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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Thais Nunes dos Santos

Aedes albopictus (Skuse 1894) tem se destacado como um dos principais
vetores de arbovirus ao redor do mundo. Esta presente no Rio de Janeiro e tem
potencial para colaborar na transmissdo dos virus dengue, chikungunya e Zika, que
causam doencas para as quais nao ha vacina eficaz nem tratamento especifico. Por
habitar parte dos ambientes de Aedes aegypti, sofre pressao de inseticidas de uso
domestico e dos utilizados nas ac¢des de vigilancia e controle deste vetor. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a distribuicdo espacial e o perfil de resisténcia do Ae.
albopictus na llha de Paquetd, RJ, Brasil. As coletas foram feitas bimestralmente,
com ovitrampas por 1 ano. A cada coleta os ovos foram levados ao LAFICAVE e,
separados por numero de ovitrampa, contados, eclodidos, as larvas criadas até o
estagio adulto, sendo entdo sexados e identificados. Das amostras de Janeiro e
agosto, 45 espécimes foram congeladas para ensaios moleculares (PCR quantitativo
— em tempo real) para deteccdo da mutacdo F1534C no gene do canal de sdadio
regulado por voltagem, e também foi obtida a geracdo F1 para bioensaios com
inseticidas. Foram utilizados os inseticidas temephos (para ensaios com larvas),
deltametrina e malathion (para ensaios com adultos) e calculadas as concentracdes
letais 50 e 95 e as razdes de resisténcia. Foram coletados 128.587 ovos de Aedes
spp., no periodo do estudo. Obtivemos o maior nimero de ovos em novembro de
2015 (38.705), IDO de 248 ovos e IMO de 215. Em julho de 2015 foi obtido 0 menor
namero de ovos (10.411), com IDO e IMO de 85,3 e 57,8, respectivamente. O IPO
se manteve semelhante durante todo o ano, com valor maximo de 86,7% e valor
minimo de 63,9%. Foram obtidos 13.237 espécimes de Ae. albopictus, com maiores
frequéncias nos meses de novembro de 2015 e janeiro e marco de 2016. Ae.
albopictus apresentou susceptibilidade nos bioensaios realizados, tanto no periodo
de alta quanto de baixa densidade do vetor, a temephos (RRgs= 1,2 e 1,7),
deltametrina (RRgs= 3,0 e 2,3) e malathion (RRgs= 1,2 e 1,4). Nao foram detectados
alelos mutantes, apenas alelos selvagens 1534 Phe®. Os resultados aqui
apresentados sugerem que Ae. albopictus ocorre com maior frequéncia no verao e
gue é encontrado, ndo sé nas areas com maior cobertura vegetal, mas também no
ambiente urbanizado. Embora ainda suscetivel aos inseticidas avaliados, mostrou
maior tolerdncia que a linhagem referéncia, sugerindo que pode estar sofrendo
pressdo com estes produtos. Portanto, é importante que se monitore a resisténcia
deste potencial vetor em outras localidades.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Thais Nunes dos Santos

Aedes albopictus (Skuse 1894) has been prominent as one of the main
vectors of arboviruses around the world. It is present in Rio de Janeiro and has the
potential to collaborate in the transmission of dengue, chikungunya and Zika viruses,
which cause diseases for which there is no effective vaccine or specific treatment.
Because it inhabits part of the environments of Aedes aegypti, it is under pressure
from domestic insecticides and those used in the surveillance and control actions of
this vector. The objective of this work was to evaluate the spatial distribution and the
resistance profile of Ae. albopictus on the Island of Paquetad, RJ, Brazil. The
collections were made bimonthly, with ovitraps for 1 year. At each collection the eggs
were taken to the LAFICAVE and, separated by number of ovitrapa, counted,
hatching, the larvae were created until the adult stage, being then sexed and
identified. From the January and August samples 45 specimens were frozen for
molecular assays (quantitative PCR - real-time) to detect the F1534C mutation in the
voltage-regulated sodium channel gene, and F1 generation was also obtained for
insecticide bioassays. The insecticides temephos (for larval trials), deltamethrin and
malathion (for adults trials) were used and lethal concentrations (CL) 50 and 95 and
resistance ratios were calculated. A total of 128.587 eggs of Aedes spp. were
collected during the study period. We had the highest number of eggs in November
2015 (38.705), IDO of 248 and IMO of 215 eggs. In July 2015 the lowest number of
eggs were obtained (10.411), with IDO and IMO of 85,3 and 57,8, respectively. The
IPO remained similar throughout the year, with a maximum value of 86,7% and a
minimum value of 63,9%. 13,237 specimens of Ae. Albopictus, with higher
frequencies in the months of November 2015 and January and March 2016. Ae.
Albopictus presented susceptibility in both high and low density vector bioassays to
temephos (RR95 = 1,2 and 1,7), deltamethrin (RR95 = 3,0 and 2,3) and malathion
(RR95 = 1,2 and 1,4). No mutant alleles were detected, only wild 1534 Phe + alleles.
The results presented here suggest that Ae. albopictus occurs more frequently in the
summer and is found not only in areas with higher vegetation cover, but also in the
urbanized environment. Although still susceptible to insecticides evaluated, it showed
a higher tolerance than the reference strain, suggesting that it may be under
pressure with these products. Therefore, it is important to monitor the resistance of
this potential vector in other locations.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dengue

Dengue é uma doenca febril causada por virus dengue de quatro sorotipos
(DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4), do género Flavivirus, os quais sdo transmitidos aos
seres humanos através da picada de mosquitos Aedes infectados (Lourengo-de-Oliveira
2015,, WHO 2016,). A dengue esta distribuida em paises tropicais e subtropicais do

planeta, como mostrado na figura 1.1-1, em regides urbanas e semiurbanas.

r 10C

Paises ou areas onde '\\ -
dengue tem sido relatada.

Figura 1.1-1: DistribuicAo mundial de casos de dengue até 2013, segundo a OMS.
Figura adaptada de WHO 2014.

No Brasil a dengue tornou-se importante epidemiologicamente desde a década de
1980, atingindo de forma rapida todas as regides do pais (Braga & Valle 2007,).

Segundo o boletim epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS),
em 2015 foram registrados no Brasil 1.649.008 casos provaveis de dengue, dos quais
21.898 casos e 863 Obitos foram confirmados (MS- Ministério da Saude 2016,). Em 2016,
até 17/09/2016 foram registrados 1.438.624 casos de dengue, dos quais foram
confirmados 8.211 casos e 563 6bitos (MS 2016y,).

A figura 1.1-2 mostra 0 numero de casos de dengue no Brasil nos ultimos trés

anos.
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Figura 1.1-2: Casos provaveis de dengue no Brasil nos anos 2014, 2015 e 2016.
Fonte: Sinan online apud MS 2016y,

Por muito tempo a dengue foi vista como duas doencas distintas: dengue classica
(ou febre de dengue) e dengue hemorragica (ou febre hemorragica de dengue).
Atualmente, a dengue é reconhecida como uma doenca unica que pode ser assintomatica
ou se apresentar até mesmo de forma fulminante (Martinez 2008, OMS 2009).

A forma assintomatica da dengue ocorre em altos indices do mundo (Bhatt e col.
2013), representa elevado percentual durante as epidemias e € reconhecida por teste
sorologico, podendo haver poucas e leves manifestacdes (Dietz e col. 1990, Cunha e col.
1995). E um estudo, coordenado pelo Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em
Doencas Tropicais da Organizacdo Mundial da Saude (TDR/OMS), promoveu a
reclassificacdo dos casos sintomaticos de dengue como mostrado na figura 1.1-3,

baseado em critérios de gravidade clinica (Alexander e col. 2011).



DENGUE % SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

com sinais de 1. Vazamento de plasmagrave
alarme 2. Hemorragias graves
3. Deficiénciagrave dos 6rgaos

CRITERIOS DE DENGUE * SINAIS DE ALARME CRITERIOS DE DENGUE GRAVE

Dengue provavel Sinais de alarme* Extravazamento de plasma grave
Viver/ ter viajado para area endémica ®  Dores abdominais Levando a:
de dengue e  VOmitos persistentes «  Choque
_ ) o e  Acumulo de fluido clinico . Acumulo de fluido com
Febre e dois dos seguintes critérios: e  Sangramento da mucosa dificuldade respiratéria
Nausea, vomito e  Letargia, inquietagdo Sangramento severo
Erupcgéo cutanea e  Ampliagao do figado > 2 cm . Conforme avaliado pelo
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intervenc&o médica) prejudicada
Dengue confirmada em laboratério . Coragao e outros 6rgaos

[Importante na auséncia de sinais de

extravasamento de plasmal

Figura 1.1-3: Classificacdo de casos de dengue e niveis de gravidade. Adaptado de

OMS, 20089.

Considera-se atualmente a dengue grave e um desmembramento de dengue nao
grave para dengue sem sinais de alarme e dengue com sinais de alarme (WHO 2009) as
guais, segundo Cunha & Martinez 2015, apresentam as seguintes caracteristicas:

Dengue sem sinais_de alarme: Apresenta manifestacdes de fase febril, que

geralmente é a Unica fase da doenca. Tem como caracteristica febre associada a cefaleia,
artralgias, mialgias e vémitos (WHO 1997). Outras possiveis manifestacdes sdo hiperemia
da orofaringe, diarreia e dor abdominal discreta, petéquias, prostracdo e sudorese
transitorias. Na maioria dos casos a fase dura cerca de uma semana, com boa evolucao
clinica, e o periodo de convalescenca pode durar semanas, acompanhado de fraqueza e

desanimo. Porém, nos casos de piora clinica, comecam a surgir os sinais de alarme.



Dengue com sinais de alarme: Nesta fase hd aumento da permeabilidade vascular

com extravasamento de liquido. Podem ocorrer derrames cavitarios, dor abdominal
intensa e continua, elevacdo do hematécrito e reducdo de plaquetas, hepatomegalia,
sangramento de mucosas, sonoléncia ou irritabilidade e vomitos persistentes. Alguns
casos de dengue com sinais de alarme nao reagem bem, mesmo com hidratagéo
intravenosa, evoluindo entdo para a dengue grave (WHO 2012, apud Cunha & Martinez
2015).

A vacina Dengvaxia® produzida pela empresa Sanofi Pasteur é, por enquanto, a
Unica disponivel no mundo para o controle da dengue, oferece protecdo contra 0os quatro
sorotipos do virus porém, é indicada para o grupo de pessoas entre 9 e 45 anos de idade
e apresenta baixa eficacia (que vai de 47,1% no caso do sorotipo 2 até 83,2% no caso do
sorotipo 4) (Portal Brasil, 2016). Nao ha medicamento contra a dengue. O tratamento da
dengue tem como objetivo o alivio dos sintomas, por isso, € necessario adotar formas de
prevencao, as quais irdo impedir o contato do mosquito vetor com o hospedeiro humano
(MS- 2016,).

1.2 Chikungunya

Chikungunya é uma doenca causada pelo virus chikungunya, de uUnico sorotipo,
género Alphavirus, o qual é transmitido aos seres humanos pelos mesmos mosquitos
vetores dos virus dengue (Lourenco-de-Oliveira 2015,). Como mostra a figura 1.2-1,
chikungunya esta distribuida em paises da Africa, Asia, Europa, Oceania e Américas. Nas

Américas, os primeiros casos foram identificados apenas a partir de 2013 (CDC 2016y,).



- Transmissdo local atual ou anterior do virus chikungunya

Figura 1.2-1: Distribuicdo mundial de casos de chikungunya até 2016, segundo o
CDC. Figura adaptada do CDC 2016y,

No Brasil, o primeiro caso autéctone de chikungunya foi identificado na cidade de
Oiapoque (Amapda) em 2014 (MS 2015,). Hoje, ha casos confirmados de chikungunya em
todos os estados brasileiros, como mostrado na figura 1.2-2 (MS 2016;,). Segundo a SVS,
em 2015 foram notificados no Brasil 20.661 casos autoctones suspeitos de chikungunya,
dos quais 7.823 casos e 3 Obitos foram confirmados (MS 2016,;). Em 2016, até
17/09/2016 foram registrados 236.287 casos de chikungunya, dos quais foram
confirmados 116.523 casos e 120 6bitos (MS 2016y,).
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Figura 1.2-2: Distribuicdo dos casos de febre chikungunya no Brasil, em 2016. Fonte:
MS 2016,

Chikungunya pode ser assintomatica ou apresentar-se de forma sintomatica. No
caso sintomatico, pode manifestar-se de forma tipica (que inclui as fases aguda,
subaguda e cronica) ou forma atipica (casos graves). Nos casos de forma tipica as
manifestacdes clinicas podem ser: febre, poliartralgia, dores nas costas, cefaleia, fadiga,
bradicardia, exantema, prurido, manifestacdes cutaneas como dermatite esfoliativa,
hiperpigmentacéo, Ulceras orais, dor retro-ocular, conjuntivite, calafrios, fadiga, sintomas
depressivos, alteracdes cerebelares e algumas destas podem variar de intensidade de
acordo com a fase clinica. Os casos de forma atipica, em areas com circulacdo do
CHIKV, ndo apresentam febre ou dor articular, mas sim as manifestacdes que estédo
listadas na figura 1.2-3, que podem ser ocasionadas diretamente pelo virus, resposta

imunoldgica ou reacdo a medicamentos (MS 2015,):



SISTEMA/ ORGAO MANIFESTACOES

Meningoencefalite, encefalopatia,
Nervoso convulsdo, Sindrome de Guillain- Barré,
sindrome cerebelar, paresias, paralisias e

neuropatias.

Olho Neurite Optica, iridociclite,

episclerite, retinite e uveite.

Miocardite, pericardite, insuficiéncia
Cardiovascular cardiaca, arritmia e instabilidade

hemodinamica.

Hiperpigmentacdo por
Pele fotossensibilidade, dermatoses

vesiculobolhosas, e ulceragdes aftosa-like.

Rins Nefrite e insuficiéncia renal aguda.

Discrasia sanguinea, pneumonia,
insuficiéncia respiratdria, hepatite,
Outros pancreatite, sindrome da secre¢éo
inapropriada do horménio antidiurético e

insuficiéncia adrenal.

Figura 1.2-3: Manifestacfes de forma atipica de chikungunya. Adaptado de MS 2015,

Diferentemente do perfil epidemiolégico da dengue, chikungunya é sintomatica em
70% dos casos. Os casos graves de chikungunya e Obitos, comumente, estdo associados

a idade extrema ou comorbidades (MS 2015,).



N&o h& vacina para a prevencao de chikungunya, o tratamento ndo é especifico
mas sim direcionado aos sintomas. Por isso, tal como no caso da dengue, tornam-se
necessarias medidas que evitem o contato do mosquito vetor do virus chikungunya com

os seres humanos (MS- 2016.).

1.3 Zika

Zika é uma doenca causada pelo arbovirus Zika, do género Flavivirus, que pode
ser transmitida ao ser humano por mosquitos transmissores do DENV e do CHIKV, em
regibes tropicais. E um virus que circula na Africa, Asia, Pacifico, América e gerou o
primeiro surto no Brasil em 2015 (WHO 2016). A seguir o mapa de distribuicdo de casos
de Zika, em 2015, segundo Basu & Tumban (2016):

Estimatod no. of ZKV

casos: Importod and
mosquio-transmittod

Figura 1.3-1: Casos autoctones e importados de Zika ao redor do mundo em

2015.Adaptado de: Basu & Tumban 2016.

Em 2016, até 17/09/2016 foram registrados 200.465 casos de Zika no Brasil, dos
guais foram confirmados 109.596 casos e 3 Obitos. A figura a seguir (figura 1.3-2) mostra
a taxa de incidéncia de Zika neste periodo em locais de todo o territério nacional (MS
2016y).
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Figura 1.3-2: Taxa de incidéncia (/100 mil habitantes) de febre pelo virus Zika por
municipio de notificacdo, até a semana epidemioldgica 37, Brasil, 2016. Fonte: MS 2016,

As manifestacoes clinicas da Zika geralmente séo leves, tem duracdo de 2 a 7 dias e
correspondem a exantema maculopapular (com prurido, ha maioria dos casos), febre baixa,
conjuntivite ndo purulenta, artralgia, mialgia, cefaleia, astenia, dor retro orbitaria, edema
periarticular, dor abdominal, Ulceras orais, nauseas, diarreia e linfonodomegalia (SBI,
2016).

Outras manifestacdes que tém sido associadas a Zika sdo complicacdes no Sistema
Nervoso Central (SNC) como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) e paralisia facial
bilateral. Além disso complicacdes congénitas(oriundas de infeccdo durante a gravidez)
como microcefalia e alteracdes no Sistema Nervoso Central (SNC) do feto (SBI, 2016).

Apesar da maior parte dos casos apresentarem evolucdo benigna, a maioria dos
acometidos busca atendimento médico, especialmente pronto-socorros. Desta forma a
epidemia de Zika colaborou significativamente com a superlotacdo dos estabelecimentos

publicos de urgéncia e emergéncia (Luz e col. 2015).
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Nao ha vacina contra ZIKV disponivel até o momento, o tratamento baseia-se na
regresséo dos sintomas e, como forma de prevencao, usam-se medidas que possam evitar

a interacdo do vetor com o hospedeiro humano (MS 2016.).

1.4 Aedes albopictus como vetor de DENV e CHIKV

Embora o Aedes aegypti seja o principal vetor destes arbovirus, o Ae. albopictus
tem mostrado potencial para transmitir DENV e CHIKV em diferentes locais do mundo,
além de aproximadamente 20 arbovirus (virus transmitidos por artrépodes), como listado
na figura 1.4-1 (Paupy e col. 2009). Também € considerado possivel vetor de ZIKV, como

mostra um estudo realizado na Asia (Wong e col. 2013).
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COMPETENCIA VETORIAL
ARBOVIRUS ISOLAMENTO DO CAMPO INFECCAO | TRANSMISSAO
Dengue Asia, Américas e Africa + +
Febre Amarela - + +
Oeste do Nilo USA + +
Encefalite Japonesa Taiwan + +
Saint Louis - + +
Chikungunya Africa, Indian Ocean, Asia, Italy, USA + +
Encefalite Equina Leste USA + +
Encefalite Equina Venezuelana - + +
Encefalite Equina Oeste - + +
Rio Ross - + +
Sindbis - + +
Mayaro - + +
Getah - + +
Potosi USA + +
Cache Valey USA ? ?
Tensaw USA ? ?
Keystorne USA + -
San Angelo - + +
La Crosse USA + +
Jameston Canyon USA + +
Trivitatus - + -
Oropouche - + -
Febre do Vale do Rift - + +
Orungo (Africa) - + +
Nodamura - + ?

Figura 1.4-1: Arbovirus possivelmente transmitidos por Ae. albopictus. Adaptado de:
Paupy e col. 2009.

Ae. albopictus é vetor de DENV e CHIKV na China (Lu e col. 1997, Meng e col.
2015 apud Chen e col. 2016). No continente asiatico e nas llhas do Pacifico, o Ae.
albopictus provavelmente mantém a dengue em areas rurais nos paises onde essa
doenca é endémica, atuando, dessa forma, como vetor secundario (Gratz 2004). Esse
mosquito ja foi identificado como vetor primario do CHIKV na Africa (Pagés e col. 2009).

No Brasil ainda ndo foi comprovado o papel como transmissor, mas estudos
indicam seu potencial como vetor de DENV, CHIKV e ZIKV (Fiocruz 2008, Fiocruz 2016,
Vega-Rua e col. 2014).
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1.5 Aspectos gerais do Ae. albopictus

Aedes albopictus € um inseto vetor que pertence a Ordem Diptera> Familia
Culicidae> Subfamilia Culicinae> Género Aedes (Lourenco-de-Oliveira 2015,) e suas
formas adultas se diferenciam das outras espécies de Aedes por ter como caracteristica
principal uma faixa mediana longitudinal de escamas branco-prateadas no mesonoto, na
regido toracica (SUCAM - Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica 1989). A
figura a seguir apresenta este culicidae com sua caracteristica principal (figura 1.5-1).

MESONOTO

RN
4 \ X
Figura 1.5-1: Aedes albopictus. Figura adaptada de CDC, 2016.,.

Ae. albopictus € um mosquito de origem asiatica (Forattini 2002), apresenta grande
potencial invasivo facilitado por sua plasticidade ecoldgica (Ngoagouni e col. 2015). O
continente asiatico € o que apresenta a maior parte das ocorréncias deste vetor, em
seguida o continente americano, sendo notdria sua ocorréncia também na Africa, Europa
e Oceania. A dispersédo do Ae. albopictus para locais como o norte dos Estados Unidos e
sul do Brasil mostra sua capacidade em tolerar baixas temperaturas (Kraemer e col.
2015).No Brasil, o primeiro registro se deu em 1986, no Estado do Rio de Janeiro
(Forattini 1986). Recentemente, a presenca deste mosquito foi detectada em 3.285
municipios do Brasil e foi mostrada sua maior disperséo nas regifes sul, sudeste e centro-

oeste, conforme mostrado na Figura 1.5-2 (Carvalho e col. 2014).
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Figura 1.5-2: Mapa de distribuicdo geografica do Aedes albopictus no Brasil em

2014. Fonte: Carvalho, Lourengo-de-Oliveira & Braga 2014.

Ae. albopictus é uma espécie encontrada em ambientes rurais, porém adaptada a
ambientes domiciliares (FUNASA - Fundacdo Nacional de Saude 2001). E
frequentemente encontrado em regifes peridomiciliares como jardins (Braga & Valle
2007,). As fémeas de Ae. albopictus realizam oviposicdo preferencialmente em
superficies Umidas, com materiais rugosos e escuros, ou agua misturada a matéria
organica. O numero de ovos dependera da idade do mosquito fémea e 0 nimero médio é
cerca de 60 ovos por fémea a cada postura (Forattini2002). Para tal, a alimentacao
sanguinea das fémeas de Ae. albopictus envolve mamiferos, aves e humanos (FUNASA
2001).Em trabalho realizado no Rio de Janeiro, foi mostrado que o perfil de distribuicdo de
Ae. albopictus possibilita a co-existéncia com Ae.aegypti quando em elevadas densidades

na mesma regido, especialmente com escassez de criadouros(Honoério e col. 2009).

1.6 Estratégias de controle

Apesar das campanhas de controle de dengue, chikungunya e Zika no Brasil terem
como foco o Ae. aegypti, manuais publicados pelo Ministério da Saude vém incluindo Ae.

albopictus nas estratégias de controle. (FUNASA 2001, MS 2009).
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E importante que a comunidade perceba o combate a vetores como uma atividade de
interesse comum, adotando medidas que impecam o0 acumulo de agua parada no
ambiente e que visem a higienizacdo de piscinas, caixas d’agua e outros potenciais
criadouros de vetores. Além disso, como parte do controle integrado de vetores, tem-se:
controle biolégico com utilizacdo de peixes larvofagos ou microrganismos
entomopatogénicos, controle quimico com uso de inseticidas, manejo ambiental, manejo
da resisténcia a inseticidas e, para isto, 0 monitoramento da resisténcia é importante
(Robert 2001, FUNASA 2001).

O desafio atual para o controle desses vetores é que 0s mosquitos tém se tornado
resistentes aos inseticidas utilizados (Kamgang e col. 2011).

1.7 Controle quimico e resisténcia

Dentre os inseticidas quimicos recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o organofosforado temephos € um dos larvicidas que foi mais utilizado no Brasil
(WHO 2013). Atualmente a eficiéncia deste larvicida para Ae. aegypti esta comprometida
no Brasil devido a deteccéo de resisténcia a este organofosforado em diversos municipios
(Lima e col. 2003, Marcoris e col. 2003). Ja entre os adulticidas recomendados pela OMS,
para 0sS quais 0S mosquitos ainda apresentam suceptibilidade no Brasil, tem-se o
organofosforado malathion ja que a resisténcia a piretroides esté instalada no Brasil (WHO
2012y, Linss e col. 2014).

Os organofosforados tém como alvo o sitio catalitico da acetilcolinesterase (ACHE).
Quando o organofosforado o atinge, impede-o de degradar o neurotransmissor acetilcolina,
(neurotransmissor responsavel pela propagacdo do impulso nervoso) (Ware & Whitacre
2004). O resultado € que o impulso nervoso do inseto ndo cessa, levando-o a deplecédo e a
morte. Quando o inseto apresenta resisténcia a organofosforado, a afinidade a ACHhE é
reduzida e o mecanismo de interrupcdo do impulso nervoso funciona de forma normal
(Ferrari 1996, Ffrench-Constant 1998, Hemingway 2000).

Como forma de monitoramento, os bioensaios tém sido utilizados em diversas
regidbes do mundo para andlise de susceptibilidade/ resisténcia de populacdes de
mosquitos aos inseticidas (Lima e col. 2003, Kamgange col. 2011, Ishake col. 2015). Outro
método bem utilizado para monitoramento € a deteccao de alelos mutantes, que conferem

resisténcia aos inseticidas (Kasai e col. 2011, Ishake col. 2015).
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Os piretroides tém como alvo o canal de sodio regulado por voltagem (Na,) e ao
interagirem provocam o efeito “knockdown”, que gera paralisia e morte ao artropode. O Na,
€ uma proteina transmembranar constituida por quatro dominios homélogos (I a V), cada
um constituido por seis subunidades hidrofébicas (S1-S6) (Davies e col. 2007). Mutacdes
no gene codificante no Na, séo referidas como mutagdes “knockdown resistance” (kdr) e
estdo relacionadas a resisténcia a piretroide. A resisténcia permite que uma populagéo de
vetores entre em processo de evolucdo acelerado, respondendo a pressao seletiva com a
sobrevivéncia dos individuos portadores de alelos de resisténcia (Braga & Valle 2007). Em
Ae. aegypti essas mutacdes sdo bem conhecidas e comprovadamente relacionadas a
resisténcia, por exemplo, a mutacao kdr F1534C em que o aminoacido fenilalanina na
posicao 1534 é substituido pelo aminoacido cisteina. Esta mutagcéo tem sido relacionada a
resisténcia a piretroide em Ae. aegypti e um efeito adicional de resisténcia foi observado
guando detectada também a mutacdo kdr V1016G neste vetor (Linss e col. 2014, Ishak e
col. 2015).

Em Ae. albopictus, a mutacdo F1534C foi encontrada em populacdes de Singapura,
11532T na de Roma, F1534S nas do sul da China e Florida e F1534L nas da Malasia e
Estados Unidos, mas ndo comprovadamente todas estdo relacionadas a resisténcia a
piretroide (Kasai e col. 2011, Xu e col. 2016).

Num outro trabalho do nosso grupo, foram identificadas altas frequéncias de
mutacdes kdr em Ae. aegypti de cerca de 20 localidades do Estado do Rio de Janeiro, com

a menor delas observada na llha de Paqueta (Brito e col. 2013).

1.8 Illha de Paqueta

A llha de Paquetéa (Figura 1.8-1) esta situada ao nordeste da Baia de Guanabara, no
municipio do Rio de Janeiro, Brasil (22° 45’ 35” S, 43° 06’ 32" O). Apresenta area total de
1,2 km? e perimetro de 8km. Em sua maior extensdo mede 2.316m, que véo da ponta do
Lameirdo a ponta do Imbuca. Em sua menor extensdo mede 100m, na ladeira do Vicente.
Héa na llha cerca de 4.500 moradores fixos, parte destes trabalha na regido metropolitana
do Rio de janeiro, parte trabalha nos oOrgdos publicos da llha, como COMLURB
(Companhia Municipal de Limpeza Urbana) e CEDAE (Companhia Estadual de Aguas e
Esgotos) e parte com atividades de turismo e hotelaria |a desenvolvidas. A llha apresenta

aproximadamente 2.200 domicilios distribuidos em 40 ruas, 12 pragas, 2 parques e cerca
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de 50% destes domicilios pertencem a veranistas, que para |4 se deslocam nos finais de
semana ou férias (llha de Paqueta 2015).

Figura 1.8-1: Ilha de Paqueta. Fonte: Governo do Estado do Rio de Janeiro, 2014.

Neste estudo, buscou-se analisar a distribuicdo espacial de Ae. albopictus na llha de
Paqueta durante um ano, georreferenciando todas as areas de coletas e elaborando mapas
indicativos da densidade do vetor. Além disso, buscou-se avaliar o perfil de
resisténcia/susceptibilidade em periodo de alta e baixa densidade e a frequéncia da
mutacéo kdr desta populacao, colaborando assim, com dados importantes para o programa

de controle desse vetor.

1.9 Justificativa

Aedes albopictus tem se destacado como um dos principais vetores ao redor do
mundo. E um vetor presente no Rio de Janeiro e tem potencial para colaborar na
transmissao dos virus dengue, chikungunya e Zika, que causam doencgas para as quais
nao ha vacina, nem tratamento especifico.

A llha de Paqueta, localizada no municipio do Rio de Janeiro, € uma regiado
portuéaria, turistica, com intenso fluxo de pessoas que podem estar infectadas com
arbovirus como DENV e CHIKYV e ZIKV, tornando possivel epidemias dessas doencas pela
presenca de mosquitos como o Ae. albopictus, que tem potencial para realizar a
transmissao vetorial. Como trata-se de uma regido turistica, é possivel também que

havendo surto dessas doencas naquela llha, sejam dispersadas através de pessoas la
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infectadas para outras localidades. Portanto, é importante que se faca o controle dos
potenciais vetores nessa regido.Com o conhecimento da distribuicdo espacial e os
periodos de maior incidéncia do mosquito, pode-se elaborar e implementar novas
estratégias de controle do Ae. albopictus de forma mais sistematizada e por ser uma area
isolada, é possivel que as a¢cbes tenham maior possibilidade de éxito de controle.

Jé foi visto que Ae. albopictus pode se tornar resistente a piretroides, que sao a base
dos inseticidas de uso domeéstico. O uso excessivo destes inseticidas € uma grave ameaca
aos programas de controle, pois pode selecionar resisténcia nesta populacdo. Portanto,
conhecer se a populacdo estd ou ndo resistente bem como, os mecanismos moleculares
de resisténcia envolvidos sdo de fundamental importancia para uma escolha racional do
inseticida a ser utilizado no seu controle.

Existem poucos trabalhos com avaliagdo de susceptibilidade/ resisténcia de Ae.
albopictus no mundo, no Brasil e no Rio de Janeiro. Nao detectamos na literatura trabalhos
com esse enfoque particularmente na llha de Paqueta. Portanto, este € o primeiro trabalho
com esta abordagem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a distribuicdo espacial e o perfil de resisténcia do Ae.albopictus num estudo
longitudinal de 12 meses na Illha de Paquet4, RJ, Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

-Analisar a frequéncia e distribuicdo espacial de Ae. albopictus na Ilha de Paqueta
bimestralmente ao longo de um ano.

-Avaliar o status de resisténcia de larvas e adultos de Ae. albopictus, em periodos
considerados de alta e baixa densidade do vetor, aos inseticidas temephos, deltametrina
e malathion.

- Estimar a frequéncia alélica da mutacdo kdr na populacdo de Ae. albopictus da

Ilha de Paqueta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes éticas

O projeto englobou a instalagdo de armadilhas para coleta de ovos de Aedes spp.
em campo e procedimentos laboratoriais, tais como: criagdo e triagem dos mosquitos
adultos, bioensaios de susceptibilidade/resisténcia e ensaios moleculares. Nao envolveu
cobaias humanas. A utilizacdo de cobaias (Linhagem/cepa Short Hair) para alimentacao
sanguinea dos mosquitos esta respaldada pelo CEUA: LW-20/14 protocolos P-29/13-3.
Aprovado em 31/03/14 com validade até 31/03/18.

3.2 Instalacdo das armadilhas

Neste projeto, armadilhas do tipo ovitrampa foram utilizadas para a coleta de ovos
de Aedes spp. As ovitrampas consistem de um recipiente escuro plastico contendo 200
mL de uma solucéo de levedo de cerveja a 0.04% (como atrativo para as fémeas) e uma
paleta de Eucatex com a parte aspera voltada para a area interna para a oviposi¢cao. A
coleta foi feita a cada dois meses por um periodo de 1 ano (05-2015/03-2016). A cada
instalacdo, um total de 90 ovitrampas foram instaladas no intra ou peridomicilio de imoveis
selecionados na llha de Paqueté (figura 3.2-1), essas ovitrampas permaneciam por duas
semanas consecutivas, com a troca semanal das paletas. A distribuicdo espacial dessas
armadilhas ocorreu de forma randémica, com maior numero de armadilhas em quarteirdes

com maior numero de iméveis, de forma a cobrir todo o espaco habitado da Ilha.

Figura 3.2-1: Ovitrampas instaladas na llha de Paqueta: (A) Ovitrampa
intradomicilio (B) Ovitrampa no peridomicilio.
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Todos os imdveis onde houve a instalagdo das armadilhas foram georreferenciados
com o uso de um aparelho GPS (Global Positioning System) portateis do tipo GARMIN
MP 62SC para a obtencdo das coordenadas geograficas (Latitude e Longitude) com
projecdo UTM — SIRGAS 2000. Estas, foram inseridas e trabalhadas em um sistema de
informacdo geografica (SIG) no software QGIS 2.16.2, onde cada imoével teve sua
localizacdo espacial gerada e identificada como um ponto (atributo) em uma camada
(shape) da llha de Paqueta.

A avaliacao da distribuicdo de Ae. albopictus pela Ilha de Paqueta foi realizada pela
projecdo de mapas tematicos de modelo vetorial. Estes mapas foram elaborados diante
dos resultados das triagens de identificacdo das espécies encontradas em cada armadilha
obtidos pelas coletas realizadas bimestralmente, sendo que a informacao (atributo)
inserida nos mapas foi a presenca de Ae. albopictus em cada ovitrampa. Para tanto,

foram projetados 6 mapas de distribuicdo da espécie pela llha de Paqueta.

3.3 Quantificagdo de ovos de Aedes spp.

A cada coleta as paletas foram encaminhadas ao Laboratério de Fisiologia e
Controle de Artrépodes Vetores (LAFICAVE) e colocadas para secar. Em seguida, foram
analisadas por meio de utilizacdo de lupa estereoscopica e contador manual, verificando-

se a positividade e a contagem precisa dos ovos de Aedes spp. (figura 3.3-1).

Figura 3.3-1: Analise das paletas no LAFICAVE. (A) Imagem obtida por lupa
estereoscépica mostrando ovos na paleta. (B) Procedimento para contagem de ovos.
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3.4 Indice de positividade de ovitrampas, indice de densidade de ovos

e indice médio de ovos.

Para se analisar os niveis de dispersao e de densidade dos ovos de Aedes spp. na
llha de Paquetda, a cada coleta bimestral foram calculados, respectivamente, o indice de
positividade de ovitrampas (IPO) o indice de densidade de ovitrampas (IDO) e o indice
médio de ovos (IMO). Como descrito por Gomes (1998), o indice de positividade de
ovitrampas é calculado pela razdo entre o nUmero de armadilhas positivas e 0 nimero de
armadilhas examinadas multiplicado por 100, e o indice de densidade de ovitrampas é
calculado pela razdo entre o numero de ovos e o numero de armadilhas positivas.
Calculamos também o indice Médio de Ovos (IMO) calculado pela raz&o entre o nimero

de ovos coletados e o niumero de armadilhas instaladas.

3.5 Dados meteorolégicos

Os indices de pluviosidade, temperatura e umidade da Ilha de Paqueta foram
obtidos da fonte de dados da rede do INMET para as analises de relacédo entre clima e
indices quantitativos de ovos Aedes spp.

Para a elaboracao dos graficos foi usado o Microsoft Office Excel 97-2003.

3.6 Criacao de mosquitos

Apés a contagem dos ovos, as paletas foram colocadas individualmente em copos
e imersas em 200 mL de agua desclorada para eclosdo dos ovos. As larvas foram criadas
até a fase adulta, quando foram sexadas e identificadas a nivel de espécie. Todas as
larvas foram alimentadas com ragcdo para gatos triturada (Friskies- Purina®), todos os
adultos foram alimentados com solucéo de acucar a 10% e, em todos os estagios, criados

em insetario a temperatura de 26+1°C e umidade relativa de 70+10% (figura 3.6-1).
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Figura 3.6-1: Eclosao das larvas Aedes spp. e criagdo até a fase adulta. (A) Eclosdo em
copos. (B) Criagdo em bacias. (C) Criagdo em copos.

Em duas destas coletas, uma na estacao chuvosa (verdo) e outra na estacao seca
(inverno), uma amostra aleatéria de 45 espécimes de Ae. albopictus foi separada em
criotubos e conservada em freezer -80° C para posteriores analises moleculares de
identificacdo da frequéncia da mutacéao kdr.

Os espécimes restantes de Ae. albopictus foram reunidos em gaiolas de papelédo
(17cm de diametro X 18cm de altura) para obtencdo de ovos da geracao F1 utilizadas na
realizacdo dos bioensaios. Quando o nimero de ovos da geracdo F1 nédo foi suficiente
para realizar todos os ensaios, parte da geracdo F1 foi utilizada para a obtencdo da

geracao F2, as quais foram utilizadas para os bioensaios com inseticidas (figura 3.6-2).

Figura 3.6-2: Gaiola com mosquitos Ae. albopictus.

Para a obtencao de postura, as fémeas foram alimentadas com sangue de cobaios
de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais, da
Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA- Fiocruz). A alimentacdo sanguinea foi realizada
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semanalmente durante 1 més, com retirada prévia da solucdo de agucar das gaiolas (no
dia anterior) e recolocacao ap0s a utilizacdo das cobaios. Os cobaios eram anestesiados
e permaneciam sobre a gaiola por 30 minutos. Trés dias ap0s, copos plasticos escuros
contendo agua desclorada e papel filtro revestindo a parede interna foram inseridos nas
gaiolas para oviposi¢cdo. Depois de trés dias, os copos foram retirados e colocados em
bacias teladas para secar (figura 3.6-3). Trés dias depois, os papeis filtro secos contendo
os ovos F1 (ou F2) foram guardados em envelopes de papel dentro de uma vasilha de
plastico, a qual foi mantida em insetério a temperatura de 26+1°C e umidade relativa de
70+10%.

Figura 3.6-3: Copos com ovos de Ae. albopictus colocados para secar em recipiente telado.

Ovos de Aedes aegypti da linhagem susceptivel de referéncia Rockefeller, foram
obtidos da colénia do LAFICAVE, a qual € mantida seguindo o protocolo de manutencéo
de Ae. aegypti em laboratério (POP-LAFICAVE-BIO-002).

3.7 Bioensaios de susceptibilidade/ resisténcia do tipo dose-resposta

com inseticidas.

3.7.1 Bioensaio com larvas

Para os ensaios bioldégicos com larvas foi utilizado o inseticida organofosforado
(OP) temephos (Sigma Aldrich®) seguindo o protocolo adaptado da metodologia da OMS
(1981).
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Para a obtencdo de ecloséo sincronizada, os papéis filtro com ovos foram postos
em copos descartaveis de 50 mL com agua de criacao, que é obtida de um recipiente com
larvas em processo de criacdo, por 4hs (1h no caso da linhagem Rockefeller) e em
seguida as larvas foram vertidas em bacias (33 x 24 x 8 cm) contendo 1L de agua
desclorada e 1g de racdo. As larvas foram criadas por 3-4 dias na proporcao de 300
larvas por 1L de &gua desclorada. Ao alcancarem o estédio L3, foram separadas em
grupos de 20 para 0s ensaios com inseticida.

Foram utilizadas 20 larvas L3 em quadruplicata para cada concentracdo do
inseticida (figura 3.7.1-1). As mesmas larvas foram expostas a, no minimo, sete diferentes
concentragbes de temephos, em volume final de 100 mL, por 24 h. Como controle, 20
larvas em quadruplicata foram expostas a agua desclorada e alcool com o mesmo volume
final. O ensaio foi repetido trés vezes, em dias diferentes. A leitura dos ensaios foi feita
apos as 24 h de exposicao ao inseticida.

Figura 3.7.1-1: Procedimentos para bioensaio com larvas. (A) Separacdo das larvas L3
em grupos de 20. (B) Copos com larvas expostas a inseticida.

3.7.2 Bioensaio com adultos

Para os ensaios biol6gicos com adultos foram utilizados os inseticidas piretroide
(PI) deltametrina (SigmaAldrich®) e organofosforado (OP) malathion (De Sangosse
Agroquimica LTDA), em papel impregnado Whatman®, seguindo o protocolo adaptado da
metodologia OMS 1998. Os papeis foram impregnados, com no minimo sete diferentes

concentragbes do inseticida em acetona e Oleo de silicone, segundo metodologia
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desenvolvida no Laficave, que consiste de um aparato contendo 168 orificios
equidistantes e coincidente com o espaco das ponteiras de uma pipeta multicanal, que é
utilizada para fazer esta impregnacgéo. Apés a impregnacao os papéis foram armazenados
em estantes para secagem por cerca de trés dias e s6 entdo puderam ser utilizados para

0s bioensaios. O aparato € mostrado na figura a seguir (3.7.2-1).

Figura 3.7.2-1: Aparato utilizado para impregnacao de papéis.

Para os ensaios, duas semanas antes, papeéis filtro com ovos foram postos em
bacias contendo 1L de agua desclorada e 1g de racéo. As larvas foram criadas por cerca
de sete dias na proporcdo de 300 larvas por 1L de agua desclorada, com reposicao de
racdo a cada trés dias ou quando necessario. Ao alcancarem o estagio de pupa, foram
separadas em gaiolas de papeldo contendo solucéo de acucar a 10% para a alimentacéo
dos adultos emergentes. A emersao das fémeas se deu em 2-3 dias.

Na montagem do ensaio, foram utilizadas triplicatas de 15 a 25 fémeas, com trés a
cinco dias de emergidas, ndo alimentadas com sangue, as quais foram expostas a papeis
impregnados com, no minimo, sete diferentes concentracdes de deltametrina ou
malathion por 1 h em tubos do Kit OMS (figura 3.7.2-2), conforme metodologia em uso
para o0 PNCD (Programa Nacional de Controle de Dengue). Apdés esse tempo foram
transferidas para tubos descanso (sem papel impregnado com inseticida) nos quais
permaneceram por 24 h com algoddo molhado com solucdo de acucar. Como controle,
um grupo de fémeas em triplicata foi exposto somente ao silicone, o solvente usado na
impregnacao dos papéis. As leituras foram feitas apds 24 h. Os ensaios foram repetidos

trés vezes, em dias diferentes.
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Figura 3.7.2-2: Tubos com fémeas expostas a papel impregnado com inseticida.

Ao final de todos os bioensaios, por meio da transformacao logxProbit, foram
calculadas as concentracoes letais (CL) 50 e 95 pelo software desenvolvido por Raymond
(1985). Para os calculos de razéo de resisténcia (RR), dividiu-se o valor da CL da
populacdo de Paqueta pela CL da linhagem susceptivel de referéncia Rockefeller,
referente as CLsp e CLgs. Os graficos foram elaborados com o software GraphPadprism 6.

Para classificar o status de resisténcia, foi utilizado o critério recomendado pelo
PNCD (Programa Nacional de Controle da Dengue), o qual considera resistentes as

populacdes com RRgs acima de 3,0 (Brasil, 2006 apud Bellinato e col. 2016).

3.8 Genotipagem por PCR (real time) no sitio 1534 do gene Nay de Ae.

albopictus

Os 90 espécimes de Ae. albopictus (45 do periodo de chuvas e 45 do periodo de
seca) conservados em freezer (-80°C) foram submetidos a extracdo do DNA gendmico
seguindo o protocolo adaptado de extracdo de DNA TNES (Tris-HCI 0,25 M; NaCl 2 M;
EDTA 0,1M; SDS 2,5% pH 7,5), de acordo com Martins e col., (2007). As etapas estao
expostas a seguir:

Os espécimes foram macerados, individualmente, em 50uL de tampéo TNES e 2uL
de proteinase K(20mg/mL), para a remocéao de proteinas associadas ao DNA. Em seguida
foram adicionados mais 200uL de TNES. Os macerados foram incubados em banho-
maria a 56°C overnight. No dia seguinte foram adicionados 100uL de solucdo de

precipitacdo de proteina (NaCl 5M), seguindo-se de homogeneizacdo em vortexv Scilogex
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MX-S por 20 segundos e centrifugacdo em centrifuga Thermo Scientific por 6 minutos a
15.000g a 20°C. Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos, aos quais
foram adicionados 300uL de isopropanol 100%. As amostras foram agitadas,
suavemente, por inversdo, centrifugadas por 5 minutos a 15.000g e 20°C, quando entédo
tiveram os sobrenadantes cuidadosamente descartados, com auxilio de uma pipeta de
200 pL. Foram adicionados 300uL de etanol 70% as amostras e estas foram, novamente,
centrifugadas por 6 minutos a 15.000g e 20°C. Os sobrenadantes foram totalmente
descartados e o0s microtubos foram postos vertidos em papel absorvente para a
eliminacéo de todo o etanol. Os precipitados secaram em forno a 60°C por 10 minutos,
hidratados com 50 pL de TE (Tris HCI 1M pH 7.4-8.0) 1X e aquecidos em forno por 15
minutos a 96°C.

As reacdes de PCR quantitativo (em tempo real) foram feitas conforme adaptacéo
do protocolo TagMan® SNP GenotypingAssays, previamente desenvolvida no laboratério
para genotipagem dos alelos 1534 Phe* e 1534 Cys" em Ae. aegypti. Como observamos
gue as regides de anelamento de primers e sondas deste ensaio eram idénticas as de
populacdes brasileiras de Ae. albopictus (Obano-Aguirre e col., no prelo), aplicamos as
mesmas condi¢cdes para Ae. albopictus.

Como controles positivos foram utilizados DNAs extraidos de Aedes aegypti:
Rockefeller (para o gendtipo 1534 Phe/Phe), Rockefeller-kdr (para o genotipo
1534 Cys/Cys ) e a mistura de ambos em concentracdes equimolares (para o genétipo
1534 Phe/Cys). Como controle negativo foram deixados 3 po¢cos sem DNA.

As reacdes foram realizadas em microplacas 6pticas de 96 pocos, tendo 10uL de
volume total de cada reacédo, contendolpulL do DNA molde e 9uL da seguinte mistura:
500uL de Genotyping Master Mix 2X, 6,25uL de Tagman SNP e 393,75uL de agua Milli-Q.
A reacdo foi amplificada em termociclador em tempo real (apliedbiosystemsbylife
Technologies QuantStudio 6Flex, CA-USA) programado para 50 ciclos de: 95 °C (para
desnaturacdo) por 15 segundos e 60 °C (para anelamento e extensédo) por 1minuto. O
resultado foi analisado por Software QuantStudio real time PCR v1.1. As sequencias dos

primers e sondas encontram-se na tabela 3.8-1.
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Tabela 3.8-1: Sequéncia de iniciadores e sondas usadas nas reacdes de genotipagem
para o sitio1534 Nay de Aedes aegypti.

NOMES DOS PRIMERS E SONDAS SEQUENCIA (5°-3”)
1534 iniciador sensu (primer forward) CGAGACCAACATCTACATGTACCT
1534 iniciador anti sensu (primer reverse) GATGATGACACCGATGAACAGATTC
1534 sonda (probe) Phe” FAM-ACGACCCGAAGATGA-NFQ
1534 sonda (probe) Cys " VIC-AACGACCCGCAGATGA-NFQ

Foérmula para obtencéo das frequéncias genotipicas:

F(x) = numero de individuos com o genétipo x
nUimero total de individuos

Foérmula para obtencéo das frequéncias alélicas:
F(A) = 2x n°de individuos com gendtipo AA + n°de individuos com genétipo Aa
2x n° total de individuos

F(a) = 2x n°de individuos com genétipo aa + n°de individuos com genotipo Aa
2x n° total de individuos

28



4 RESULTADOS

4.1 Frequéncia de ovos de Aedes spp. na llha de Pagueta.

Foram instaladas 1.080 armadilhas do tipo ovitrampa na llha de Paqueta no
periodo de um ano, destas, 833 foram positivas e foram coletados 128.587 ovos de Aedes
spp. no periodo. Observamos uma variagdo no numero de ovos coletados entre os
periodos, verificamos que novembro de 2015 e janeiro de 2016 foram 0s meses com
maior nimero de ovos e que julho de 2015 e setembro de 2015 foi coletado o menor
namero. Nao observamos uma grande variacdo no (IPO) entre os periodos, no entanto,
julho de 2015 e setembro de 2015 foram os meses que apresentaram menor positividade,
ao contrario de novembro de 2015 e janeiro de 2016 que apresentaram maior
positividade. O indice de densidade de ovos (IDO) variou de 248 ovos em novembro de
2015 a 85 em julho de 2015. Resultado semelhante foi observado para o indice médio de
ovos (IMO) que variou de 215 ovos em novembro de 2015 a 58 em julho de 2015 (Tabela
4.1-1).

Tabela 4.1-1: indices obtidos de coletas bimestrais na Illha de Paqueta ao longo de um

ano.
Meses Ovitrampas Ovitrampas Numero de IPO%) DO MO
instaladas positivas ovos

mai/15 180 145 12.922 80,6 89,1 71,8
jul/15 180 122 10.411 67,8 85,3 57,8
set/15 180 115 11.196 63,9 97,4 62,2
nov/15 180 156 38.705 86,7 248,1 215,0
jan/16 180 153 33.198 85,0 217,0 184,4
mar/16 180 142 22.155 78,9 156,0 1231
Total 1.080 833 128.587 77,1 154,4 1191

*IPO (I"ndice de positividade de ovitrampas)
*IDO (Indice de densidade de ovos)
*IMO (Indice médio de ovos)

Na Figura 4.1-1 podemos ver claramente dois periodos com menor precipitacdo
nos meses de maio, julho e setembro de 2015 e os meses de maior precipitacdo

novembro de 2015 e janeiro e marco de 2016. Podemos notar ainda que, o IDO e o IMO
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acompanham esta tendéncia, ou seja, sdo mais baixos nos meses de menor precipitacdo
e mais altos nos meses com maior precipitacdo. Com relacdo a positividade das

armadilhas ndo observamos grandes varia¢des nos dois periodos.
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Figura 4.1-1: Numero de ovos de Aedes spp. (n ovos- barras cinza), indice de
positividade de ovitrampas (IPO - linha vermelha), indice de densidade de ovos (IDO —
linha azul), indice médio de ovos (IMO- linha verde) e precipitacdo (precipitacdo — linha

preta) na llha de Paqueta em coletas bimestrais ao longo de um ano.

Com relacdo a temperatura, ndo foi observado grandes variacdes no decorrer do
estudo, ndo sendo possivel observar qualquer relagdo com o nimero de ovos coletados e
nem com os indices avaliados IPO, IDO e IMO, o mesmo podemos observar com a
umidade onde também ndo houve variacbes que pudessem ser correlacionadas com o

numero de ovos coletados e com os indices avaliados IPO, IDO e IMO (Figura 4.1-2)

30



s [ ® - t - . =
75 ©
7° 3
T
0 250 g
o
65 g2
1S ) s 2 z
Q - -
s = 60 200 =2 &
s = - - Q
=€ . ° X g
< 8 55 T ET
s T =2
@ = 50 150 = = E
s < =T g
_- v - oy ¥
=8 10 00 255
— = it [y =]
-2 g 85
35 v =
= =
30 50 0¥
s E
25 =
20 0
mai/l5s Jul/15 set/15 nov/15 jan/16 mar/16
—&— umidade média (%) temperatura media (°C} —e—IPO —8—IDO ——IMO

Figura 4.1-2: Correlacdo de temperatura e umidade com os indices IPO, IDO e IMO.
Umidade média (azul escuro), temperatura meédia (rosa) indice de positividade de
ovitrampas (IPO - vermelho), indice de densidade de ovos (IDO - azul) e indice médio de

ovos (IMO-verde) na llha de Paquetad em coletas bimestrais ao longo de um ano.

4.2 Frequéncia e distribuicdo de Ae. albopictus na llha de Paqueta.

Foram obtidos 36.820 espécimes de Aedes spp. na llha de Paqueta, a partir dos
ovos coletados, no periodo de um ano, destes, 13.237 foram identificados como Ae.
albopictus. Constatamos uma variagdo no numero de mosquitos obtidos entre os
periodos, verificamos que maio e novembro de 2015 e janeiro e marco de 2016 foram os
meses com maior namero de Ae. albopictus e que em julho e setembro de 2015 foi obtido

0 menor numero (tabela 4.2-1).
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Tabela 4.2-1: Numero de mosquitos obtidos de ovos das coletas bimestrais na Ilha de
Paquetd — RJ ao longo de um ano (2015/2016).

MESES N° de Aedes spp. N° de Ae. albopictus (%)
Maio de 2015 7.593 2.278 (30)

Julho de 2015 3.757 1.311(34,9)
Setembro de 2015 5.689 1.463 (25,7)
Novembro de 2015 7.923 2.479 (31,3)
Janeiro de 2016 6.000 2.670 (44,5)
Margo de 2016 5.858 3.036 (51,8)
TOTAL 36.820 13.237 (35,9)

Os dados representados na figura 4.2-1 mostram que houve variacdo no numero
de Ae. albopictus obtidos no decorrer dos meses, porém, em julho e setembro de 2015

foram os meses que apresentaram menor densidade.

3500
3000

2500
2000
1500 B Aedes albopictus
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Numero de Ae. albopictus
=

(=

Meses de coleta
Figura 4.2-1: Frequéncia de Ae. albopictus obtidos de ovos das coletas bimestrais na llha
de Paqueta — RJ nos meses de maio, julho, setembro e novembro de 2015 e janeiro e

marco de 2016.

Quanto a distribuicdo pela llha de Paqueta, pode-se verificar que a presenca de Ae.
albopictus foi detectada em diferentes pontos por toda a llha, sendo o0 menor numero de
pontos nos meses de maio, julho e setembro de 2015 e em maior nimero de pontos nos
meses novembro de 2015 e janeiro e marco de 2016. Verificamos que embora haja uma
variacdo no numero de pontos no decorrer do periodo avaliado, o Ae. albopictus

encontrou-se dispersado por toda a llha de Paqueta em todos os periodos.
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Quando avaliamos a presenca do Ae. albopictus na llha de Paqueta, verificamos
gue o més de novembro de 2015 foi 0 que apresentou ocorréncia de positividade no maior
namero de pontos, 78 (86,7%) dos 90 avaliados, seguido de janeiro e margo de 2016 com
72 (80%) e 71 (78,9%) respectivamente. Ja os meses de maio, julho e setembro de 2015
embora tenham apresentado alta frequéncia, foram os meses com presenca de ovos de
Ae. albopictus num menor niamero de pontos dos 90 avaliados 67 (74,4%), 61 (67,8%) e

59 (65,6%) respectivamente (como mostra a figura 4.2-2).
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Figura 4.2-2: Distribuicdo espacial de Ae. albopictus na llha de Paqueta em maio (A), julho (B), setembro (C) e novembro (D) de 2015 e

janeiro (E) e marco (F) de 2016. Pontos em verde indicam presenca e pontos em preto, auséncia do mosquito.



Nas Figuras 4.2-3 e 4.2-4 podemos ver que a llha de Paqueta apresenta
fragmentos com grande cobertura vegetal, apesar de apresentar também areas com
pouca vegetacdo. E possivel notar também que, independente do periodo com
maior ou menor presenca de Ae. albopictus, este esteve presente tanto em areas
com maior cobertura vegetal, quanto naquelas com menor cobertura vegetal,

mostrando uma distribuigéo por toda a Ilha.
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Figura 4.2-3: Distribuicdo espacial de Ae. albopictus em pontos e mapa via satélite
da llha de Paqueta: (A) mapa via satélite da Ilha de Paqueta — Google maps e (B)
Distribuicdo espacial de Ae. albopictus na Ilha de Paqueta em julho de 2015. Pontos

em verde (presenca) e pontos em preto (auséncia).
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Figura 4.2-4: Distribuicdo espacial de Ae. albopictus em pontos e mapa via satélite
da llha de Paqueta: (A) mapa via satélite da Ilha de Paqueta — Google maps e (B)
Distribuicdo espacial de Ae. albopictus na Ilha de Paqueta em novembro de 2015.

Pontos em verde (presenca) e pontos em preto (auséncia).

4.3 Avaliacdo do status de susceptibilidade/ resisténcia de Ae.

albopictus da llha de Paqueta.

4.3.1Susceptibilidade/ resisténcia a temephos em periodo

de alta e de baixa densidade do vetor.

A partir dos ensaios de dose-resposta com o organofosforado temephos
foram obtidas as concentracdes letais (CLsp € Clgs), razdo de resisténcia (RRso €
RRgs) e 0 slope para larvas de Ae. albopictus de Paquetd, em periodos de alta e

baixa densidade do vetor, conforme mostrado na Tabela 4.3.1-1.
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Tabela 4.3.1-1: Concentracdo letal (mg/L) e razdo de resisténcia entre Ae.
albopictus da llha de Paqueta (RJ, Brasil) em periodo de alta e de baixa densidade e

a linhagem Rockefeller, utilizando temephos.

Linhagem/Populacdo Geracéo CLso Clgs RRso RRgs Slope
Rockefeller 0,006 0,011 1,0 1,0 6,0
Ae. albopictus (AD) F1 0,009 0,014 1,5 1,2 8,5
Ae. albopictus (BD) F1 0,011 0,019 2,0 1,7 7,6

*Ae. albopictus (AD) = Ae. albopictus de periodo de alta densidade do vetor.
* Ae. albopictus (BD) = Ae. albopictus de periodo de baixa densidade do vetor.
*CL= concentracdo/dose letal.

*RR= razado de resisténcia.

A CLso para larvas Rockefeller foi de 0,006mg/L e a CLgs foi de 0,011 mg/L
com o inseticida temephos (tabela 4.3.1-1).

A avaliacdo de larvas de Ae. albopictus foi realizada para dois periodos: de
chuvas que chamamos de Alta Densidade (AD) e para o periodo de seca que
chamamos de Baixa Densidade (BD), no periodo AD as CLsp e CLgs foram de 0,009
mg/L e 0,014mg/L, respectivamente. Quando os resultados foram divididos pelas
mesmas CLsp e ClLgs da linhagem de referéncia Rockefeller, obtivemos Raz&o de
Resisténcia de 1,5 para (RRso) e 1,2 para (RRgs), sugerindo que nio foi detectada
resisténcia para a populacdo de Ae. albopictus (AD) quando comparado com a
linhagem de referéncia Rockefeller.

Para as larvas de Ae. albopictus (BD) as CLsg € CLgs foram de 0,011 mg/L e
0,019mg/L, respectivamente. Quando os resultados foram divididos pelas mesmas
CLso e CLgs da linhagem de referéncia Rockefeller, obtivemos Raz&o de Resisténcia
de 2,0 para (RRsp) e 1,7 (RRgs), sugerindo que néo foi detectada resisténcia para a
populacdo de Ae. albopictus (BD) quando comparado com a linhagem de referéncia
Rockefeller. Isso significa que para se obter 50% de mortalidade das larvas de Ae.
albopictus (BD), em um bioensaio, foi necessario uma dose 2,0 vezes maior que a
usada para a linhagem referéncia e que para se obter 95% de mortalidade das
larvas de Ae. albopictus (BD), em um bioensaio, foi necessario uma dose 1,7 vezes
maior que a da linhagem referéncia. Os resultados sugerem que nao foi detectada

resisténcia para a populacdo de Ae. albopictus nos periodos avaliados, embora
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tenham demostrado maior tolerancia ao temephos quando comparadas com a
linhagem referencia Rockefeller.

A tabela também mostra que o slope, foi maior para Ae. albopictus (BD) (7,6)
e (AD) (=8,5), que para a linhagem Rockefeller (6,0). Isto indica que a populacdo de
Ae. albopictus da Ilha de Paqueta se mostrou mais homogénea que a linhagem
referéncia Rockefeller independente do periodo da coleta.

A mortalidade relacionada as diferentes concentracbes de inseticida é
representada na figura 4.3.1-1, na qual pode-se observar que a mortalidade para Ae.
albopictus de ambos os periodos (AD e BD) se inicia em concentracdo maior que
para a linhagem Rockefeller. A concentragdo necesséria para a maior mortalidade
também é maior para Ae. albopictus (de ambos os periodos) que para Rockefeller. O
desvio das curvas de Ae. albopictus para a direita indicam maior tolerancia ao
inseticida em relacdo a Rockfeller. Da mesma forma, o desvio de Ae. albopictus (BD)
para a direita em relacdo a Ae. albopictus(AD), mostra maior tolerancia desta
populacéo ao inseticida temephos.

1001

== Rockefeller
801 —— Ae. albopictus (AD)
60 —®= Ae. albopictus (BD)

401

Mortalidade (%)

201

0+

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log da dose (ug/L)

Figura 4.3.1-1: Perfil da mortalidade em ensaios biolégicos do tipo dose-resposta
com temephos: linhagem Rockefeller (azul), Ae. albopictus (AD) (rosa) e Ae.
albopictus (BD) (verde) da llha de Paqueta (RJ, Brasil).

4.3.2 Susceptibilidade/ resisténcia a deltametrina em

periodo de alta e de baixa densidade do vetor.

A partir dos ensaios de dose-resposta com o piretroide deltametrina foram

obtidas as concentracdes letais (CLsp € CLgs), razdo de resisténcia (RRsp € RRgs) € 0
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slope para mosquitos Ae. albopictus de Paqueta, em periodos de alta e baixa
densidade do vetor, conforme mostrado na Tabela 4.3.2-1.

Tabela 4.3.2-1: Concentracdo letal (mg/m?) e razdo de resisténcia entre Ae.
albopictus da llha de Paqueta (RJ, Brasil) em periodo de alta e de baixa densidade e
a linhagem Rockefeller, utilizando deltametrina.

Populacéo/Linhagem Geracéo CLso Clgs RRso RRgs Slope
Rockefeller 0,929 1,850 1,0 1,0 55
Ae. albopictus(AD) F2 1,968 5,628 2,1 3,0 3,6
Ae. albopictus (BD) F1 1,246 4,293 1,3 2,3 3,1

*Ae. albopictus (AD) = Ae. Albopictus de periodo de alta densidade do vetor.
* Ae. albopictus (BD) = Ae. albopictus de periodo de baixa densidade do vetor.
*CL= concentracdo/dose letal.

*RR= razao de resisténcia.

A CLso para mosquitos Rockefeller foi de 0,929mg/m? e a CLgs foi de 1,850
mg/m? com o inseticida deltametrina (tabela 4.3.2-1).

A avaliacdo de mosquitos Ae. albopictus utilizando deltametrina também foi
realizada para dois periodos (AD e BD). No periodo AD as concentracoes letais CLsg
e CLgs foram de 1,968mg/m? e 5,628 mg/m?, respectivamente. Quando os resultados
foram divididos pelas mesmas CLsp e ClLgs da linhagem de referéncia Rockefeller,
obtivemos Razéo de Resisténcia de 2,1 para (RRsp) e 3,0 para (RRgs) sugerindo que
nao foi detectada resisténcia para a populacdo de Ae. albopictus (AD) quando
comparado com a linhagem de referencia Rockefeller.

Para os mosquitos Ae. albopictus (BD) as CLso e CLgs foram de 1,246 mg/m?e
4,293 mg/m?, respectivamente. Quando os resultados foram divididos pelas mesmas
CLso e CLgs da linhagem de referéncia Rockefeller, obtivemos Razdo de Resisténcia
de 1,3 para (RRsp) e 2,3 (RRgs), sugerindo que néo foi detectado resisténcia para a
populacdo de Ae. albopictus (BD) quando comparado com a linhagem de referéncia
Rockefeller. Isso significa que para se obter 50% de mortalidade de Ae.
albopictus(BD), em um bioensaio, foi necessario uma dose 1,3 vezes maior que a
usada para a linhagem referéncia e que para se obter 95% de mortalidade de Ae.
albopictus (BD), em um bioensaio, foi necessario uma dose 2,3 vezes maior que a
da linhagem referéncia. Os resultados sugerem que néo foi detectada resisténcia

39



para a populacdo de Ae. albopictus nos periodos avaliados, embora tenham
demostrado maior tolerancia a deltametrina quando comparadas com a linhagem de
referéncia Rockefeller.

A tabela também mostra que o slope, foi menor para Ae. albopictus (BD) (3,1)
e (AD) (3,6), que para a linhagem Rockefeller (5,5). Isto indica que a populacdo de
Ae. albopictus da Ilha de Paqueta se mostrou menos homogénea que a linhagem
referéncia Rockefeller independente do periodo da coleta.

A mortalidade relacionada as diferentes concentracbes de inseticida é
representada na figura 4.3.2-1, na qual pode-se observar que a mortalidade para Ae.
albopictus (AD) se inicia em concentracdo maior que para a linhagem Rockefeller e
gue a mortalidade para Rockefeller se inicia em concentragdo maior que para Ae.
albopictus (BD). A concentragcdo necessaria para a maior mortalidade é maior para
Ae. albopictus (de ambos os periodos) que para Rockefeller. O desvio da curva de
Ae. albopictus (AD) para a direita indica maior toler&ncia ao inseticida em relacéo a
Rockfeller. O perfil da curva de Ae. albopictus (BD), se iniciando antes da curva de
Rockfeller e terminando quase junto a Ae. albopictus (AD), mostra que esta
populacdo é mais heterogénea que Rockfeller e Ae. albopictus (AD), necessitando
um maior faixa de concentracdes para atingir 95% de mortalidade, diferente da

populacédo (AD).
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Figura 4.3.2-1: Perfil da mortalidade em ensaios biol6gicos do tipo dose-resposta
com deltametrina: linhagem Rockefeller (azul), Ae. albopictus(AD) (rosa) e Ae.
albopictus(BD) (verde) da llha de Paqueta (RJ, Brasil).
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4.3.3 Susceptibilidade/ resisténcia a malathion em periodo

de alta e de baixa densidade do vetor.

A partir dos ensaios de dose-resposta com o organofosforado malathion
foram obtidas as concentragdes letais (CLsp e Clgs), razao de resisténcia (RRso e
RRgs) e 0 slope paramosquitos Ae. albopictus de Paqueta, em periodos de alta e
baixa densidade do vetor, conforme mostrado na Tabela 4.3.3-1.

Tabela 4.3.3-1: Concentracdo letal (mg/m?) e razdo de resisténcia entre Ae.
albopictus da llha de Paqueta (RJ, Brasil) em periodo de alta e de baixa densidade e
a linhagem Rockefeller, utilizando malathion.

Populacéo/Linhagem Geracéo ClLso Clgs RRso RRgs Slope
Rockefeller 102,460 175,506 1,0 1,0 7,0
Ae. albopictus (AD)  F2 65,461 212,515 0,6 1,2 3,2
Ae. albopictus (BD) F1 100,311 248,971 1,0 1,4 4,2

*Ae. albopictus (AD) = Ae. Albopictus de periodo de alta densidade do vetor.
* Ae. albopictus (BD) = Ae. albopictus de periodo de baixa densidade do vetor.
*CL= concentracdo/dose letal.

*RR= razao de resisténcia.

A CLso para Rockefeller foi de 102,460 mg/m? e a CLgs foi de 175,506 mg/m?
com o inseticida malathion (tabela 4.3.3-1).

A avaliacdo de mosquitos Ae. albopictus utilizando malathion também foi
realizada para os dois periodos: Alta Densidade (AD) e Baixa Densidade (BD). No
periodo AD as Cls; e Clgs foram de 65,461mg/m? e 212,515 mg/m?
respectivamente. Quando os resultados foram divididos pelas mesmas CLsy € Clgs
da linhagem de referéncia Rockefeller, obtivemos Raz&o de Resisténcia de 0,6 para
(RRsp) e 1,2 para (RRgs), sugerindo que ndo foi detectada resisténcia para a
populacdo de Ae. albopictus (AD) quando comparado com a linhagem de referencia
Rockefeller.

Para os mosquitos Ae. albopictus (BD) as CLsp € ClLgs foram de 100,311
mg/m? e 248,971 mg/m?, respectivamente. Quando os resultados foram divididos
pelas mesmas CLsp e Clgs da linhagem de referéncia Rockefeller, obtivemos Razao
de Resisténcia de 1,0 para (RRso) € 1,4 (RRgs), sugerindo que nédo foi detectada
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resisténcia para a populacdo de Ae. albopictus (BD) quando comparado com a
linhagen de referencia Rockefeller. Isso significa que para se obter 50% de
mortalidade de Ae. albopictus (BD), em um bioensaio, foi necessario uma
concentragao igual a usada para a linhagem referéncia e que para se obter 95% de
mortalidade de Ae. albopictus (BD), em um bioensaio, foi necessario uma
concentragéo 1,4 vezes maior que a da linhagem referéncia. Os resultados sugerem
gue nao foi detectado resisténcia para a populacdo de Ae. albopictus nos periodos
avaliados, embora Ae. albopictus (BD) tenha demostrado maior tolerancia a
malathion quando comparado com a linhagem referencia Rockefeller para a CLgs.

A tabela também mostra que o slope, foi menor para Ae. albopictus (BD)
(=4,2) e (AD) (=3,2), que para a linhagem Rockefeller (=7,0). Isto indica que a
populacdo de Ae. albopictus da llha de Paquetad se mostrou menos heterogenea que
a linhagem referéncia Rockefeller independente do periodo da coleta.

A mortalidade relacionada as diferentes concentracbes de inseticida é
representada na figura 4.3.3-1, na qual pode-se observar que a mortalidade para Ae.
albopictus (BD) e (AD) se inicia em concentracdo menor que para a linhagem
Rockefeller. A concentracdo necessaria para a maior mortalidade é quase a mesma
para Ae. albopictus (BD) e (AD) e para Rockefeller. O desvio da curva de Ae.
albopictus(AD) para a esquerda indica menor tolerancia ao inseticida em relacéo a
Rockfeller e a Ae. albopictus (BD).
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Figura 4.3.3-1: Perfil da mortalidade em ensaios biolégicos do tipo dose-resposta
com malathion: linhagem Rockefeller (azul), Ae. albopictus (AD) (rosa) e Ae.
albopictus (BD) (verde) da llha de Paqueta (RJ, Brasil).
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4.4 Frequéncia genotipica e alélica da mutacdo 1534 na populacao

de Ae. albopictus na llha de Paqueta.

No total de 90 amostras genotipadas, apenas 40 forneceram resultados,
sendo todas classificadas como homozigotas Phe/Phe, ou seja, 100% do alelo
selvagem 1534 Phe” (Figura 4.4-1). Vale notar ainda, que além de poucas amostras
terem sido amplificadas e detectadas, a intensidade destas foi bem abaixo dos
controles positivos. Estes resultados sugerem que o ensaio utilizado ndo deve ser

sensivel e/ou especifico para a populacdo de Ae. albopictus aqui avaliada.
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Figura 4.4-1. Genotipagem para o sitio 1534 no Na, de Ae.albopictus da llha de
Paqueta. Ensaio de PCR em tempo real, método TagMan, onde cada ponto

k4. Homozigoto

representa a intensidade de sinal para cada alelo (Phe™ ou Cys
selvagem (azul), homozigoto mutante (vermelho), heterozigoto (verde) e

indeterminado (preto). Os controles positivos estdo indicados com uma seta.
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5 DISCUSSAQO

Os resultados do presente trabalho mostraram que o numero de ovos de
Aedes spp., o IDO e o IMO na lIlha de Paquetd no periodo de um ano
(2015/2016) foram maiores no periodo chuvoso (novembro de 2015, janeiro e
marco de 2016) e menores no periodo de seca (maio, julho e setembro de 2015),
embora o IPO ndo tenha acompanhado essa tendéncia, pois ndo variou muito
através desses dois diferentes periodos do ano. Os indices de ovos de Ae.
aegypti e Ae. albopictus nédo foram afetados pela temperatura e pela umidade.
Em estudo semelhante, Zeidler e col. (2008) mostraram que o nimero de ovos
de Ae. aegypti coletados esteve relacionado ao indice de chuvas em um bairro
da cidade de Boa Vista (RR). Costa e col. (2008) também puderam constatar
gue, tanto a positividade de ovitrampas quanto a media de ovos por coleta, foram
maiores no periodo chuvoso e menores no periodo de seca, na zona urbana de
Uberlandia (MG). Semelhantemente, Miyazaki e col. (2009) puderam verificar que
apenas o indice de chuvas, entre os fatores abidticos estudados, influenciou no
numero de ovos coletados em um campus universitario, em Cuiaba (MT). E um
estudo de revisao feito por Viana & Ignotti (2013) mostrou que independente da
regido brasileira estudada, quanto maior a pluviosidade, maior os indices do vetor
da dengue. Desta forma, estes estudos corroboram com os resultados obtidos
neste trabalho.

Durante um ano de coleta na llha de Paqueta, foram obtidos espécimes de
Ae. albopictus com diferentes frequéncias no decorrer dos meses, com novembro
de 2015, janeiro e marco de 2016 (meses de altos indices de chuvas)
apresentando as maiores frequéncias. Em concordancia, foi visto no estudo
realizado com instalacdo de ovitrampas em zona de transi¢cdo entre area urbana
e florestal no Rio de Janeiro, que 0s picos na ocorréncia de Ae. albopictus (e Ae.
aegypti) foram durante a estacdo chuvosa, que durou de setembro a fevereiro em
2002 e de agosto a marco em 2003 (Hondrio et al. 2009).

Quanto a presenca do vetor nos pontos de coleta, no periodo de seca
foram obtidos os menores nimeros de pontos de ocorréncia e no periodo de

chuvas foram obtidos os maiores nimero de pontos de ocorréncia. Apesar disso,
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foi verificado que o perfil de distribuicdo de Ae. albopictus se manteve por toda a
extensdo da llha independente dos periodos. Da mesma forma, o trabalho de
Glaser & Gomes (2002) investigando, entre outros fatores, a influéncia do indice
pluviométrico de municipios do estado de S&o Paulo no perfil de ocorréncia de
Ae. albopictus por dez anos (1985-1995), mostrou que o indice de chuvas néo
exerceu influéncia significativa nos padrbes de expansdo geogréfica de Ae.
albopictus, que se estabeleceu em 47,5% dos municipios estudados.

Ha tempos Ae. albopictus é descrito como um mosquito mais facilmente
encontrado em ambiente silvestre embora adaptado a domicilios tendo também
como criadouros recipientes peridomiciliares (Consoli & Oliveira 1994, FUNASA
2001, Braga & Vale2007). Porém, estudos indicam a maior concentracdo de Ae.
albopictus em areas menos urbanizadas. O trabalho de Lima-Camara e col.
(2006) nas cidade de Nova lguagu e Rio de Janeiro nos anos de 2002 a 2004,
mostrou que Ae. albopictus foi pouco frequente em areas urbanas e suburbanas
e altamente frequente em area rural, além disso foi mais frequente nos
peridomicilios do que nos domicilios, mostrando sua afinidade por locais mais
associados a vegetacdo e a escassez de seres humanos. De igual modo, o
estudo de Hondrio et al (2009) sobre a distribuicdo espacial do Ae. aegyptie Ae.
albopictus em zona de transicdo no Rio de Janeiro, mostrou que Ae. albopictus &
mais encontrado em areas com caracteristicas florestais. No presente trabalho,
porém, observou-se que este mosquito esteve presente tanto em pontos de
maior cobertura vegetal quanto em pontos de menor cobertura vegetal da Ilha de
Paqueta durante o ano todo (figuras 4.2-3 e 4.2-4), o que confirma sua adaptacéo
a ambientes urbanos mas, também, sua permanéncia em ambientes silvestres.

O Ae. albopictus tem ocorréncia em diversos paises da Asia, América,
Africa, Europa e Oceania (Kraemer e col. 2015). Isto esta relacionado ao seu
grande potencial invasivo e a sua facilidade de adaptacéo a diferentes ambientes
(Ngoagouni e col. 2015). Somado a isso, tem-se o fato de ser potencial vetor de
cerca de 20 arbovirus (Paupy e col. 2009) e de atuar de forma secundaria ou
mesmo principal na transmissdo de DENV e CHIKV no exterior do Brasil (Gratz
2004, Pages e col. 2009).

Desta forma, a presenca do Ae. albopictus no Brasil e na cidade do Rio de

Janeiro somando-se a sua presenca tanto em areas urbanas quanto em areas
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silvestres, como verificado neste estudo, € um importante fator para que este
mosquito seja incluido nas acdes de controle. Apesar disso, sdo raros 0s
trabalhos publicados envolvendo controle e monitoramento de resisténcia de Ae.
albopictus a inseticidas.

Este foi o primeiro trabalho abordando o perfil de resisténcia a inseticidas,
especificamente, de uma populacdo de Ae. albopictus na cidade do Rio de
Janeiro.

Neste estudo, o critério adotado para avaliacdo do perfil de resisténcia de
Ae. albopictus foi o recomendado pelo Programa Nacional de Controle de
Dengue, objetivando o uso racional de pesticidas, ja considerando resistentes
populacdes com RRgs > 3 para que o processo de substituicdo de inseticida seja
iniciado e haja a preservacao dos inseticidas nas acdes de controle (Brasil, 2006
apud Bellinato e col. 2016).

Os bioensaios com o larvicida temephos mostraram que os Ae. albopictus
da llha de Paqueta coletados no periodo de alta e de baixa densidade (AD e BD)
foram suscetiveis a este larvicida pois apresentaram RRgs < 3 (=1,2 e 1,7,
respectivamente). Da mesma forma, estudo de Prophiro e col. (2011) com
populacbes deste mosquito em municipios do Parand e Santa Catarina
mostraram em todas as populacdes que Ae. albopictus foi suscetivel a temephos,
apresentando RRgs de 1,97 a 2,58. Estes resultados correspondem ao fato de
gue o temephos, apesar de por muito tempo ter sido o Unico organofosforado
permitido em agua potavel utilizado no Brasil (Braga & Vale 2007,, WHO 2013),
no ano 2000 comecgou a ser substituido por outros larvicidas devido a deteccao
de populacdes de Ae. aegypti resistentes em diversos municipios do pais (Braga
& Vale 2007;). Apesar disso, em trabalho de revisdo sobre resisténcia de Ae.
albopictus e Ae. aegypti a inseticidas, realizado por Vontas e col. (2012), foi visto
gue em diferentes regides do planeta as concentracdes letais com temephos
para a mortalidade de 50% de Ae. albopictus sdo maiores em locais onde esse
larvicida tem sido usado por muitos anos. Isso explica o fato de, apesar de que
suscetivel, este culicidae ter apresentado maior tolerancia ao temephos que a
linhagem referéncia, como visto na figura 4.3.1-1. As concentracdes letais (CLso €

CLgs) obtidas neste estudo para os Ae. albopictus da Ilha de Paqueta
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confirmaram isto, tendo sido maiores para Ae. albopictus(BD) e (AD) que para
Rockefeller, como mostrado na tabela 4.3.1-1.

Os bioensaios com deltametrina mostraram que os Ae. albopictus da Ilha de
Paquetd (AD e BD) foram suscetiveis a este piretroide pois apresentaram RRgs =3 e
RRgs < 3 (=2,3), respectivamente. Em concordancia, o trabalho de revisdao de Vontas e
col. (2012) relata que populagdes de Ae. albopictus de diferentes locais do mundo
(india, Maléasia,Tailandia, Camarbes, Grécia e ltalia) permaneceram suscetiveis a
piretroides mesmo depois de anos. Os piretroides foram utilizados em escala nacional
no Brasil desde o ano 2000 e em cerca de 2 anos ja se havia detectado indicios de
resisténcia em populacdes de Ae. aegypti (Valle, Belinato & Martins 2015).
Atualmente a resisténcia de Ae. aegypti a essa classe de adulticida esta
comprovadamente instalada no Brasil (Linss e col. 2014). Apesar de ser uma classe
de inseticida comercializada para uso doméstico até os dias de hoje, desde o ano de
2009 tem sido substituido pelo adulticida malathion para a¢cées de controle do PNCD
(Valle, Belinato & Martins 2015). Este contexto somando-se ao fato de Ae. albopictus
ser um culicidae silvestre e, frequentemente peridomiciliar, sugere a susceptibilidade
detectada para deltametrina em Ae. albopictus da llha de Paqueta (AD e BD). Além
disso, também justifica a notéria tolerancia de Ae. albopictus ao piretroide
deltametrina quando comparado a linhagem suscetivel Rockefeller (como visto na
tabela 4.3.2-1). Pode-se perceber no presente estudo que, assim como a resisténcia,
as concentrac0des letais também foram maiores para os de periodo de alta densidade
(CLso = 1,97 mg/m?e CLgs =5,63 mg/m?) e menores para os de periodo de baixa
densidade (CLsp = 1,25 mg/m? e ClLgs =4,29 mg/m®) em Ae. albopictus da Ilha de
Paqueta. Em consonancia, o trabalho de Duque e col. (2008) avaliando a resisténcia
de Ae. aegypti a temephos no estado do Parand, sugere que em condi¢cdes de menor
temperatura ambiente, e consequente baixa densidade populacional de culicidaes, ha
reducdo do controle quimico e, desta forma, as concentracdes letais e razbes de

resisténcia sdo menores.

Os bioensaios com malathion mostraram que os Ae. albopictus da llha de
Paqueta de periodo de alta e de baixa densidade foram suscetiveis pois
apresentaram RRgs < 3 (=1,2 e 1,4, respectivamente). Sabe-se que o malathion foi
um dos organofosforados utilizados no programa de controle de dengue no Brasil ha

cerca de 20 anos atras (Braga & Vale 2007.) e que voltou a ser utilizado substituindo
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os piretroides em 2009 (Valle, Belinato & Martins 2015, Linss e col. 2014). Desta
forma, uma boa justificativa é o que foi exposto no trabalho de Vontas e col. (2012),
0 qual relacionou o fato de populacdes de Ae. albopictus terem se mostrado
suscetiveis a malathion por sua caracteristica exofilica, que o leva a uma menor
exposi¢cdo ao adulticida. Tanto as razbes de resisténcia quanto as concentragdes
letais deste culicidae foram menores para os de periodo de alta densidade (CLsp =
65,461 mg/m? e ClLgs =212,515 mg/m?) e maiores para os de periodo de baixa
densidade (CLsp = 100,311 mg/m? e ClLgs =248,971 mg/m?). Tal como para o0s
resultados obtidos com temephos, sdo necessarios estudos complementares para a
compreensao deste fato.

Brito e col. (2013) identificaram altas frequéncias de mutagces kdr em Ae.
aegypti de 26 localidades do Estado do Rio de Janeiro, com a menor delas observada
na llha de Paquetad. Em recente trabalho, ja ndo houve deteccdo de alelos selvagens
no sitio 1534 do Na, de Ae. aegypti de Paqueta (Paula Borges, comunicacédo pessoal).

Com relacdo a possiveis alteracdes no gene alvo dos piretroides, foi realizado o
mesmo ensaio de genotipagem do sitio 1534 do Na, que utilizamos para Ae. aegypti,
uma vez que recentemente pdde-se verificar que as regides de anelamento dos
primers e sondas deste ensaio séo idénticas a sequéncia de populacdes brasileiras de
Ae. albopictus (Obano-Aguirre et al, no prelo). Contudo, os resultados aqui encontrados
mostraram baixa sensibilidade para a genotipagem de nossas amostras, comparada
aos controles positivos provenientes de Ae. aegypti. Uma vez que as concentracdes e
a integridade do DNA de nossas amostras eram semelhantes aos controles positivos,
sugere-se que ou a eficiéncia de amplificacdo foi inferior e/ou as sondas nao seriam
especificas para as nossas amostras. Em ambos os casos isto ocorreu,
possivelmente, por baixa complementariedade entre as sequéncias dos primers e/ou
sondas com as amostras de Paqueta. Sera necessario, portanto, sequenciar a regiao
[1IS6 do Na, (onde se encontra a posicdo 1534) de amostras desta localidade a fim de
determinarmos um melhor ensaio para esta espécie.

Diferentes mutacdes relacionadas a resisténcia de Aedes albopictus a piretroide
tém sido detectadas em populacdes deste mosquito em diferentes locais do mundo: a
mutacdo F1534C (procurada neste estudo) foi encontrada em populacdes de
Singapura (Kasai et al. 2011) e do Brasil (Aguirre-Obano et al, no prelo), F1534L na da
Malasia e dos Estados Unidos, F1534S nas do sul da China e Florida e 11532T na de
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Roma (Xu et al 2016). Isto mostra que h&d uma diversidade no sitio 1534 do Na, em Ae.
albopictus, de forma que se reforca a necessidade de se conhecer a diversidade
genética da populagcdo local antes de se aplicar ensaios diagndsticos previamente

elaborados para outras populagdes.
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6 PERSPECTIVAS

Para a publicacdo dos resultados desta dissertacdo, serdo feitas as analises
estatisticas para avaliar a correlacdo entre dos dados dos indices de ovitrampas,
frequéncia encontrada de Ae. albopictus e as condicdes meteorolégicas da éarea
avaliada. Os dados obtidos relativos ao perfil de resisténcia também serdo analisados
estatisticamente.

Ser&d sequenciada a regidao IlIS6 do Nay para uma nova analise molecular e

determinacao da frequéncia da mutacéo kdr em Ae. albopictus da Ilha de Paqueta.
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7 CONCLUSOES

Ae. albopictus ocorre com maior frequéncia nos meses com maior indice
pluviométrico.

Ae. albopictus esta distribuido por toda a Ilha tanto no periodo de chuvas quanto
no periodo de seca, inclusive em pontos de menor cobertura vegetal, mostrando sua
adaptacédo a areas menos florestadas.

Foi verificada susceptibilidade aos inseticidas temephos, deltametrina e
malathion.

N&o foram detectados alelos referentes a mutacdo kdr na populacdo de Ae.
albopictus da llha de Paqueta.

Estudos como este sdo pertinentes em outras localidades com a presenca do
Ae. albopictus, grande numero de casos de dengue, Zika e chikungunya e, portanto,

um controle quimico intensificado.
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9 ANEXOS

9.1 Licenca da Comisséo de Etica de Uso de Animais

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundacé&o Oswaldo Cruz

Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e
Laboratérios de Referéncia no Uso de Animais
LICENCA LW-20/14

Certificamos que o protocolo (P-29/13-3), intitulado "Estudos da fisiologia, desenvolvimento
e controle de artropodes vetores", sob a responsabilidade de JOSE BENTO PEREIRA LIMA, atende ao
disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca
ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 31/03/2018 e inclui o uso total de :

Cavia porcellus
- 72 Machos de Short Hair.
- 72 Fémeas de Short Hair.

Mus musculus
- 96 Machos de Swiss Webster.

Rio de Janeiro, 31 de margo de 2014

= Y ——

o atioS
Octavio Augusto Franga Presgrave

Coordenador da CEUA eﬁﬁ‘a\le
")
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9.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: MONITORAMENTO E DISTRIBUICAO DE
MOSQUITOS: UMA PROPOSTA PARA AVANCAR NO CONHECIMENTO E
CONTROLE DE AEDES AEGYPTI E AEDES ALBOPICTUS

Caro morador,

A dengue, o chikungunya e zika s8o 0s virus mais importantes
transmitidos por mosquitos, que podem causar doengcas. Como ainda nao existe
tratamento especifico e eficaz para as doencas, os métodos de controle é o combate
ao mosquito.

Um estudo sera desenvolvido com o objetivo de compreender a dinamica dos
mosquitos, visando desta forma, melhorar as acdes de controle na ilha de Paqueta,
municipio do Rio de Janeiro.

Dessa forma, pedimos que leia com bastante atencdo os itens abaixo com
relacéo as etapas do projeto:

01 - Do Estudo

Esse estudo sera realizado em toda a ilha de Paquetad para avaliar a
presenca e distribuicdo do mosquito Aedes. Agentes de Vigilancia em Saude

(AVS), da Prefeitura Municipal, devidamente identificados visitardo as

residéncias da regido. As casas visitadas, receberdo armadilhas para a coleta

de ovos do mosquito. O monitoramento das armadilhas serd semanal,
durante o periodo do estudo e os ovos coletados serdo recolhidos e levados
para o Laboratdrio de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores do Instituto

Oswaldo Cruz.

Esse estudo € uma parceria entre a Fundacdo Oswaldo Cruz e a

Coordenacéo de Vigilancia em Saude do Municipio do Rio de Janeiro.

02 — Das Armadilhas

As armadilhas instaladas nas residéncias serdo do tipo ovitrampa,
especialmente desenvolvidas para a captura de ovos do mosquito transmissor
da dengue, chikungunya e zika (Aedes sp.)

A armadilha é composta por um recipiente plastico de cor preta e fosca
com 10 cm de didmetro e 12 cm de altura. No interior da armadilha foi

adicionado uma palheta de madeira fixada com clipe e 200 mL de 4gua da
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torneira e levedo de cerveja. A armadilha ndo atrai mosquitos apenas
contribui para a detecgéo de fémeas de mosquitos presente no ambiente.
IMPORTANTE: DEVE-SE EVITAR MEXER NA ARMADILHA, ou
mesmo permitir que criangas e animais se aproximem. Apesar de ndo conter
nenhum material téxico que apresente risco de acidente.
Para garantir o perfeito andamento do projeto somente os Agentes de
Vigilancia em Saude fardo a instalacéo e retiradas das armadilhas.
03 — Dos Responsaveis
Qualquer duvida em relacdo ao projeto ou mesmo qualquer problema
relacionado as armadilhas, por favor, entre em contato com: Paula Borges,

Thais Nunes ou Dr. Bento Lima (21) 2580-6598.

04 — Da Declaracao

a) Declaro para os devidos fins que recebi informacdes a respeito do projeto,
sendo estas explicitadas neste documento por mim assinado;

b) Declaro que, para participar deste projeto, nenhum tipo de gratificacdo ou
pagamento em dinheiro me foi oferecido, sendo de livre e espontanea vontade a
minha participacédo e de minha familia;

c) Declaro que tenho o direito de me retirar desse estudo a qualquer
momento, sem qualquer tipo de retaliacdo ou danos.

d) Declaro que, uma vez lido e assinado o presente termo, cumprirei todas as
recomendacdes com relacdo ao cuidado com as armadilhas.

e) Comprometo-me a avisar aos responsaveis pelo estudo, qualquer

problema com relacéo ao funcionamento das armadilhas.

Local: Data:

Nome do morador (legivel):

Assinatura do MORADOR: Assinatura do ENTREVISTADOR:

Obrigado por sua participacao!!!!

64




65



