequencies of resistant genotypes
above 90% in summer and winter. In the analyzes with microsatellites, the
summer had a higher variability and genetic structured. On the whole, the tools
used in this study contributed to the understanding of the seasonal dynamics of
Ae. aegypti from the Paqueta Island, the susceptibility/ resistance status to
insecticides and the boats that transport people between the stations of
Guanabara Bay may be contributing to the Ae. aegypti gene flow among the
evaluated sites.
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1. INTRODUCAO

1.1 Considerac0es sobre Aedes

Os mosquitos sédo insetos pertencentes a Ordem Diptera e Familia
Culicidae, sendo a ultima um grupo grande e abundante, composto por mais de
3.600 espécies (THOMAS V. GAFFIGAN ET AL., 2015). As espécies de
culicideos sao classificadas filogeneticamente dentro das subfamilias
Anophelinae e Culicinae, distribuidas em cerca de 40 géneros (HARBACH,
2007; THOMAS V. GAFFIGAN ET AL., 2015). Os culicideos sédo encontrados em
todas as regibes temperadas e tropicais do mundo e até pelo Circulo Artico
(SERVICE, 2008). Alguns géneros apresentam importancia epidemiologica e
médica, como por exemplo: Aedes, Anopheles, Culex, Haemagogus, Mansonia e
Sabethes. Grande parte das espécies destes géneros esta envolvida na
transmissdo de agentes etiolégicos para humanos  provocando,
consequentemente, doengas com altas taxas de morbidade e mortalidade
(CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Do ponto de vista da saude publica, a transmissdo de patégenos é um
grande problema, pois sdo transmitidos através da picada de mosquitos vetores
infectados durante a atividade hematofagica realizada pelas fémeas. Sao
também conhecidos como carapands, pernilongos ou murigocas e, quando em
altas densidades, sdo considerados pragas apenas devido a alta taxa de
picadas (CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; RUEDA, 2008).

Mosquitos do género Aedes possuem uma extensa distribuicdo pelo
mundo, incluindo espécies endémicas em todo o planeta, nos mais variados
climas e ambientes. Ao todo, sdo 932 espécies descritas distribuidas em 44
subgéneros (WILKERSON; ET AL, 2015). Um dos subgéneros mais importantes
epidemiologicamente é o Stegomyia, do qual fazem parte os principais vetores
de arbovirus ao homem: Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes
(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo espécies exoticas, simpétricas e

sinantropicas (BRAKS et al., 2003; GOMES, 1998). Em muitas areas do mundo,
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Ae. aegypti e Ae. albopictus coexistem, compartilhando os mesmos habitats em
areas urbanas e suburbanas (BRAKS et al., 2003; CAMARA et al.,, 2016;
LEISNHAM et al., 2009; REY; LOUNIBOS, 2015). A distribuicdo das populacdes
de Ae. aegypti e Ae. albopictus esta relacionada com fatores ecoldgicos,
climaticos e antropogénicos (KRAEMER et al., 2015) e encontram-se
distribuidas por quase todo o mundo, com excecdo de locais congelados
(FORATTINI, 2002). A dispersdao de ambas espécies, Ae. aegypti e Ae.
albopictus, pelos continentes tem sido associada ao comércio, como 0 de pneus
usados, e viagens de migracdes humanas (BROWN et al., 2014; POWELL;
TABACHNICK, 2013).

Ae. aegypti é encontrado frequentemente no ambiente intradomiciliar e
desenvolveu um comportamento antropofilico, com habito predominantemente
urbano. No entanto, Ae. albopictus frequenta o ambiente extradomiciliar e tem
uma valéncia ecologica bem mais ampla que Ae. aegypti, com habilidade de se
dispersar em diversos habitats, tanto na zona silvestre quanto urbana (GOMES
et al., 2005; TAUIL, 2002).

Os culicideos tém desenvolvimento holometdbolo (Figura 1.1), ou seja,
apresentam metamorfose completa com o ciclo de vida iniciando no ovo,
passando pelas fases de larva, pupa e adulto. Variaveis climaticas, como
pluviosidade e temperatura, sdo elementos determinantes que influenciam
diretamente o desenvolvimento dos mosquitos. Os ovos sao depositados pela
fémea em superficies Umidas dos reservatorios e criadouros e os Aedes tém
preferéncia por substratos escuros, rugosos e com aguas nao poluidas
(FORATTINI, 2002). Os ovos de Aedes séo resistentes a dessecacao e ficam
aderidos ao substrato até a eclosdo (CHRISTOPHERS, 1960). Quando secos,
0S o0vos podem permanecer viaveis por muitos meses, em estado de
guiescéncia embrionaria (CHRISTOPHERS, 1960; CONSOLI E LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002) eclodindo ap0s serem inundados
novamente. Essas condi¢des biologicas favorecem a disseminacéo das espécies
de mosquitos Aedes atraves da dispersdo passiva.

Apos a fase de ovo, 0s mosquitos passam por quatro estadios larvais (L1
a L4) e um estadio de pupa. Nos estadios larvais alimentam-se de matéria

organica disponivel no ambiente aquatico. A disponibilidade de alimento e a
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densidade de larvas no criadouro sdo fatores cruciais no tempo de duracdo da
fase larvaria (PUGGIOLI et al., 2017) em média de quatro a oito dias. A ultima
fase imatura é a pupa, com duracdo de, aproximadamente, dois dias. Nesta
etapa, o inseto ndo se alimenta e usa a reserva energética para a emersao
como mosquito adulto (CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002).

Aedes Aegypti
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Figura 1.1: Ciclo de vida e desenvolvimento holometabolo de mosquitos do género
Aedes. Fonte imagens: Lucas Ouverney (2017);
www.educaaedes.federalcubatao.com.br; James Benet (2013) www.istock.com.

Tanto Ae. aegypti (Figura 1.2A) quanto Ae. albopictus (Figura 1.2C) s&o
mosquitos de coloracdo escura, com escamas brancas nas pernas e torax.
Diante da similaridade morfolégica de ambos os mosquitos, a principal
identificacdo é através do escudo, na parte dorsal do térax (Figura 1.2B, 1.2G).
Em Ae. aegypti, 0 escudo é constituido de linhas longitudinais compostos por
escamas branco-prateadas formando um desenho na forma de lira (Figura 1.2B);
Ae. albopictus apresenta uma Unica linha longitudinal branco-prateada, no centro
do escudo (Figura 1.2G). A identificacdo também pode ser realizada em larvas:
Ae. aegypti (Figura 1.2D) dispbe na cabeca cerdas 5, 6 e 7 simples (Figura
1.2C); na cauda tem escamas do pente do segmento VIII com um espinho longo
e dentes bilaterais (Figura 1.2E); Ae. albopictus (Figura 1.2I) tem na cabeca
cerdas 5, 6 e 7 duplas, triplas ou multiplas (Figura 1.2H); apresenta cerdas 1S
com 2 a 4 ramos e escamas do pente do segmento VIII com um espinho longo

sem dentes bilaterais, apenas com franja nas bases laterais (Figura 1.2J)



(BRASIL, 1989; CONSOLI E LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Tem coloragao
mais escura que Ae. aegypti sendo, portanto, ligeiramente mais negro.

Figura 1.2: Diferencas morfologicas de larvas e de mosquitos adultos de Ae. aegypti e
Ae. albopictus. (A) Ae. aegypti adulto; (B) lira presente no escudo de Ae. aegypti adulto;
(C) cabeca da larva de Ae. aegypti; (D) Ae. aegypti larva (E) cauda da larva e espinho
serrilhado (em evidéncia) de Ae. aegypti; (F) Ae. albopictus adulto; (G) linha longitudinal
presente no escudo de Ae. albopictus adulto; (H) cabeca da larva de Ae. albopictus; (1)
larva de Ae. albopictus; (J) cauda da larva e espinho liso (em evidéncia) de Ae.
albopictus. Fonte A: Teptong (2014) www.istock.com; C: Mrfiza (2016) www.istock.com;
B,D,F,G,1,J;: Chave-entomolégica de Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994); E,H: Brasil
(1989).

1.1.1 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)

Ae. aegypti (Figura 1.2A) é considerado um importante inseto invasor,
cuja expansao pelos continentes tropicais e subtropicais do planeta influenciado
pelas atividades humanas (BROWN et al., 2014; POWELL; TABACHNICK,
2013). Ae. aegypti é uma das espécies que melhor se adapta e mais
dependente ao ambiente urbano (NATAL, 2002), principalmente por ser
altamente antropofilica (NELSON, 1986).



Uma das principais causas da adaptacdo e permanéncia de mosquitos
Ae. aegypti nas cidades se da pelo processo de urbanizacdo sem planejamento,
principalmente em areas onde o servico de saneamento basico & deficitario
(TAUIL, 2002). O lixo aglomerado no peridomicilio e 0 armazenamento de agua
em recipientes artificiais servem de criadouros para o vetor Ae. aegypti, onde
encontra condi¢cdes satisfatorias para o desenvolvimento de seu ciclo bioldgico.
O progresso da industria automotiva também tem sido um fator determinante
para o aumento populacional dos mosquitos aedineos, posto que aumenta
descarte de pneuméticos. Os pneus sdo um dos recipientes preferidos para a
oviposicédo do mosquito Aedes (TAUIL, 2001, 2002).

Um comportamento que favorece reprodutivamente Ae. aegypti € a
oviposicado em saltos, pois dessa forma a fémea dispersa seus ovos em varios
recipientes diferentes, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia de sua
prole (REITER, 2007). Além disso, as fémeas de Ae. aegypti tém uma
peculiaridade chamada discordancia gonotroéfica, ou seja, tem a capacidade de
realizar multiplos repastos sanguineos, em pessoas diferentes, a cada ciclo
gonotrofico (CHRISTOPHERS, 1960). Este comportamento aumenta as chances
da fémea se infectar e transmitir agentes infecciosos para mais de um
hospedeiro no mesmo ciclo gonotréfico (FORATTINI, 2002).

A busca das fémeas de Ae. aegypti por hospedeiros para a hematofagia é
um dos mecanismos para a dispersdo ativa da espécie e a maneira pelo qual as
fémeas adquirem e transmitem os patdgenos, sendo um importante meio de
propagacdo de doencas (BHATT et al., 2013; HONORIO et al., 2003). A
capacidade de véo da espécie, em areas urbanas, pode variar entre 100 e 800
metros (HONORIO et al., 2003; REITER et al., 1995; SERVICE, 2008), de
acordo com situacbes particulares em que 0s espécimes se encontram. Em
areas florestadas urbanas, Ae. aegypti ndo adentra mais que 100 metros da
margem da floresta (MACIEL-DE-FREITAS et al., 2006).

Ae. aegypti apresenta uma ampla distribuicdo geografica pelo mundo,
podendo ser encontrado em regides tropicais e subtropicais (CHRISTOPHERS,
1960), entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). A espécie Ae. aegypti s6 ndo é encontrada em paises

onde o clima é predominantemente frio e/ou com altitude muito elevada (>1.200
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m), como por exemplo Canada, parte da RuUssia e Antéartica (Figura 1.3).
Atualmente, Ae. aegypti é encontrado em ampla faixa do continente americano,
desde o Uruguai até parte do Centro e Sul dos Estados Unidos e, no Brasil, esta

espalhado por todo pais.

Figura 1.3: Mapa de modelagem da provavel distribuicdo global de Ae. aegypti. O mapa
representa a probabilidade de ocorréncia de 0 (azul) para 1 (vermelho). Fonte: Kraemer
et al (2015).

Ja foram descritas trés subespécies de Ae. aegypti: Ae. aegypti aegypti,
Ae. aegypti formosus e Ae. aegypti queenslandensis. Em relagéo a ultima, ainda
ha controvérsias se € uma subespécie ou variedade de Ae. aegypti aegypti e se
ainda pode ser encontrada (GLORIA-SORIA et al., 2016a). Altas distancias
genéticas entre populacdes de Ae. aegypti africanas e nao-africanas
identificaram a existéncia de dois grupos diferentes, correspondendo as
subespécies Ae. ae. aegypti e Ae. ae. formosus. A dltima, Ae. formosus, é a
espécie ancestral (BROWN et al., 2011).

As larvas de Ae. ae. formosus se desenvolvem em buracos de arvores e
piscinas naturais e os adultos sdo preferencialmente zoofilicos. A. aegypti
formosus é naturalmente mais escuro e com menos escamagdo branca pelo
corpo, enquanto Ae. ae. aegypti € mais acastanhado (MCBRIDE et al., 2014)
(Figura 1.4).

Diferente da espécie doméstica Ae. ae. aegypti, Ae. ae. formosus esta
limitada a Africa Subsaariana com aspectos comportamentais silvestres e
habitats ndo antropizados (BROWN et al.,, 2011; POWELL; TABACHNICK,

2013). No Quénia, as duas subespécies foram encontradas coexistindo
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(MCBRIDE et al., 2014) e populagbes africanas de Ae. ae. aegypti habitando
ambientes urbanos, mesmo assim classificadas no grupo de Ae. ae. formosus
(GLORIA-SORIA et al., 2016a).
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Figura 1.4: Diferengas na coloracdo entre a subespécie ancestral Ae. aegypti formosus
(esquerda) e a subespécie doméstica Ae. aegypti aegypti (direita). Fonte: McBride et al
(2014).

Ae. aegypti € um mosquito originario da Africa e foi primeiramente
descrito no Egito. A dispersao de Ae. aegypti para as Américas ocorreu por meio
de navios, onde as condi¢Oes de habitacdo humana foram determinantes para a
sua domesticacdo (POWELL; TABACHNICK, 2013). No Brasil, a introducéo de
Ae. aegypti ocorreu provavelmente durante o periodo colonial através do trafico
negreiro (CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Acredita-se que no
ano de 1685, Ae. aegypti ja estava estabelecido no pais devido a uma grande
epidemia de febre amarela no Recife, Pernambuco, dentre muitas outras que
aconteceram em todo territério nacional neste periodo (BRASIL, 1989).

Apesar de erradicado duas vezes no Brasil, Ae. aegypti teve sua re-
emergéncia por falhas na vigilancia entomolégica e crescimento urbano
acelerado (BRAGA; VALLE, 2007a), principalmente em decorréncia da
reinfestacdo a partir de regides geograficas de fronteiras onde o vetor nunca foi
erradicado (KOTSAKIOZI et al., 2017).



1.1.2 Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894)

Ae. albopictus (Figura 1.2C) € um mosquito nativo da Asia, também
conhecido como mosquito tigre. Desde a década de 1980, ultrapassa limites
globais de disperséo (GOMES et al., 1999), espalhando-se para, pelo menos, 28
paises incluindo o Brasil (BENEDICT et al., 2007).

Ae. albopictus € uma espécie que possui aspectos biologicos que
contribuem com sua rapida disseminacéo global: a forte plasticidade ecoldgica e
fisiologica. A plasticidade ecoldgica permite que Ae. albopictus se adapte
facilmente a novos ambientes, diferente dos quais naturalmente habitava, tanto
nas fases imaturas quanto adulta. Consequentemente, Ae. albopictus é
encontrado em ambientes urbanos e suburbanos, com grande concentracao
humana, capaz de realizar hematofagia em humanos e oviposicdo em
recipientes artificiais (PAUPY et al., 2009). A plasticidade fisiologica de Ae.
albopictus é detectada, por exemplo, pela sua capacidade de suportar condi¢cdes
climaticas adversas. Os ovos de Ae. albopictus sdo capazes de entrar em
dorméncia embrionéria (diapausa) para aguentar temperaturas baixas (= -5° C) e
climas secos (PAUPY et al., 2009). Biologicamente, isso se deve a lipogénese
larval, a capacidade de sintetizar uma grande quantidade de lipideos durante o
frio (BRIEGEL; TIMMERMANN, 2001). Além do mais, os ovos de Ae. albopictus
sdo resistentes a dessecacdo, assim como Ae. aegypti. A dispersdo de Ae.
albopictus pode ter sido favorecida pelo comércio internacional de pneus
usados (REITER; SPRENGER, 1987).

O mosquito Ae. albopictus vem se dispersando a partir do oeste do
Pacifico e Sudeste Asiatico para a Europa, Africa, Oriente Médio, norte e
América do Sul e Caribe (GRATZ, 2004; PAUPY et al., 2009), com maior
densidade ao sul da Europa, norte da China, sul do Brasil, norte dos Estados
Unidos e Japéo (Figura 1.5) (KRAEMER et al., 2015).

Foi pela primeira vez encontrado no Brasil nos Estados do Rio de Janeiro
e Minas Gerais, em 1986 (FORATTINI, 1986), possivelmente trazidos através do
comércio maritimo de minério de ferro oriundos do Japdo (CONSOLI E
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). No mesmo ano, Ae. albopictus foi

identificado no Estado de S&o Paulo, disseminando-se pela regido sudeste.
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Desde sua primeira detec¢cdo, Ae. albopictus vem sendo encontrado em varios
estados brasileiros. Todavia, nunca fora reportado nos Estados do Amapa, Acre
e Sergipe (PANCETTI et al., 2015).

Figura 1.5: Mapa de modelagem da provavel distribuicdo global de Ae. albopictus. O
mapa representa a probabilidade de ocorréncia de 0 (azul) para 1 (vermelho). Fonte:
Kraemer et al (2015).

Ae. albopictus € um mosquito adaptado ao convivio humano e periurbano,
com preferéncia pelas areas mais florestadas, rurais e semi-rurais (CONSOLI E
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Esse processo de adaptagdo de Ae.
albopictus foi devido a disponibilidade de depdsitos propiciados pelo homem, da
mesma forma que aconteceu com Ae. aegypti (BRAGA; VALLE, 2007a). Ae.
albopictus coloniza criadouros naturais e artificiais, com preferéncia pelos
criadouros naturais, por exemplo ocos de arvores, cascas de frutas, bromélias e
entrenés de bambu (HAWLEY, 1988). Ae. albopictus coexiste nos mesmos
recipientes artificiais que Ae. aegypti, vivendo em constante estresse competitivo
(CAMARA et al., 2016; LEISNHAM et al., 2009).

O mosquito Ae. albopictus tem habito diurno, zoofilico e exofagico,
apontado como uma espécie oportunista por alimentar-se em humanos e outros
mamiferos (caes, gatos e equinos), aves e répteis (HAWLEY, 1988; PAUPY et
al., 2009; SAVAGE et al., 1993), dependendo da disponibilidade de hospedeiros.

Esse ecleticismo alimentar faz com que o Ae. albopictus seja considerado
um potencial elo na cadeia de transmisséo viral entre animais e humanos e entre

animais selvagens e domeésticos (PAUPY et al., 2009).



1.2 Principais arbovirus transmitidos por Ae. aegypti e Ae.

albopictus

Arbovirus, do inglés arbovirus (Arthropod Borne Virus) s&o virus
transmitidos por diversas classes de animais do Filo Arthropoda, entre os quais,
0s mosquitos. Geralmente, os artropodes adquirem esses patdgenos apos a
ingestdo de sangue virémico durante a hematofagia, dando inicio a fase de
incubacdo extrinseca, com a infeccdo, replicagdo e disseminacdo do virus até
alcancar a saliva. A fase de incubacdo intrinseca acontece no corpo do
hospedeiro vertebrado, iniciada com a infeccdo, replicacdo e viremia
(FORRESTER; GOFFEY; WEAVER, 2014; KRAEMER; EBEL, 2003; LOPES;
NOZAWA,; LINHARES, 2014). O periodo de incubagdo extrinseca varia de
acordo com o arbovirus. Como exemplo, em Ae. aegypti, o virus da febre
amarela atinge a glandula salivar com 10 dias pés-infeccdo (dpi) (MCELROY et
al., 2008), o dengue leva de 7-9 dpi (ROHANI et al., 2009), o Zika de 7-14 dpi
(CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016) e, o mais breve, chikungunya com apenas 2
dpi (DUBRULLE et al., 2009).

Longos periodos de incubacéo viral extrinseco podem ser uma vantagem
para o controle vetorial, com a implementacdo de medidas de controle que
limitem a disseminacéo dos patégenos. Essa vantagem se da devido ao extenso
tempo de disseminacdo do virus pelo organismo do mosquito, antes que se
torne infectivo e capaz de transmitir o agente infeccioso (CHOUIN-CARNEIRO et
al., 2016).

Ae. aegypti € o principal vetor dos quatro sorotipos do dengue (DENV-1 -
DENV-4), do chikungunya (CHIKV), do Zika (ZIKV) e da febre amarela urbana
(FAU), no continente americano (WEAVER, 2014; YAKOB; WALKER, 2016). Os
arbovirus sédo também transmitidos por Ae. albopictus, no entanto, até o
momento, Ae. albopictus ndo foi incriminado como vetor primario no Brasil e
demais paises do continente americano (GRATZ, 2004; REITER, 2007,
SHROYER, 1990).

Ae. albopictus é vetor secundario de DENV e CHIKV em éareas de
coexisténcia com Ae. aegypti, em paises asiaticos e € Ae. albopictus quem

mantém os casos de dengue em areas rurais em paises da Asia (GRATZ, 2004;
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PAUPY et al.,, 2009). Em regides onde é encontrado isoladamente, Ae.
albopictus é considerado vetor primario de DENV. Provavelmente, foi o
responsavel por epidemias de dengue classica em diversos paises, por exemplo
Japéo, Taiwan, Illha La Reunion, China, Havai e paises da Europa (AMRAOUI;
FAILLOUX, 2016; LAMBRECHTS; SCOTT; GUBLER, 2010; PAUPY et al.,
2009). Nas epidemias de chikungunya ocorridas no ano de 2007 na ltalia, em
Camarbes e Gabdo em 2007 e no Congo em 2004, Ae. Albopictus foi
comprovadamente confirmado como vetor primario (ANGELINI et al., 2008;
LEROY et al., 2009; PASTORINO et al., 2004; PEYREFITTE et al., 2007). Todas
as grandes epidemias de dengue hemorragica ocorreram apenas em areas onde
Ae. aegypti € encontrado. Embora Ae. albopictus seja susceptivel ao dengue, a
susceptibilidade pode variar entre os sorotipos virais (LAMBRECHTS; SCOTT,
GUBLER, 2010). Quanto a competéncia vetorial em laboratério, Ae. albopictus é

considerado vetor para, pelo menos, 26 arbovirus (PAUPY et al., 2009).

1.2.1 Dengue

Entre as endemias tropicais, a dengue continua em destaque por ser a
arbovirose com maior prevaléncia e impacto epidemiol6gico no mundo. Mesmo
com um grande numero de casos subnotificados, a estimativa é de que 390
milhdes de pessoas sejam infectadas pelo dengue, por ano (BHATT et al., 2013;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

O virus dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus, familia
Flaviviridae, de RNA de cadeia simples com quatro sorotipos intimamente
relacionados: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, classificados de acordo
com critérios biologicos, imunoldgicos e filogenéticos (GUBLER, 1998).

Em 2013, um novo sorotipo (DENV-5) foi identificado a partir exames
soroldgicos coletados de um paciente hospitalizado no Estado de Sarawak,
Malasia. Primeiramente, foi considerado um caso de dengue silvestre de DENV-
4. No entanto, com analises de filogenia, confirmou-se a distingdo das outras
formas virais e que o novo virus é de fato um novo sorotipo e ndo uma variante
do DENV-4 (MUSTAFA et al., 2015).
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A dengue é caracterizada como uma doenca febril aguda exantematica,
infecciosa e sistémica (GUBLER, 1998; RENAULT; SOLET; SISSOKO, 2007). A
dengue é responséavel por altos indices de morbidade e letalidade, com grande
contribuicdo para a perda de anos saudaveis de vida no Brasil, afetando
principalmente as faixas etarias extremas (criangas < 1 ano e idosos = 65 anos)
(ARAUJO et al., 2017).

A dengue tem um amplo espectro de apresentacdes clinicas, muitas
vezes com evolucdo rapida e resultados clinicos imprevisiveis (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). As manifestacdes clinicas da dengue (Figura
1.6) podem variar entre: Dengue Classica, a forma mais branda; Dengue
Hemorragica, forma grave e pode ser fatal e; Sindrome do Choque do Dengue, a
forma mais severa e de curta duracdo. Para esta Ultima, o paciente pode ter
faléncia circulatéria sanguinea e falecer em 12-24 horas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

Dengue Cléassica Dengue Grave

Sem sinais
Critérios para Dengue - Sinais de Alerta Critérios para Dengue Grave

Caso provavel de dengue Sinais de alerta Extravazamento de plasma
+ Morar/viajar para areas endémicas « Dor abdominal + Chogue o
+ Ter febre e os seguintes sintomas: + Vomito persistente + Derrame e respiracao alterada

= Nauseas, vomito * Derame Hemorragia grave

+ Exantema « Letargia, inquietacao R

« Dores - Figado aumentado > 2 cm + Avaliacao clinica

+ Prova de laco positivo * Hematocrito aumentado Envolvimento de drgéios

- Leucopenia + Plaquetopenia ] )

« Qualqueroutro sinal de alerta + Figado, coracdo e outros

« Consciéncia prejudicada

Confirmagdo laboratorial Intervenco médica e
+ Importante quando ha sinais de observacao

extravasamento de plasma

Figura 1.6: Classificacdo dos tipos de dengue e niveis de gravidade, segundo 0s
sintomas clinicos. Fonte: WHO (2009) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009), com
adaptacoes.

Ja existe uma vacina contra a dengue, a Dengvaxia - Sanofi-Aventis®,

licenciada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), aprovada no
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Brasil em dezembro de 2015. A vacina é tetravalente recombinante, de virus
atenuado, e protege contra os quatro sorotipos de DENV. Apés a avaliacdo de
ensaios clinicos, no Brasil e nas Filipinas (Asia), a Organizacdo Mundial da
Saude - OMS alertou sobre o aumento do risco de dengue grave com a
aplicacdo da vacina e recomendou a vacinacdo para as pessoas que tiveram
contato com o virus anteriormente (BRASIL, 2017a; PANG et al., 2018).

No Brasil, as epidemias acontecem com a circulacdo simultanea dos
qguatro sorotipos virais do dengue (NOGUEIRA et al., 2008, 1993), sendo o Rio
de Janeiro um dos Estados que tem notificado o maior nUmero de casos de
dengue (XAVIER et al., 2017). Foi no Rio de Janeiro que houve a entrada e
disseminacao dos sorotipos DENV-1 (1986), DENV-2 (1990) e DENV-3 (2000)
(33, 34,35). A introducdo do DENV-4 ocorreu em Boa Vista (RR), Norte do Pais,
em 1982 (TEMPORAO et al., 2011).

Em 2015, foram registrados 1.649.008 casos de dengue no pais com 863
Obitos. Vale ressaltar que nesse mesmo ano houve o aparecimento de pacientes
infectados pelo virus Zika, com possiveis casos de diagnéstico errado pelo fato
da doenca apresentar sintomas similares a dengue (HADDOW et al., 2012). A
regido Sudeste foi a que notificou o maior nimero de casos (1.026.226) de
dengue em relacdo ao total do pais. No Estado do Rio de Janeiro foram
notificados 62.669 casos de dengue, 47 do tipo grave e 24 Obitos (BRASIL,
2016). Houve um aumento de 240% em 2015, considerando que em 2014 foram
registrados 572.308 casos da doenca (BRASIL, 2014a). O ano de 2016
continuou com muitos casos notificados (1.487.924 casos), com a regiao
Sudeste com o maior niumero de casos provaveis de dengue registrados
(855.425 casos) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Casos provaveis de dengue, por semana epidemiolégica de inicio de
sintomas no Brasil, nos anos de 2014, 2015 e 2016. Fonte: Brasil (2016) (BRASIL,
2016), com adaptacgoes.

Em 2017 foram registrados 251.711 casos de dengue, sendo a regiao
Nordeste com o maior nimero de casos notificados (86.110 casos) em relacdo
ao total do pais. Em 2018, até a semana epidemiol6gica (SE) 17 (abril do
corrente ano), foram registrados 42.329 casos confirmados de dengue, destes
87 foram casos grave e 41 mortes pela doenca. O Centro-Oeste € a regido que
vem apresentando o maior nimero de casos provaveis de dengue (40.806
casos), seguida do Sudeste (36.801 casos), Nordeste (21.267 casos), Norte
(8.915 casos) e Sul (2.502 casos) (BRASIL, 2018a) (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Casos provaveis de dengue, por semana epidemiolégica de inicio de
sintomas no Brasil, nos anos de 2016, 2017 e 2018. Fonte: Brasil (2018) (BRASIL,
2018a), com adaptacoes.

1.2.2 Chikungunya

A chikungunya é uma doenca febril aguda com sintomas similares aos da
dengue, porém associada a manifestacdes reumatolégicas. Geralmente, na
chikungunya as febres sdo acompanhadas por erupcfes cutaneas, cefaléia,
edema articular e conjuntivite. Todavia, 0 que caracteriza a chikungunya é a
poliartralgia, dores intensas e debilitantes nas articulagbes (CASTRO; LIMA;
NASCIMENTO, 2016; SCHILTE, 2013). Este nome, chikungunya, foi atribuido a
postura curvada dos pacientes por causa dos sintomas algicos, decorrente das
crises articulares e reumaticas (ROBINSON, 1955).

Um agravante da chikungunya é a prevaléncia de sintomas persistentes
no primeiro ano apés a manifestacdo clinica da doenca, com artralgia
intermitente, com recuperacdo e recidiva (CASTRO; LIMA; NASCIMENTO,
2016).

O virus (CHIKV) é do género Alphavirus, Familia Togaviridae, cujo
genoma € constituido por uma molécula de RNA de fita simples com
aproximadamente 11,8 kb (kilo bases). A partir de analises filogenéticas de

sequéncias virais, foram identificados trés gendtipos diferentes: o da Africa
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Ocidental, o do Leste/ Centro/ Sul Africano (ESCA) e o Asiatico (POWERS et al.,
2000).

No Brasil, as linhagens asiatica e ESCA circulam no pais (RENAULT;
SOLET; SISSOKO, 2007; TEIXEIRA et al., 2015), sendo a asiatica de maior
distribuicdo (LEPARC-GOFFART et al.,, 2014). Na epidemia de 2014-2015 no
Rio de Janeiro, foi confirmado que o gendtipo circulante de CHIKV era o asiatico,
a partir de andlises filogenéticas em amostras de casos importados do Caribe
(RENAULT; SOLET; SISSOKO, 2007). Com amostras obtidas durante a
epidemia de 2016 (TMA et al., 2018) foi confirmado a circulacdo do gendtipo
ECSA.

O virus CHIKV foi isolado pela primeira vez na Tanzania, Africa, em 1952-
1953. Em seguida, o arbovirus se espalhou pelos paises da Africa e da Asia,
causando epidemias durante a década de 1960 (PIALOUX et al., 2017). A partir
de 2004, paises da Europa Mediterranea, Africa Central e Asia foram
acometidas por uma pandemia de chikungunya (AMRAQOUI; FAILLOUX, 2016;
POWERS; LOGUE, 2007). Em 2006, um terco da populagdo da llha La Réunion,
Franca, foi infectada pelo virus CHIKV, causando 237 mortes (RENAULT; SOLET,
SISSOKO, 2007).

Em 2013, houve o primeiro caso autoctone de CHIKV nas Américas,
registrado no Caribe. A partir dai, com a presenca de vetores competentes e 0
intenso fluxo de pessoas em viremia, o virus se disseminou pelo continente
Americano, pelos paises da América do Sul como Argentina, Coldmbia, Bolivia,
Venezuela e Brasil, cujos primeiros casos importados foram registrados a partir
de junho de 2014 (CARBAJO; VEZZANI, 2015).

O CHIKV transmitido entre humanos pelos vetores Ae. aegypti e Ae.
albopictus. Apesar de Ae. aegypti ter se destacado como o principal vetor para o
ciclo urbano do CHIKV, Ae. albopictus também demonstrou alta competéncia
vetorial para a transmissdo do CHIKV por apresentar uma substituicdo de
aminoéacido alanina por uma valina - A226V - na glicoproteina do envelope E1,
presente no gendtipo ECSA (E1-Ala226Val) (SCHUFFENECKER et al., 2006). A
mutacéo, aumenta a infectividade no intestino médio do mosquito, além de estar
associada a uma disseminagao viral mais eficiente do intestino médio para

orgaos secundarios, até as glandulas salivares (TSETSARKIN et al., 2007). Essa

16



adaptacdo do CHIKV para Ae. albopictus provavelmente contribuiu para sua
rapida disseminacao pelos continentes (MORRISON, 2014).

Em muitas epidemias ocorridas pelo mundo, Ae. aegypti foi considerado o
vetor primério na transmissédo de CHIKV, sobretudo quando a linhagem asiética
circulante era predominante, com a auséncia da substituicdo E1-A226V
(POWERS; LOGUE, 2007). Ademais, as cepas asiaticas do CHIKV séo limitadas
em sua capacidade de se adaptar a Ae. albopictus, por ndo apresentarem a
mutacdo (TSETSARKIN et al., 2011). Essa mutacdo foi detectada durante o
surto ocorrido em La Réunion, levando a considerar o Ae. albopictus como o
principal vetor, desempenhando um papel importante nestes e em outras
epidemias na regido do Oceano indico e Europa (TSETSARKIN et al., 2007).

Dos casos recentes registrados de febre chikungunya no pais em 2016,
foram notificados 277.882 casos provaveis. No ano seguinte, em 2017, o total de
casos provaveis foi de 185.854, sendo a regido Nordeste com o maior numero
de casos provaveis (142.006 casos) em relacdo ao total do pais. Até a SE 25
(més de junho) deste ano, 2018, foram registrados 53.089 casos provaveis da
doenca, com 11 ébitos confirmados em laboratoério. A regido Sudeste é a que
tem mais apresentado numero de casos provaveis de chikungunya (28.722
casos) em relacdo ao total do pais. Logo apdés vem as regides Centro-Oeste
(13.169 casos), Nordeste (6.876 casos), Norte (4.087 casos) e Sul (235 casos)
(BRASIL, 2018a) (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Casos provaveis de chikungunya, por semana epidemiolégica de inicio de
sintomas no Brasil, nos anos de 2016, 2017 e 2018. Fonte: Brasil (2018) (BRASIL,
2018a), com adaptacoes.

1.2.3 Zika

Desde 2015, a Zika tem sido considerado de relevancia na saude publica
brasileira, pois um aumento no nimero de casos de microcefalia em fetos e
recém-nascidos foi detectado no pais, durante uma epidemia da doenca
(SCHULER-FACCINI et al., 2016). Os primeiros casos de Zika aconteceram no
Nordeste brasileiro, com transmissdo autoctone iniciada na Bahia (abril/ 2015),
seguida de Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro e S&do Paulo
(BRASIL, 2015). Rapidamente, o virus se espalhou para o resto do pais e para
0s paises vizinhos. Foi nessa mesma regido, Nordeste, que houve mais casos
notificados de infecgéo pelo arbovirus e de microcefalia em bebés, confirmados
no territorio nacional (BRASIL, 2017b; FARIA et al., 2017).

A Zika é caracterizada como uma doenca febril exantematica aguda,
benigna, diferenciada da dengue por apresentar exantema maculopapular
pruriginoso e hiperemia conjuntival (SHUAIB et al., 2016; WANG; WANG; AN,
2016).
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Além da microcefalia, uma série de malformacbes congénitas
(morfologicas e fisiolégicas) que podem afetar o desenvolvimento do recém-
nascido ja foram relatadas, por ex.: anomalias cerebrais, desproporcao
craniofacial, artrogripose (malformacé&o das articulacées causado por contraturas
musculares), convulsdes, irritabilidade e anormalidades auditivas e oculares, o
gue levou ao conjunto de sintomas observados em bebés que foram expostos
ao virus Zika ainda no Utero materno, sendo chamado de Sindrome Congénita
do Zika (SCZ) (MOORE et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017; SHUAIB et al., 2016)
(Figura 1.10).

Figura 1.10: Exemplos de malformacdes decorrentes da Sindrome Congénita do Zika.
(A, B) Neonatos com malformagdes craniofaciais e microcefalia; (C) Natimorto com
microcefalia e contraturas de membros superiores e inferiores: artrogripose. Fonte das
imagens: (MARTINES et al., 2016; MOORE et al., 2017).

Além desse agravo, houve um aumento nos casos de pacientes com
disturbios neuroldgicos caracteristicos de Sindrome de Guillain-Barré (SGB),
notificados apds o desenvolvimento do quadro clinico da infecgdo por ZIKV,
desde o final de 2013, na Polinésia Francesa (CAO-LORMEAU et al., 2016). Em
julho de 2015, os primeiros casos de SGB foram sinalizados no Brasil (DE
ARAUJO et al., 2016).

O virus do Zika (ZIKAV) é classificado no género Flavivirus, Familia
Flaviviridae, composto por RNA de cadeia Unica, com um genoma de 10,7
kb com trés linhagens principais: leste-africana, oeste-africana ou asiatica (FAYE
et al., 2014; MUSO; GUBLER, 2014). A partir de analises filogenéticas da regido
codificadora do ZIKV, coletadas durante a epidemia de 2015, Faria et al (2017)

identificaram que a linhagem de ZIKV circulante no Brasil é do gendtipo asiatico,
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gue compartilham um ancestral comum com a cepa que circulou na Polinésia
Francesa, em novembro de 2013.

Foi identificado pela primeira vez na floresta Zika em Uganda, Africa, em
1947, isolado de macacos Rhesus utilizados como sentinelas durante a
vigilancia de febre amarela silvestre. Em humanos, foi relatado previamente em
1954 na Nigéria e isolado em Ae. aegypti na Maldsia em 1969 pela primeira vez
(MUSO; GUBLER, 2014). No Brasil, a entrada do ZIKV foi primeiramente
relacionada a Copa do Mundo de 2014 (ZANLUCA et al., 2015). Em seguida, a
versao foi que a entrada do ZIKV tenha sido através do Campeonato Mundial de
Canoagem de Primavera em 2014, realizada no Rio de Janeiro (MUSSO, 2015),
onde muitos atletas polinésios participaram. No entanto, Massad et al. (2017)
concluiram que o ZIKV foi provavelmente introduzido e estabelecido no Brasil
antes dos dois eventos esportivos descritos acima, através de pessoas que
chegaram infectadas da Polinéisa Francesa, entre outubro de 2013 e marco de
2014.

No Rio de Janeiro, 0s casos iniciaram-se entre janeiro de 2015, com pico
de transmissdo em maio do mesmo ano (BRASIL, 2016). Em 2016, foram
registrados 216.207 casos de Zika em todo Pais com oito falecimentos, sendo
quatro no Rio de Janeiro (BRASIL, 2017b). Em 2017 foram notificados 17.594
casos da doenca, com uma morte no estado de Rondbnia. Até a SE 25 de 2018
foram registrados 5.401 casos provaveis e dois 6bitos nos Estados de Alagoas e
Paraiba. O Sudeste tem apresentado o maior nimero de casos provaveis (2.049
casos), seguido do Nordeste (1.287 casos), Centro-Oeste (1.266 casos), Norte
(768 casos) e Sul (31 casos) (BRASIL, 2018a) (Figura 1.11).
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Figura 1.11: Casos provaveis de Zika, por semana epidemioldgica de inicio de

sintomas no Brasil, nos anos de 2016, 2017 e 2018. Fonte: (BRASIL, 2018a), com
adaptacoes.

No Brasil, 0 ZIKV tem como principal vetor Ae. aegypti. No entanto, foram
detectados RNA do ZIKV em mosquitos adultos de Ae. albopictus na Bahia
(CHELSEA et al., 2017).

Apesar de suscetiveis a infeccao pelo ZIKV, Ae. aegypti e Ae. albopictus
apresentam competéncia vetorial diferentes para ZIKV, sendo o Ae. aegypti mais
competente que Ae. albopictus, em diferentes populacbes dos mosquitos
avaliadas (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016; LIU et al., 2017; RYCKEBUSCH et
al., 2017). A elevada transmissao de ZIKV no Brasil pode ser devido ao grande
numero de pessoas suscetiveis ao virus (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016).

1.2.4 Febre Amarela

A febre amarela (FA) é uma doenca infecciosa aguda e febril (HERVE et
al., 1986), associada a ictericia. Pode se manifestar de forma leve e grave.
Cerca de 50% dos casos evoluem para as formas graves, com sindromes de

faléncia hepatica e renal (BONALDO et al., 2017; BRYANT; HOLMES;
BARRETT, 2007).
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O virus da febre amarela (YFV) €& do género Flavivirus, Familia
Flaviviridae, derivado de Flavus que significa amarelo, em latim. O YFV
composto por RNA de aproximadamente 11 kb. Estudos filogenéticos tém
evidenciado sete genétipos do YFV, sendo cinco na Africa e dois nas Américas,
classificados em América do Sul | e Il (BONALDO et al., 2017). Acredita-se que
0s genotipos americanos do YFV séo derivados de um ancestral de linhagem da
Africa Ocidental, que divergiram na época do trafico de escravos (BRYANT;
HOLMES; BARRETT, 2007).

A FA tem dois ciclos epidemiologicos: o urbano e silvestre, como ilustrado
na Figura 1.12, com 0s mesmos aspectos etioldgico, clinico, imunolégico e
fisiopatologico, em ambos os ciclos (CAVALCANTE et al., 2017), mas diferente
guanto a natureza dos mosquitos transmissores e dos hospedeiros vertebrados.
No ciclo urbano, a FA é classificada como antroponose, pois o hospedeiro
amplificador do virus € o proprio homem. O principal vetor da FA nas Américas e
Africa é o Ae. aegypti. J& no ciclo silvestre, a FA é classificada como zoonose,
sendo o macaco o hospedeiro amplificador do virus. Os vetores da FA silvestre
sdo mosquitos de floresta dos géneros Haemagogus e Sabethes nas Américas

e, Aedes na Africa (HERVE et al., 1986).
aemagogus
Sabethes \ ﬂ

Homem

Ciclo silvestre

Aedes aegypt

Ciclo urbano

Figura 1.12: Ciclo urbano e silvestre da Febre Amarela Fonte: Portal Saude do
Ministério da Saude (BRASIL, 2017c).
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Casos de FA urbana ndo séo reportados no pais desde 1942, sendo 0s
ultimos casos reportados no Acre e no Rio de Janeiro, em 1928-1929. Isso foi
devido & vacinacao extensiva contra o virus em areas de risco, produzida pelo
Instituto Oswaldo Cruz — IOC/Fiocruz no Rio de Janeiro desde 1937. A estratégia
nacional de controle da febre amarela tem sido a vacinacdo em massa de
pessoas que vivem em areas onde o virus circula (MASSAD et al.,, 2005). A
partir de 1994, a vacina foi integrada ao calendario béasico de vacinacédo publica,
pelo Ministério da Saude e a partir de 2018 é dada em todo pais (BRASIL,
2018b).

No entanto, o Brasil ndo esta totalmente livre do virus YFV. Ocorréncias
do ciclo silvestre de febre amarela acontecem, mesmo com poucos casos
notificados, nas regibes antes classificadas como endémicas (Norte, Centro-
Oeste e Maranhdo, no Nordeste) e, nos Estados classificados como areas de
epizootias (parte do Piaui, Bahia, Minas Gerais, Sao Paulo e Parana). Nos
demais Estados brasileiros e na outra parte dos Estados citados como areas de
epizootias, eram considerados regides indenes de febre amarela (COUTO-LIMA
et al., 2017; VASCONCELOQOS, 2002). Os surtos de epizootias de febre amarela
aconteciam com intervalo de cinco a sete anos, tempo provavel para o
surgimento de novas geracdes de simios susceptiveis (VASCONCELOS, 2010).

Desde o final dos anos 1990, o virus YFV se espalhou, atingindo as
regides Sudeste e Sul do pais. Esse fato foi preocupante, tendo em vista a baixa
cobertura de pessoas vacinadas contra o virus YFV nas areas indenes de febre
amarela (BRASIL, 2015) o que poderia favorecer o risco da reurbanizacdo da FA
no Brasil. Além do mais, as cidades brasileiras estdo altamente infestadas pelo
vetor urbano, o Ae. aegypti, e também por Ae. albopictus, susceptivel ao virus
YFV. Portanto, Ae. albopictus € considerado um possivel elo entre o ciclo
silvestre e 0 meio urbano (VASCONCELOQOS, 2002).

Entre os anos 2000 e 2010, a FA teve sua re-emergéncia em regides
brasileiras antes consideradas livres do virus por décadas, fora da area de
transicdo endémica do virus, como na regido Amazonica, por exemplo. Com
isso, localidades onde a vacinacdo néo era preconizada foram incluidas no
mapa de risco da FA, revisado a partir de 2010 (ROMANO et al., 2011).

23



Recentemente, desde o final de 2016, o Brasil vive um dos maiores surtos
de FA silvestre da sua historia, com ocorréncia de casos fatais de macacos e
humanos. Os Estados mais afetados foram da regido Sudeste, como Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo (CAVALCANTE et al., 2017),
zonas anteriormente consideradas livres do virus YFV por mais de 70 anos
(COUTO-LIMA et al., 2017).

Segundo o monitoramento epidemioldgico da FA no Brasil, até junho de
2018 foram notificados 3.073 casos de epizootias em primatas nao-humanos,
sendo o Estado de Sdo Paulo com o maior niumero de casos registrados,
seguido de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Mato Grosso (BRASIL, 2018c).

Segundo o Ministério da Saude (Fev/2018), de julho de 2016 até
fevereiro de 2017, foram notificados 509 casos confirmados de FA e 159 dbitos
no Brasil (BRASIL, 2017c). No Estado do Rio de Janeiro, de mar¢o a dezembro
de 2017, 27 casos de FA confirmados, sendo nove 6bitos (BRASIL, 2018d). E,
de julho de 2017 a fevereiro deste ano, 2018, foram confirmados 353 casos e 98
Obitos (BRASIL, 2018a), sendo o municipio de Angra dos Reis com o maior
numero de casos notificados (57) e mortes (12), seguido de Valenca (40 casos e
seis 6bitos) e Teresopolis (23 casos e oito Obitos), segundo a Subsecretaria de
Vigilancia em Saude da Secretaria de Estado de Saude (GOVERNO DO RIO DE
JANEIRO, 2018a).

Diante disso, para reduzir o risco de reurbanizacao da FA, desde abril de
2017 a vacina tem sido recomendada em todos os 92 municipios do Estado
(GOVERNO DO RIO DE JANEIRO, 2018b).

1.3 Vigilancia entomoldgica e controle vetorial

A vigilancia entomoldgica constitui um fator indispenséavel para o controle
das doencgas causadas pelos patdgenos transmitidos por vetores. Para tanto, é
importante, entre outros, o conhecimento das densidades populacionais do vetor
(espacial e temporal) para mensurar seu grau de infestacdo e quantificar os

componentes da cadeia de transmissao da doenca (GOMES, 2002).
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As acles de controle ao Ae. aegypti no Brasil remontam ao inicio do
século XX, devido as grandes epidemias de febre amarela urbana que
aconteciam naquele momento. Entre as décadas de 1930 e 1940, varias
campanhas de erradicacdo de Ae. aegypti nas Américas foram realizadas. Em
1955, o Ae. aegypti foi considerado erradicado no Brasil. Contudo, com a
descontinuidade das ac¢Oes de vigilancia e controle entomoldgico, em 1967 foi
confirmada a reintroducéo do Ae. aegypti no pais. Novamente, em 1973, o Ae.
aegypti foi considerado erradicado, porém a mesma falha na vigilancia
epidemioldgica resultou em sua reinfestacdo apenas trés anos depois, em 1976
(BRAGA; VALLE, 2007a).

Desde entdo, grandes campanhas de salde publica buscam minimizar as
enfermidades relacionadas a esse vetor, as quais atualmente envolvem varios
arbovirus, como DENV, ZIKV, CHIKV e YFV.

Ja em 1996, o Ministério da Saude implementou o Plano de Erradicacéo
do Aedes aegypti (PEAa) devido a ocorréncia de casos graves de dengue
hemorragica. Foi um programa estratificado em diversos segmentos,
relacionados a vigilancia epidemiolégica, saneamento, suporte laboratorial e
treinamento de pessoas. Pelo insucesso no controle da infestacdo e no controle
de casos de dengue, em 2001 foi implantado o Plano de Intensificacdo das
Acdes de Controle da Dengue (PIACD), institucionalizado pelo Ministério da
Saude, em parceria com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS). Ao
mesmo tempo, a meta de erradicacdo do vetor Ae. aegypti ja estava sendo
abandonada, direcionando o foco para o controle do mosquito. O plano teve trés
pressupostos principais: universalidade regional, sincronicidade e continuidade
das ac¢les, as quais ja haviam sido desenvolvidas anteriormente. O objetivo foi
focalizar nos municipios prioritarios, com maior transmissdo do virus, com
populacdo = 50 mil habitantes e aqueles considerados receptivos a introducao
de novos sorotipos de dengue.

Em 2002, uma nova versdo do programa, em um ambito federal, foi
instituida como Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), ainda
vigente. O objetivo principal do PNCD foi centralizado em trés componentes
fundamentais: 1) reducéo da infestacdo de Ae. aegypti; 2) reducdo da incidéncia

da dengue e 3) reducao da letalidade por dengue hemorragica (BRASIL, 2002).
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O PNCD continuou com o foco nos municipios prioritarios, visando a
melhoria de alguns aspectos na estrutura do controle vetorial brasileiro, como: a)
elaboracdo de programas permanentes e executados de forma continuada; b)
producdo de campanhas de informacdo e mobilizacdo da populacdo; c)
fortalecimento da vigilancia epidemiologica e entomoldgica para melhorar a
deteccéo precoce de surtos da doenca; d) melhoria da qualidade do trabalho de
campo de combate ao vetor; e) integracdo das acdes de controle da dengue na
atencdo baésica; f) utilizacdo de instrumentos legais que facilitem o trabalho do
poder publico na eliminacdo de criadouros em imoveis abandonados e, Q)
desenvolvimento de instrumentos mais eficazes de acompanhamento e
supervisdo das acdes desenvolvidas pelo Ministério da Saude, estados e
municipios (BRASIL, 2002).

Para monitorar a densidade de Ae. aegypti, 0 PNCD recomenda a visita
domiciliar “casa a casa” para a pesquisa larvaria, que consiste na inspecao de
depodsitos, os quais sdo potenciais criadouros de reproducdo do vetor. Os
depdsitos positivos para formas imaturas de Ae. aegypti recebem o tratamento
indicado conforme sua classificacdo, podendo ser por controle fisico, bioldgico
ou quimico com larvicida, como explicado mais a seguir.

As atividades de vistoria dos domicilios sdo realizadas por Agentes de
Vigilancia em Saude (AVS) que, em cada imdvel vistoriado, identificam os
depositos positivos para larvas de Aedes e coletam as amostras para
posteriormente identifica-las. indices entomoldgicos, como indices de infestacéo
predial (1IP), indices de Breteau (IB) e indice de tipos de recipientes (ITR) sédo
calculados a partir dos dados coletados em campo para estimar o grau de
infestacdo das formas imaturas e os tipos de recipiente prevalentes. O IIP
corresponde ao percentual de imoOveis positivos para larvas de Ae. aegypti entre
os domicilios examinados. O IB estabelece a relagdo entre recipientes positivos
e imoveis vistoriados, sendo quantificado pela quantidade total de recipientes
contendo larvas de Ae. aegypti em cada 100 imdveis e o ITR indica a propor¢cao
de recipientes positivos por tipo de criadouro (BRASIL, 2009).

Esses indices sédo utilizados como indicadores entomoldgicos no
Levantamento de Indice Répido para Aedes aegypti (LIRAa). As areas

vistoriadas sao escolhidas aleatoriamente por sorteio de quarteirdo e o ciclo
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dessas acdes acontece bimestralmente. A avaliacdo é baseada no IIP, cuja
classificacdo é IIP <1% - baixo ou satisfatério, 1 < lIP £ 3.9% - estagio de alerta
e lIP >3.9% - considerado situacdo de risco para epidemia de arboviroses
(BRASIL, 2009). O levantamento na maioria dos municipios brasileiros e no Rio
de Janeiro € realizado a cada trés meses, totalizando quatro LIRAa anuais. No
municipio, o monitoramento do vetor é também realizado com o auxilio de
armadilhas para ovos (ovitrampas), as quais tem sido caracterizada como a
alternativa mais sensivel e econdbmica no monitoramento de Aedes, em relacao
a pesquisa larvaria e a pesquisa com armadilhas para adultos (BRAGA et al.,
2000; CODECO et al., 2015; HONORIO et al., 2009a).

O PNCD preconiza o controle integrado, uma estratégia combinada de
metodologias, com o intuito de melhorar a eficacia, o custo-beneficio e a
integridade ecoldgica no processo de controle dos vetores. A abordagem deve
ser utilizada de forma racional e prética, para ser também adotada pelas
comunidades (BRASIL, 2009; DONALISIO; GLASSER, 2002). Este tipo de
controle visa principalmente a utilizacdo de medidas de educacdo sanitaria e
manejo ambiental, incluindo a mobilizagdo dos moradores.

As medidas de controle vetorial podem ser direcionadas contra as formas

imaturas e/ou adultas, cujos métodos podem ser classificados em:

1.3.1 Controle fisico

E também chamado de controle mecanico, € o mais indicado e eficiente
dentre os demais tipos de controle, pois se trata de identificar e eliminar os
possiveis criadouros dos mosquitos, evitando assim a continuidade do ciclo de
vida.

O controle mecanico € baseado em intervencdes diretas de acordo com a
classificacdo dos depositos positivos ou que podem ainda tornar-se positivos
para larvas de Aedes. Essas intervencdes sdo baseadas nas Diretrizes
Nacionais para a Prevencdo e Controle de Epidemias de Dengue (BRASIL,
2009), com o objetivo de priorizar a eliminacdo do reservatério, usando o
larvicida s6 em situacdes que a eliminacdo ndo é possivel. Os métodos de

controle mecanico utilizados sao: eliminacédo e/ ou destinacdo adequada dos
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depdsitos (ex. lixos e pneus), colocacdo de areia (ex. vasos de plantas),
colocacado de telas (ex. caixas d’agua, ralos, portas e janelas), drenagem de
agua acumulada (ex. calhas). Quando se trata de criadouros naturais, a acao
preconizada é a remoc¢ao desses criadouros, se possivel (BRASIL, 2009; ZARA
et al., 2016).

O controle mecanico é considerado a melhor op¢cdo em longo prazo e
requer a participagcdo da populagdo, pois sendo realizada continuadamente,
reduz ou torna desnecesséario o uso de outros métodos de controle (BRAGA;
VALLE, 2007b).

1.3.2Controle biolégico

O controle biolégico € o conjunto de medidas que utiliza outros
organismos para controlar e/ ou reduzir as populacdes de vetores. O controle
biolégico e o controle fisico sdo os mais indicados pois evitam 0 UusoO
indiscriminado de inseticidas.

O controle biolégico baseia-se na utilizacdo de predadores naturais ou
patégenos diretamente nas formas imaturas do mosquito. Os predadores podem
ser invertebrados aquéticos e peixes, como alguns exemplos a seguir:

a) Toxorhynchites (Culicidae): um género de mosquito né&o
hematofago, que coexiste e compartiha o mesmo habitat no ecossistema
aquatico de Aedes As larvas de Aedes sao rapidamente predadas na superficie
ou no fundo do recipiente (COLLINS; BLACKWELL, 2014);

b) Copépodos, ordem Cyclopoida: o género que se destaca €
Mesocyclops. Sdo crustaceos que se alimentam das larvas recém-eclodidas de
mosquitos. Os copépodos tém potencial operacional facil e barato, de producéo
em massa e no mesmo reservatorio que as larvas de Aedes (MARTEN; REID,
2007);

C) Peixes larvéfagos: Gambusia affinis e Poecilia reticulata
(popularmente conhecido por “barrigudinhos”) séo as espécies mais utilizadas no
controle de mosquitos (BRAGA; VALLE, 2007b). Ambas espécies, Gambusia
affinis e Poecilia reticulata, séo da Familia Poeciliidae e s&o faceis de criar, visto

gue vivem em tanques de agua com pouca oxigenacdo. Sao0 peixes vorazes,
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pois engolem rapidamente as larvas de mosquito em qualquer estadio. G. affinis
€ 0 mais voraz, pois consume de 100 a 300 larvas/dia, enquanto P. reticulata
consome de 80 a 100 larvas/dia (SARWAR, 2015). Um peixe bastante popular, o
“‘Beta” (Betta splendens) tem se mostrado adequado para o controle bioldgico de
larvas de Ae. aegypti, até mesmo em grandes recipientes de agua (LIMA; GO,
2010).

Como medidas de controle biolégico, também é utilizado moléculas e
micro-organismos para a eliminacdo e controle de larvas de Ae. aegypti, como
abaixo:

d) Bti: Bactérias entomopatogénicas como Bacillus thuringiensis var
israelensis (Bti) ainda sdo usado no controle de Ae. aegypti e foram introduzidas
pelo Ministério da Saude em algumas localidades que apresentavam resisténcia
ao temephos, como no Estado do Rio de Janeiro, desde 2001 (LIMA; MELO;
VALLE, 2005). A bactéria produz cristais paraesporais compostas por protoxinas
(proteinas da familia Cry e Cyt, também chamadas de &-endotoxinas) durante a
fase de esporulacdo (SCHNEPF et al., 1998). Apés ingestéo e solubilizacao dos
cristais em meio alcalino no intestino das larvas, ocorre ativacao proteolitica das
protoxinas em toxinas, as quais sao hidrolisadas por proteases intestinais,
levando a degradacdo do intestino e a morte do mosquito (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007; LACEY, 2007). Apesar de eficiente no combate as larvas de
Ae. aegypti, o efeito residual das formulagBes de Bti é muito baixo, variando
entre 2 a 4 semanas, necessitando ser reaplicado, o que limita seu uso em
campo (BOYCE et al., 2013; LIMA; MELO; VALLE, 2005);

e) Espinosinas: O biolarvicida spinosad é atualmente uma alternativa
preconizada pelo Ministério da Satde para o controle de larvas de Ae. aegypti. E
produzido durante a fermentagdo aerobica de um actinomiceto de solo,
Sacharopolyspora spinosa (MERTZ; YAO, 2018). No total, sdo produzidas nove
spinosinas (A-H e J), porém as que possuem maior atividade inseticida sdo as A
e D. Este inseticida atua primariamente nos receptores nicotinicos de acetilcolina
e, secundariamente, nos receptores do acido y-aminobutirico (GABA) (PEREZ et
al., 2007);
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f) Fungos entomopatogénicos: Lagenidium giganteum e Metarhizium
anisopliae sé@o as principais espécies de fungos utilizadas no controle de larvas
de Ae. aegypti. L. giganteum é o Unico fungo que é produzido comercialmente
como agente de controle de mosquitos, pois uma Unica aplicacdo é necesséria
por estacdo, ou seja, seu efeito residual é prolongado. Ha indicios de que os
o0sporos (esporos sexuados) podem hibernar, iniciando as epizootias na
estacdo seguinte. O uso de L. giganteum chega a ser 100% eficaz quando as
larvas sdo muito jovens (SCHOLTE et al., 2004). M. anisopliae tem algumas
cepas muito virulentas contra larvas de mosquito. As toxinas causam
degeneracéao dos tecidos, desidratacdo das células por perda de fluidos e morte
das larvas. Se as condi¢cdes forem apropriadas, os conidi6foros (corpo
vegetativo do fungo) crescem através da cuticula e cobrem todo o corpo da
larva. Também sdo capazes de penetrar no sifdo respiratorio, bloqueando a
repiracdo e, consequentemente, levando a morte da larva (SCHOLTE et al.,
2004).

0) Wolbachia: Bactérias do género Wolbachia, da Ordem
Rickettsiales, sdo organismos gram-negativos, endossimbiontes intracelulares
(WERREN; BALDO; CLARK, 2008), naturalmente encontrados em cerca de 60%
dos insetos terrestres e 52% dos insetos aquaticos (HILGENBOECKER et al.,
2008; SAZAMA et al., 2017). Wolbachia pipientis foi pela primeira vez observada
naturalmente nos tecidos reprodutivos do mosquito Culex pipiens. A partir de
cruzamentos entre mosquitos infectados com Wolbachia e os nao infectados,
descobriu-se o fator de incompatibilidade, herdado através das fémeas dos
mosquitos, chamada de incompatibilidade citoplasmética (IC). As fémeas com
Wolbachia, independente de cruzar com machos infectados com Wolbachia ou
nao infectados, sempre geram descendentes com a bactéria. E, quando as
fémeas sem Wolbachia se acasalam com machos com a Wolbachia, os 6vulos
fertilizados morrem, nédo gerando descendentes (SINKINS, 2004). Em Ae.
aegypti, a Wolbachia ndo é encontrada naturalmente infectando o vetor. No
entanto, cepas da bactéria como por exemplo as cepas wMelPop e wMel
(originarias e isoladas da mosca Drosophila melanogaster), séo introduzidas em
Ae. aegypti por transinfeccdo, com o intuito de ser utilizada no controle dos

arbovirus, interferindo no desenvolvimento e na disseminagdo dos arbovirus
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DENV, CHIKV, YFV e ZIKV no hospedeiro vetor (DUTRA et al., 2016a; HURK et
al.,, 2012; MOREIRA et al., 2009). Em contrapartida, algumas cepas de
Wolbachia comprometem o fithess do mosquito (DUTRA et al., 2016b; YEAP et
al.,, 2014). No Brasil e em varios outros paises, o uso de Wolbachia como
controle de arbovirus é realizada de modo autossustentavel, projeto integrado no
programa “Eliminar a Dengue” — Eliminate dengue: our challenge (WORLD
MOSQUITO PROGRAM, 2018). Essa estratégia € realizada pela substituicdo da
populacdo natural de Ae. aegypti pela populacdo do vetor infectado com
Wolbachia. A substituicAo ocorre através da liberacdo de mosquitos adultos
fémeas e machos em campo, mediante a transmissao da bactéria pela fémea de
Ae. aegypti para a prole, de acordo com a vantagem reprodutiva de
incompatibilidade citoplasmatica. Por esse motivo, o método torna-se
autossustentavel, uma vez que naturalmente a Wolbachia vai se perpetuar nas
geracOes futuras dos mosquitos (GARCIA et al., 2016; HOFFMANN et al., 2011).

1.3.3Controle quimico

A base do controle quimico de vetores é por meio de inseticidas, de
origem organica e inorganica, os quais podem ser utilizados tanto nas formas
imaturas quanto nos mosquitos adultos. O Brasil tem destaque como um dos
maiores consumidores de inseticidas, principalmente na agricultura (PIGNATI et
al., 2017; RIGOTTO; ROCHA; ROCHA, 2014). Ha varias décadas, o controle
guimico tem sido a estratégia mais empregada para suprimir populacdes de
vetores durante campanhas de saude publica contra doencas como dengue,
malaria, leishmaniose e doenga de Chagas (VAN DEN BERG et al., 2012).

Os inseticidas sao classificados de acordo com o grupo quimico ao qual
pertencem, como organoclorados (OC), carbamatos (CA), organofosforados
(OP) e piretroides (PI) e de acordo com o modo de agao no organismo do inseto.
Sé&o ainda classificados como: de primeira geracdo, compostos que atuam no
aparelho digestivo, como por exemplo o arsénico; de segunda geracao,
inseticidas de contato, como por exemplo 0s neurotoxicos e, de terceira geragao,
compostos de acao fisiologica, como por exemplo reguladores de crescimento
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).
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O uso de inseticidas no controle quimico de pragas € secular. Existe
datacdes de até 1000 a.C., da utilizacdo de produtos quimicos naturais na luta
contra insetos. No decorrer da histéria da humanidade, outros compostos
naturais foram surgindo, como arsénio, arseniato de chumbo, verde-paris, entre
outros (OBEREMOK et al., 2015).

Em 1874, o quimico austriaco Othmar Tseidle sintetizou pela primeira vez
o0 inseticida quimico mais reconhecido no controle de pragas e extremamente
eficiente, o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano). Porém, suas propriedades e
eficiéncia s6 foram reconhecidas em 1939, pelo quimico suico Paul Muller. Em
1948, Paul Muller ganhou o Prémio Nobel de Medicina “pela descoberta da alta
eficiéncia do DDT como veneno de contato” (DAVIES et al., 2007; OBEREMOK
et al., 2015).

O DDT foi amplamente utilizado durante a Segunda Guerra Mundial, para
combater a tifo transmitida por piolhos e a malaria transmitida pelo Anopheles.
Foi um periodo conhecido como “era quimica”, marcante e inovadora, dando
inicio ao emprego de inseticidas sintéticos organicos (WARE; WHITACRE, 2004;
ZUBRIN, 2012). O DDT é um inseticida neurotoxico, da classe dos
organoclorados que contém cloro em sua composicdo, caracterizado pela sua
alta persisténcia e estabilidade no ambiente, o que favoreceu seu uso por muitos
anos (ROZENDAAL, 1997). No Brasil, o DDT foi usado intensivamente durante
os anos de 1960 no controle de vetores como o Aedes, Anopheles e Lutzomyia
(flebotomineos transmissores de Leishmania causadores de leishmaniose)
(OLIVEIRA FILHO, 1999), contribuindo significativamente para a erradicacao de
Ae. aegypti no Brasil pela primeira vez (1965). Apds os anos de 1970 comecou a
ser evitado por causa do aparecimento de problemas ambientais, afetando
ecossistemas aquaticos e aves e, ao acumulo em tecidos do organismo de
animais e de humanos (BRAGA; VALLE, 2007a; D’AMATO; TORRES; MALM,
2002). No Brasil, o uso na agricultura foi proibido em 1985 e, em 1998, seu
emprego foi proibido em campanhas de satde publica (GUIMARAES; ASMUS;
MEYER, 2007; ROBERTS; TREN, 2010). Proteinas do canal de sodio
dependente de voltagem (Nav) sdo as moléculas alvo do DDT. Quando em
contato com o inseticida, essas moléculas mudam de conformacgéo e mantém-se

abertas, mesmo mecanismo de agédo dos piretroides. Os organoclorados, dos
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subgrupos ciclodienos e dos policloroterpenos, tem como mecanismos de agao
0s receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) (WARE; WHITACRE, 2004).

Como sucessores dos organoclorados, outras classes de moléculas foram
surgindo que agem diretamente no sistema nervoso central dos mosquitos, com
diferencas em relacao ao sitio de ligacdo e a forma de atuagcédo no organismo do
inseto (BRAGA; VALLE, 2007b) como os organofosforados, carbamatos e
piretroides.

Os OPs (derivados do acido fosférico) foram introduzidos na rotina do
controle de Ae. aegypti em 1967, com o uso prolongado e interrupto do
temephos como larvicida por mais de 30 anos. Essa classe de inseticidas
continua sendo utilizada pelos programas de controle de vetores adultos no
Brasil (BRASIL, 2014Db).

O grupo dos carbamatos (derivados do acido carbamico) tem curto tempo
residual e acdo letal rapida sobre os insetos (BRAGA; VALLE, 2007b). Séo
inseticidas com baixa toxicidade em mamiferos e atingem uma ampla variedade
Os CA agem no mesmo sitio alvo que os OPs, inibindo a acetilcolinesterase nas
sinapses neuronais. No entanto, a inibicdo da acetilcolinesterase pode ser
reversivel (WARE; WHITACRE, 2004). Os inseticidas propoxur e bendiocard séo
atualmente recomendados pela OMS para aplicacao residual para controle dos
vetores da malaria, de doenca de Chagas e das leishmanioses. Para o controle
do Ae. aegypti, o bendiocard é recomendado para tratamento perifocal em
pontos estratégicos (BRASIL, 2014c).

A classe dos PI como deltametrina, cipermetrina e permetrina também foi
amplamente empregada através de aplicacdo espacial para controlar vetores
adultos (BRAGA; VALLE, 2007b). Com a disseminacdo da resisténcia ao Pl no
Brasil em 2009, o PNCD recomendou a troca de Pl pelo malathion (OP) em
campanhas de bloqueio ao mosquito adulto, que permanece até hoje nas
diretrizes de controle dos mosquitos (BRASIL, 2012).

Tendo em vista a resisténcia aos principais grupos de inseticidas
utilizados pelos programas de controle de vetores no Brasil, como OP e PI,
novas alternativas tém sido empregadas como ferramentas de controle quimico.
Assim, outros larvicidas recomendados pela OMS para uso em agua potavel

comecaram a ser utilizados para combater as formas imaturas do vetor, como 0s
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Reguladores de Crescimento em Insetos, do termo em inglés Insect Growth
Regulator — IGRs.

Os IGRs atuam diretamente no sistema enddcrino do inseto, retardando
ou inibindo a metamorfose. Os IGRs néo tém efeito letal imediato como os
demais inseticidas quimicos, 0 que resulta na maior demanda de tempo para
reduzir populacdes (ROZENDAAL, 1997). Os IGRs sdo hormodnios sintéticos,
analogos aos hormonios naturais dos insetos, 0s quais atuam nas células de
varias maneiras, dependendo da sua constituicdo quimica, classificados em:

a) Analogos de hormdnios juvenis: também chamado de inseticida
juvendide, atuam sobre o inseto de forma idéntica ao horménio juvenil
interferindo no desenvolvimento das caracteristicas adultas, como por exemplo,
na pupacao, na formacao das asas, na maturacdo dos 6rgaos reprodutivos e até
no comportamento (CHAMBERLAIN, 1975). Esses compostos inibem a
liberacdo do horménio protoracicotropico (PTTH) no cérebro, resultando na
desativacdo da glandula protoracica e na inibicdo da secrecdo da ecdisona,
hormonio indutor da muda (CHAPMAN, 2013). Sdo exemplos de analogos de
horménios juvenis os inseticidas pyriproxyfen, fenoxicarb e methoprene.

b) Inibidores da sintese de quitina: atuam diretamente na inibicdo ou
interferéncia dos processos relacionados ao metabolismo da quitina
(CHAMBERLAIN, 1975). A quitina € um polissacarideo e um dos componentes
mais importantes do exoesqueleto dos artrépodes relacionado com a protecéo, a
sustentacdo e o revestimento de estruturas biologicas (CHAPMAN, 2013). Sao
exemplos de inibidores da sintese de quitina os inseticidas diflubenzuron e

novaluron.

1.3.3.1 Organofosforados e piretroides e o uso no controle de Ae. aegypti

no Brasil

Os OPs séo inseticidas neurotdoxicos que apresentam vantagens como
baixa estabilidade quimica, biodegradabilidade e ndo se acumulam nos tecidos
de mamiferos (HEMINGWAY; RANSON, 2000). No entanto, os OPs tém uma
maior toxicidade para vertebrados quando comparados aos OCs (WARE;

WHITACRE, 2004).
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Os OPs séo classificados em trés grupos: alifaticos (como o malathion),
derivados de fenil - aroméaticos (como o temephos e fenitrotion) e hetrociclicos
(como o clorpirifos).

O sitio-alvo dos OPs € a enzima acetilcolinesterase (AChE), que age pela
inibicdo de sua atividade de degradacdo do neurotransmissor acetilcolina em
acetato e colina. Com a inibicdo da AChE, ha o acumulo de acetilcolina nas
sinapses neuronais e neuro-musculares. Com isso, a propagac¢do do impulso
elétrico ocorre de forma interrupta, levando a paralisia e morte do inseto,
provocada por rapidas contracbes nos musculos voluntarios (WARE;
WHITACRE, 2004).

Os Pl sao moléculas sintéticas analogas ao acido crisantémico (piretroide
tipo I) e ao &cido pirétrico (piretroide tipo Il), isolados das flores de piretro
(Chrysanthemum cinerariaefolium) e de espécies relacionadas (DAVIES et al.,
2007). Os PIs sao também moléculas neurotéxicas de acao rapida, cujo alvo € a
proteina do canal de sédio dependente de voltagem (Nav), presente nas
membranas dos ax6nios. Quando o inseto entra em contato com o inseticida Pl,
a conformacéo da proteina Nav fica alterada e mantém-se aberta ao fluxo
constante de descargas elétricas. Com isso, 0 inseto sofre paralisia e morte,
efeito conhecido como knockdown (SHONO, 1985).

A classificacao dos Pls séo: tipo I, Pl que tem a presenca do grupamento
alfa-ciano em sua estrutura quimica (como a permetrina) ou tipo I,
representados pela auséncia do grupamento alfa-ciano (como a deltametrina e
cipermetrina). Os Pls sédo biodegradaveis, ndo-cumulativos e considerados de
baixa toxicidade para aves e mamiferos, porém apresenta alta toxicidade para
insetos em comparagdo com outros inseticidas, o que minimiza a quantidade
utilizada em campo (SHONO, 1985).

No Brasil, até o ano de 2001, os inseticidas mais utilizados foram os OPs,
conforme o PNCD. Os OPs comecaram a ser aplicados no controle de Ae.
aegypti, em 1967, sendo intensamente utilizados na eliminacdo de larvas e
adultos, principalmente apds as epidemias de dengue que ocorreram no pais em
1986. O temephos foi utilizado por mais de 30 anos no controle de larvas do
mosquito, por ser um dos poucos larvicidas apropriados para uso em agua de

consumo humano (BRAGA; VALLE, 2007b). Diante do uso intenso e ininterrupto
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do temephos, a partir da década de 1990 algumas popula¢cdes do mosquito
foram reconhecidas como resistentes ao larvicida (BELLINATO et al., 2016;
BRAGA et al., 2004; CARVALHO et al., 2004; HORTA et al., 2011; LIMA et al.,
2003; MACORIS et al., 1995; MONTELLA et al., 2007).

Nas localidades onde foram detectadas alteracbes no perfil de
susceptibilidade aos organofosoforados em 2001, o malathion foi substituido
pelos piretroides no controle de adultos e o temephos foi substituido pelo Bti no
controle das formas imaturas (MONTELLA et al., 2007). No entanto, rapidamente
foi identificada a resisténcia aos Pls em populagfes de Ae. aegypti do Estado de
Sao Paulo em 2001 (MACORIS et al., 2003) e, entre os anos de 2001 e 2003,
confirmada no Rio de Janeiro (DA-CUNHA et al.,, 2005). Desde entdo, a
resisténcia aos PIs foi disseminada e continua prevalente no Brasil (BELLINATO
et al., 2016; DA-CUNHA et al., 2005; GARCIA et al., 2018; LINSS et al., 2014;
MACIEL-DE-FREITAS; VALLE, 2014; MARTINS et al., 2009a; MONTELLA et al.,
2007). Em 2009, os IGR’s foram preconizados para o controle de larvas do vetor

e 0 malathion retornou para o controle quimico dos adultos, substituindo os PI.

1.4 Resisténcia ainseticidas

A resisténcia é definida como a capacidade de uma populacdo de
determinada espécie tolerar doses de um produto téxico que é letal para a
maioria da populacdo susceptivel da mesma espécie (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1981). E um processo genético, pois a intensa pressdo
exercida pelos xenobibticos (compostos quimicos estranhos a um organismo)
seleciona os fenotipos resistentes, com o consequente aumento da frequéncia
genotipica dos individuos (FFRENCH-CONSTANT; DABORN; GOFF, 2004). A
resisténcia pode ser também manifestada através da resisténcia cruzada,
guando um unico mecanismo confere resisténcia a dois ou mais inseticidas e,
resisténcia multipla, quando pelo menos dois diferentes mecanismos
coexistentes conferem resisténcia a dois ou mais compostos quimicos
(MONTELLA et al., 2007).

A selecdo de resisténcia a uma classe de inseticida ocorre,

principalmente, ao uso intenso e indiscriminado em populagdes do vetor (DONG,
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2007; FFRENCH-CONSTANT; DABORN; GOFF, 2004). Em consequéncia, as
opcBes de compostos quimicos disponiveis tornam-se limitadas, ocasionando
problemas para a saude publica, pois os inseticidas continuam sendo uma
importante ferramenta para os programas de controle de vetores (BRAGA;
VALLE, 2007b). Diante disso, uma estratégia de rotacéo de inseticidas tem sido
aplicada, a cada 3-4 anos, com 0 objetivo de evitar a selecdo de individuos
resistentes a um determinado composto e preservar a variedade de inseticidas
disponiveis para o controle vetorial no campo (BELLINATO et al., 2016;
MONTELLA et al., 2007).

A avaliacdo prévia do perfil de suscetibilidade de uma determinada
populacéo de insetos vetores € aconselhavel para ser realizada antes de iniciar
0 uso de um determinado inseticida (MACORIS, 2002). Ja a indicagdo para a
troca de inseticida € baseada nos resultados de bioensaios, que podem ser do
tipo dose-diagndstica, que permitem a deteccdo e caracterizacdo de resisténcia
em percentual de mortalidade. A dose diagnostica é obtida através de
bioensaios com larvas ou mosquitos, dependendo do tipo de inseticida, onde se
obtém a dose que mata 99% dos insetos suscetiveis da linhagem de referéncia.
Para Ae. aegypti, a linhagem de referéncia mais utilizada no Brasil € a linhagem
Rockefeller. Segundo a OMS (2016) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016),
a resisténcia é confirmada quando a mortalidade € inferior a 90%. Bioensaios do
tipo dose-resposta também sado realizados para quantificar a resisténcia a um
determinado inseticida, com o intuito de determinar as concentracgdes letais (CL)
e, por conseguinte, as razdes de resisténcia (RR).

A resisténcia a inseticidas é pré-adaptativa, surge como o resultado de
uma mutacdo casual que altera uma caracteristica fisiolégica, morfolégica ou
comportamental (BRAGA; VALLE, 2007b). Essas alteracbes s&o conhecidas
como mecanismos de resisténcia e sao classificadas em quatro categorias:

a) Resisténcia comportamental: € uma forma de autoprotecdo quando
0 inseticida é detectado pelo inseto e 0 mesmo consegue evitar o contato direto
de seu corpo com o composto quimico, atraveés de adaptacdes comportamentais
(SPARKS et al., 1989);
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b) Resisténcia a penetracdo reduzida: € um mecanismo fisico de
resisténcia onde o exoesqueleto do inseto € selecionado por alteracbes que
evitam a penetracgdo do inseticida;

C) Resisténcia metabdlica: € um processo intrinseco, no qual enzimas
gue sao capazes de metabolizar o inseticida, sdo selecionadas positivamente
detoxificando o organismo do inseto pela degradacdo das moléculas do
inseticida. Essas alteracdes podem acontecer pelo aumento da sintese das
enzimas ou via alteracdo da atividade das enzimas detoxificantes, envolvidas na
degradacédo. Sao exemplos de enzimas relacionadas a resisténcia metabdlica
associada a OP e/ ou Pl em Ae. aegypti: esterases, oxidases de funcdo multipla
(MFO) e glutation-S-transferase (GOINDIN et al., 2017; MONTELLA et al., 2007;
MONTELLA; SCHAMA,; VALLE, 2012; STRODE et al., 2012);

d) Resisténcia por inibicdo do sitio-alvo: ocorre quando ha a selecéo
para a diminuicdo da sensibilidade das moléculas que séo sitio de acdo de um
inseticida. S&o exemplos desse tipo de resisténcia as moléculas:
acetilcolinesterase (sitios-alvo dos OPs e CA), receptores de acido gama-
aminobutirico (sitios-alvo dos OP ciclodienos) e o canal de sddio (sitios-alvo dos
Pl e DDT).

1.4.1Canal de sédio regulado por voltagem (Nav) e mutacdes kdr em
Ae. aegypti

Os canais de sodio regulados por voltagem (Nay) sdo os sitio-alvo dos
inseticidas da classe dos PIs e também do DDT. Os Nav sao proteinas
transmembranares localizadas nos axoénios dos neurbnios dos mosquitos,
responsaveis por gerar o potencial de acdo, caracterizada como uma descarga
elétrica que percorre a membrana da célula. O potencial de acdo é causado pela
despolarizacdo de ions sodio (Na*) para o interior das células, propagando-se
por todo o neurdnio, possibilitando assim a transmissédo do impulso nervoso. O
processo de despolarizacdo acontece a partir de um estimulo, nesse caso
causado pelo contato com o inseticida PI, promovendo a ativagdo da proteina
Nay, ou seja, mantendo-a na conformacdo aberta. Quando isso acontece, 0s

ions Na* entram ininterruptamente e, consequentemente, ha a propagacao
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continua do impulso nervoso, 0 que provoca paralisia rapida e morte do
mosquito (knockdown) (DAVIES et al., 2007; SHONO, 1985; WARE;
WHITACRE, 2004).

A resisténcia ao efeito knockdown é resultado de mutacdes no gene do
canal de soédio regulado por voltagem (Nav), conhecidas como mutag¢des kdr
(SODERLUND; KNIPPLE, 2003). Mutacdes nao-sinbnimas diminuem
potencialmente a afinidade dos Pl e DDT ao sitio-alvo Nay. Quando o mosquito é
resistente e entra em contato com esses compostos, sofre paralisia momentanea
seguida de recuperacdo completa, cujo efeito ficou conhecido como knockdown
resistance (kdr) (BUSVINE, 1952).

A Figura 1.13 apresenta a estrutura molecular do Nav, formado por quatro
dominios homodlogos (I a IV), sendo cada dominio constituido por seis
segmentos hidrofébicos (S1 a S6) e um loop complementar entre 0s segmentos
S5 e S6, o P-loop.

Domains
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Figura 1.13: Estrutura molecular do Canal de sédio regulado por voltagem (Nav), sitio-
alvo dos inseticidas piretroides (PI) e DDT (OC) em Ae. aegypti. Fonte: (MARTINS;
VALLE, 2012).

Em Ae. aegypti sdo descritas 10 muta¢des pontuais distribuidas pelo
AaNav (canal de sodio regulado por voltagem em Ae. aegypti), as quais variam
nas frequéncias alélicas e genotipicas, localizacdo geografica das populacdes
do mosquito e efeitos sobre a resisténcia (MOYES et al., 2017). Dessa variedade
de sitios mutantes dispersos pelo Nay, muitos ndo foram associados com
resisténcia (Thrl502lle, D1763Y, Leu982Trp, llel011Val, Gly923Vval). No
entanto, alguns sitios sdo associados com resisténcia quando combinada com
outras mutacgdes, como os sitios Ser989Pro e Vall0l6lle e, sitios em que a

mutacéo isolada é fortemente associada com resisténcia, como no caso dos
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sitios lle1l011Met, Vall016Gly, Phel534Cys e as mais recentes Alal007Gly e
Phel558Cys (BRENGUES et al., 2003; HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010;
LIEN et al.,, 2018; MARTINS et al., 2009a, 2009b; RAJATILEKA et al., 2008;
SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007; SRISAWAT et al., 2010).

Em populacdes de Ae. aegypti das Américas, embora outras mutagdes
tenham sido identificadas em AaNav (ex. llel011Val), apenas os sitios
Vall016lle e Phel534Cys (HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010; MARTINS
et al., 2009a; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007) sdo comprovadamente
relacionados a perda da susceptibilidade aos piretroides (LINSS et al., 2014).
Ambas as substituicdes Vall016lle e Phel534Cys sdo recessivas. Os sitios em
gue essas mutacdes estdo localizadas sdo em dominios diferentes do AaNay,
[IS6 e 111IS6, respectivamente.

No Brasil, sdo encontrados dois alelos kdr (NavR* e NayR?) (LINSS et al.,
2014), que juntos, interagem diretamente com a molécula de piretroide (DAVIES
et al., 2007; LINSS et al., 2014). O NayR®! é mutante no sitio 1534 de AaNay e
NavR? mutante nos dois sitios 1534 e 1016. A mutacédo 1016llekd ndo foi, até o
momento, encontrada sozinha em homozigose (NayR® = 1016llekdr + 1016llekd)
nas populacdes brasileiras de Ae. aegypti, somente junto com 1534Cyskdr (NayR?
= 1016llekdr + 1534Cyskdr),

Em Ae. albopictus, as mutacdes por substituicdo detectadas no Nav, até o
momento, foram: 1lel532Thr, Phel534Cys e Phel534Leu. Recentemente,
Phel534Cys foi pela primeira vez encontrada em populacdes brasileiras
(AGUIRRE-OBANDO; MARTINS; NAVARRO-SILVA, 2017).

1.5 Genética de populacdes em Ae. aegypti e a importancia dos

marcadores moleculares

Para o controle da densidade de individuos de uma espécie vetora, é
necessario o conhecimento de seus aspectos bioldgicos, comportamentais e
genético-evolutivos, com o intuito de compreender a dindmica natural desses
organismos. Todas essas condi¢bes naturais sdo a base da manutencdo da
variabilidade genética em populacdes, caracterizada como uma condi¢cao

fundamental para que haja evolucdo adaptativa, uma vez que a selecéo natural
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atua nos fendtipos (e genoétipos associados) que ocorrem dentro das populacdes
(HARTL, 1981).

Para o estudo da genética de populacdes, marcadores que acessem a
variabilidade genética dessas populacbes sdo de extrema importancia. Desta
maneira € possivel identificar o papel das forcas evolutivas (mutacdo, migracao,
deriva genética e selecdo natural) que atuam ou atuaram nas populacdes
(HARTL; CLARK, 2010). Populacdes de mosquitos tém sido amplamente
investigadas a nivel molecular e comportamental, com o objetivo de desenvolver
estratégias para o controle populacional (PADUAN; ARAUJO-JUNIOR;
RIBOLLA, 2006).

Por Ae. aegypti ser o principal vetor de diversos arbovirus de importancia
na saude publica, diversos estudos genéticos ja foram realizados nesta espécie.
Os estudos de genética de populacdes visam estimar a variacdo genética das
populacdes dessa espécie pelo mundo, considerando sua ampla distribuicdo
geografica. Estudos evolutivos tém sido Uteis para o conhecimento do padrao
migratorio de Ae. aegypti, avaliando a estruturacdo genética das populacfes do
mosquito em diversas localidades (HUBER et al., 2002).

Em geral, populagbes de Ae. aegypti s&o estruturadas, com
caracteristicas genéticas distintas em diversas localidades e regides. Estas
diferencas genéticas em muitos casos podem gerar diferenciacao na capacidade
vetorial e outros fatores de importancia epidemioldgica entre as populacdes do
vetor (COSTA-RIBEIRO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX, 2007).
Ademais, padrbes de estrutura genética podem estar relacionadas a resisténcia
aos inseticidas, tdo quanto podem afetar as estratégias de controle na
determinacdo dos limites necesséarios para interromper a transmissao de
patdgenos (PADUAN; ARAUJO-JUNIOR; RIBOLLA, 2006; URDANETA-
MARQUEZ; FAILLOUX, 2011).

Trés principais classes de marcadores moleculares podem ser usados
para acessar a Vvariabilidade genética das populagbes: as alozimas ou
isoenzimas (variantes de enzimas), os de polimorfismo de sequéncias de DNA
(mitocondrial, RAPD, RFLP, AFLP, SNPs) e os DNAs repetitivos (minissatélites e
microssatélites). Marcadores genéticos como alozimas e RAPD, por exemplo,

sdo marcadores mais ultrapassados e tém limitagdes significativas em relagao
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aos marcadores codominantes (microssatélites e SNPs) e haploides
(mitocondrial), pois sdo passiveis de causar viés nas estimativas de parametros
genéticos, além de apresentar problemas de reprodutibilidade (FERRAO et al.,
2012). Logo, os marcadores que vém sendo mais aplicados em estudos de
genética das populacdes sdo os marcadores microssatélites e SNPs.

Os SNPs - Polimorfismo de Nucleotideo Unico, do inglés Single
Nucleotide Polymorphism, ja foram utilizados, por exemplo, para estudos
populacionais (Rasic et al., 2014; Rasic et al., 2015; Steffler et al., 2016),
estudos de diferenciac@o entre subespécies de Ae. aegypti (Rasic et al., 2016) e
testes de hipoteses sobre invasdo global e domesticagédo de Ae. aegypti (Brown
et al., 2014).

A partir de 1.504 SNPs gerados com o0 sequenciamento RAD — RADseq
(sequenciamento de DNA de préoxima geracéao), Brown et al. (2014) estudaram a
histéria evolutiva e domesticacdo direcionada por humanos de Ae. aegypti e foi
possivel separar populacdes africanas e neotropicais avaliadas. As populagdes
de Ae. aegypti do Novo Mundo sédo derivadas de populacdes africanas e,
provavelmente, se dispersaram para a Asia e Australia originando novas
populacdes do vetor.

Rasic et al. (2014) utilizaram o RADseq e identificaram 18.000 SNPs para
Ae. aegypti coletados no Brasil (Ilha de Paqueta, Rio de Janeiro), Indonésia,
Australia e Vietnd. Os autores verificaram uma forte separacdo entre as
populacdes devido a estrutura genética em larga escala. Para entender a
diferenciacdo entre as variedades de Ae. aegypti de Singapura e Queensland,
Rasic et al (2016) avaliaram sequéncias mitocondriais e 16.569 SNPs
identificados por RADseq e constataram que Ae. ae. queenslandensis é
genomicamente idéntico ao Ae. ae. aegypti e cruzam livremente, ou seja, Ae. ae.
gueenslandensis ndo deve ser considerado uma subespécie e sim, uma
variedade ou tipo.

Das vérias classes de marcadores moleculares existentes, o0s
microssatélites, os quais sdo marcadores codominantes, surgiram como uma
opcao vantajosa para estudo e avaliacdo de parametros evolutivos de
mosquitos, devido as qualidades informativas que sdo capazes de fornecer.

Entre os géneros Aedes, Anopheles e Culex, ja foram desenvolvidos marcadores
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microssatélites e utilizados em estudos populacionais em varias espécies
vetoras primarias de patdégenos (BROWN et al., 2011; CHAMBERS et al., 2007;
CONN et al., 2006; CUNHA-MACHADO; SCARPASSA, 2014; GUIMARAES-
MARQUES et al., 2012; HICKNER et al., 2010; HUBER et al., 2001; PORRETA
et al., 2006; SLOTMAN et al., 2007).

1.5.1 Marcadores microssatélites

Os microssatélites sdo um dos marcadores moleculares mais aplicados
em estudos de genética de populagcBes e ecoldgicos, desde a década de 1990
(SCHLOTTERER, 2000). Outras nomenclaturas também sdo conhecidas para 0s
microssatélites, como Simple Sequence Repeats (SSR), Short tandem repeats
(STR), Variable number of tandem repeats (VNTR) e Sequence Tagged
Microsatellites (STMS).

Os microssatélites sdo marcadores encontrados em procariotos e
eucariotos, se encontram distribuidos em todo genoma eucariético, em especial
na eucromatina e DNA nuclear, em regides codificantes e nao-codificantes (LI et
al., 2002; VIEIRA et al., 2016). Os marcadores microssatélites apresentam niveis
seletivamente elevados de polimorfismo, codominancia, multialelismo e evolugéo
neutra (SCHLOTTERER, 2000), trés caracteristicas importantes para analises
de genética de populacdes.

Os microssatélites sao regides repetitivas do DNA, compostas de um a
dez nucleotideos, repetidas em tandem, distribuidas com frequéncia pelo
genoma nuclear dos organismos (LI et al., 2002). Sao seletivamente neutros e
sofrem altas taxas de mutacdo, até 10 vezes a mais do que as mutacdes
pontuais, variando entre 102 e 10° nucleotideos por locus e por geracéo
(GEMAYEL et al., 2012; SCHLOTTERER, 2000).

A classificagdo dos marcadores microssatélites é de acordo com o
numero de nucleotideos e pelos motivos das repeticdes. Em relacdo ao niumero
de nucleotideos podem ser: mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotidicos;
segundo os motivos de repeticdo sao classificados em: perfeitos, quando os
nucleotideos dispdem-se sem interrupcdes (ex: CACACACACACA); imperfeitos,

guando ha uma interrup¢cdo na sequéncia nucleotidica por um ou dois
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nucleotideos diferentes (ex: CACACACATGCACACACA); compostos, sao
formados por mais de um tipo de motivo de repeticdo (ex:
CACACACATGTGTGTG) e interrompidos, quando ha uma sequéncia pequena
de nucleotideos entre 0s motivos de repeticao (ex:
CACACACATGGGATCACACACA) (OLIVEIRA et al., 2006).

O polimorfismo dos microssatélites varia de acordo com o motivo de
repeticdo e com a quantidade de repeticbes (LI et al., 2002). Os microssatélites
sdo resultados dos varios eventos mutacionais, 0os quais podem ser justificados
a partir de duas hipoteses: o crossing-over desigual (recombinacdo genética
desigual) acontece quando h& troca de sequéncias nucleotidicas de tamanhos
diferentes entre cromatides de cromossomos homélogos, causando adicées ou
delecdes na regido das repeticdes; ou slippage, causada pelo “escorregdo” da
DNA Polimerase durante a replicacdo do DNA em uma regido repetitiva,
adicionando ou deletando nucleotideos. Esta ultima é a hipdtese mais aceita
(ROSE; FALUSH, 1998; ZHU; STRASSMANN; QUELLER, 2000).

Os microssatélites, além de serem marcadores muito informativos para
estudos populacionais, apresentam facilidade na amplificacdo dos loci via
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e por sistema multiplex, a qual permite
a amplificacdo conjunta de mais de um locus génico, reduzindo o gasto com
reagentes e tempo. A genotipagem dos loci também podem ser realizadas por

sistema multiplex em analisador automéatico de fragmentos de DNA.

1.5.2 Uso de marcadores microssatélites em genética de populacdes de

Ae. aegypti

O conhecimento da variacdo genética de Ae. aegypti, espécie vetora de,
pelo menos, quatro arbovirus que causam doencas epidemiologicamente graves
ao homem, tem sido ampliado com o uso dos microssatélites. Estes, sdo uma
ferramenta eficiente para detectar a diferenciacdo entre populacdes
geograficamente e geneticamente isoladas, acompanhar eventos migratorios e
avaliar variagao temporal (sazonal) dentro de suas popula¢cdes (HUBER et al.,
2002; RAVEL et al., 2002).
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Até o momento, foram desenvolvidos primers que amplificam 36 loci
microssatélites para essa espécie (BROWN et al., 2011; CHAMBERS et al.,
2007; HUBER et al., 2001; SLOTMAN et al., 2007).

Huber et al. (2002a) avaliaram a variabilidade genética por meio de
marcadores isoenzimaticos e microssatélites em amostras de Ae. aegypti
coletados durante a estacdo seca e chuvosa em sete localidades da cidade Ho
Chi Minh (Vietnd). Os autores correlacionaram a estruturagdo genética das
populacdes do mosquito com fatores ambientais (estacdes de seca e chuva) e
antropicos (desenvolvimento urbano), durante um curto periodo de tempo, sendo
as populacdes mais estruturadas geneticamente na seca. Nessa mesma
localidade, em Ho Chi Minh, Huber et al. (2002b) investigaram a diferenciacao
genética intra e interpopulacional das populacées de Ae. aegypti e perceberam a
diferenca na estrutura genética entre as localidades centrais e periféricas da
cidade, as quais séo associadas a urbanizacéo.

Os microssatélites foram essenciais para o entendimento do status da
espécie, na diferenciacdo genética entre a subespécie doméstica Ae. aegypti
aegypti e a silvestre Ae. aegypti formosus. Utilizando 12 loci microssatélites,
Brown et al (2014) durante a avaliacdo da estrutura genética de diversas
populacbes de ambas as subespécies coletadas pelo mundo, identificaram dois
agrupamentos diferentes, o africano e o ndo-africano. Os autores se referiram ao
agrupamento nao-africano como pantropical, uma vez que abrange populacdes
nos trépicos, subtropicos e uma populacao africana.

Considerando a reinfestacdo de Ae. aegypti no Brasil, mesmo apés o
programa de erradicacdo do vetor, Monteiro et al (2014) estudaram 11
localidades brasileiras, comparadas com outras oito localidades das Américas do
Sul, Central e Norte previamente analisadas, utilizando 12 loci microssatélites e
verificaram que as populacdes de Ae. aegypti formam dois grandes grupos
distintos. Um grupo abrange parte das regides Norte e Nordeste (mesmo grupo
das populacbes de Ae. aegypti das Ameéricas do Sul, Central e Norte
previamente avaliadas, exceto Dominica) e outro grupo que abrange parte do
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, o0 mesmo grupo genético da
populacdo de Ae. aegypti coletados em Dominica. Os autores discutiram a

probabilidade da recolonizacdo do Ae. aegypti a partir dos paises do Norte da
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Ameérica do Sul (ex. a Venezuela) que fundou o primeiro grupo (Norte e Nordeste
brasileiro), e uma de Dominica que fundou o segundo grupo (Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste brasileiro). A hipétese de que houve a recolonizacdo do
mosquito no grupo do Noroeste do pais vindos da Venezuela foi confirmada por
Kotsakiozi et al (2017). No entanto, os autores sugerem a hipotese do grupo
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil ter se oriundo mais recentemente
das areas do Norte do Brasil.

Em uma avaliacdo mundial, Gloria-Séria et al (2016) (GLORIA-SORIA et
al., 2016b) estudaram 79 populagbes mundiais de Ae. aegypti por meio de 12
loci microssatélites e identificaram uma forte estruturacdo populacional fora da
Africa em contraste com uma relativamente fraca dentro da Africa. Analisando as
amostras de Ae. aegypti provenientes da América do Sul, os autores
perceberam que se tratam de trés grupos genéticos, sendo um do norte
(amostras da Colémbia, Venezuela e do norte do Brasil), um grupo do Sul do
Brasil e outro da Argentina. O Ae. aegypti apresenta um elevado grau de
diversidade e estrutura genética, tornando-o um desafio para o controle de suas

populacdes com o intuito de diminuir seu impacto na saude humana.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, ndo € s6 o virus do dengue gue vem ameacando novas
epidemias no pais. Os virus do chikungunya e Zika tém causado o aumento no
numero de casos de individuos infectados com arbovirus transmitidos pelo Ae.
aegypti. Além disso, a re-emergéncia da febre amarela também tem sido
preocupante. Ae. aegypti esta presente em mais de 70% dos 5.561 municipios
brasileiros, deixando o0 pais exposto as novas e constantes ameacas de
epidemias. Além de Ae. aegypti, Ae. albopictus também esta presente em altas
densidades e tem se mostrado competente na transmissao desses arbovirus em
laboratorio. Ae. albopictus é considerado um importante elo de transmisséo entre
casos de epizootias e também de epidemias humanas. O Rio de Janeiro é um
dos estados que mais tem contribuido com altas taxas de transmissdo de
arboviroses no pais, além de ter sido porta de entrada de novos sorotipos de
DENV, CHIKV e ZIKV. O Rio de Janeiro recebe muitos turistas (1° no Brasil) e €
uma cidade heterogénea, do ponto de vista espacial de seu cenario urbano
retalhado em habitagbes subnormais ou favelas. Essa estrutura urbana
heterogénea é apropriada e conveniente para a reproducéo e o estabelecimento
de Ae. aegypti, dificultando seu controle eficiente. As medidas de controle
adotadas pelo PNCD néo tém surtido os efeitos desejados, principalmente, em
funcdo das condicbes socioambientais, que favoreceram a proliferacdo e
disperséo do vetor. Somado a isso, 0 numero reduzido de agentes de saude nao
permite cobrir todas as areas, na maioria das cidades.

Neste contexto, € necessario desenvolver métodos (ou combinacdo de
meétodos) de controle que sejam eficientes, praticos, de baixo custo e facilmente
aplicaveis, e que otimizem o esforco dos agentes de saude na adocdo de
medidas de combate ao vetor. Uma melhor compreensdo dos diferentes
aspectos da biologia e da diversidade de Ae. aegypti e Ae. albobictus, sdo
importantes tanto na adequacdo das metodologias utilizadas quanto na
implementag&o ou na criagdo de novas estratégias.

Diante disso, nossa proposta foi avancar no conhecimento destes vetores,
avaliando a distribuicdo espacial de Ae. aegypti e Ae. albobictus, bem como o
perfil de resisténcia a inseticidas e a diversidade genética das populacdes de Ae.

aegypti, da ilha de Paqueta e das areas dos portos que mantem fluxo continuo
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de individuos humanos, para obter informacfes importantes sobre o fluxo
migratorio entre as populagfes Ae. aegypti. Além disso, utilizamos as ovitrampas
como ferramenta para monitorar a densidade populacional de Aedes e direcionar
as acOes de controle de vetores para os quarteirdes mais criticos quanto a
densidade identificada de ovos de Aedes, no intuito de otimizar o controle destes
mosquitos na Illha de Paqueta. Por ser um local isolado e de frequéncia sazonal
de pessoas, a eficiéncia do controle do vetor em Paquetd € ainda mais
dificultada. Ha um maior fluxo de pessoas no verdo e no inverno muitas casas
ficam abandonadas e com isso pode haver um aumento de potenciais
criadouros nesses imoéveis da llha de Paqueta. Por essa razdo, além da
capacitacdo dos profissionais envolvidos com o controle, promovemos eventos
de instrucdes e treinamento para 0s caseiros responsaveis pela vigilancia dos

domicilios de veraneio.

48



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Conhecer a distribuicdo espacial e a flutuacdo sazonal de Aedes na Ilha
de Pagueta e avaliar os niveis de resisténcia a inseticidas organofosforados e
piretroides, a diversidade e estruturacdo genética por meio de marcadores
genéticos de Ae. aegypti da llha de Paqueta e de outras quatro areas portuarias

da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a dindmica temporal e distribuicdo espacial de populacdes de Ae.
aegypti e Ae. albopictus na llha de Paqueta durante dois anos;

- Direcionar as acoes de controle vetorial baseadas na densidade de ovos
de Aedes na llha de Paqueta durante dois anos;

- Verificar o status de susceptibilidade/ resisténcia de larvas e adultos de
Ae. aegypti das areas avaliadas obtido em duas esta¢des de coleta, por meio de
bioensaios dose-resposta com os organofosforados - temephos e malathion e
piretroide - deltametrina;

- Quantificar as frequéncias de mutacdes Vall016lle e Phel534Cys do
gene do canal de sédio dependente de voltagem (AaNav) relacionadas com a
resisténcia a piretroides, nas populacdes de Ae. aegypti de seis areas avaliadas,
de duas estacdes de coleta;

- Caracterizar a diversidade genética, estrutura genética e fluxo génico de
populacbes naturais de Ae. aegypti entre a llha de Paqueta e localidades
continentais proximas, em duas estacdes de coleta, por meio de marcadores
microssatélites;

- Promover eventos de treinamento e capacitacdo de vigilantes de
residéncias e profissionais envolvidos com o controle dos vetores na llha de

Pagueta, sobre a biologia e controle de mosquitos vetores.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Monitoramento e direcionamento do controle de Aedes na llha de

Paqueta

4.1.1 Breve histérico sobre a llha de Paqueta

Com uma historia tdo antiga quanto a da cidade do Rio de Janeiro, a llha
de Paqueta foi descoberta em 1555 pelo francés André Thevet, um frade
franciscano, cosmografo e escritor, que chegou ao Brasil com a expedicdo de
Villegagnon. Nesse momento, os franceses lutavam pelo dominio da regido da
Baia de Guanabara, sendo o objetivo da expedicédo estabelecer uma coldnia e
transformé-la em uma grande base militar e naval francesa, por onde tentariam o
controle do comércio com as indias (BELCHIOR, 2008). André Thevet nomeou
essa batalha na Baia de Guanabara como Franca Antartica.

Foi um periodo marcado por iniUmeras batalhas entre franceses e
portugueses em prol do dominio do Brasil. Os franceses tinham como aliados os
indios Tamoios, 0s quais reagiam com hostilidade aos portugueses em resposta
as tentativas de captura de individuos para escravizacdo em plantacdes de
cana-de-acgucar. Os conflitos entre Tamoios e portugueses comecara anos antes
da chegada dos franceses. Os portugueses venceram a guerra, liderados por
Mem de Sa, expulsando os franceses das ilhas do entorno e implantando
novamente na baia de Guanabara o dominio de Portugal em 1560 (BELCHIOR,
2008; KEVORKIAN, 2002).

Anos apos o final dos confrontos, em 1565, Estacio de Sa institui a cidade
de Sdo Sebastido do Rio de Janeiro, fundando a cidade nas proximidades do
P&o de Acucar (CARVALHO, 1990).

Nesse mesmo ano de 1565, Estacio de S& concedeu varias sesmarias
(lotes de terras cedidas pela Coroa Portuguesa como pagamento) na Baia de
Guanabara e regides do entorno, e Paqueta foi incluida na relacdo de terras
doadas a seus aliados que lutaram junto a Portugal contra os franceses. A ilha

foi dividida ao meio, pela Ladeira do Vicente, sendo cada metade considerada

50



uma sesmaria. A parte Norte foi doada a Inacio de Bulhdes e a parte Sul doada
a Ferndo Valdez (KEVORKIAN, 2002).

A longo prazo, Paquetd foi sendo colonizada, tornando-se prospera.
Foram criadas diversas chacaras e terras produtoras de agronegdécio. A parte
Sul, atualmente conhecida como bairro Ponte, teve ocupacéo habitacional mais
acelerada. A parte Norte, hoje € o bairro Campo, foi construida a fazenda Séo
Roque, de produc¢des agricola e bovina (BELCHIOR, 2008; KEVORKIAN, 2002).

A llha de Paqueta passou a ser visitada e habitada por nobres da Corte
Portuguesa e foi local de descanso preferido de D. Jodo VI, chamando-a de ilha
dos amores. Com a frequéncia regular do rei de Portugal na llha, Paqueta
tornou-se centro politico da Coroa. Nessa mesma fase da historia do Brasil, a
llha de Paquet4 foi local de reclusdo de José Bonifacio, o Patrono da
Independéncia do Brasil, perseguido por lutar pelo fim da escravidao africana,
ficando exilado em sua casa apés abandonar a vida politica (CARVALHO, 1990;
KEVORKIAN, 2002).

Paqueta foi cenario de um dos romances mais conhecidos escritos por
Joaquim Manuel de Macedo, em 1844, A Moreninha, cujo nome foi dado a uma
das principais praias da llha: Praia da Moreninha. No final desta praia tem uma
pedra, também chamada de Pedra da Moreninha, um dos principais pontos
turisticos de Paqueta. A llha de Paqueta era vinculada administrativamente ao
Municipio de Magé até o ano de 1833. A partir de um decreto Real passou a
pertencer ao Municipio do Rio de Janeiro. Desde 1975 que € considerada a XXI
Regido Administrativa do Rio de Janeiro (KEVORKIAN, 2002).

4.1.2 Aspectos socioecondmicos e geograficos sobre a llha de

Pagueta

A ilha de Paqueta (43°06’'33"W, 22°45'30"S) (Figura 4.1) € um bairro do
municipio do Rio de Janeiro, localizada na baia oceanica de Guanabara.
Apresenta o formato de um “ndmero oito”, com 1.2 Km?2 de éarea total. E a
principal ilha de um arquipélago e a Unica habitada. H& outras ilhotas que
circundam Paquetd, sendo a principal a llha do Brocoid, usada como residéncia
de verdo pelo Governo do Estado do Rio de Janeiro (Figura 4.1).
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Ponte

CIDADE DO RIO DE JANEIRO X PAQUETA

Paquetal

Figura 4.1: Illha de Paqueta, situada na cidade do Rio de Janeiro (RJ), Brasil. Fonte:
Google Earth (2018).

O clima da llha é padrdo aos demais bairros do Municipio do Rio de
Janeiro, tropical e com sazonalidade branda entre as estacbes do ano,
caracterizado por ter um inverno seco e verao chuvoso, com temperatura meédia
anual de 22 °C e precipitacado anual entre 1.200 e 1.800mm (PREFEITURA DO
RIO DE JANEIRO, 2010).

A llha de Paqueta tem uma subdivisdo interna em dois bairros, Ponte e
Campo, seguindo a mesma particdo de quando foram doadas como sesmarias.
A Ponte, na porgao sul, fica voltada para o Rio de Janeiro e é onde existe um
porto para a atracacéo das barcas e catamaras; O Campo, na regido norte, fica
voltada para o fundo da Baia de Guanabara, na diregcdo do Municipio de Magé e
Séo Gongalo.

A llha de Paqueta é um ambiente extremamente tranquilo e pacato.
Considerado turistico e bastante visitada, a llha de Paqueta é procurada por
pessoas que desejam relaxar e fugir da zona metropolitana. O Unico meio de

transporte para chegar até a llha de Paquetd € o maritimo, por barcas e
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catamaras, com saida da Praca XV, no centro do Municipio do Rio de Janeiro.
Na llha de Paquetd ndo sdo permitidos carros e motos particulares e é um
ambiente livre de asfalto.

A populacdo moradora e frequentadora da Illha é extremamente sazonal,
com 3.361 moradores fixos, segundo o Censo 2010 do IBGE - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica e 2.200 domicilios, o qual se acredita que,
aproximadamente, 50% sejam de veranistas (PREFEITURA DO RIO DE
JANEIRO, 2010; RIO COMO VAMOS, 2018a). Dentre o total de moradores da
llha de Paqueta, 908 (27%) habitam area de favela (CAP1.0, 2014). A maioria
dos moradores da llha de Paquetéa trabalha e estuda na regido metropolitana do
Rio de Janeiro (KEVORKIAN, 2002), o que resulta na grande frota diaria de
pessoas has embarcacoes.

A vigilancia entomoldgica responsavel pelo controle de vetores na llha é

Coordenadoria de Saude da Area de Planejamento 1.0 - CAP 1.0.

4.1.3 Instalagdo e Georreferenciamento das ovitrampas na llha de
Paqueta

As ovitrampas para mosquitos sdo armadilhas faceis de trabalhar. Uma
de suas vantagens € a ndo necessidade de fonte de energia, o que representa
maior praticidade em campo (BRAGA et al., 2000).

As ovitrampas sdo compostas por um recipiente preto (9 cm de altura x 12
cm de diametro), uma palheta retangular de eucatex (3x12 cm) fixado por um
grampo ou clipe e 200 mL de &gua com atrativo. Como atrativo foi utilizado
levedo de cerveja a 0.04% por ser eficiente e pratico (CORREA, 2013). As
palhetas sao fixadas na borda do recipiente com a face aspera voltada para o
centro da armadilha, que serve como substrato para as fémeas depositarem o0s
OVoOS.

As areas de monitoramento para a instalacdo das ovitrampas foram
selecionadas de acordo com o numero de imoéveis por quarteirdo na llha. A
avaliacdo da é&rea total foi realizada com auxilio de mapas de base
aerofotografica contendo o levantamento planimétrico das quadras e seus

respectivos lotes dispostos pela Prefeitura do Municipio do Rio de Janeiro. A
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instalacdo das ovitrampas foi randémica e no peridomicilio, sempre protegidas
do sol e chuva. Os quarteirbes com maior numero de imdveis tiveram mais
armadilhas instaladas.

Foram considerados dois estratos na llha de Paqueta, seguindo a
separacao interna da ilha em dois bairros: Ponte (Paqueta I) e Campo (Paqueta
II) (Figura 4.1). Em toda ilha foram monitoradas 90 ovitrampas durante dois anos
(de maio de 2014 a maio de 2016), distribuidas espacialmente de forma a cobrir
toda a &rea. No entanto, o objetivo da vigilancia das armadilhas foi diferente,
seguindo a divisdo dos bairros.

No primeiro estrato, Paquetad | foram instaladas 50 ovitrampas para
acompanhamento da distribuicdo espacial de Aedes. Estas armadilhas ficaram
permanentes por dois anos seguidos, monitoradas semanalmente e as
densidades de ovos de Aedes estimadas serviram como base para o
direcionamento das acfes de controle de vetores. No segundo estrato de
Paquetd Il, 40 ovitrampas foram instaladas bimestralmente por dois anos
seguidos. As ovitrampas permaneciam em campo por duas semanas
consecutivas e as paletas eram recuperadas semanalmente. Essa parte da llha
foi utilizada como uma é&rea controle,

Todas as ovitrampas foram georreferenciadas, utilizando um Global
Positioning System (GPS), Garmin, com projecdo Universal Transversa de
Mercato — South American Datum 69 (UTM - SAD 69). Os dados geograficos
foram transferidos para um sistema de informacéo geogréfica (SIG) no software
Qgis Wien 2.8. Todos os iméveis tiveram suas localizacbes espaciais geradas no
sistema e pontuadas em um shape da ilha de Paqueta. Mensalmente, os dados
de densidade de ovos foram projetados em mapas de kernel para o
monitoramento pontual de Aedes na llha de Paqueta. Kernel é um estimador de
intensidade que permite ponderar a quantidade de eventos por unidade de area
gue recobre a regido do mapa e uma rapida visualizacdo das éareas que
merecem mais atencdo (BAILEY; GATRELL, 1955). Estas areas sdo os pontos
guentes (hotspots) do mapa, os quais sdo demonstrados segundo a intensidade
das cores, conforme os dados projetados (nUmero de ovos). A base cartografica
digital utilizada na elaboracdo dos mapas foi obtida na Prefeitura do Municipio

do Rio de Janeiro.
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4.1.4 Monitoramento temporal continuo e bimestral de ovitrampas

na llha de Paqueta

O acompanhamento da flutuacdo temporal de Aedes foi realizado a partir
do monitoramento de 50 ovitrampas instaladas em Paqueta |. As armadilhas
permaneceram nos mesmos imoveis durante todo periodo de avaliacdo, de maio
de 2014 a maio de 2016. S6 foram transferidas em caso de desisténcia do
proprietario ou perda da armadilha. A vigilancia das mesmas foi realizada todas
as quintas-feiras, com o0 apoio dos agentes de vigilancia em saude (AVS)
cedidos pela Geréncia de Fatores de Riscos Biologicos da Cap 1.0.

Enquanto em Paqueta | 50 ovitrampas permaneciam continuamente fixas
nos pontos instalados, na outra porcao da llha, em Paquetd Il, 40 armadilhas
foram monitoradas bimestralmente. Esse intervalo de instalacdo teve como
proposta utilizar essa parte da Ilha como uma éarea controle, ja que as acoes
direcionadas foram realizadas somente em Paqueta I.

Durante a vigilancia das ovitrampas, as palhetas eram trocadas junto com
a agua e atrativo e as palhetas da semana anterior eram reservadas e levadas
para o Laboratdrio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores — Laficave,
IBEX, Fiocruz. No momento do recolhimento, os ovos de Aedes presentes nas
palhetas positivas eram contados com o auxilio de uma lupa de méo. Para isso,
os AVSs foram previamente treinados para estimar a quantidade de ovos
préximo da quantidade real, de acordo com uma faixa pré-estabelecida: 0 ovos;
1 -50; 51 — 200; 201 - ou mais ovos.

No insetério do Laficave, as palhetas eram dispostas em bacias para a
secagem. Em seguida, todas foram analisadas pelas superficies e laterais para a
contagem precisa dos ovos em estereomicroscopio com ampliacdo de 40 x. A
guantidade de ovos de Aedes das armadilhas de cada semana eram anotadas e
somadas para cada més. Os resultados mensais eram inseridos e projetados em
mapas tematicos (kernel) identificando as areas mais infestadas pelo vetor e
repassadas ao supervisor de area para a execucao das acdes de controle dos
vetores, realizadas pelos AVSs da Geréncia de Fatores de Risco Biolégico da
Prefeitura do Rio de Janeiro, CAP 1.0.
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A frequéncia da distribuicdo espacial e densidade sazonal de Ae. aegypti
e Ae. albopictus foi avaliada a partir das 90 ovitrampas instaladas espacialmente
por toda llha de Paqueta a cada dois meses, durante os dois anos de
monitoramento. As paletas provenientes de todas as coletas bimestrais foram
encaminhadas para o Laboratorio de Fisiologia de Artropodes Vetores - Laficave
e as paletas positivas foram resguardadas para a eclosdo dos ovos, criacao das
larvas até a emergéncia dos adultos para a identificagdo das espécies. O
procedimento de criacdo e identificacdo esta descrito no item 4.3.

A partir de duas coletas em estacdes diferentes, sendo uma no inverno
(maio de 2014) e outra no verao (dezembro de 2014), amostras de Ae. aegypti
foram reservadas para a avaliacdo da resisténcia a inseticidas e estudos
moleculares, comparadas com amostras obtidas em outras quatro localidades

portuarias, como descrito nos itens seguintes desta tese.

4.1.5 Direcionamento das ac¢fes de controle em Paqueta |

A partir dos mapas confeccionados, nossa perspectiva foi atuar
diretamente nas areas com maior densidade de ovos de Aedes indicados pelas
ovitrampas inspecionadas semanalmente e, com isso, diminuir os focos do
mosquito. O manejo foi praticado conforme a proposta do PNCD, onde prioriza-
se o controle integrado. A rotina de campo dos agentes foi mantida e priorizada
nas areas indicadas pelos mapas. Também foram avaliados os tipos de
depositos. A Tabela 4.1 apresenta a classificacdo dos tipos de depdsitos e as
acOes preconizadas para a eliminagéo e/ou controle dos recipientes encontrados
em campo (BRASIL, 2009).

56



Tabela 4.1: Classificacdo dos tipos de depoésitos e agdes preconizadas pelo Programa
Nacional de Controle da Dengue — PNCD. Fonte: Brasil (2009).

Grupo Tipo de dep0sito Tipo de recipiente Tratamento
Depositos elevados - Caixa  Vedagdo com tela; uso de larvicida
o Al d’agua. como Ultima alternativa.
Depositos de
A armazenamento Depositos ao nivel do solo: Descartar a agua, quando possivel;
de agua A2 Caixa d"agua, poco, vedacdo com telas; uso de larvicida
filtros, etc. como Ultima alternativa.
. . Descarte da agua; lavagem;
- o Vasos, pingadeira, ~ L o=
B Depositos méveis colocagéo de areia; uso de larvicida
bebedouros, etc. e ;
como Ultima alternativa.
L Descarte da &gua; lavagem;
Calhas, ralos, sanitarios, ~ e ~
- , o o protecéo e vedacgdo; colocacdo de
C Depositos fixos piscinas, depositos em e ey o
e areia; uso de larvicida como ultima
cemitérios, etc. )
alternativa.
Encaminhamento para o descarte
f adequado; se indispenséavel,
Pneumaticos . L
D1 proteger e vedar; uso de larvicida
Dep6sitos como ultima alternativa.
D passiveis de
remocao Encaminhamento para o descarte
. adequado; se indispensavel,
Lixos, sucatas e entulhos . -
D2 proteger e vedar; uso de larvicida
como ultima alternativa.
s . Bromélias, ocos de arvores, Tampar buracos em &rvores;
E Depositos naturais

buracos em pedras, etc.

descartar, se possivel.

A supresséo dos criadouros encontrados aconteceu principalmente pela

intervencdo de agfes fisicas. O controle quimico por meio de larvicidas s6

ocorreu em situac6es em que o controle fisico néo foi possivel de ser realizado.

Comunicacéao e sensibilizagcdo dos moradores sempre foram praticados na llha

de Paqueta, contudo, foi intensificado como uma das proposta deste trabalho,

vinculado ao Programa Brasil Sem Miséria (Descrito no item 4.5).
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4.1.6 Analise dos dados

Todos os resultados obtidos foram registrados e tabulados em planilhas
de formato eletrénico, com todas as variaveis discriminadas, de acordo com a
localizacdo e numeracédo da armadilha. A andlise estatistica foi realizada com o
auxilio do software R v.3.5.1.

Os numero de ovos obtidos através das ovitrampas foram utilizados para
determinar os indices entomoldgicos de ovitrampas, que consiste no:

a) Indice de Positividade de Ovitrampas (IPO) - permite mensurar a
infestacdo e a distribuicdo espacial do vetor na area avaliada a partir da
presenca de ovos nas palhetas (GOMES, 1998):

IPO = n° de ovitrampas positivas/n® de ovitrampas examinadas x 100

b) indice de densidade de ovos (IDO) - possibilita a deteccdo precoce
de novas infestacdes pelo vetor pela abundancia de ovos por armadilha
(GOMES, 1998):

IDO = n° total de ovos/n°® de ovitrampas positivas

c) Indice médio de ovos (IMO) — avalia o nimero total de ovos pelo
total de ovitrampas instaladas.
IMO = n° total de ovos/n® de ovitrampas instaladas

As variaveis ambientais de precipitacdo e temperatura foram utilizadas
para a andlise de associacdo com a oviposicao total, durante todo o periodo de
estudo (de maio de 2014 a maio de 2016). Os dados de temperatura foram
obtidas a partir da estacdo meteoroldgica mais proxima da ilha (Aeroporto
Galedo, llha do Governador =10 Km de distancia) do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET, 2014). A precipitacdo acumulada mensal foi obtida pelo
Sistema de Alerta da Prefeitura do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2017). Os
dados de temperatura e precipitacao utilizados nas analises estatisticas foram
referentes a uma e duas semanas de defasagem.

Em relagcdo ao direcionamento das acbes de combate ao vetor em

Paquetd | que era a &rea de estudo, a avaliagdo estatistica dos dados foi
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realizada por série temporal somente nas semanas em que houve
monitoramento em toda a Ilha. Isso aconteceu em detrimento de Paqueta Il que
era a area controle ter sido monitorada bimestralmente.

A analise dos dados foi realizada para testar a associa¢ao entre o nimero
total de ovos por semana epidemioldgica - SE, temperatura minima e as acoes
de rotina realizadas nas areas propostas indicadas pelas ovitrampas. Os dados
das acdes de controle foram referente as acdes ocorridas no més seguinte a
coleta dos ovos, tendo em vista que estas acdes aconteceriam nas areas
indicadas pelas ovitrampas. As variaveis das ac¢des avaliadas foram: nimero de
iméveis trabalhados; numero de depdsitos tratados; numero de depdsitos
eliminados e quantidade de larvicida utilizada. Para essa analise, foi mantida a
organizacdo da llha em territérios (estratos), conforme o planejamento regular
dos AVSs da CAP 1.0. No total, sdo trés territorios, sendo dois territorios
referentes a Paqueta | e um territorio referente a Paqueta Il.

Para testar as diferencas entre os indices entomolégicos IPO, IDO e IMO
entre a area controle e a de estudo, foi utilizado teste t Student. Modelos de
regressao logistica foram aplicados para avaliar a associacdo entre o IPO e as
temperaturas minimas e entre o IPO e as acfes de controle. Esse modelo &
utilizado para estimar a probabilidade de um evento ocorrer em fungcéo de outros
fatores, ou seja, indentificar os fatores que poderiam estar associados com a
positividade das ovitampas (FOX, 2002). Na Tabela 4.2 encontram-se o0 nome

das variaveis e os codigos R utilizados nas analises.
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Tabela 4.2: Variaveis e codigos R utilizados nos modelos de regressao logistica para os
testes de associagdo entre os estratos de Paqueta | e Paquetd Il, na llha de Paqueta,
Rio de Janeiro.

Variavel Explicacéo Cddigo R
Armadilhas positivas NuUmero total de ovitrampas positivas Armad_Post
Total de armadilhas Numero total de ovitrampas instaladas Total_Armad
Carga de larvicida Quantidade (g) de larvicida utilizado nos Carg_Larv

depdsitos positivos para Ae. aegypti

Depésitos eliminados Numero total de depdsitos eliminados Deps_ Elim
durante as vistorias dos imoveis

Temperatura minima Temperatura minima por semana Temp_Min
epidemioldgica

Total de ovos Numero total de ovos Total_Ovos

Os modelos regressao logistica testados foram os seguintes (em notacdo
do R):

a) No territério com acgéo direcionada (Paqueta I):
Variavel resposta ao IPO = armadilha positiva/negativa

#mod <- glm(cbind(Armad_Post,Total Armad) ~ Carg_Larv + Deps_Elim

+ Temp_Min, data=dados, family = "binomial",
# subset=dados$acao=="acao proposta")
#summary (mod)

b) Nos territérios controle (Paqueta Il):
Variavel resposta ao IPO = armadilha positiva/negativa

# Nas areas sem acao (controle)

#modC <-  glm(cbind(Armad_Post,Total Armad) ~ Carg_Larv +

Deps_Elim + Temp Min, data=dados, family = "binomial",
# subset=dados$acao=="acao padrao")
#summary (modC)
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Modelo de regresdo binomial negativo foi utilizado para testar a
associacdo das acdes de controle e temperatura no efeito positivo sobre o
namero total de ovos (FOX, 2002). O modelo regressdo binomial negativo
testado foi (em notacg&o do R):

a) Variavel resposta ao numero total de ovos

#mod <- glm.nb(Total_Ovos ~ offset(log(Total_Armad)) +
intervencao + Temp_Min, data=dados)

#summary (mod)

Ambos o0s modelos de regressdo utilizados sdo modelos lineares
generalizados (GLM). O logistico é aplicado para propor¢cdes e o binomial
negativo para contagem. O modelo estatistico escolhido foi o que melhor se
ajustou as variaveis avaliadas, comparado pelo Critério de Informacéo de Akaike
(AIC) (AKAIKE, 1974).

Graficos de linha e boxplot foram elaborados com os dados das séries
temporais dos dados das ovitrampas. O software utilizado nas analises
estatisticas foi o R v3.1.2.

As variaveis da frequéncia de espécies identificadas e variaveis
ambientais foram avaliadas estatisticamente por meio do Coeficiente de

Correlacao de Person.

4.2 Obtencdo de ovos e criacdo das amostras de Aedes das areas

portuérias do Rio de Janeiro

A aquisicdo de ovos de Aedes foi realizada em duas estacdes diferentes,
sendo uma no inverno, nos meses de junho a setembro de 2014 e uma no
verdo, nos meses de dezembro/2015, janeiro a marco de 2016, em localidades
da regidao metropolitana do Rio de Janeiro (Figura 4.2) onde possuem portos de

embarcacoes. As estacdes portuarias sdo conectadas a estacao da Praca XV,
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exceto a estacdo de Itadca (Sdo Goncalo). As barcas que vao em direcdo a

Pagueta sem exclusivamente do porto da Praca XV.

Area de Protecio
Ambiental de Guapimirim

Figura 4.2: Baia de Guanabara e as cinco areas portuarias da regido metropolitana do
Rio de Janeiro (RJ). (A) llha de Paquetd; (B) Praga XV; (C) Cocota, llha do Governador;
(D) Praca de Arariboia, Niter6i; (E) Itadca, Sdo Gongalo. Fonte: Google Earth (2018).

As coletas nas regides portuarias foram realizadas através de 40
ovitrampas mantidas por 15 dias consecutivos em cada localidade. A instalacao
foi feita nas proximidades das estacfes das barcas, sendo em torno de cinco
armadilhas na estacdo CCR Barcas e as demais em um raio de, no maximo, 1
km de distancia da estacgao.

A finalidade das coletas foi obter amostras de Ae. aegypti utilizadas nas
analises de genética de populagcdes com microssatélites, na avaliagdo da
resisténcia a inseticidas e na estimativa da frequéncia da mutacéo kdr.
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As localidades onde foram instaladas as ovitrampas para a coleta de ovos
de Aedes sao bairros ou municipios do Estado do Rio de Janeiro, situadas

proximas da llha de Paqueta, as quais séao:

- Praca XV

A Praca XV de Novembro esta localizada no centro do municipio do Rio
de Janeiro, entre a Assembleia Legislativa do Estado do Rio de Janeiro - ALERJ
e 0 porto de barcas, na baia de Guanabara (PREFEITURA DO RIO DE
JANEIRO, 2009). E um dos principais centros histéricos e turistico da cidade,
sendo um dos locais mais antigos do Rio de Janeiro, cenéario de diversos
momentos histoéricos da histdria da cidade e do Brasil. Atualmente toda a regido
portuéria foi revitalizada e faz parte do passeio publico chamado Porto Maravilha
(PREFEITURA DO RIO DE JANEIRO, 2009). A estacdo das barcas foi
construida entre 1904 e 1912 (CCR, 2018a) e é de onde partem as
embarcacdes que fazem o transporte de passageiros pela Baia de Guanabara,
para Niter6i, llha de Paqueta e llha do Governador. Segundo a CAP 1.0
(CAPL1.0, 2014), a populacéao total do centro do Municipio é de 41.142 pessoas e
22.646 domicilios. As ovitrampas foram instaladas dentro da &rea portuéria e
distribuidas pelas principais ruas da regido, no entorno da Pragca XV, até as

proximidades da Rua da Quitanda.

- Cocota

Cocota é um bairro da llha do Governador localizado na zona Norte do
municipio do Rio de Janeiro. A regido era conhecida como praia da Olaria até
meados de 1970. Foi aterrada e nomeada Aterro de Cocota e inaugurada em
1978. E cercada por uma colénia de pescadores e um pequeno comércio, sendo
também considerada uma das maiores areas de lazer da llha do Governador. A
populacéo do bairro foi estimada em 4.877 moradores e 1.880 domicilios (RIO
COMO VAMOS, 2018b). A estacao de barcas de Cocota foi criada em 2006 para
atender e facilitar o transporte dos moradores da llha do Governador até o

centro do Rio de Janeiro (CCR, 2018b). As ovitrampas foram dispostas dentro
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da estacdo de barcas de Cocota até as ruas perpendiculares a Praia da Olaria,

da Ilha do Governador.

- Niteréi

Niter6i € um municipio da regido metropolitana do estado do Rio de
Janeiro, a 5% cidade mais populosa, com populagdo estimada de 499.028
pessoas (IBGE, 2011). E o municipio com maior indice de Desenvolvimento
Humano — IDH (0.837) e densidade demogréfica de 3.640 hab/km? (NITEROI,
2018). Os principais acessos a Niteroi séo pela Ponte Rio - Niterdi e pelas linhas
de barcas Praca XV - Praca de Ararib6ia e Praca XV — Charitas. As amostras de
mosquitos foram obtidas somente na estacdo Praca de Araribdia, localizada no
centro de Niteréi (CCR, 2018c). O porto das barcas € chamado de Estacéo
Praca de Araribdia, em homenagem ao indigena Araribdia, fundador de Niterai,
gue lutou junto aos portugueses nas batalhas contra os franceses na Franca
Antartida (CARVALHO, 1990). As ovitrampas foram instaladas no centro
comercial do centro de Niterdi, dentro da estacdo de barcas na Praca de
Arariboia até as ruas perpendiculares a Avenida Ernani do Amaral Peixoto no
centro de Niteroi.

- ltabca

Itabca € um bairroda Zona Oeste do municipio de Sdo Gongalo,
estado do Rio de Janeiro e € uma regido de coldnia de pescadores e criadores
de suinos. Um dos bairros mais pobres e abandonados do municipio, tem pouco
saneamento basico e varios aterros de lixo. O bairro de Itadca € conhecido pela
Praia da Luz e pela Praia da Caieira, onde ha o transporte, ndo regularizado, de
passageiros para a llha de Paquetad (SAO GONCALO, 2018; WIKIPEDIA, 2017).
No entanto, a estacdo de barcas de Itadca representa uma grande rota de
transporte de pessoas e materiais de consumo entre elas, principalmente de
pescado. O municipio de Sad Gongalo teve progresso econdmico acelerado a
partir do século XVIII, pois se transformou numa rota hidroviaria de pessoas e de

comércio de produtos agricolas entre todo o litoral do Rio de Janeiro. A
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populacdo de Sdo Goncalo estimada € de 1.049.826 pessoas, com densidade
demografica de 4.035,90 hab/km2, o segundo no ranking do Estado do Rio de
Janeiro. O IDH do municipio de Sao Gongalo foi estimado em 0,739 (IBGE,
2011).

Todas as paletas de ovitrampas provenientes do campo foram colocadas
para secar (Figura 4.3 A). Ap0s a secagem total, os ovos de Aedes de cada
paleta foram contabilizados em estereomicroscopio (Figura 4.3 B) e, as paletas
positivas, foram organizadas para a eclosdo dos ovos. A eclosdo foi
individualizada por paleta (Figura 4.3 C), as quais foram imersas em agua
desclorada em copos ou bacias com tamanho adequado a quantidade ovos
(Figura 4.3 D). A alimentagdo das larvas foi com ragdo para gato (Friskies
Purina®) triturada e em proporcdo adequada para a quantidade de larvas por
copo/ bacia. Apés a emergéncia dos alados, utilizou-se um sugador de
mosquitos para a triagem e identificacdo das espécies. A identificacdo seguiu a
chave entomolédgica de Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994) (CONSOLI E
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994) (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Procedimentos com as paletas de campo em laboratério. (A) secagem das
paletas; (B) contagem dos ovos de Aedes em estereomicroscopio; (C, D) ecloséo dos
ovos de Aedes por ovitrampa. Imagens: Laboratério de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores — LAFICAVE, IOC/FIOCRUZ, localizado no Instituto de Biologia do
Exército — IBEX, Benifca, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

4.3 Avaliacdo da resisténcia a inseticidas em Ae. aegypti

4.3.1 Bioensaios dose-resposta com inseticidas

Os ensaios do tipo dose-resposta sao experimentos realizados para
guantificar a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas. Os experimentos
consistem na exposicdo dos espécimes de mosquitos a um gradiente de
concentragfes de, no minimo, oito doses do inseticida. Foram utilizados nos
ensaios os adulticidas deltametrina (PI) e malathion (OP) e o larvicida temephos

(OP), que agem diretamente no sistema nervoso central (SNC).
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Os ensaios biolégicos de inseticidas com larvas e adultos seguiram os
protocolos da Organizacdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1981; 1986). Foram realizados testes preliminares para todas
as populacbes de Ae. aegypti coletadas no verdo e no inverno para a avaliacao
da sensibilidade aos inseticidas e determinacdo da concentracdo utilizada nas
solucdes iniciais, que possibilitassem a mortalidade entre £10% e +95%. Para
cada populacdo de mosquito foi realizado de trés a quatro ensaios com
inseticidas em dias diferentes.

Todos os ensaios foram calibrados com espécimes de Ae. aegypti da
linhagem Rockefeller. Esta linhagem é utilizada como controle de qualidade de
todos os ensaios realizados em laboratério, executados antes dos experimentos
com as populacbes de campo. A linhagem Rockefeller de Ae. aegypti €
mundialmente conhecida e utilizada como colénia de referéncia susceptivel, ja
gue amostras de mosquitos foram retiradas de campo e colonizadas em
laboratorio antes da aplicagdo dos inseticidas. Em muitos paises, esta linhagem
tem sido mantida como modelo controle ha cerca de 30 anos. Pensa-se que a
primeira colonia foi estabelecida pela primeira vez em Havana, Cuba, por Finlay
em 1881 e utilizada em estudos de febre amarela nos anos de 1900 e 1901
(KUNO, 2010).

4.3.2 Bioensaios com larvas

A criacdo das amostras de Ae. aegypti seguiu o protocolo estabelecido
pelo Laficave. Para cada bioensaio com larvas, cerca de 1000 ovos (ovos da
geragao F1) foram induzidos a eclosao “sincronizada” durante 1 h, em 50 mL de
agua para criacdo (proveniente de bacias com larvas em desenvolvimento).
Seguidamente, as larvas foram transferidas para bacias com 1 L de agua
desclorada e 1 g de racédo para alimentacdo de gatos da marca Friskies® e
mantidas sob temperatura e umidade controladas (26x1 °C; 80+10 %) em
incubadora do tipo Biochemical Oxygen Demand - BOD. As larvas foram criadas
até o terceiro estadio e entdo selecionadas como amostragem para execucao

dos experimentos.
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A resisténcia ao temephos foi avaliada a partir de testes com larvas de
terceiro estadio de Ae. aegypti. As amostras foram previamente separadas em
grupos de 20 espécimes em 20 mL de agua desclorada (Figura 4.4 A, B). Ao
total, cerca de 800 larvas foram utilizadas por ensaio.

As solucbes de temephos Pestanal® (Sigma-Aldrich) foram diluidas em
etanol absoluto. Para todas as populacdes testadas, foi utilizado gradientes com,
no minimo, 10 concentracdes/dose do larvicida, que variou de 0,0090 a 0,1080
mg/L. Cada dose do OP foi testada em quatro replicatas, em volume final de 100
mL de solugéo (Figura 4.4 C). Para o controle, foram utilizados quatro replicatas
com 20 espécimes cada, contendo apenas etanol e agua filtrada.

As larvas ficaram expostas por 24 h ao larvicida. Dessa maneira, a leitura
do ensaio foi realizada apds esse periodo, quando foram computados o niumero

de larvas vivas e mortas para cada concentracao.

Figura 4.4: Procedimento para a execuc¢do de bioensaio de larvas de Ae. aegypti com
temephos (OP). (A, B) Separacéo das larvas de Ae. aegypti em copos com 20 mL de
agua desclorada; (C) Replicatas do gradiente de concentracdes do larvicida. Imagens:
Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores — LAFICAVE,
IOC/FIOCRUZ, localizado no Instituto de Biologia do Exército — IBEX, Benifca, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.
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4.3.3 Bioensaios com adultos

Para cada bioensaio com adultos, aproximadamente 3000 ovos (ovos da
geracao F1) foram induzidos a eclosao “sincronizada” durante 1 h, em 50 mL de
agua para criacdo. Apos a eclosao, as larvas foram distribuidas para bacias com
até mil larvas cada, com 1 L de &gua desclorada e 1 g de racdo para
alimentacdo de gatos da marca Friskies® e mantidas sob temperatura e umidade
controladas (261 °C; 80+10 %) em incubadora BOD. As pupas foram
transferidas para gaiolas e mantidas até a emergéncia dos adultos e
alimentadas apenas com solugdo agucarada (10%). Cerca de 600 fémeas de
Ae. aegypti de até cinco dias apds emergéncia foram selecionadas para 0s
experimentos.

Os ensaios foram realizados com papéis impregnados com deltametrina
Pestanal® (Sigma-Aldrich) e malathion (Bayer®). Os inseticidas foram
impregnados em papel filtro Whatman 1 mm (14x12 cm) e solvente 6leo de
silicone (Dow Corning 556) (Figura 4.4 A) em diferentes concentragdes. Para
todas as populacfes testadas, foram utilizadas concentracfes variando de 5 a
125 mg/m? de deltametrina e 1 a 11 g/m? de malathion.

Apds a secagem total dos papéis, os tubos de acrilico (kit OMS) foram
revestidos e identificados segundo a dosagem de inseticida. As fémeas de Ae.
aegypti foram previamente separadas e alocadas em gaiolas para, em seguida,
serem utilizadas nos ensaios (Figura 4.5 B). Foram expostas o total de 45 a 65
fémeas de Ae. aegypti por ensaio, de 15 a 20 fémeas por tubo, distribuidas em
trés replicatas para cada dose e trés tubos-controle contendo papel impregnado
apenas com solvente de silicone (Figura 4.5 C). Apés uma hora de exposi¢do ao
adulticida, as fémeas de Ae. aegypti foram transferidas para tubos de descanso,
onde foram deixadas até o dia seguinte e completar 24 h apds a exposi¢cao ao
inseticida para a quantificacdo da mortalidade. Os tubos de descanso foram
revestidos somente com papel filtro e foi oferecida solugdo agucarada a 10%
para as fémeas de Ae. aegypti (Figura 4.5 D). Nos ensaios com deltametrina, 0s
individuos mortos (caidos ou moribundos) foram quantificados para a

averiguacao do efeito knockdown, apds uma hora de exposicéo ao inseticida.
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Figura 4.5: Procedimento para a execucgéo de bioensaio de adultos de Ae. aegypti com
deltametrina (PI) e malathion (OP). (A) impregnacao do inseticida em papel; (B) gaiola
com fémeas de Ae. aegypti selecionadas para o ensaio; (C) kits de tubos de ensaio
padrdo OMS, sendo um lado para a exposicdo de Ae. aegypti ao papel impregnado com
inseticida e o outro lado para descanso de Ae. aegypti; (D) tubos de descanso e solucéo
acucarada a 10% com fémeas do mosquito, durante o experimento. Imagens:
Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores — LAFICAVE,
IOC/FIOCRUZ, localizado no Instituto de Biologia do Exército — IBEX, Benifca, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

4.3.4 Andlise dos resultados dos bioensaios

Apbés a realizacdo dos bioensaios dose-resposta, foi calculada a
mortalidade total de fémeas de Ae. aegypti para cada um dos trés inseticidas
testados (temephos, deltametrina e malathion) e aplicadas na determinacdo das
concentragdes letais (CL).

As CLs foram calculadas através de analise por transformacéo log x probit
(BLISS, 1935; FINNEY, 1952) seguida de regressado linear, realizadas pelo
software desenvolvido por Raymond (1985). A analise probit € um método
estatistico que estima doses criticas de um determinado composto quimico em
ensaios do tipo dose-resposta.

A partir das CLs, sendo as mais significativas CLso e CLgs, calculam-se as
razbes de resisténcia (RR), as quais sao valores que quantificam os niveis de
resisténcia das populagbes do vetor. As RRs sdo obtidas a partir da divisdo da
CL da populacdo de campo pela CL equivalente da linhagem susceptivel.

Os graficos da analise probit apresentando a curva de resisténcia foram
obtidos pelo programa GraphPad Prism 6.0.
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4.3.5 Estimativa das frequéncias das mutacdes kdr em Ae. aegypti

4.3.5.1 Extracdo de DNA gendmico de Ae. aegypti

De cada populacao de Ae. aegypti coletada nas cinco areas portuarias da
regido metropolitana do Rio de Janeiro. Em torno de 30 larvas (FO), provenientes
de coletas realizadas durante as estacGes do verdo e inverno do ano de 2014
foram utilizados na extracdo do DNA gendmico. O protocolo de extracdo foi a
base de cetyl trimethylammonium bromide - CTAB (Sigma Aldrich®), segundo o
protocolo estabelecido no Laboratério de Biologia Computacional e Sistemas
(LBCS/ I0C/ FIOCRUZ).

As larvas de Ae. aegypti foram maceradas individualmente em microtubos
de 1,5 mL com 150 pL de tampao CTAB (100mM Tris, 20mM EDTA, 1.42M NacCl
e 2% CTAB) e adicionou-se proteinase K (10 mg/mL). As amostras de Ae.
aegypti foram incubadas em banho-maria a 60°C por 1 h. Em seguida,
adicionou-se 150 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), os tubos foram
agitados e centrifugados a 13000 rpm (rotacGes por minuto), por 5 min. Apos a
centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e
adicionado 200 pL de etanol absoluto gelado e 5 pL de cloreto de sédio (5M).
Apbs a precipitacdo em freezer overnight (+ 10 h), as amostras de Ae. aegypti
foram centrifugadas a 14000 rpm, por 20 min. O sobrenadante foi descartado e
adicionado 400 pL de etanol 70% ao pellet de DNA e novamente centrifugados
por 10 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado pela segunda vez e o
pellet deixado para a secagem por 20 min em temperatura ambiente (£ 24 °C). O
DNA foi ressuspendido em 60 puL de agua ultrapura Mili-Q e armazenado a -20
°C.

A qualidade de cada amostra de DNA de Ae. aegypti foi verificada em
espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (TermoFisher Scientific®) e as amostras

aliguotadas em placas de 96 pocos.
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4.3.5.2 Genotipagem e avaliacdo dos sitios mutantes Vall016lle e

Phel534Cys em Ae. aegypti

A deteccdo dos alelos das mutacdes kdr relacionados a resisténcia a
piretroides foram realizadas através de genotipagens de Single Nucleotide
Polymorphism - SNP por meio da gPCR alelo especifica (Real Time -
Polimerase Chain Reaction) de Ae. aegypti. Para as reag0es foram utilizadas o
kit TagMan® Genotyping Master Mix — Applied Biosystems (BIOSYSTEMS,
2017).

As mutacdes consistem na substituicdo de um aminoacido valina (Val) por
uma isoleucina (lle) e na substituicdo de uma fenilalanina (Phe) por uma cisteina
(Cys), no gene gue codifica o canal de sodio regulado por voltagem em Ae.
aegypti (AaNay), localizados nas posicbes 1016 (Vall01l6lle) e 1534
(Phel1534Cys), respectivamente.

As reacdes de genotipagem aconteceram para ambos os sitios em PCRs
diferentes, com a utilizacdo de sondas TagMan (Tabela 4.3), compostas por uma
molécula de fluoréforo (FAM, VIC, HEX e/ou NED) e uma molécula supressora
qguencher, cuja funcdo € ativar ou reprimir o fluoréforo. Foi previamente
estabelecida uma fluorescéncia especifica para cada possivel genétipo, como
exemplificado na Figura 4.6 (BIOSYSTEMS, 2017).
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Tabela 4.3: Sequéncia nucleotidica dos primers e das sondas utilizadas nas
genotipagens por meio de RT - PCR alelo especificas para os sitios 1016 e 1534 que
codificam o canal de sédio regulado por voltagem Nav em Ae. aegypti.

Sitio Primer / Sonda Sequéncia nucleotidica
Foward 5" CGTGCTAACCGACAAATTGTTTCC 3
Reverse 5" GACAAAAGCAAGGCTAAGAAAAGG T
1016
Sonda Val* VIC - 5" CCCGCACAGGTACCTTA 3" - NFQ
Sonda llekdr FAM - 5"CCGCACAGATACTTA 3’- NFQ
Forward 5'CGAGACCAACATCTACATGTACCT 3
Reverse 5 GATGATGACACCGATGAACAGATTC 3
1534
Sonda Phe* FAM — 5’ ACGACCCGAAGATGA 3'- NFQ
Sonda Cysk VIC — 5’ AACGACCCGCAGATGA 3'- NFQ
NFQ = NonFluorescent Quencher — molécula que proporciona maior sensibilidade na

amplificacdo e melhor precisdo na quantificacdo do alelo (BIOSYSTEMS, 2017).
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Figura 4.6: Gréafico com discriminacdo dos resultados dos alelos plotados durante a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real com TagMan (BIOSYSTEMS,
2017).

A identificacdo dos alelos mutantes/ selvagens acontece a partir do
anelamento de primers especificos para cada sitio, como listado na Tabela 4.3; e
a amplificacao da regido flanqueada inicia-se com o anelamento dos primers e a
hibridizacdo das sondas TagMan a sequéncia de DNA alvo, complementar aos
alelos dos SNPs (1016 ou 1534). Com isso, a Taq Polimerase degrada a
TagMan, polimeriza a regido alvo e o fluoréforo presente na sonda se desliga,
gerando um sinal de fluorescéncia. Esse sinal é referente a amplificagcdo da
regido alvo, indicando o alelo correspondente a cada espécime do mosquito

(Figura 4.7; Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Classificacdo dos alelos e genotipos referentes ao gene que codifica o
canal de sédio regulado por voltagem kdr em Ae. aegypti (LINSS et al., 2014).

Val 1016 lle  Phe 1534 Cys Alelo Genotipo Alelo Fendtipo
1016Val* + 1534Phet NayS Selvagem
1016Val* + 1534Cyskdr NayRt Mutante - sitio 1534
Mutante - sitios 1016
1016llekdr + 1534Cyskdr NayR?

Val / val

Val / val

Val/ lle

Val/ lle

Val/ lle

lle/lle

Phe / Phe
Phe / Cys
Phe / Cys
Phe / Cys

Cys/Cys

Cys/Cys

SS

SR1

SR2

R1R1

R1R2

R2R2

e 1534

Susceptivel

Susceptivel

Susceptivel
Resistente — sitio 1534

Resistente - sitio 1534

Resistente - sitios
1016 e 1534
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Figura 4.7: Representacdo de uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando
o kit TagMan® Genotyping Master Mix — Applied Biosystems. (A) dupla fita de DNA
alvo; (B) fita de DNA desnaturada e reconhecimento da regido alvo a ser amplificada;
anelamento dos primers forward e reverse e hibridizacdo da sonda (C) polimerizacdo da
fita de DNA a partir do primer, degradacdo da sonda com a liberacdo do fluoréforo,
acendendo o sinal verde (fluorescéncia HEX). Fonte: TagMan® SNP Genotyping Assays
User Guide (BIOSYSTEMS, 2017).

As reacdes de PCR para cada sitio (SNP 1016 e 1534) foram realizadas,
separadamente, seguindo o protocolo estabelecido por Linss et al (2014). Para o
sitio 1534, utilizou-se com 0,5x do kit TagMan® Genotyping Master Mix — Applied
Biosystems, 1 x do kit TagMan® SNP assay, o qual contém as sondas
especificas para os alelos Phe e Cys e os primers e 1 uL de DNA gendmico de
cada espécime de Ae. aegypti. Para completar o volume final de 10 pL, foi
adicionado agua ultrapura Milli-Q. Para o sitio 1016, foram utilizados os mesmos

reagentes, porém 1x kit TagMan® Genotyping Master Mix e o kit TagMan® SNP
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assay, que continha as sondas especificas para os alelos Val e lle e os primers.
Foram genotipados cerca de 30 individuos de Ae. aegypti de cada populagéo, de
cada estagdo (verdo e inverno), totalizando 60 espécimes para cada populagéo.
Foi usado controle positivo (genoétipos selvagem, mutante e heterozigoto) e
controle negativo de Ae. aegypti.

As PCRs foram realizadas em 45 ciclos em termociclador Real Time
QuantStudio® Flex System — TermoFischer Scientific®, nas seguintes condicdes
de amplificacdo: 95 °C por 15 segundos de desnaturagéo e o anelamento dos
primers em 60 °C por um minuto, seguido de 60 °C por 30 segundos de
extensao final.

AplOs as genotipagens, 0s genotipos referentes as amostras de Ae.
aegypti foram analisadas, conforme a classificacdo descrita na Tabela 4.3 e os
dados organizados em planilhas pelo software Excel Microsoft®. Posteriormente,
os resultados das frequéncias génicas e genotipicas foram aplicados em graficos

elaborados no software GraphPad Prisma®.

4.4 Andlise da variabilidade genética de Ae. aegypti com marcadores

microssatélites

4.4.1 Obtencao de gendtipos derivados de loci microssatélites

Um total de 30 larvas de Ae. aegypti por localidade foram utilizadas para a
extracdo de DNA gendmico, conforme detalhado no Item 4.3.5.1.

Foram analisados 12 marcadores microssatélites (BROWN et al., 2011,
SLOTMAN et al.,, 2007), os quais foram caracterizados como polimorficos e
eficientes para estudos de populagbes brasileiras de Ae. aegypti (KOTSAKIOZI
et al.,, 2017; MONTEIRO et al., 2014). A genotipagem utilizando estes primers foi
padronizada no laboratério do Dr. Jeffrey Powell da Yale University, New Haven,
Connecticut, Estados Unidos da América (BROWN et al., 2011).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram sintetizados de acordo
com o protocolo econdmico de genotipagem desenvolvido por Schuelke (2000)

(SCHUELKE, 2000). O protocolo consiste na insercdo de uma sequéncia
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universal fluorescente M13 (5°-3") no primer forward, o qual se anela em uma
sequéncia de primer complementar marcada com fluorescéncias (FAM -
florescéncia azul ou HEX - fluorescéncia verde) que permitirdo a visualizagao
dos alelos referentes aos fragmentos microssatélites. Com essa metodologia é
possivel minimizar os custos na sintese dos primers.

As amplificagdes dos 12 loci foram realizadas por meio de PCR multiplex
em termociclador Veriti Applied Biosystems®, separadamente para cada estacédo
de coleta (inverno e verédo/2014). As reacdes multiplex, conforme a ilustracdo da
Figura 4.8, foram preparadas com a organizacdo de dois loci por reagéo,
levando em consideracdo o tamanho e a cor da fluorescéncia, para evitar
sobreposicado dos alelos, seguindo o protocolo estabelecido por Brown et al.
(2011) (BROWN et al., 2011) (Tabela 4.5).

Multiplex Genotipagem (A + B)

AC4

A9 Multiplex PCR (A)

B2 ~——— B3 Multiplex PCR (B)

I I I I I I I I 1 1 1 1 1 1 1

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

Pares de Base

Figura 4.8: Exemplos de uma combinagédo de loci utilizados nas PCRs e genotipagens
multiplex de Ae. aegypti, com 0s possiveis tamanhos de alelos que cada locus pode
apresentar em pares de bases. Bandas azuis (fluorescéncia FAM), bandas verdes
(fluorescéncias HEX). Fonte: (LIMA, 2017), com modificagdes.

Os ciclos de amplificacdes iniciaram-se com uma incubacéao a 94 °C por
10 minutos, seguindo de 35 ciclos de 94 °C durante 30 segundos para a
desnaturacao; 54 °C por 30 segundos para o anelamento dos primers; 72 °C por
30 segundos de extenséo, finalizando com 72 °C durante 5 minutos (SLOTMAN
et al., 2007). Esses microssatélites foram amplificados em 10 pL de volume final,
utilizando 1 x Type-it PCR Master Mix (Qiagen®), 25 nM dos primers forward,

250 nM dos primers reverse, 500 nM do primer M13 marcado com fluorescéncia
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e 1 yL de DNA gendmico. Todas as amostras foram previamente diluidas
igualmente na proporgao 1:10, com concentragao de aproximadamente 10 ng.
Seguida a amplificacdo, todas as amostras foram genotipadas por
eletroforese capilar em um sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems®) cedido
pelo Dr. Rodolpho Mattos Albano do Laboratério Genoma da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro - UERJ. Essas genotipagens também foram feitas em
sistema multiplex (Figura 4.8) em trés grupos de quatro loci cada (Tabela 4.5).
Antes das genotipagens todos os produtos de PCR foram diluidos 1:90 uL em
agua ultra pura, misturados com marcador de tamanho padrdo GeneScan
ROX500-pb (Applied Biosystems®) e formamida Hi-Di (Applied Biosystems®). As
amostras foram entdo desnaturadas durante 2 minutos a 95 °C e imediatamente

colocadas em gelo.
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Tabela 4.5: Descricdo dos grupos multiplex utilizados nas PCRs e genotipagens, nome
e sequéncia dos primers, motivos de repeticao e fonte bibliografica referente aos 12 loci
microssatélites utilizados nas andlises da variabilidade e estrutura genética de Ae.
aegypti do Rio de Janeiro, Brasil.

Multiplex Motivo de ) ) Multiplex
Locus . Sequéncia do primer (5' - 3) . Fonte
PCR repeticéo Genotipagem
A9 R F: FAMTCCCAGTCACGACGTGCAGCATGCACTTCACATTT )

R: CGAATGGCATCTGATTCAAG

A F:FAMTCCCAGTCACGACGTGCGAATCGGTTCCCATAGTA
Ac o R: CTTTATCGATCGACGCCATT 1 !
B2 R F: "EXTCCCAGTCACGACGTGGAAACACTTGCAGGGACAT (A+B) )
B R: GCAGATGGTGGCAGTAGTGA
F: "EXTCCCAGTCACGACGTGCAAGTTGCAAAGTGCTCAA
B3 b R: ACCCACCGTTTGCTTTGTAG ?
F: PAMTCCCAGTCACGACGTTCCGGTGGGTTAAGGATAGA
Act o R: ACTTCACGCTCCAGCAATCT !
¢ F: FAMTCCCAGTCACGACGTTGGATTGTTCTTAACAAACACGAT
ACS o R: CGATCTCACTACGGGTTTCG 2 !
F: "EXTCCCAGTCACGACGTAATCCCCACACAAACACACC (C+D)
b Act o R: GGCCGTGGTGTTACTCTCTC !
AGS oI F: "EXTCCCAGTCACGACGTTGATCTTGAGAAGGCATCCA 1
R: CGTTATCCTTTCATCACTTGTTTG
F: PAMTCCCAGTCACGACGTGACGTAAACCGAGTGGGAGA
£ At ™ R: GCATTTAACCGCGCTAGAAC 2
F: FAMTCCCAGTCACGACGTAATACAACGCGATCGACTCC
Ac2 o R: AACGATTAGCTGCTCCGAAA 3 !
cT2 Dl F: "EXTCCCAGTCACGACGTCGCAGTAGGCGATATTCGTT (E+F) L
R: ACCACCACCAACACCATTCT
F AG? Dl F: "EXTCCCAGTCACGACGTTCCCCTTTCAAACCTAATGG 1

R: TTTGCCCTCGTATGCTCTCT

Fonte 1: Slotman et al (2007); Fonte 2: Brown et al (2011).
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Os resultados foram analisados com o software GeneMapper 3.7
(Applied Biosystems®), onde avaliamos o perfil dos picos e tamanho de alelos

para cada locus (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Exemplos de eletroferogramas de alelos microssatélites de Ae. aegypti.
(A) individuo heterozigoto (alelos 156 e 159) para o locus AC5 com fluorescéncia FAM,;
(B) individuo homozigoto (alelo 166) para o locus B3 com fluorescéncia HEX.

4.4.2 Andlise dos parametros evolutivos

4.2.2.1 Analise da diversidade genética intrapopulacional de Ae. aegypti

Os resultados obtidos nas genotipagens foram exportados para o
software GenAlEx v6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) na plataforma Microsoft
Excel® onde foi elaborada uma matriz de gendtipos para cada locus em cada
populacdo. Foi calculado o numero de alelos (A) e frequéncias génicas para
todos os loci em todas as populacbes. Em seguida, os genotipos foram
exportados para outros softwares para analises genéticas subsequentes.

Com o auxilio do software Genepop v1.2 (RAYMOND; ROUSSET, 1995;
ROUSSET, 2008), o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e o desequilibrio de

ligacdo (DL) foram verificados com o0s seguintes parametros da cadeia de
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Markov: 10000 demoriza¢des, 1000 batches, 10000 iteragbes. O método
sequencial de Bonferroni para testes multiplos (RICE, 1989) foi utilizado para
corrigir os niveis de significancia para o teste de EHW (p=0,05/144, <0,0003).
As heterozigosidades esperadas e observadas (He e Ho) para cada populagao
foram calculadas usando o software Arlequin v3.5.1.2 (EXCOFFIER; LAVAL,
SCHNEIDER, 2005). A riqueza alélica (RA) e o numero de alelos encontrado
por locus foi quantificada pelo método de rarefacdo de alelos privados, no
software Hp-rare (KALINOWSKI, 2005). Neste mesmo programa foi avaliada a
presenca de alelos privados (Np), por populacéo e por locus. A probabilidade
de alelos nulos foi avaliada pelo Micro-checker v2.2.3 (OOSTERHOUT et al.,
2004). E importante quantificar esta probabilidade, pois a presenca de alelos
nulos pode afetar a estimativa da diferenciagcdo populacional, reduzindo a
diversidade genética dentro das popula¢des (CHAPUIS; ESTOUP, 2007).

4.2.2.2 Estrutura genética das populacdes de Ae. aegypti

A fim de verificar a existéncia de estrutura genética entre as seis
populacdes de Ae. aegypti amostradas, obteve-se uma matriz com valores de
Fst (WRIGHT, 1951) par-a-par e sua significancia com auxilio do software
Arlequin v3.5.1.2 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), com 1000
permutacBes. A andlise de variancia molecular (AMOVA) (MICHALAKIS;
EXCOFFIED, 1996) foi realizada para avaliar o grau de diferenciacdo genética
entre as localidades estudadas, inter e intrapopulacional, a partir da distancia
genética estimada pelos valores de Fsr.

Para as analises bayesianas de estrutura populacional, foi utilizado o
software Structure v2.3 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), para
inferir 0 nimero de classes genéticas (K) em todas as populagbes de Ae.
aegypti analisadas. Foram utilizadas 10 corridas (réplicas) independentes para
cada valor de K (que variou de 1 ao numero total de populagcdes avaliadas). Os
valores de corte (burn in) foram de 100000 permutacdes e 600000 simula¢cdes
em cadeias de Monte Carlo (MCMC), para atingir o melhor nimero de classes.
Em seguida, os resultados foram analisados pelo Structure Harvester v0.694
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(EARL; VONHOLDT, 2012), disponivel no site:
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/, onde foi elaborado o grafico
de AK, constando o numero provavel de grupos genéticos (EVANNO;
REGNAUT; GOUDET, 2005). A partir desse ultimo foram gerados 0s arquivos
de saida para serem usados nos softwares Clumpp (JAKOBSSON;
ROSENBERG, 2007) e Distruct (ROSENBERG, 2003), onde é feito um resumo
das 10 corridas feitas no programa Structure e o grafico representativo da

estrutura genética das populacdes é gerado.

4.5 Atividades de treinamento e capacitacdo em controle de mosquitos

vetores - Brasil Sem Miséria (BSM)

O estudo foi inserido no contexto do Programa Brasil sem Miséria
(BSM). Promovemos oficinas de sensibilizacdo, treinamento e capacitacao de
AVS e agentes comunitario em saude (ACS) sobre a biologia e controle de
mosquitos vetores. Estes agentes estdo em contato direto com os moradores e
frequentadores da lIlha, o que os torna multiplicadores de informagcdo e
promocdo da saude. Diante disso, nossa proposta foi utilizar os dados de
densidade de ovos de Aedes como suporte informativo e de sensibilizacdo da
populacdo paquetaense acerca dos cuidados contra 0 mosquito. Para tanto,
mapas de calor (kernel) foram elaborados identificando as areas com maior e
menor infestacdo em Paquetda | de outubro de 2016 a marco de 2017 e
distribuidos aos moradores. A entrega dos mapas foi realizada pelos ACS

durante a rotina de visitagcao domiciliar.
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5. RESULTADOS

5.1 Monitoramento e direcionamento do controle na llha de Paqueta

5.1.1 Distribuicdo espacial de Aedes na area de estudo (Paqueta l)

Na Figura 5.1 estdo apresentados os resultados obtidos através de 50
ovitrampas instaladas em Paquetd | durante 25 meses, de maio de 2014 a
maio de 2016 (107 semanas). Foram obtidos mais de 760.000 ovos de Aedes,
gerando uma média global de 126 ovos por ovitrampa/ semana e 4.927 ovos/
ovitrampa durante todo periodo. A sazonalidade dos niveis de infestacéo foi
bem visivel, com picos elevados nos periodos mais quentes do ano, entre 0s
meses de outubro a abril. O IDO variou de 70,8 (mai/14) a 288,8 (jan/16).

Durante todo o periodo de monitoramento da densidade de Aedes em
Paqueta |, as 50 ovitrampas instaladas sempre estiveram com o IPO elevado,
acima de 50%, variando de 55% (mai/14) a 89% (out/14) (Figura 5.2). O valor
para a positividade das ovitrampas foi considerada na presenca na paleta de
apenas um ovo, o que foi incomum de acontecer, considerando que as paletas
geralmente continham muitos ovos, principalmente nos meses mais quentes e
chuvosos.

A andlise de correlacdo mostrou que houve associacdo significativa
entre o IPO e o IDO (r= 0,748; p<0.001) e do IPO e IMO (r= 0,814; p<0.001),

durante o periodo estudado (Figura 5.3).
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Figura 5.1: Dinamica temporal de Aedes em Paqueta | (bairro Ponte) da llha de
Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016. indice de Densidade
de Ovos - IDO (linha azul), indice Médio de Ovos — IMO (linha vermelha) e nimero de
ovos mensal - n ovos (barras cinzas).
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Figura 5.2: Dinamica temporal do indice de positividade de ovitrampas de Aedes em
Paqueta | (bairro Ponte) da Ilha de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a
maio de 2016. Indice de Positividade de Ovitrampas - IPO (linha preta).
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Figura 5.3: Correlacdo entre os indices de infestacdo para Aedes — indice de
Positividade de Ovitrampas (IPO) x indide de Densidade de Ovos (IDO) e IPO x indice
Médio de Ovos (IMO), avaliados para Paqueté | (bairro Ponte), llha de Paquetd, Rio de
Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016.

Com o numero total de ovos de Aedes contabilizados em cada
ovitrampa, os mapas de kernel foram elaborados e utilizados para o
acompanhamento da infestacdo e direcionamento das acfes de combate aos
vetores. Nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 estdo apresentados os mapas de kernel
com a densidade mensal, cuja variacdo de cores esta relacionada com a
quantidade de ovos. Todos os mapas foram confeccionados com a mesma
escala de cores e estimativa de ovos. Quanto maior a intensidade de vermelho,
maior quantidade de ovos depositados nas ovitrampas. Os mapas mostram
uma distribuicdo espacial heterogénea dos ovos de Aedes durante todo o
estudo, porém com periodos em que houve concentracdo de ovos em

determinados quarteirdes (dez/14 a abr/15 e out/15 a mar/16).
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Figura 5.4: Mapas de kernel de meses do ano de 2014, com a distribuicdo espacial de
ovos de Aedes em Paqueta | (bairro Ponte), llha de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de
maio de 2014 a maio de 2016.
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Figura 5.5: Mapas de kernel de meses do ano de 2015, com a distribuicdo espacial de
ovos de Aedes em Paquetd | (bairro Ponte), llha de Paquetd, Rio de Janeiro, Brasil, de
maio de 2014 a maio de 2016.
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Figura 5.6: Mapas de kernel de meses do ano de 2016, com a distribuicdo espacial de

ovos de Aedes em Paquetd | (bairro Ponte), llha de Paquetd, Rio de Janeiro, Brasil, de
maio de 2014 a maio de 2016.
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5.1.2 Monitoramento bimestral de Aedes na llha de Paqueta

As 12 coletas de ovos bimestrais (24 semanas) na llha de Paqueta
resultaram na coleta de 213.206 ovos, com média de 222 ovos por ovitrampa/
semana (Figura 5.5). Os indices de infestacdo IPO e IDO mostraram flutuacfes
sazonais durante todo periodo de coleta, sendo alta do inicio ao fim do estudo,
com as taxas mais baixas durante a estacdo seca e fria (Figura 5.5 e 5.6). A
densidade de ovos nas ovitrampas foi mais alta no periodo chuvoso e quente e
sempre permaneceu elevada (IDO — 59,4 a 243,7) (Figura 5.4). O IPO (Figura
5.6) sempre foi maior que 50% (IPO — 57% a 89%), principalmente durante os
meses em que a temperatura e chuva foram mais intensas, de outubro até
maio. As Figura 5.9 e 5.10 apresentam os mapas de kernel com a distribuicdo

espacial dos ovos de Aedes por toda a llha.
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Figura 5.7: Dinamica temporal e espacial de Aedes avaliadas bimestralmente na Ilha
de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016. indice de
Densidade de Ovos - IDO (linha azul), indice Médio de Ovos — IMO (linha vermelha) e
namero de ovos mensal - n ovos (barras cinzas).
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Figura 5.8: Dinamica temporal do indice de positividade de ovitrampas de Aedes na
llha de Paquetd, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016. Indice de
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Figura 5.10: Mapas de kernel dos ultimos meses de coletas bimestrais, com a
distribuicdo espacial bimestral de ovos de Aedes na llha de Paquetd, Rio de Janeiro,
Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016.
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ApoOs a criacdo dos individuos obtidos nas coletas, foram identificados
69.453 espécimes, sendo 48.434 (70%) Ae. aegypti e 21.019 (30%) Ae.
albopictus. Da sexagem, 45% foram fémeas e 55 % machos de Ae. aegypti e,
de Ae. albopictus, 63% fémeas e 37 % machos. A proporcdo por espécie foi de
48 individuos de Ae. aegypti e 21 individuos de Ae. albopictus por
ovitrampa/coleta.

No inicio da coleta, nos meses 1 (mai/l4) e 2 (jul/14), ambas as
espécies apresentaram as menores densidades, seguida de um aumento
significativo entre os meses 3 (out/14) e 6 (mai/15), com 0s picos maximos de
produtividade de Ae. aegypti. Enquanto a populacéo de Ae. aegypti tende a
uma estabilizacdo baixa (p< 0,0001), a densidade de Ae. albopictus aumenta
nos ultimos quatro periodos do estudo, meses 10 (jan/16), 11 (mar/16) e 12
(mai/16) (p< 0,0001) (Figura 5.11). No geral, a relacdo da quantidade de
individuos das duas espécies é de dois Ae. aegypti para um Ae. albopictus.
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Figura 5.11: Frequéncia de Ae. aegypti e Ae. albopictus na llha de Paqueta, Rio de
Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016.
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Do total de Ae. aegypti, 67% foram coletados em Paquetd | e 33% em
Paqueta Il e, de Ae. albopictus, 61% em Paqueta | e 39% em Paqueta Il. A
cobertura vegetal da llha de Paquetd tem uma densidade bem diversificada
(Figura 5.12) com ecossistema profundamente modificado, devido a
interferéncia antropica. Em Paqueta | h4 uma area de densa cobertura vegetal,
o Parque Darke de Matos, que compreende 63% da vegetacdo da llha e, em

Paqueté Il, tem o Parque dos Tamoios com 51% da cobertura vegetal.

Legenda:

Ovitrampas instaladas em areas

com maior densidade de vegetagdo

Ovitrampas instaladas em areas

com maior densidade de iméveis

Yz

0 250 500 750 m

Figura 5.12: Mapa com a cobertura vegetal e ovitrampas na Ilha de Paqueta, Rio de
Janeiro, Brasil. Areas em verde representam vegetacdo densa. Fonte: QGis (2018).
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A produtividade de ovos de Ae. aegypti e Ae. albopictus apresenta um
padrao espaco-temporal heterogéneo, com cobertura espacial por toda Ilha por
ambas as espécies (Figura 5.10 e 5.11). Ae. aegypti foi mais frequente que Ae.
albopictus em todas as estagcdes, no entanto, Ae. albopictus esteve presente,
pelo menos uma vez, em todas as ovitrampas.

Pelos mapas de kernel disponiveis na Figura 5.11, pode-se notar que a
frequéncia de Ae. aegypti durante todo periodo estudado foi mais elevada nos
quarteirdes com menor cobertura vegetal, com pontos de maior intensidade
estimados pelo kernel, representados em vermelho (Figura 5.13). Ae.
albopictus teve momentos com maior abundancia em localidades proximas das
areas com mais vegetacdo, como por exemplo, nas coletas de maio e
novembro/15 e janeiro e maio/16, nas armadilhas instaladas nas proximidades
do Parque Darke de Matos (Figura 5.14).
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Figura 5.13: Distribuicdo espacial-temporal de Ae. aegypti na llha de Paqueta, Rio de
Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016. De acordo com a barra de
intensidade de kernel, os pontos com coloracdo mais clara (tons verde e amarelo)
representam as armadilhas com menor quantidade de Ae. aegypti e 0s pontos mais
escuros (laranja e vermelho) representam as armadilhnas com maior quantidade de Ae.
aegypti. Fonte: QGis (2018).
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Figura 5.14: Distribuicdo espacial-temporal de Ae. albopictus na llha de Paqueta, Rio
de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016. De acordo com a barra de
intensidade de kernel, os pontos com coloracdo mais clara (tons verde e amarelo)
representam as armadilhas com menor quantidade de Ae. albopictus e os pontos mais
escuros (laranja e vermelho) representam as armadilhas com maior quantidade de Ae.
albopictus. Fonte: QGis (2018).
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A significativa associacdo entre variaveis ambientais e a densidade de
ovos foi positiva, porém baixa, tanto para a temperatura minima (p<0.001)
como para a precipitagdo de duas semanas antecedentes (p<0.001). Verificou-
se que a densidade de ovos ¢€ alta independente de ter havido pouca ou muita

chuva (Figura 5.15).
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Figura 5.15: Associacdo entre varidveis ambientais e nimero total de ovos de Aedes
na llha de Paquetd, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016.

5.1.3 Direcionamento das acfes de controle em Paqueta |

A partir dos dados de boletins de campo fornecidos pela CAP 1.0, 9.302
imoveis foram vistoriados, onde 9.086 depdsitos foram tratados com larvicida e
1.306 depdsitos eliminados (Tabela 5.1). Os tipos de depdsitos encontrados
durante as inspec¢des casa a casa em toda a llha estao classificados na Tabela
5.2. O tipo mais frequente foi o C, denominado como depdsito fixo,
identificados em calhas, ralos, sanitarios, piscinas e reservatorios em

cemitérios, entre outros.

99



Tabela 5.1: Total de ovos de Aedes e resumo das atividades de campo obtidos
durante o direcionamento das a¢fes de controle de vetores. na llha de Paqueta, Rio

de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016.

ARG n° SE n° iméveis n° depésitos  n° depdsitos
avaliadas trabalhados tratados eliminados
2014 33 4032 3448 580
2015 53 3361 2829 498
2016 21 1909 2809 228
Total 107 9302 9086 1306

Tabela 5.2: Classificagdo dos depdsitos inspecionados com foco de Aedes na llha de
Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016. Al (depdésitos de
agua elevados); A2 (depésitos de agua ao nivel do solo); B (depdsitos moveis); C
(depdsitos fixos); D1 (depositos de remocdao: pneus); D2 (depdsitos de remocéo: lixo);
E (depésitos naturais).

Ano Al A2 B C D1 D2 E Total
2014 7 2 8 60 0 5 1 83

2015 10 10 113 96 3 36 2 270
2016 15 12 120 154 0 16 8 325
Total 32 24 241 310 3 57 11 678

Nas andlises comparativas entre Paqueta | e I, foi possivel observar que

a quantidade de acdes implementadas em campo foi maior na area controle. A

proporcdo de depdsitos tratados e eliminados foi superior na area controle

(Tabela 5.3).
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Tabela 5.3: Comparacdo entre as agfes de controle de Aedes (PNCD) realizadas
durante as vistorias domiciliares em Paqueta | e Paqueta I, Ilha de Paqueta, Rio de
Janeiro, Brasil, de maio de 2014 a maio de 2016.

. Area controle Area estudo
Variaveis

Paqueta | Paqueta Il
Iméveis trabalhados 6349 2953
Depdsitos tratados 6809 2277
Depositos eliminados 1073 233
Carga de larvicida utilizada (g) 50,82 10,96

Ao nivel de 5% de significAncia ndo foram observadas diferencas
significativas quando testadas a associacdo entre a eliminacédo dos depdsitos e
os indices de infestacdo entre a area controle e de estudo: IPO (t= 1.8012; df=
36.533; p= 0.07), IDO (t= -0.9203; df= 45.418; p= 0.3) e IMO (t= -0.38488; df=
40.756; p= 0.7). Contudo, o IPO mostrou-se com diferenca de 7%.

Para a associacdo entre a remocdo de depdsitos e a positividade de
ovitrampas, foi utilizado as variaveis sim (maior quantidade de depdsitos
eliminados) e ndo (menor quantidade de depdsitos eliminados). Pelo gréfico
boxplot da Figura 5.16, pode-se observar que ndao houve diferenca significativa
entre a remocao dos depdsitos contendo larvas de Aedes e a ndo remocéao dos
depositos, ndo resultando positivamente na reducdo do IPO. Isso significa que,
mesmo com maior quantidade de depdsitos eliminados (variavel sim) durante
as vistorias, o IPO permaneceu elevado, com numero alto de ovitrampas

positivas distribuidas por toda llha de Paqueta.
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Figura 5.16: Boxplot da associacdo entre o indice de Positividade de Ovitrampas -
IPO e a remocao de depésitos positivos para Aedes, na llha de Paqueta, Rio de
Janeiro, Brasil.

De modo geral, ndo houve diferenca nos indices entomoldgicos
avaliados entre as areas de Paqueté | e Paqueta I, mostrando que as acdes de
controle vetorial direcionadas nao tiveram impacto na reducéo da infestacao de
Aedes em Paqueta | (area de estudo). Os valores néo significativos foram para
IPO (t = -3.4232, df = 66.347, p= 0.0011), IDO (t = -1.4898, df = 61.53, p=
0.141) e IMO (t = -1.314, df = 42.197, p= 0.196). Os resultados de comparacao
entre Paqueta | e Paqueta Il também podem ser visualizados nos graficos
boxplot da Figura 5.17, cujas medianas da variavel Paquetd | sempre

permaneceram mais elevadas.
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Figura 5.17: Boxplot dos indices entomoldgicos de ovitrampas e nimero maximo de
ovos de Aedes em Paqueta | e Paqueta Il, llha de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de
maio de 2014 a maio de 2016. Paq | (Paqueta 1); Paq Il (Paqueta Il) (A) indice de
Positividade de Ovitrampa - IPO; (B) indice de Densidade de Ovos - IDO; (C) indice
Médio de Ovos — IMO.

Na avaliacdo da associacao entre a proporcao de ovitrampas positivas e
as acdes direcionadas testadas pelo modelo de regressdo logistica, nao foi
encontrado efeito significativo entre as variaveis utilizadas (p= 0.01). No
entanto, a temperatura minima teve efeito sobre o IPO (p= 0.008), onde para
cada grau aumentado na temperatura, o IPO aumentou 0,03%, que pode ser
visualizado no grafico de dispersao da Figura 5.18, com a discreta tendéncia do
aumento da reta, quando a temperatura minima aumenta. O valor de AIC foi de
942,26.
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Figura 5.18: Diagrama de dispers&o do indice de Positividade de Ovitrampa (IPO) em
relacdo a temperatura minima na llha de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil, de maio de
2014 a maio de 2016.

O modelo de regressdo binomial negativa utilizado para avaliar se as
acOes de controle foram eficientes sobre a diminuicdo do numero total de ovos
encontrado nas ovitrampas também apresentou valores ndo significativos (p=
0.009). Em contrapartida, da mesma forma que para o IPO, a temperatura
minima teve associacao significativa com o aumento do nimero total de ovos.
O valor de AIC foi de 2898.4.

5.3 Bioensaios dose-resposta com inseticidas

O critério utilizado para a determinacdo dos niveis de resisténcia aos
inseticidas avaliados neste estudo (temephos, malathion e deltametrina) seguiu
o protocolo estabelecido pela OMS (2016) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016), que considera:

- RRso < 5: susceptivel

- RRso 5 — 10: resisténcia moderada

- RRso > 10: altamente resistente
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5.3.1 Bioensaios com larvas

Os resultados da avaliacéo de resisténcia e de susceptibilidade de cinco
populacdes de Ae. aegypti de areas portuarias da regido metropolitana do Rio
de Janeiro para o temephos estdo apresentadas na Tabela 5.4.

Como se pode observar, a maioria das populacbes de Ae. aegypti
avaliadas em duas estacdes de coletas esta com valores de RRso acima de 5,0
consideradas, portanto, resistentes ao larvicida. Valor abaixo de 5,0 foi
calculado para a populacdo de Itabca e Cocota. Nenhuma populagdo foi
considerada altamente resistente com valor de RRso acima de 10. As RRso
variaram de 3,7, em mosquitos de Cocota coletados no inverno e 8,0, na Praca
XV, em amostras coletadas no inverno. Considerando todas as populacdes,
houve pouca variagdo na resisténcia ao temephos entre as amostras do verao
e do inverno (Tabela 5.4).

Todas as populagdes apresentaram coeficientes angulares da regressao
linear (slope) menores que os da linhagem de Ae. aegypti de referéncia
Rockefeller, caracterizando-as como populacdes heterogéneas (TSUKAMOTO,
1963), quanto a sua suscetibilidade ao temephos. O menor valor de slope foi
encontrado na populacdo de Ae. aegypti de Cocota (3,6) o maior valor na
populacao da Praca XV (5,2) (Tabela 5.4 e Figura 5.19).
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Tabela 5.4: Concentracdes letais (CL) (mg/L) obtidas em bioensaio dose-resposta de
larvas, calculadas por analise probit e razbes de resisténcia (RR) para o
organofosforado temephos, de cinco populagbes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro,
Brasil. Em negrito, na RR50, se mostram as populacdes resistentes, segundo a OMS
(2016) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Pop. Coleta CLso CLos RRso RRgs IC95% - CLso IC 95 % - CLos slope

Rock 0,005 0,01 1,0 1,0 0,004 >CL<0,007 0,004>CL<0,02 7,7
PXV veréo 0,04 0,08 7,8 9,8 0,03 >CL< 0,06 0,05 >CL< 0,14 52
inverno 0,04 0,10 8,0 11,7 0,03 >CL< 0,06 0,05 >CL< 0,19 4,3

NIT verdo 0,04 0,08 7,7 9,9 0,03 >CL< 0,06 0,05 >CL< 0,14 51

inverno 0,04 0,09 7,6 10,4 0,04 >CL< 0,05 0,07 >CL< 0,12 4,7

ccT verao 0,03 0,06 50 6,8 0,02 >CL< 0,04 0,04 >CL< 0,09 4,7
inverno 0,02 0,06 3,7 6,5 0,02 >CL< 0,03 0,03 >CL< 0,08 3,6

ITC verao 0,03 0,05 50 5,8 0,02 >CL< 0,04 0,02 >CL< 0,14 4,7

inverno 0,02 0,06 4,1 6,6 0,02 >CL< 0,03 0,04 >CL< 0,09 3,9

PQT verao 0,03 0,07 6,0 8,0 0,03 >CL< 0,04 0,05 >CL< 0,09 4,9
inverno 0,03 0,07 55 8,5 0,02 >CL< 0,04 0,06 >CL< 0,10 4,1

Rock (linhagem susceptivel Rockefeller); PXV (Praga XV); NIT (Niter6i); CCT (Cocotd); ITC

(Itadca); PQT (Paqueta).
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Figura 5.19: Curvas de regressao linear de analise log x probit em bioensaio dose-
resposta de larva, de cinco populacbes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro, Brasil,
avaliadas com o organofosforado temephos, coletados em junho e dezembro de 2014.
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5.3.2 Bioensaio com adultos

5.3.2.1 Ensaios com deltametrina

A Tabela 5.5 apresenta o perfil de resisténcia das cinco populagdes de
Ae. aegypti adultos avaliadas neste estudo. As CLso e CLgs foram comparadas
com as mesmas CLs da linhagem susceptivel Rockefeller e assim obtiveram-se
as RRso e RRos.

Os ensaios biolégicos dose-resposta indicaram niveis baixos de
mortalidade, mostrando que todas as populagcbes foram consideradas
altamente resistentes ao piretroide.

A variacdo da RRso foi de 19,2 em Itadca, para mosquitos coletados no
verdo, e 34,7 em Niteroi, coletados no inverno. Os maiores valores de razdo de
resisténcia, tanto RRso e RRgs, foram encontrados na populacdo da cidade de
Niteroi. As menores RRso encontradas, entre as populagdes avaliadas, foram
os bairros da llha de Paqueta e Itadca (Figura 5.20).

Os slopes de todas as populacfes foram menores que o de Rockefeller,
ou seja, sao classificadas como populacdes heterogéneas (TSUKAMOTO,
1963). O menor valor de slope foi encontrado na populacdo de Niterdi,
coletadas no verdo e, o maio valor de slope foi detectado nas amostras do

inverno da populacdo de Paqueta (Tabela 5.5 e Figura 5.20).
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Tabela 5.5: Concentracdes letais (CL) (mg/m?) obtidas em bioensaio dose-resposta
com adultos, calculadas por andlise probit e razdes de resisténcia (RR) para o
piretroide deltametrina, de cinco populacdes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro, Brasil.
Em negrito, na RR50 se mostram as popula¢des resistentes, segundo a OMS (2016)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Pop. Coleta CLso ClLgss RRso RRgs IC-CL50 IC-CL95 slope
Rock 1,46 2,3 1 1 06>CL<32 10>CL<5361 82
PXV  verdo 39,1 92,3 268 40 257>CL<59,4 43,6>CL<1955 44
inverno 39,9 734 274 31,8 19,6>CL<81,1 21,7>CL<2482 6,2
NIT verdio 383 1640 263 71 26,7>CL<54,7 77,7>CL<3458 2,6
inverno 50,6 1366 34,7 59,1 359>CL<71,2 672>CL<277,8 3,8
CCT verdo 36,6 1053 251 456 26,4>CL<50,7 49,6>CL<2232 3,6
inverno 40,5 1186 27,8 51,3 29,7>CL<551 63,6>CL<221,0 3,5
ITC verdo 27,9 92,7 192 40,1 18,6>CL<41,8 432>CL<199,1 3.2
inverno 32,9 708 22,6 30,7 155>CL<695 21,4>CL<233,9 4,9
PQT verdo 28,6 81,8 196 354 21,9>CL<37,3 56,2>CL<119,1 3,6
inverno 32,4 56,9 22,2 246 19,1>CL<549 295>CL<109,8 6,7

Rock (linhagem susceptivel Rockefeller); PXV (Praca XV); NIT (Niter6i); CCT (Cocota); ITC

(Ita6ca); PQT (Paquetd).
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Figura 5.20: Curvas de regressao linear de analise log x probit em bioensaio dose-

resposta de adulto, de cinco populacbes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro, Brasil,
avaliadas com o piretroide deltametrina, coletados em junho e dezembro de 2014.
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5.3.2.2 Ensaios com malathion

Os resultados para o OP malathion das cinco populagcdes de Ae. aegypti
utilizadas neste estudo apresentaram valores de RRso abaixo de 5,0,
consideradas susceptiveis ao inseticida (Tabela 5.6). Houve pouca variagdo
das razbes de resisténcia entre as populacdes e entre as estacdes de coletas,
tanto para a RRso quanto para RRes. As RRso variaram entre 2,1 para a
populacdo de Niter6i a 2,9 para Cocota, ambas coletadas no inverno.

Os valores de inclinagdo da reta menores que a da linhagem de
referéncia aponta heterogeneidade das populacdes (TSUKAMOTO, 1963)
(Tabela 5.6 e Figura 5.21).

Tabela 5.6: ConcentracGes letais (CL) (g/m?) obtidas em bioensaio dose-resposta de
adultos, calculadas por andlise probit e razbes de resisténcia (RR) para o
organofosforado malathion, de cinco populacdes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro,
Brasil. Em negrito, na RR50, se mostram as populagdes resistentes, segundo OMS
(2016) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Pop. Coleta ClLso CLos RRso RRgs IC95% - CL50 IC 95 % - CL95 slope
Rock verao 0,10 0,18 1,0 1,0 0,07 >CL< 0,14 0,09 >CL< 0,24 7,0
PXV verao 0,24 0,60 2.4 3,4 0,18 >CL< 0,34 0,30 >CL< 1,19 4,2
inverno 0,26 0,46 2,6 2,6 0,20 >CL< 0,36 0,27 >CL< 0,80 6,6
NIT verao 0,23 0,58 2,2 3,3 0,13 >CL< 0,42 0,19 >CL< 1,80 4,1
inverno 0,22 0,60 2,1 3,4 0,12 >CL< 0,40 0,16 >CL< 2,30 3,7
CCT verao 0,30 0,54 2,8 3,1 0,20 >CL< 0,43 0,43 >CL< 1,75 2,8
inverno 0,2952 0,56 2,9 3,2 0,16 >CL< 0,55 0,18 >CL< 1,75 5,8
ITC verao 0,30 0,43 2,6 2,5 0,16 >CL< 0,44 0,22 >CL< 0,85 7.8
inverno 0,26 0,45 2,5 2,6 0,14 >CL< 0,47 0,20 >CL< 1,04 6,7
PQT verao 0,28 0,60 2,7 3.4 0,17 >CL< 0,46 0,22 >CL< 1,62 5,0
inverno 0,25 0,60 2,4 3,4 0,14 >CL< 0,44 0,21 >CL< 1,66 4,3

Rock (linhagem susceptivel Rockefeller); PXV (Praga XV); NIT (Niter6i); CCT (Cocotd); ITC
(Itadca); PQT (Paqueta).
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Figura 5.21: Curvas de regressao linear de analise log x probit em bioensaio dose-
resposta de adulto, de cinco populacbes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro, Brasil,
avaliadas com o organofosforado malathion, coletados em junho e dezembro de 2014.
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5.4 Frequéncias das mutacdes kdr

Durante este estudo foram genotipados 349 individuos de Ae. aegypti de
seis populacdes de areas portuarias do Rio de Janeiro, para diagnosticar a
presenca e frequéncia das duas principais mutacdes que codificam o fenotipo
gue confere resisténcia em Ae. aegypti, Val1016lle e Phel534Cys.

A Tabela 5.7 demonstra as frequéncias alélicas e genotipicas de
resisténcia de cada populacdo, em relacdo a soma das frequéncias genotipicas
dos dois sitios avaliados juntos. Foram identificados trés alelos de Nav: S (1,3
%), R1 (38,2 %) e R2 (60,5 %) (Figura 5.22 A). De maneira geral, observamos
frequéncia quase nula do alelo Nay®, moderada frequéncia (29 — 55 %) do alelo
NayR! (1016Val* + 1534Cyskd) e alta frequéncia (52 — 71 %) do alelo NayR?
(1016llekd + 1534Cyskdr) (Tabela 5.7 e Figura 5.22 A). A Figura 5.23 demonstra
a distribuicdo dos alelos kdr pelas localidades avaliadas.

Tabela 5.7: Frequéncias alélicas, genotipicas e dos gendtipos resistentes (R1R1,
R1R2, R2R2) referentes aos sitios 1016 e 1534 do canal de sdAdio regulado por
voltagem (Nayv) em Ae. aegypti, obtidos em seis populagbes do Rio de Janeiro, Brasil,
coletados em junho e dezembro de 2014.

Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica Genotipos

Pop. Coleta resistentes
Nav® NavR! NavR? SS SR1 SR2 R1R1 R1R2 R2R2 (%)
POT | inverno 0,0 0,35 0,65 0,0 0 0,0 0,07 057 0,37 100
verdo 0,02 0,34 0,64 0,0 0,03 0,0 0,10 0,45 0,41 93,3
POT I inverno 0,0 029 0,71 0,0 0,0 0,0 0,08 0,42 0,50 100
veraio 0,03 0,37 0,60 00 003 033 017 037 040 93,3
.y inverno 0,0 055 045 0,0 0,0 0,0 0,30 0,49 0,21 100
verao 0,0 0,38 0,62 0,0 0,0 0,0 0,15 0,46 0,38 100
ceT inverno 0,0 0,33 0,67 0,0 0,0 0,0 0,17 0,30 0,52 100
verdio 0,02 0,47 0,52 0,0 0,0 0,33 0,17 060 0,20 96,7
NIT inverno 0,02 045 0,53 0,0 0,03 0,0 0,23 040 0,33 96,7
versio 0,02 0,32 0,67 0,0 0,0 0,33 0,17 0,30 0,50 96,7
. inverno 0,02 043 0,55 0,0 0,04 0,0 0,09 0,64 0,23 95,5
verao 0,03 0,32 0,65 0,03 0,0 0,0 0,17 0,30 0,50 96,7

Pop. (Populacdo); PXV (Praca XV); NIT (Niter6i); CCT (Cocotd); ITC (Itadca); PQT (Paqueta);
Genotipos resistentes (R1R1, R1R2, R2R2).
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Como se pode observar, a propor¢cao de genotipos mutantes mostra-se
acima de 90%, em todas as localidades, nas duas coletas realizadas, com
pouca variacao entre as estacdes. A média geral dos gendtipos resistentes foi
de 16% para R1R1, 44% para R1R2 e 38% para R2R2. A frequéncia do
genotipo R2R2, resistente para ambos os sitios, manteve-se de baixa a média
entre as populacdes. A localidade com menor frequéncia foi Cocota (20%)
coletados no verdo e Praca XV (21%) e Itadca (23%) coletados no inverno. A
maior frequéncia para esse mesmo gendtipo (R2R2) foram as populacdes de
Niterdi (50%) e Itadca (50%) coletados no verdo e Paqueta Il (50%) e Cocota
(52%) coletados no inverno (Tabela 5.7 e Figura 5.22 B).
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Figura 5.22: Frequéncias alélicas e genotipicas referentes aos sitios 1016 e 1534 do
canal de sodio regulado por voltagem (Nay) em Ae. aegypti, obtidos em seis
populagcbes do Rio de Janeiro, Brasil, coletados em junho e dezembro de 2014. Lado
esquerdo = amostras do inverno; lado direito = amostras do verdo; (A) frequéncia dos
alelos Nay S, R1 e R2; (B) frequéncia genotipica R1R1, R1R2 e R2R2. Legenda das
populacdes: PQT= Paqueta; PXV= Praca XV; CCT= Cocota; NIT= Niterdi; ITC= Itaéca.
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Figura 5.23: Mapa da distribuicdo das frequéncias dos alelos S (selvagem), R1
(mutante sitio 1534) e R2 (mutante sitios 1016 e 1534) do canal de sodio regulado por
voltagem (Nay) em Ae. aegypti, estimados em seis populacbes de Ae. aegypti de
regibes portuarias da regido metropolitana do Rio de Janeiro, Brasil, coletados em
junho e dezembro de 2014. Inv: inverno; ver: verao.
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5.5 Genética populacional de Ae. aegypti por meio de marcadores

microssatélites

5.5.1 Diversidade genética dos loci microssatélites

A partir da genotipagem dos 12 loci microssatélites desenvolvidos para
Ae. aegypti utilizados neste estudo, obteve-se o total de 336 individuos
genotipados, cujos gendtipos foram avaliados quanto aos padrées evolutivos
de genética de populacgdes.

As tabelas 5.8 e 5.9 mostram as frequéncias alélicas por locus e por
populacdo e os padrbes de diversidade genética encontrados nas amostras
coletadas no inverno e veréo, respectivamente. Todos os loci mostraram-se
polimorficos nas duas estacdes, tendo sido obtidos de trés alelos (locus A9,
AC4, B2 e B3) a 19 alelos (locus AG2) alelos no inverno (Tabela 5.8) e de trés
(locus A9, B2 e B3) a 20 (locus AG2) alelos no verao (Tabela 5.9).

A média da riqueza alélica (Na) foi de quatro alelos por populacdo de
Ae. aegypti nas duas estacdes. A variacao da heterozigosidade observada (Ho)
total na estacao do inverno foi de 0,328 a 0,437 e a esperada (He) foi de 0,466
a 0,502 (Tabela 5.8) e, na estacdo do verdo a Ho variou de 0,392 a 0,509 e a
He foi de 0,456 a 0,546 (Tabela 5.9).
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Tabela 5.8: Frequéncias alélicas e estimativas de variabilidade genética de 12 loci
microssatélites analisados em seis populacdes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro (RJ),
Brasil, coletados no inverno (junho/2014). Em negrito: nome do locus e nome do alelo;
N: nimero de individuos genotipados; Hprare — Na: riqueza alélica; Ne: nimero efetivo de
alelos; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigozidade esperada.

Locus Alelo/n Cocota Niteroi Paqueta | Paqueta Il Pragca XV Itadca
N 29 30 30 28 30 25
A9 182 0,138 0,217 0,100 0,036 0,283 0,020
188 0,431 0,600 0,650 0,411 0,467 0,440
191 0,431 0,183 0,250 0,554 0,250 0,540
N 30 33 30 29 30 25
ACA 126 0,000 0,106 0,000 0,000 0,000 0,000
128 0,850 0,742 0,783 0,897 0,850 0,880
130 0,150 0,152 0,217 0,103 0,150 0,120
N 30 33 30 30 30 25
B2 95 0,083 0,136 0,050 0,117 0,050 0,200
107 0,033 0,000 0,017 0,033 0,050 0,000
113 0,883 0,864 0,933 0,850 0,900 0,800
N 30 32 30 30 30 25
B3 166 0,833 0,891 0,833 0,683 0,933 0,880
172 0,017 0,094 0,100 0,067 0,033 0,060
175 0,150 0,016 0,067 0,250 0,033 0,060
N 30 30 30 29 30 24
195 0,267 0,183 0,233 0,207 0,100 0,104
197 0,167 0,167 0,250 0,310 0,233 0,188
AC1 201 0,017 0,033 0,017 0,000 0,000 0,000
203 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000
207 0,050 0,033 0,000 0,000 0,000 0,021
209 0,500 0,567 0,500 0,466 0,667 0,688
211 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000
N 30 29 29 28 30 24
146 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
147 0,017 0,000 0,034 0,036 0,000 0,000
148 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,000
154 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
155 0,000 0,034 0,034 0,000 0,000 0,000
AC5 156 0,133 0,103 0,103 0,089 0,167 0,125
157 0,017 0,052 0,034 0,054 0,000 0,104
158 0,000 0,086 0,034 0,089 0,000 0,083
159 0,583 0,621 0,552 0,464 0,833 0,583
160 0,233 0,103 0,138 0,214 0,000 0,104
161 0,017 0,000 0,052 0,000 0,000 0,000
197 0,000 0,000 0,000 0,036 0,000 0,000
N 30 30 30 30 30 24
115 0,000 0,083 0,000 0,000 0,000 0,000
AG1 117 0,433 0,567 0,500 0,517 0,400 0,521
119 0,133 0,083 0,150 0,083 0,183 0,063
121 0,433 0,267 0,350 0,400 0,417 0,417
N 29 29 30 29 30 24
AGS 166 0,103 0,034 0,067 0,103 0,050 0,083
168 0,293 0,259 0,300 0,241 0,217 0,292
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Locus Alelo/n Cocota Niteroi Paguetal Paquetall Praca XV Itadca
170 0,172 0,207 0,183 0,310 0,033 0,125
172 0,017 0,017 0,000 0,069 0,100 0,021
AG5 174 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
176 0,310 0,414 0,300 0,224 0,450 0,479
178 0,103 0,069 0,150 0,052 0,150 0,000
N 30 33 30 30 30 25
156 0,033 0,030 0,017 0,000 0,000 0,000
158 0,017 0,015 0,017 0,033 0,050 0,000
Al 160 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000
162 0,183 0,152 0,150 0,100 0,217 0,440
166 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
168 0,750 0,788 0,800 0,850 0,733 0,560
174 0,017 0,015 0,017 0,000 0,000 0,000
N 30 33 30 30 30 25
180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AC2 182 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
184 0,317 0,182 0,333 0,367 0,233 0,360
186 0,117 0,045 0,100 0,067 0,250 0,060
188 0,567 0,773 0,567 0,567 0,517 0,580
N 29 32 30 30 30 25
113 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
114 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
115 0,241 0,328 0,200 0,267 0,183 0,360
117 0,034 0,063 0,000 0,050 0,050 0,000
119 0,483 0,344 0,467 0,483 0,317 0,360
131 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
143 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000
145 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000
149 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
151 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000
AG2 153 0,000 0,000 0,033 0,017 0,000 0,000
155 0,000 0,000 0,033 0,000 0,133 0,000
157 0,034 0,000 0,000 0,033 0,050 0,080
159 0,069 0,047 0,100 0,017 0,017 0,000
161 0,017 0,063 0,000 0,000 0,000 0,080
163 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000
164 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,080
167 0,069 0,000 0,067 0,117 0,050 0,000
169 0,052 0,063 0,033 0,017 0,133 0,020
171 0,000 0,031 0,033 0,000 0,033 0,020
173 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000
174 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 30 32 30 29 30 25
182 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CT2 184 0,733 0,750 0,633 0,879 0,717 0,520
188 0,267 0,250 0,367 0,121 0,267 0,480
190 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000
Ne 2,294 2,195 2,306 2,299 2,304 2,123
Ho 0,424 0,328 0,437 0,354 0,400 0,353
He 0,502 0,481 0,500 0,486 0,466 0,485
Hp rare - Na 3,85 4,45 4,03 4,00 3,62 3,32
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Tabela 5.9: Frequéncias alélicas e estimativas de variabilidade genética de 12 loci
microssatélites analisados em seis populacdes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro (RJ),
Brasil, coletados no verdo (dezembro/2014). Em negrito: nome do locus e nome do
alelo; N: nimero de individuos genotipados; Hprare — Na: riqueza alélica; Ne: nimero efetivo
de alelos; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigozidade esperada.

Locus Alelo/n Cocota Niteroi Paqueta Paqueta ll Praca XV Itadca
N 12 23 12 9 17 15
A9 182 0,000 0,130 0,125 0,000 0,206 0,067
188 0,917 0,370 0,500 0,444 0,559 0,400
191 0,083 0,500 0,375 0,556 0,235 0,533
N 13 24 12 10 17 15
AC4 126 0,000 0,042 0,000 0,000 0,000 0,000
128 0,769 0,688 0,958 1,000 0,882 0,867
130 0,231 0,271 0,042 0,000 0,118 0,133
N 13 26 12 10 17 15
B2 95 0,000 0,077 0,042 0,100 0,147 0,267
107 0,077 0,000 0,000 0,050 0,088 0,000
113 0,923 0,923 0,958 0,850 0,765 0,733
N 13 26 12 10 17 14
B3 166 0,885 0,750 0,500 0,700 0,971 0,857
172 0,038 0,135 0,083 0,050 0,029 0,036
175 0,077 0,115 0,417 0,250 0,000 0,107
N 27 25 16 27 18 26
195 0,074 0,120 0,313 0,222 0,111 0,135
197 0,204 0,340 0,063 0,093 0,278 0,212
AC1L 201 0,074 0,040 0,000 0,019 0,028 0,019
203 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
207 0,074 0,020 0,063 0,037 0,028 0,077
209 0,574 0,480 0,563 0,630 0,556 0,558
211 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 25 25 16 24 18 23
146 0,000 0,000 0,031 0,000 0,000 0,000
147 0,000 0,000 0,000 0,042 0,000 0,000
148 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
154 0,000 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000
155 0,000 0,060 0,188 0,000 0,111 0,000
AC5 156 0,160 0,060 0,000 0,125 0,000 0,217
157 0,020 0,080 0,063 0,000 0,028 0,000
158 0,000 0,500 0,656 0,021 0,778 0,174
159 0,700 0,220 0,000 0,771 0,056 0,543
160 0,100 0,000 0,063 0,042 0,028 0,065
161 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
197 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 27 24 15 27 18 26
115 0,019 0,000 0,000 0,000 0,028 0,019
AG1 117 0,463 0,438 0,600 0,444 0,306 0,385
119 0,130 0,063 0,167 0,259 0,250 0,135
121 0,389 0,500 0,233 0,296 0,417 0,462
N 25 20 15 24 18 23
AG5 166 0,080 0,100 0,067 0,125 0,083 0,043
168 0,140 0,150 0,400 0,188 0,194 0,370
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Locus Alelo/n Cocota Niteroi Paqueta Paquetall  Praca XV Itadca

170 0,060 0,100 0,067 0,250 0,083 0,196
172 0,100 0,050 0,000 0,125 0,083 0,043
AGS 174 0,020 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000
176 0,460 0,400 0,367 0,229 0,361 0,348
178 0,140 0,175 0,100 0,083 0,194 0,000
N 28 28 18 27 23 28
156 0,107 0,125 0,000 0,000 0,043 0,000
158 0,071 0,036 0,056 0,056 0,000 0,000
Al 160 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
162 0,089 0,250 0,139 0,111 0,196 0,357
166 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
168 0,696 0,589 0,806 0,833 0,761 0,643
174 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 28 28 18 27 23 29
180 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000
AC2 182 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
184 0,482 0,339 0,306 0,241 0,283 0,379
186 0,107 0,054 0,111 0,019 0,196 0,086
188 0,411 0,589 0,583 0,741 0,522 0,517
N 22 26 19 23 19 29
113 0,000 0,000 0,026 0,000 0,000 0,000
114 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 0,000
115 0,045 0,288 0,237 0,239 0,079 0,259
117 0,114 0,423 0,421 0,130 0,632 0,000
119 0,386 0,000 0,026 0,478 0,026 0,328
131 0,000 0,000 0,000 0,000 0,026 0,000
143 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
145 0,023 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
149 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
151 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AG2 153 0,023 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000
155 0,068 0,000 0,000 0,000 0,053 0,017
157 0,068 0,058 0,026 0,022 0,053 0,052
159 0,136 0,000 0,079 0,022 0,026 0,052
161 0,000 0,038 0,026 0,000 0,000 0,052
163 0,023 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
164 0,000 0,019 0,026 0,000 0,053 0,034
167 0,023 0,115 0,079 0,022 0,026 0,052
169 0,045 0,000 0,053 0,043 0,000 0,069
171 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,034
173 0,045 0,019 0,000 0,000 0,026 0,017
174 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000
N 28 28 19 24 23 29
182 0,000 0,000 0,053 0,000 0,000 0,000
CT2 184 0,500 0,589 0,658 0,500 0,717 0,483
188 0,500 0,393 0,289 0,500 0,283 0,517
190 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000
Ne 2,281 2,463 2,209 2,201 2,183 2,431
Ho 0,509 0,452 0,392 0,421 0,435 0,396
He 0,473 0,546 0,482 0,456 0,470 0,528
Hprare Na 4,11 4,05 3,75 3,64 3,95 3,98
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Desvios significativos apos a correcdo de Bonferroni para o equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foram observados em cinco loci, mas em um numero
maior de populacdes apenas nos loci A9 e AC5. A maioria dos loci que
apresentaram desvios significativos possuem valores de Fis positivos (Tabela
5.10), o que significa que as populacdes tem excesso de homozigotos. Uma
possibilidade, que j& foi encontrada para os loci mais problematicos (loci A9 e
ACb), é a presenca de alelos nulos nessas populagdes (Tabela 5.11).

Segundo as andlises da presenca de alelos nulos nos loci avaliados, o
programa Micro-checker indicou a ocorréncia de alelos nulos nos loci A9 e AC5
nos mosquitos de Ae. aegypti do inverno e nos loci A9, B3, AC5, AG1 e AG2
nas amostras do verdo: todos em baixas frequéncias (Tabela 5.11). N&o foi
sinalizada a presenca de stutters e dropout de alelos.

Vale ressaltar que os loci A9 e AC5 ja foram considerados problematicos
(BROWN et al., 2011), devido a presenca constante de alelos nulos, também ja
relatados em outros estudos que utilizaram o mesmo conjunto de marcadores
(GLORIA-SORIA et al., 2016a; KOTSAKIOZI et al., 2017; MONTEIRO et al.,
2014). Apesar dos alelos nulos ainda serem considerados um problema para
estudos populacionais, pois podem aumentar medidas de diferenciacdo
genética e criar falsos homozigotos (CHAPUIS; ESTOUP, 2007), Carlsson
(2008) verificou que microssatélites com alelos nulos ainda podem ser
utilizados de forma eficiente para estudos populacionais. O autor constatou que
o efeito de superestimacdo no Fst € moderado e ndo é prejudicial para testes
de atribuicdo. Diante disso, nossas andlises foram realizadas com a presenca
dos loci que continham estes alelos.

Para o teste de desequilibrio de ligacdo realizado pelo software
Genepop, foram realizados 66 comparacdes par-a-par para todas as amostras
(verdo e inverno). Dos 66 testes realizados, seis (9,1%) permaneceram
significativos mesmo apos a correcao de Bonferroni. Este nivel de LD é baixo e
nao influencia significativamente os métodos que avaliam a independéncia dos
loci (KOTSAKIOZI et al., 2017).
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Tabela 5.10: Coeficientes de endogamia (FIS) estimados para 12 loci microssatélites utilizados em analises populacionais em seis populactes
de Ae. aegypti do Rio de Janeiro, Brasil, coletados no inverno (junho/2014) e verdo (dezembro/2014). Em negrito estdo os valores
significativos para desequilibrio de Hardy-Weinberg.

Pop. Loci
A9 AC4 B2 B3 AC1 AC5 AG1 AG5 Al AC2 AG2 CT2

CCT_inv 0,8356 0,1018 -0,086 0,4246 -0,011 0,4455 0,0279 -0,017 0,0225 -0,045 0,1227 0,1643
NIT_inv 0,7687 0,3557 0,3701 0,5373 0,2033 0,4221 0,4523 0,0983 0,3307 0,1089 0,273 0,1821
PQT I_inv 0,7436 -0,261 0,2232 0,5538 0,0161 0,438 0,0252 -0,037 0,0268 0,0607 0,0484 0,0122
PQT Il_inv 0,802 -0,098 0,1288 0,6523 0,0535 0,6129 0,3088 0,218 0,1398 0,0293 0,0325 0,2045
PXV_inv 0,4917 0,3612 -0,064 0,4867 0,4034 0,5323 -0,142 0,1302 -0,114 0,0971 0,0014 0,1332
ITC_ inv 0,9252 0,2615 -0,231 -0,079 -0,019 0,6074 0,114 0,265 0,3684 0,2649 0,1874 0,3766
CCT_ver 1 0,1724 -0,044 -0,059 -0,07 0,1753 0,1186 -0,022 -0,003 0,106 -0,226 -1

NIT_ver 0,5064 0,1914 -0,064 0,3542 -0,109 0,4875 -0,03 0,1739 -0,041 0,1491 0,2147 0,2996
PQT I_ver 0,7396 NA NA 0,7284 0,1667 -0,039 0,1967 -0,034 -0,155 0,0258 0,1818 0,2588
PQT Il_ver 1 NA -0,08 0,5862 -0,071 0,2648 0,2172 0,0459 -0,13 0,0764 0,0808 -1

PXV_ver 0,9059 -0,103 -0,191 NA -0,176 0,2917 0,1158 0,0943 0,1089 -0,048 0,0341 -0,158
ITC ver 1 0,451 0,3488 -0,095 0,3349 0,3908 0,0898 0,2757 0,2394 0,2448 0,2048 -0,366

Pop. (Populacgao); PXV (Praga XV); NIT (Niter6i); CCT (Cocotd); ITC (ltadca); PQT (Paqueta); Inv (inverno), ver (verao).
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Tabela 5.11: Frequéncia dos alelos nulos encontrados nas populacdes de Ae. aegypti
do Rio de Janeiro, Brasil, coletados no inverno (junho/2014) e verao (dezembro/2014).

inverno verao

Locus Frequénciado alelo nulo

A9 0,2985 0,2325
AC4

B2

B3 0,1697

AC1

AC5 0,2496 0,2354
AG1 0,1511

AG5

Al

AC2

AG2 0,0902

CT2

5.5.2 Variacao e estrutura genética das populacdes

Os valores de indice de fixacdo (Fst) entre as populacdes de Ae. aegypiti
nas seis localidades estudadas estdo apresentadas na Tabela 5.12, para as
amostras do verao e do inverno. Nas analises do inverno, o valor geral de Fst=
0,071 sugere um baixo nivel de estruturacdo populacional, variando de 0,008
entre Cocotd e Paquetd | a 0,019 entre Itabca e Cocota. Nas amostras do
verdo, o Fst geral foi 0,026, o qual variou de 0,017 entre Itadéca e Cocota a
0,083 entre Paqueta Il e Praca XV, também indicando baixa diferenciacao
genética entre as populacbes. Em relacdo a variabilidade avaliada pela
AMOVA, os mosquitos de Ae. aegypti apresentaram baixa diferenciacdo entre

as populacgdes tanto no inverno (3%) quanto no verao (7 %) (Tabela 5.12).
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Tabela 5.12: Matriz de indice de fixacdo (FST) entre seis populacbes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro, Brasil, coletados no inverno
(junho/2014) e verdo (dezembro/2014).

CCT _inv NIT inv PQT L inv PQT Il inv  PXV_inv ITC inv.  CCT ver NIT ver PQTI ver PQTIl ver PXV_ver ITC ver

CCT_inv 0,000

NIT_inv 0,015 0,000
PQT I_inv 0,008 0,012 0,000
PQT Il_inv 0,011 0,028 0,022 0,000
PXV_inv 0,016 0,018 0,018 0,036 0,000
ITC_ inv 0,019 0,027 0,025 0,036 0,027 0,000
CCT_ver 0,034 0,035 0,019 0,059 0,029 0,043 0,000
NIT_ver 0,034 0,039 0,034 0,042 0,046 0,034 0,055 0,000
PQT I_ver 0,050 0,057 0,051 0,046 0,073 0,065 0,081 0,035 0,000
PQT ll_ver 0,024 0,035 0,030 0,031 0,037 0,031 0,054 0,057 0,056 0,000
PXV_ver 0,056 0,053 0,053 0,064 0,058 0,062 0,070 0,031 0,041 0,083 0,000
ITC_ver 0,017 0,030 0,024 0,033 0,028 0,006 0,043 0,031 0,060 0,029 0,054 0,000

Pop. (Populagdo); PXV (Praga XV); NIT (Niter6i); CCT (Cocota); ITC (Itadca); PQT (Paquetd). Inv (inverno), ver (verao).
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Tabela 5.13: Andlise de variancia molecular (AMOVA) entre seis populacdes de Ae.
aegypti do Rio de Janeiro, Brasil, coletados no inverno (junho/2014) e verdo
(dezembro/2014).

Origem das amostras Porcentagem de indice de
9 variagao (%) Fixacao
Amostras do inverno
entre 3
Fst = 0,028
dentro 97
Amostras do verao
entre 7
Fst =0,0719
dentro 93
Amostras total (verdo e inverno)
entre 3
Fs‘r = 0,031
dentro 97

Na analise bayesiana de agrupamento populacional avaliada pelo
programa Structure (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), utilizado
para quantificar o nimero de populacdes geneticamente homogéneas (K), o
namero mais provavel de agrupamentos genéticos igual nas duas estacdes.
Nas amostras coletadas no verdo e no inverno foi observado K= 2 pelo grafico
de Evanno (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005) (Figura 5.24) e de barras
(Figura 5.25). Quando avaliamos as populacdes e as estacdes do ano em
conjunto (amostras do verao e inverno juntas), o melhor é o K=3 (Figura 5.26 e
5.27), e evidencia um grupo genético distinto formado pelas populacdes de
Paqueta I, Praca XV e Niteroi.
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Figura 5.24: Gréfico de Evanno para as populacdes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro,
Brasil, do verdo (A) e inverno (B) (K= 2). Coleta do inverno (junho/2014) e do veréo
(dezembro/2014).
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Figura 5.25: Gréfico de barras do Structure para as amostras de Ae. aegypti do verao
(acima) e do inverno (abaixo) (K= 2). Coleta do inverno (junho/2014) e do verdo
(dezembro/2014).

126

'
5.0



DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

200

1501

N

&

o
ot
s

Figura 5.26: Grafico de Evano para as amostras de Ae. aegypti do verdo e inverno
juntas (K= 3). Coleta do inverno (junho/2014) e do verdo (dezembro/2014).
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Figura 5.27: Grafico de barras do Structure para as amostras de Ae. aegypti de

coletas do veréo e inverno juntas (K= 3). Coleta do inverno (junho/2014) e do verao
(dezembro/2014).
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5.6 Atividades de treinamento e capacitacdo em controle de mosquitos

vetores - Brasil Sem Miséria (BSM)

As atividades educativas realizadas na llha de Paquetd compreenderam
a tematica das doencas causadas por arbovirus transmitidos por mosquitos e a
biologia dos vetores. Durante o periodo de monitoramento de ovitrampas
(maio/14 a maio/16) foram realizadas palestras de capacitacdo teorica aos
agentes que atuavam na llha, com apresentacdo das principais areas de
infestacdo de Aedes, diagnosticadas pelas ovitrampas. Atividades de
sensibilizacdo também foram aplicadas aos caseiros de imdéveis de veraneio.
Esses publicos-alvo sdo extremamente importantes para evitar possiveis focos
nos iméveis sem moradores permanentes (Figura 5.28).

Participamos de eventos de promocéao de saude idealizados pelo Centro
Municipal de Saude Manoel Arthur Villaboim, como passeatas do dia D contra a
dengue, gincanas educativas em escolas e amostras de temas diversos em
saude (Figura 5.29).

Todas as atividades foram direcionadas ao tema dos “Dez minutos
contra a dengue®, com demonstracdo dos vetores nas fases de ovo, imaturos e
adultos, tipos de criadouros de larvas e formas de eliminacéo.

De outubro de 2016 a marco de 2017, a densidade de Aedes foi
monitorada com 50 ovitrampas em Paquetd | para a sensibilizacdo dos
moradores quanto as medidas preventivas de controle de focos dos mosquitos.
Os mapas foram elaborados com o numero total de ovos de Aedes por més e
inseridos em mapas de kernel, identificando as areas mais quentes, como
exemplificado na Figura 5.30. Nas duas primeiras semanas de cada més, os
mapas foram distribuidos em residéncias e pontos comerciais, com cobertura
quase total, para que todos pudessem estar cientes da quantidade de ovos
encontrados pelas armadilhas distribuidas ns quarteirdes proximos ao imovel.

De 1.425 imoveis existentes em Paquetad |, foram visitados 2.850
imoéveis durante as 25 SE de acompanhamento, com pendéncia de 45% por

estarem fechados.
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Figura 5.28: Eventos de capacitacdo aos agentes de vigilancia em saude (AVS) e
caseiros vigilantes de domicilios da Ilha de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil.

A

Figura 5.29: Eventos educativos e de sensibilizagdo sobre o ciclo de vida do Aedes e
os arbovirus transmitidos que causam de doencas, aos moradores e estudantes da
llha de Paquetd, Rio de Janeiro, Brasil.
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Figura 5.30: Panfletos com mapa de calor (kernel) identificando as areas mais

infestadas por Aedes em Paqueta I, llha de Paqueta, Rio de Janeiro, Brasil,
distribuidos aos moradores da llha.
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6. DISCUSSAO

6.1 Direcionamento do controle de Aedes em Paquetd |

Uma parte deste estudo acompanhou os niveis de infestagdo por Aedes
em toda llha de Paquetd por meio da coleta continua de ovos utilizando
ovitrampas georreferenciadas durante 24 semanas, de maio de 2014 a maio de
2016. O objetivo principal foi monitorar a dinamica espacial e os indices de
infestacdo dos vetores e, a partir desses resultados, também direcionar o
controle para as areas mais criticas.

Os indices de infestacao estimados pela presenca e quantidade de ovos
coletados nas ovitrampas indicaram uma ampla distribuicdo e altas densidades
de Aedes em Paquetd |. As 40 armadilhas nunca apresentaram indice de
positividade 0 e abaixo de 50%, mesmo durante o inverno. A densidade de
ovos foi sazonal durante o estudo, com redugcédo nos meses de maio e junho de
2015 provavelmente por causa dos mutirdes realizados em toda a Ilha de
Paqueta nos meses anteriores. Os mutirdes eram eventos que aconteciam em
decorréncia da pouca quantidade de AVSs disponiveis para o trabalho de
campo. Em vista disso, a Coordenacao da CAP 1.0, responsavel pela vigilancia
na llha, organizou algumas a¢fes conjuntas para tentar reduzir o nimero de
criadouros de mosquitos. Os mutirées ocorriam durante uma semana completa,
geralmente a cada dois meses, com cerca de 10 agentes espalhados por toda
llha de Paqueta.

Das anadlises bimestrais, o IPO permaneceu elevado durante as 24
semanas avaliadas (= 40%) detectando a presenca constante de fémeas de
Aedes por toda extenséo da llha. Em outro estudo, a flutuacéo na positividade
de ovitrampas também foi observada em trés bairros de zonas urbanas e
suburbanas do Rio de Janeiro (HONORIO et al., 2009b), com valores acima de
60%. Codeco et al (2015) encontraram flutuacao no IPO, geralmente entre 20 e
60% em cinco cidades de diferentes Estados brasileiros, sendo duas cidades
do Estado do Rio de Janeiro. Em nossos dados, a densidade de ovos
coletados pelas armadilhas também se manteve elevada durante todo o

monitoramento, com média de 222 ovos por armadilna. Niumero elevado de
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ovos por ovitrampa também foi detectado em outros estudos realizados em
outras localidades do Rio de Janeiro, Belo Horizonte (MG) e Recife (PE)
(HONORIO et al., 2009b, 2009a; PESSANHA et al., 2014; REGIS et al., 2008).

As ovitrampas sdo armadilhas preconizadas pelo PNCD, utilizadas como
método de investigacdo secundaria (o principal é a pesquisa larvaria), em
areas néo infestadas pelo vetor (BRASIL, 2009). A ovitrampa é uma estratégia
de vigilancia eficiente, que ja vem sendo utilizadas no Brasil (BRAGA et al.,
2000; CODECO et al., 2015; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2008; PESSANHA et
al., 2014; REGIS et al., 2008, 2014; RUEDA, 2008) e em outros paises (HO et
al., 2005; TORRES-ESTRADA; C; RODILES-CRUZ, 2013; WONG et al., 2011),
pois aumenta a sensibilidade do diagndstico da presenca do vetor e 0 emprego
de acles preventivas. No municipio do Rio de Janeiro, as ovitrampas séo
utilizadas em conjunto com a pesquisa larvaria, em quantidade variavel entre
as CAPs. Em toda llha de Paquetd, séo utilizadas apenas cinco ovitrampas,
com intervalo de dois meses entre as instalagdes.

Paqueta foi o ambiente de escolha para o estudo pois € uma ilha, é
isolada e aparentemente seria mais facil de aplicar nossa estratégia de
direcionamento do controle. No entanto, nossos resultados mostraram-se
contrarios as nossas perspectivas. Quando testamos a associacdo entre
indices entomoldgicos e as acdes realizadas em campo na area de estudo e na
area controle, obtivemos os resultados de baixos valores de significancia
estatistica. O controle foi realizado, direcionando as areas cujas ovitrampas
tinha maior quantidade de ovos, ou seja, 0s quarteirdes com maior densidade
de ovos de Aedes. As acOes de controle seguiram as atividades de rotina
preconizadas pelo PNCD (BRASIL, 2009), aplicadas pela vigilancia da CAP
1.0, poréem com a quantidade insuficiente de 2AVSs para a cobertura total da
llha. Para dificultar, cerca de 40% dos imoOveis em Paquetad sdo de veraneio,
frequentados apenas aos finais de semanas que, muitas vezes, permanecem
fechados por muito tempo, aumentando o numero de iméveis pendentes
durante as inspecdes. Esse pode ter sido o principal motivo das acbes de
controle ndo terem alcancado o resultado que esperavamos. Considerando
este fator, pendéncias na inspec¢ao dos domicilios, uma alternativa seria que as

atividades de controle vetorial ocorressem também aos finais de semana,
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assim talvez, haveria a reducéo de imodveis ndo inspecionados e provavelmente
0s criadouros seriam eliminados. Para complicar, os criadouros mais
prevalentes na Ilha sdo do tipo C (Tabela 5.2), como piscinas, calhas de
telhado e ralos, os quais séo de dificil acesso e eliminacdo da agua contida no
recipiente. Para um trabalho eficiente de controle, o ideal seria ter um nimero
apropriado de agentes para toda a extensao da llha, considerando os mais de
3.000 imoveis existentes, trabalhando em cerca de 800 imdveis por agente,
durante dois meses de visitacdo casa a casa.

Ja € sabido que as ovitrampas sdo armadilhas eficientes no
monitoramento e vigilancia de Aedes, para acompanhar a infestacdo, dinamica
temporal e espacial. As ovitrampas sao versateis e jA mostraram-se eficazes no
controle desses vetores de diversas formas, com mudancas na estrutura do
depdsito, no tipo de substrato para oviposicdo, na composi¢ao do atrativo para
as fémeas e na adicao de larvicidas para a supresséao da populagédo do vetor
(ABAD-FRANCH et al., 2015; LUZ; ABAD-FRANCH; ZAMORA-PEREA, 2017).

Em um estudo de vigilancia continuada no municipio do Recife (PE),
baseada na coleta e contagem de ovos usando ovitrampas georreferenciadas e
com Bti, Regis et al (2008) afirmaram que esta € uma estratégia eficiente,
sendo as ovitrampas preditoras de possiveis aumentos na densidade de Ae.
aegypti. A partir desse estudo, os autores desenvolveram um sistema de
monitoramento e controle de populagcbes de Ae. aegypti, com base na
amostragem de ovos coletados pelas ovitrampas georreferenciadas, o SMCP-
Aedes (REGIS et al., 2009). Esse sistema foi similar & nossa estratégia de
monitoramento, na questdo do direcionamento do controle e
georreferenciamento das armadilhas, porém com intervengdes de controle
adaptadas as condicdes de cada area trabalhada. O sistema foi positivo com a
supressao do vetor, a partir da remoc¢éo de ovos do ambiente, com o controle
dos imaturos com o uso de peixes larvofagos em depdsitos de grande porte e,
pelo uso de aspiradores para a captura dos vetores adultos, realizadas
guinzenalmente ou mensalmente (REGIS et al., 2009).

Apesar de nossos dados nao apresentarem os resultados desejados,
com a reducédo da densidade populacional de Aedes na llha de Paquet4, nossa

pesquisa s6 vem a acrescentar 0 quao necessario é ter o apoio e eficiéncia dos
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agentes de saude disponiveis para o trabalho em campo. Ademais,
acreditamos no potencial das ovitrampas no direcionamento do controle, uma
vez que sdo armadilhas faceis e de custo reduzido para 0 monitoramento

espacial do vetor.

6.2 Distribuic&o espacial de Ae. aegypti e Ae. albopictus na llha de

Paqueta

Durante os 12 meses de coletas bimestrais, foi observado que a
dindmica espacial-temporal de Aedes € sazonal e heterogénea por toda Ilha de
Paquetd, com Ae. aegypti (70%) mais prevalente que Ae. albopictus (30%). A
llha de Paquetd € um ambiente com aspectos urbano-rurais equilibrados,
densidade da vegetacao distribuida homogeneamente por toda llha e algumas
areas isoladas com maior concentracao florestal. A partir dos mapas de kernel
(Figura 5.13 e 5.14), foi possivel notar que ambas as espécies coexistem,
apresentaram ampla distribuicdo espacial e, em algumas coletas, Ae.
albopictus foi mais abundante nas areas préximas de vegetacdo, seguindo
parametros similares avaliados por outros autores no Rio de Janeiro (BRAKS et
al., 2003; HONORIO et al., 2009a; LIMA-CAMARA, 2006).

Durante todo o estudo, ambas as espécies frequentaram as 90
ovitrampas, sendo a proporcéo de Ae. albopictus praticamente a metade de Ae.
aegypti por ovitrampa. Braks et al (2003) também encontraram a co-ocorréncia
das espécies nas mesmas armadilhas de oviposi¢cdo e abundancia semelhante
na maioria das areas suburbanas avaliadas do Rio de Janeiro. Diferente do
esperado, 0s autores constataram altas densidades de Ae. aegypti nas bordas
de florestas dentro no municipio do Rio de Janeiro (BRAKS et al., 2003). Ae.
aegypti e Ae. albopictus, ja foram encontradas frequentando as proximidades
da Floresta da Tijuca, que € a maior floresta urbana do Rio de Janeiro
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2006).
Nos arredores da Floresta da Tijuca, Ae. albopictus foi mais prevalente em
todas as ovitrampas e identificado em armadilhas em até 1.000 metros para
dentro da floresta (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004). Ao contréario, Ae.
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aegypti foi identificado em até 100 metros de distAncia das casas
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2006).

Em uma area de transicdo urbana-floresta no municipio do Rio de
Janeiro, Hondrio et al (2009) descreveram a co-ocorréncia de Ae. albopictus e
Ae. aegypti na zona de transi¢do entre areas altamente povoadas e vegetadas,
com maior abundancia da primeira espécie em &reas com maior cobertura
vegetal, enquanto a segunda foi mais abundante em areas mais povoadas.

A maioria das armadilhas monitoradas neste estudo foi instalada no
peridomicilio, o que poderia também ter favorecido Ae. albopictus,
considerando que € uma espécie essencialmente exofilica. No entanto, as
ovitrampas podem ter sido desfavorecidas pela ampla presenca de depdsitos
naturais distribuidos pelo peridomicilio, em razdo da abundancia de vegetacao
e jardins.

A relacdo entre infestacdo e temperatura, como ja descrito por outros
autores (CODECO et al., 2009, 2015; COSTA et al., 2008; WONG et al., 2011),
também foi identificada em nossos resultados. Em nossas analises, a
associacdo utilizou dados da temperatura minima e precipitacdo de duas
semanas de defasagem, da mesma forma que o observado na maioria das
populacdes de Aedes coletadas com ovitrampas por Codeco et al (2015).

A série temporal da positividade das ovitrampas apontou sazonalidade,
com alto percentual de ovitrampas positivas durante o verdo e queda do indice
no inverno, parametros comuns para Aedes Esses parametros biologicos
relacionados ao desenvolvimento do vetor (CHRISTOPHERS, 1960; HAWLEY,
1988) sédo favorecidos pela sazonalidade climéatica do Rio de Janeiro, que varia
entre forte e fraca (LANA et al., 2014).

O IPO e IDO apresentaram associacao significativamente positiva com a
temperatura, uma vez que, quanto mais elevada a temperatura minima do
ambiente, maior foi a quantidade de armadilhas positivas e consequentemente,
maior o numero de ovos nas ovitrampas. A correlacdo maior da temperatura
com o numero de ovos totais foi entre 20 e 25 °C, similar aos resultados
encontrados em Recife (COSTA et al., 2010) e em trés bairros urbanos do Rio
de Janeiro (HONORIO et al., 2009b). A precipitacdo ocorrida duas semanas

antes da coleta de ovos apresentou maior correlagdo com o numero total de
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ovos encontrado nas ovitrampas, principalmente quando alcancava entre 5 e
10 mm. Wong et al (2011) também detectaram alta correlagdo entre
precipitacdo ocorrida nas duas semanas anteriores e densidade de ovos de
Aedes, em Iquitos no Peru.

A dindmica da distribuicdo temporal de Aedes na llha de Paqueta e a
associacdo entre dois fatores abioticos avaliados neste estudo, temperatura e
precipitagéo, sdo importantes para o melhor entendimento da biologia desses
vetores. Diante disso, novas estratégias de controle poderdo ser planejadas

para o manejo eficiente desses mosquitos na llha.

6.3 Resisténcia a inseticidas

O controle do vetor tem como principal ferramenta a eliminagdo dos
depdsitos que sdo potenciais criadouros para o desenvolvimento das larvas do
mosquito. No entanto, o uso de inseticidas quimicos ainda se faz muito
necessario e muitas vezes obrigatério. A utilizacdo indiscriminada de alguns
compostos tem levado a selecao de populacdes resistentes de mosquitos e,
consequente falha no controle (BRAGA; VALLE, 2007b). Por este motivo,
recomenda-se 0 acompanhamento do nivel de resisténcia aos inseticidas
utilizados no controle, em testes biolégicos e moleculares.

Nesse contexto, o monitoramento da resisténcia é realizado com o
intuito de conhecer o status da resisténcia/susceptibilidade a inseticidas em
populacdes de Ae. aegypti. No Brasil, desde o final dos anos 90, com o
estabelecimento da Rede MoReNAa (Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia de Aedes aegypti a Inseticidas), instituido pelo Ministério da Saude
que ficou ativa até meados de 2013, diversos municipios do pais foram
avaliados, principalmente os que estavam com altas densidades do vetor ou
com casos de dengue (BRAGA et al.,, 2004). Desde 2017 e até hoje, o
monitoramento retomou as atividades em todo Brasil com foco no manejo
racional dos produtos utilizados no controle quimico em campo.

E a primeira vez que a resisténcia a inseticidas por meio de bioensaios
foi avaliada na populacdo de Ae. aegypti da llha de Paqueta. Entretanto, a
frequéncia das mutacdes kdr ja tinha sido anteriormente verificada (BRITO et
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al., 2018). Nas demais localidades avaliadas neste estudo, a resisténcia ja foi
confirmada, anteriormente, para algum dos inseticidas utilizados em nossos
experimentos (LIMA et al, 2003; Braga et al, 2004; Montella et al, 2007).
Segundo Macoris (2002) os resultados de resisténcia servem como registro
para comparacoes futuras na avaliagdo da manutencdo dos niveis, diante das
estratégias de controle quimico realizadas em cada localidade.

O critério utilizado para a classificacdo das populacdes aqui estudadas
seguiu os parametros determinados pela OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Os critérios sao avaliados pela RRso, 0s quais
determinam que popula¢gBes do mosquito sdo consideradas susceptiveis com
RRs0<5,0, moderadamente resistentes com RRso de 5,0 a 10 e, altamente
resistentes com RRso >10.

Com base nos resultados de bioensaios com temephos, pode-se notar
gue a sensibilidade ao OP continua instalada em todas as localidades, com
reduzida variacdo da resisténcia entre as estacfes. Em amostras de Ae.
aegypti coletadas nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, no ano de
1999, Lima et al (2003) detectaram resisténcia disseminada aos OPs. No Rio
de Janeiro e nos municipios da regido metropolitana a situacdo pareceu pior
em relacdo a outros municipios menos populosos e no Espirito Santo. Na
capital, Niter6i e Sdo Goncalo ndo ultrapassaram 35% de taxa de mortalidade
ao temephos. Para a populacdo de Sdo Goncalo, a razéo de resisténcia (RRso
= 7,6) foi proxima a encontrada neste estudo (RRso = 6,8). Braga et al (2004),
avaliaram amostras dos estados do Sergipe, Alagoas e Rio de Janeiro,
incluindo Niter6i e Sdo Gongalo, e detectaram as taxas mais elevadas nessas
localidades (RRso = 13,5; RRso = 15,5, respectivamente), superiores aos
nossos dados. Montella et al (2007) estudaram populagdes de Ae. aegypti das
cinco regides do Brasil, inclusive a Ilha do Governador (RRgs = 7,4) e Niteroi
(RRes = 11,7). Para esta avaliagdo do status da resisténcia, os autores
utilizaram o critério do Ministério da Saude, com avaliacdo pela RRos.

Os organofosforados s&o inseticidas que foram demasiadamente
aplicados para o controle larvario de Ae. aegypti. Apds a epidemia de dengue
de 1986, o Rio de Janeiro intensificou o controle quimico do vetor com trés

OPs: malathion e fenithrothion como adulticidas e temephos como larvicida
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(LIMA et al., 2003). Considerando que o uso do temephos foi interrompido
oficialmente em 2009, até o presente estudo ja se passaram mais de 10 anos e
o perfil de resisttncia ndo mudou muito, indicando o0 processo de
estabelecimento da resisténcia e a ineficacia do composto contra essas
populacdes atualmente resistentes.

Neste trabalho também foi quantificada a resisténcia ao malathion.
Apesar do malathion ainda estar sendo aplicado, pois foi reintroduzido para
controle de adultos a partir de 2009 em substituicdo aos piretroides, ainda néao
foi relatada resisténcia a esse produto no Brasil. Nossos resultados mostram
que a susceptibilidade do Ae. aegypti ao malathion persiste, conforme
observada nas populacdes das areas portuarias da regido metropolitana do Rio
de Janeiro, avaliadas neste estudo.

Lima et al (2003) relataram alteracdes incipientes na suscetibilidade de
Ae. aegypti em Campos dos Goytacazes, Duque de Caxias e Niter6i (RJ). Os
ensaios com amostras de Sdo Gongalo e Rio de Janeiro apresentaram
sensibilidade ao malathion, embora essas popula¢cdes tenham apresentado
altos niveis de resisténcia a temephos. Avaliando larvas e adultos de Ae.
aegypti provenientes de sete municipios do nordeste brasileiro (Alagoas,
Pernambuco e Sergipe), Macoris et al (2007) detectaram status de
susceptibilidade ao malathion alterado. Nas amostras do estado de Séao Paulo
nenhuma alteracdo foi encontrada, considerando que a mortalidade foi em
torno de 98%. Os autores elaboraram um dendograma onde agruparam no
mesmo cluster as populacdes de Sdo Paulo junto a linhagem de referéncia
Rockefeller.

A alternancia periédica na aplicacdo de classes de inseticidas tem se
mostrado uma estratégia eficiente no propdsito de racionalizar o uso destes
compostos quimicos em campo e colaborar com a reposicdo de espécimes
susceptiveis nas populacdes de vetores (VALLE, 2015). Embora o malathion
esteja sendo aplicado como adulticida ha quase 10 anos, seu uso é restrito a
acOes de bloqueio do vetor em casos de risco de surtos ou com epidemia
declarada (BRASIL, 2009), ndo submetendo os mosquitos a um intenso e
constante contato direto com o agente quimico. Outra razado da sensibilidade

das populacdes de Ae. aegypti é a possivel existéncia de outros mecanismos
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de resisténcia envolvidos, como por exemplo, enzimas de detoxificacdo.
Hidayati et al (2011) observaram em laboratorio a selecdo de individuos
resistentes ao malathion apos 45 geracdes. Mesmo sendo consideradas
resistentes, as razdes de resisténcia ndo foram tado elevadas, sugerindo que
enzimas detoxificantes, como glutationa-S-transferases, e outros fatores
genéticos podem estar envolvidos no processo de resisténcia a esse OP em
Ae. albopictus.

O uso indiscriminado de inseticidas com base nos PI foi a grande razéo
da disseminacdo da resisténcia aos piretroides no Brasil (MARCOMBE et al.,
2009), assim como para outras classes de inseticidas em varios lugares do
mundo (HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010; MOYES et al., 2017). Desde
a primeira vez que foi detectada no pais em 2001, a resisténcia aos PI
encontra-se hoje espalhada por todo territério nacional. No estado do Rio de
Janeiro foi constatada pela primeira vez por da-Cunha et al (2005), os quais
avaliaram amostras de Ae. aegypti coletados nos anos de 2001 — 2003 em 10
municipios (entre eles a capital, Niter6i e Sdo Goncalo) e, em municipios de
Sergipe e de Alagoas. Os testes dose-diagnosticos foram com garrafas
impregnadas com cypermetrina e, apesar de incipiente, a resisténcia ja estava
sendo detectada.

Nas cinco popula¢des avaliadas em nosso estudo, todas apresentaram
altas taxas de resisténcia a deltametrina, com RRso acima de 19, durante todo
estudo (Tabela 5.5). Esse perfil de resisténcia pdde ser também verificado pela
alta frequéncia de genoétipos mutantes relacionados a resisténcia a piretroides,
cujos valores foram sempre acima de 90% (Tabela 5.7). Na Figura 5.22 é
possivel ver como se comporta a distribuicdo dos alelos e genoétipos nas
populacdes de Ae. aegypti avaliadas neste estudo. Diante dos resultados
temporais apresentados, as populacbes apresentaram razdes de resisténcia
maior na época do verdo, exceto em Cocota. Esse fato pode ser resultado de
um maior uso de inseticida domeéstico aerossol, durante o verdo, a maioria a
base de piretroide, jA que a dengue tem um padrdo sazonal, com maior
incidéncia de casos nos periodos mais quentes e Umidos (HONORIO et al.,
2009b).
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Aqui no Brasil, sdo reconhecidas duas mutagGes kdr, Vall016lle e
Phel534Cys, que codificam o gene no Nav (HARRIS; RAJATILEKA; RANSON,
2010; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007). Linss et al (2014) avaliaram a
distribuicdo e disseminacdo dessas mutacbes em diversas populacdes
brasileiras, incluindo trés municipios do Rio de Janeiro, sendo um deles Sao
Goncalo. Encontraram altas taxas de frequéncias das mutacoes e descreveram
como se comportam genotipicamente organizados em trés alelos: o selvagem
(S, que ndo apresenta mutacéo), o alelo mutante na posicdo 1534 (NavR!) e o
alelo mutante nas posicdes 1534 e 1016 (NavR?). Os trés alelos séo
encontrados distribuidos por todo Brasil, sendo que o NayvR? se apresentou
menos frequente em municipios do Nordeste (LINSS et al., 2014).

A frequéncia dos alelos NavR! e NavR? estdo distribuidas
proporcionalmente entre todas as populacdes de Ae. aegypti aqui avaliadas,
sendo a frequéncia alélica maior do duplo mutante Nay R?, atingindo até 70%,
principalmente no periodo de verdo. Esses dados corroboram a avaliagéo
biolégica dos ensaios dose-resposta com deltametrina, cujas populacdes de
Ae. aegypti foram consideradas altamente resistentes, com valores de RRso
variando de 19,2 a 34,7.

Em amostras de Ae. aegypti de Sdo Gongalo coletadas em 2002 e 2008,
Linss et al (2014) perceberam que houve um grande aumento na frequéncia
dos alelos mutantes entre o intervalo de coleta, de 0 para 31% do Nay R?. Em
2002, apenas o alelo selvagem do tipo Nav® foi detectado. Nossas amostras
foram coletadas em 2014 e a frequéncia do NayR? aumentou para 65%, no
verao.

Uma mudanca na composi¢do genética em relacdo a susceptibilidade e
a resisténcia aos Pl durante os anos (de 2012 para 2014) foi vista também na
llha de Paqueta. Levando em consideracdo que a llha tem uma estrutura
organizacional separada em dois bairros, nossos experimentos moleculares
foram realizados subdividindo a Ilha em duas popula¢cbes, nomeadas Paqueta |
e Il. Brito et al (2018) quantificaram a frequéncia dos alelos kdr da llha de
Paqueta coletados em 2012, bem como de outros municipios do Grande Rio de
Janeiro. O gendtipo R2R2 foi 0 mais frequente (50%) e, considerando o0s

genotipos resistentes, Paquetd foi a populacdo que apresentou menor
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frequéncia (60%) e portanto, a frequéncia do Nav® de Paqueta foi a maior
diante das demais localidades, com 22,5%.

Dois anos depois, quando coletamos nossas amostras, no verao e
inverno do ano de 2014, evidenciamos a reducdo drastica dos individuos
susceptiveis nesta localidade. A frequéncia do Nav® encontrada foi de 0 e 3%,
respectivamente em Paqueta | e Il (Tabela 5.7). Esses resultados corroboram
com os dados obtidos a partir de ensaios biologicos realizados com
deltametrina (Pl), dos quais os valores de RRso da populagdo de Paqueta
também foram elevados, em ambas as coletas (19,6 no verdo e 22,2 no
inverno).

Os PI foram oficialmente utilizados por nebulizagédo de 2001 a 2009 em
todo Brasil. Ainda hoje os Pls séo utilizados por meio de inseticidas domésticos
em sprays, sendo sazonalmente intensificados a cada periodo de epidemia de
dengue (GARCIA et al., 2018), uma vez que grande parte das pessoas
acreditam que estejam se autoprotegendo contra as doengas causadas por
patdgenos transmitidos pelos mosquitos. Provavelmente, esses inseticidas
aerossois contribuem significativamente para a rapida disseminacdo da
resisténcia, porém sua magnitude e real influéncia no aumento da resisténcia
ainda ndo foram quantificadas e permanecem desconhecidas (MACIEL-DE-
FREITAS; VALLE, 2014). Essa situacao foi observada por Macoris et al (2018)
(MACORIS et al., 2018), cujas populacbes de Ae. aegypti do Estado de Sao
Paulo permaneceram resistentes ao Pl, mesmo Sao Paulo tendo sido o
primeiro no Pais a interromper o uso do inseticida em 2000. Essa resisténcia
também foi observada por Garcia et al (2018) (GARCIA et al., 2018), que
encontraram altos niveis de resisténcia ao PI, disseminadas nas populac¢des de
Ae. aegypti avaliadas (Santarém — PA, Parnamirim — RN, Duque de Caxias —
RJ e Campo Grande — MS), indicando uma participacéo significativa do uso
domeéstico dessa classe de compostos na selecéao de individuos resistentes ao
PI.

As amostras de Ae. aegypti aqui estudadas foram coletadas nas
proximidades e nos portos de embarcacbes da regido, o que favorecem a
introducdo de novos espécimes de mosquitos nas populacdes ao redor dos

portos. Essa migracao pode ter influenciado a entrada dos alelos resistentes e,

141



sendo assim, dispersado para o restante da populacdo de mosquitos. A
migracdo € um ponto favoravel para a restituicdo de individuos susceptiveis na
populacao, contribuindo com o nao-estabelecimento dos alelos resistentes nas
populacdes do mosquito (VALLE, 2015).

Diante disso, a principal alternativa é evitar o uso continuo de
inseticidas, sejam domésticos ou nas campanhas de controle, priorizando
sempre o0 controle mecanico, com a eliminacdo de potenciais criadouros do
mosquito. As alternativas conjuntas de controle integrado, com a participacao
dos moradores, necessitam ser verdadeiramente aplicadas no cotidiano dos
municipios. A participacdo popular é extremamente importante, levando em
consideracdo que o Ae. aegypti € um mosquito doméstico altamente adaptado

ao ambiente humano.

6.4 Genética de populacdes de Ae. aegypti com marcadores

microssatélites

Todos os 12 loci microssatélites utilizados nas analises genéticas entre
as populacdes de Ae. aegypti coletadas nas regides portuarias do Rio de
Janeiro foram polimérficos. Os padrbes de diversidade genética encontrados
dentro das populac¢des foram moderadamente altos, similares aos encontrados
nas populacées em que estes loci foram caracterizados (BROWN et al., 2011;
SLOTMAN et al, 2007). Em ambas as estacdes niveis moderados de
variabilidade foram encontrados; na estacdo chuvosa (verdo) os niveis de
Heterozigosidade variaram de 0,392 <Ho< 0,509 e na estagédo seca (inverno)
de 0,328 <Ho< 0,437. A maior média observada foi no verédo (Ho= 0,434), o que
era esperado considerando que a maior densidade populacional de Ae. aegypti
foi encontrada neste periodo (Figura 5.1). No entanto, ndo ha uma diferenca
significativa entre os valores nas duas esta¢cdes (Ho= 0,383 no inverno).

Com os mesmos 12 loci avaliados neste estudo, Monteiro et al (2014)
encontraram uma maior heterozigosidade observada nas amostras obtidas em
Séo Gongalo (Ho= 0,507 enquanto Ho= 0,353 e 0,396 em nosso estudo),
mostrando que as populacdes podem mudar de perfil genético com o tempo.
Em uma avaliagdo temporal com populagbes de Ae. aegypti coletadas em

142



quatro bairros de Manaus (AM) foram encontrados valores similares de
diversidade genética (Ho) entre as coletas do periodo chuvoso e seco,
utilizando nove loci de microssatélites (MENDONCA et al., 2014). O que
também foi observado por Rasic et al (2015), avaliando populacdes do Rio de
Janeiro (incluindo Paqueta) em trés estacdes nos anos de 2011, 2012 e 2013.
A média dos valores de Ho encontrados por Rasic et al (2015) com apenas oito
loci microssatélites foram levemente maiores quando comparados aos n0sSs0s
(Ho= 0,52). A pouca variagdo nas estimativas de variabilidade entre as
diferentes estacdes indica que o tamanho populacional de espécimes do
mosquito ndo deva variar significativamente entre as estacfes. Este dado é
corroborado pela pequena diferenca entre os numeros de armadilhas positivas
encontradas em ambas as estacfes neste trabalho.

As analises de estrutura genética, reveladas pelas andlises de distancia
genética (Fst) e bayesiana, entre as localidades e nas analises temporais,
revelaram homogeneidade genética para as populacdes de Ae. aegypti do Rio
de Janeiro. Os valores de Fst foram baixos em ambas as estagbes, 0 que ja
havia sido observado (RASIC et al., 2015). Entretanto, diferente do que
esperdvamos, foi encontrada uma maior estruturacdo genética entre as
amostras coletadas no periodo do veréo (Fst= 0,07). Nesta estacdo do ano, as
populacdes de Paqueta I, Niter6i e Praca XV, foram formadas por individuos
pertencentes a um grupo genético diferente das outras populacdes (Figura
5.26). a disponibilidade de sitios para a oviposi¢édo € inversamente proporcional ao
potencial de dispersdo das fémeas de Ae. aegypti (EDMAN et al., 1998). Isto
porque as fémeas acabam voando para mais longe a procura de sitios de
oviposicdo apenas quando estes sdo escassos. Diversos estudos mostram que a
estacdo chuvosa (0 verdo no nosso caso) seria a estacdo onde o numero de
potenciais sitios de oviposicdo € maior. Realmente, duas semanas apos as chuvas
as armadilhas instaladas sempre tinham maior positividade. Em nossos
resultados, devido ao menor fluxo génico indicado pelas estimativas de Fst e
bayesianas entre as populagdes coletadas no veréo, acredita-se que as fémeas
migram mais a procura de locais para oviposi¢ao durante o inverno.

No Rio de Janeiro, em um estudo utilizando marcadores isoenzimaticos,

também encontraram uma maior variabilidade e estruturagdo genética na
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estagdo chuvosa (COSTA-RIBEIRO; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX,
2006). Os autores perceberam que os recipientes de dgua ndo intencionais e
temporarios (ex. pneus e descartiveis) representam a maior parte dos habitats
larvais de Ae. aegypti, fazendo com que as fémeas tenham que se dispersar
mais para encontrar locais adequados para depositar os ovos durante o
inverno, quando este habitats ndo séo tdo frequentes. Por ser uma estacdo
seca, com indice de precipitacdo inferior ao verdo, os reservatorios artificiais
disponibilizados pela populacdo tornam-se criadouros importantes para o vetor
durante o inverno (COSTA-RIBEIRO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX,
2006). Considerando a llha de Paqueta, por exemplo, o principal tipo de
depdsito de oviposicdo de Aedes encontrado € do tipo fixo (C) (Tabela 5.2),
sugerindo que esses depdsitos permanecem positivos durante todo o ano,
corroborando com a manutencdo das altas densidades de individuos mesmo
no inverno.

Resultados diferentes foram encontrados por Huber et al (2002a), que
observaram uma estruturacdo genética mais evidente na estacdo seca e mais
discreta na estacdo chuvosa, em sete populagfes de Ae. aegypti da cidade de Ho
Chi Minh, no Vietnd. Maior diferenciacdo genética na estacdo seca também foi
observada por Mendonga et al (2014), em quatro bairros da cidade de Manaus
(AM), com reducao significativa do fluxo génico em dois bairros da cidade. Por
outro lado, em uma analise temporal por cinco anos, verificou-se que as mudancas
sazonais climéticas ndo tiveram impacto significativo nos niveis de diferenciacéo
genética entre as amostras coletadas em Botucatu (SP), com valores de Fst muito
baixos e sem diferentes grupos genéticos na analise bayesiana do programa
Structure (CAMPOS et al.,, 2012). Mesmo em nossos resultados, apenas trés
popula¢cdes avaliadas mostraram uma pequena diferenciacdo genética encontrada
no verdo. As populagcdes de Itadca (S&o Gongalo), Cocota (llha do Governador) e
Paqueta Il continuam com o mesmo perfil genético, apesar da grande distancia
geogréfica entre elas (e de estarem separadas pela Baia de Guanabara). O
contraste entre os resultados encontrados para populagbes de mosquito de uma
mesma espécie nos indica que os padrfes de migracdo desta espécie séo
complexos. Diversos estudos tem demonstrado a importancia da dispersao
passiva para o fluxo génico entre as populacdes de mosquitos do género Aedes
(FONZI et al.,, 2015; GUAGLIARDO et al.,, 2014, 2015; HUBER et al., 2004;
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MEDLEY; JENKINS; HOFFMAN, 2015; MONTEIRO et al., 2014). Efeitos da
geografia, urbanizacdo e dispersdo de pessoas dentro dos centros urbanos
parecem ser importantes para a dispersdo do mosquito, além da disponibilidade de
criadouros.

Rasic et al (2015) apontaram a importancia da migracdo dos mosquitos
machos para o fluxo génico entre as populacbes de Ae. aegypti no Rio de
Janeiro. Os autores observaram que h& uma maior estruturacdo quando
marcadores mitocondriais sdo comparados com nucleares indicando que os
machos devem migrar mais que as fémeas naquelas populacées. No caso das
populacdes deste estudo, € possivel que no verdo ocorra um maior fluxo de
pessoas entre as estacdes portuarias, aumentando consequentemente a
probabilidade de dispersédo passiva do mosquito através das barcas. H4 um
fluxo maior de barcas entre as estacdes de Niteroi, Pragca XV e Paqueta
durante todo o ano quando comparado com o roteiro Praca XV e llha do
Governador. E no verdo, estacdo turistica forte para o Rio de Janeiro, o
movimento de pessoas tanto para a cidade do Rio de Janeiro, quanto para
Paqueta e Niterdi deve ser muito maior. Vale lembrar que as barcas chegam
em Paquetda | e, em Paqueta Il, chegam somente pequenos barcos de
pescadores vindos de Itadca (Sdo Gongalo).

A alta diversidade genética de Ae. aegypti do Rio de Janeiro ja €&
conhecida (KOTSAKIOZI et al., 2017; MONTEIRO et al., 2014). Esse perfil
genético é decorrente, principalmente, pelo fato da cidade ser muito turistica e
possuir grande fluxo de comércio. Como dito anteriormente, se acredita que
este vetor se dissemina por longas distancias através da “carona” humana, seja
terrestre, maritima ou aérea (FONZI et al., 2015; GUAGLIARDO et al., 2014,
2015). S&do muitos os portos maritimos na cidade do Rio de Janeiro, 0o que
pode contribuir para o transporte passivo de ovos de Ae. aegypti dentro das
embarcacdes ou mesmo mosquitos adultos. Nossos resultados evidenciam que
a migracdo acontece entre as populacbes do vetor nas areas portuarias
avaliadas. E possivel que o perfil genético das populacbes de Ae. aegypti na
cidade do Rio de Janeiro seja mais dinamico e, possivelmente, os individuos

recém-chegados no Rio de Janeiro sejam transportados para Niteréi e Paqueta
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I com mais frequéncia, tendo em vista a maior rotatividade de barcas entre
essas estacoes.

Diferencas temporais também foram verificadas com a analise da
frequéncia das mutac¢des kdr quando comparamos nossos resultados com as
frequéncias dessas mutaces no trabalho de Linss et al (2014) (LINSS et al.,
2014) e mesmo entre as duas estacdes de coleta neste trabalho. Podemos ver
uma reducéo da frequéncia do alelo selvagem (Nav®) na populacédo de Paqueta
em apenas alguns meses, entre as estacdes avaliadas. No entanto, quando
olhamos para a populacdo de Sdo Goncalo, avaliada também por Linss et al
(2014) as frequéncias dos alelos também foram muito diferentes das
encontradas neste trabalho havendo uma queda dréstica da frequéncia do alelo
selvagem neste periodo de tempo (apenas dois anos).

Pela localidade da llha de Paqueta e seu dificil acesso, por meio apenas
de barcas, anteriormente acreditava-se que o perfil genético de Ae. aegypti era
diferenciado nesta localidade. Contrastando com nossos resultados, Rasic et al
(2015) encontraram um maior isolamento genético entre mosquitos de Paqueta
guando comparada com outras localidades do Rio de Janeiro, com base em
analises de SNPs. Mas este trabalho comparou apenas as populacbes de
Paqueta com llha do Governador e Urca, ndo avaliando Praga XV nem Niteroi.
E possivel que o perfil genético destas duas Ultimas localidades n&do fosse
diferente de Paqueta. Este mesmo trabalho avaliou apenas 8 loci de
microssatélites entre varias localidades do Rio de Janeiro, incluindo agora
Praca XV e Niter6i e com este marcador encontraram apenas um grupo
genético para todas as populacoes.

Entender a variabilidade genética e os padrbes de diferenciacdo
genética de Ae. aegypti entre as estagfes € fundamental para compreender os
mecanismos de dispersdo mediado pelo transporte humano (COSTA-RIBEIRO;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX, 2006; GLORIA-SORIA et al., 2016b)
que talvez possam explicar a alta rotatividade de gendtipos observada em
zonas portuarias. Estes resultados impactam diretamente as campanhas de
controle do vetor e fornecem dados importantes para direcionamento das

acOes e que podem eventualmente levar a novas estratégias de controle.
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6.5 Atividades de educacdo em saude com base no controle de

mosquitos vetores - Brasil Sem Miséria (BSM)

Um dos componentes principais do PNCD, como proposta para o
controle da dengue e demais arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti, séo as
acOes integradas de educacdo em saude, comunicacdo e mobilizacdo social
(BRASIL, 2002). Foi nessa expectativa que nosso projeto de educagdo em
saude com foco no controle de mosquitos vetores foi baseado e vinculado ao
Programa Brasil sem Miséria, direcionando as atividades a grupos especiais,
0S quais estdo diretamente relacionados ao combate de vetores na llha de
Paquetd. Sabe-se que o comprometimento e participacdo da comunidade na
implementacgé&o de intervengdes de controle vetorial sdo fundamentais, uma vez
que a populacdo € coautora e responsavel pela manutencdo das baixas
densidades do vetor.

As atividades de palestras e discussdes acerca do controle de Aedes na
llha, realizadas em parceria com a coordenacdo de vigilancia em saude da
CAP 1.0 e do centro de saude Manoel Arthur Villaboim, foram realizadas com
éxito. Vigilantes de iméveis, AVSs e ACSs participaram das atividades onde
foram apresentadas as estratégias dos “Dez minutos contra a dengue”. Além
disso, os agentes foram instruidos para a entrega dos mapas de calor
informativos sobre a densidade de ovos de Aedes e a disseminagcdo dos
conhecimentos e a importancia de combater o vetor com o uso de, pelo menos,
10 minutos do seu tempo contra a dengue. Essas a¢des de mobilizacédo social
sdo fundamentais para a propagacdo do conhecimento e mudancas no
comportamento e habitos da populagéo, principalmente quando o enfoque é o
combate aos criadouros potenciais de larvas de Aedes, intimamente
relacionados ao homem, como por exemplo o descarte de residuos humanos e
reservatorios de agua (TAUIL, 2001).

A educacgdo é a maneira mais eficiente de modificar o comportamento
humano em relacdo a disponibilizacdo de habitats larvares favoraveis ao Ae.
aegypti (CHIARAVALLOTI-NETO, 1997; MADEIRA et al., 2002). O enfoque da
responsabilidade social e sensibilizacdo sobre a probleméatica do tema dos

vetores, na perspectiva de que cada cidadao é responsavel pela qualidade do
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meio ambiente em que vive, adaptando ao seu cotidiano o uso de medidas que

impegam ou minimizem a propagacao do vetor devem sempre ser priorizadas.
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7. CONCLUSOES

- As ovitrampas foram eficientes para o monitoramento populacional de
Ae. aegypti e Ae. albopictus na Ilha de Paqueta, as quais revelaram elevados
indices entomologicos durante todo periodo de monitoramento, de maio de
2014 a maio de 2016;

- Ae. aegypti e Ae. albopictus tem distribuicdo espacial e sazonal por
toda llha de Paqueta, com mais frequéncia de Ae. albopictus nas areas com
maior abundéancia de vegetacao;

- O direcionamento do controle baseado no numero de ovos obtidos
pelas ovitrampas nao resultou positivo quando avaliado estatisticamente,
através da associacdo entre as a¢bes de controle efetuadas em campo e 0s
indices de infestacéo estimados;

- Todas as populacdes de Ae. aegypti testadas em ensaios do tipo dose-
resposta revelaram-se susceptiveis ao malathion e resistentes a deltametrina e
temephos;

- As populagdes utilizadas nas analises do canal de sddio regulado por
voltagem de Ae. aegypti (Nav) apresentaram frequéncias alélicas e génicas
elevadas, com o alelo selvagem (Nav®) quase nulo nas populacdes. As
frequéncias dos genotipos resistentes foram acima de 90%, com pequena
variagcdo nas andlises temporais do verdo e inverno;

- Os 12 marcadores microssatélites utilizados nas analises moleculares
foram polimoérficos para todas as populacbes de Ae. aegypti avaliadas, e
eficientes na estimativa da diversidade genética e estrutura genética. Apesar
de baixos valores de Fst em todas as populacdes, as amostras do verdo
revelaram maior diferenciacdo genética e fluxo migratorio entre as localidades,
provavelmente mediado pelo movimento das barcas, entre os cinco portos da
Baia de Guanabara,

- As atividades de educacdo em saude voltadas para o controle de
vetores, com a participacdo dos AVS e vigilantes de imoveis foi satisfatorio,

com a sensibilizacdo e engajamento no projeto.
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