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1.Introdução
A dengue ainda é uma das endemias de grande impacto na população em termos de morbimortalidade
(Tauil, 2002). Apesar de ser conhecida há mais de dois séculos e das informações acumuladas, esta
arbovirose continua sendo um dos principais problemas e uma das prioridades de Saúde Pública,
exigindo esforços e investimentos cada vez mais intensos (Periago e Gúzman, 2007). É uma doença
febril aguda, cujo agente etiológico é um vírus do gênero Flavivírus, e tem como principal vetor no Brasil,
o mosquito Aedes aegypti, que apresenta hábitos urbanos e grande capacidade de adaptação, podendo
viver nos mais variados habitats. A transmissão ocorre através da picada das fêmeas que foram
infectadas com o vírus ao se alimentar do sangue de um indivíduo infectado, durante a fase virêmica.
Como não existe vacina, o combate a dengue se baseia no controle do vetor, com o uso de inseticidas
químicos, principalmente, os piretróides, que atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos. No
entanto, o uso continuado desses inseticidas tem provocado o aparecimento de populações resistentes.
Dentre as resistências a inseticida, uma das mais importantes é a Kdr, consistindo na mutação de um
aminoácido no canal de sódio, domínio II, seguimento IV, sítio 1016, que consiste na troca de uma valina
(Val) por uma isoleucina (Ile), sendo uma mutação purínica de guanina (G) para adenina (A) de caráter
recessivo (Martinez-Torres et al, 1998). Considerando esses aspectos foram analisadas quatro
populações de A. aegypti de Manaus, utilizando o inseticida deltametrina, para avaliar o nível de
resistência a esse inseticida e verificar se ocorre a mutação Kdr.

2.Material E Métodos

2.1.Coleta e manutenção de Aedes aegypti em laboratório
Os mosquitos foram coletados nos bairros da Alvorada I, Praça 14, Monte das Oliveiras e Coroado, na
cidade de Manaus (AM), utilizando armadilhas de oviposição, chamadas ovitrampas.  Após a eclosão dos
ovos no laboratório, as larvas foram criadas, conforme Santos et al. (1981). Os adultos foram
identificados, segundo a chave de Consoli-de-Oliveira (1994) e transferidos para gaiolas, de modo a
formar a colônia parental de cada bairro, e ocorrer os cruzamentos para a obtenção da geração F1.
Dessa geração foram utilizadas larvas de 4º estádio para os testes de bioensaios.
2.2. Bioensaios para o teste Knockdown simplificado em larvas de A. aegypti
O bioensaio foi conduzido, segundo a metodologia de Kawada et al. (2009),  utilizando 121 larvas de 4º
estádio de A. aegypti para cada população, incluindo a da linhagem susceptível Rockefeller. Destas, 20
de cada população foram testadas em cada concentração (0,1 e 0,4 ppm) de deltametrina, partindo de
uma solução estoque de 100 ppm, com três repetições e uma controle (água e acetona). O efeito
knockdown, caracterizado pela movimentação anormal das larvas, foi observado e anotado por 30
minutos, para cada larva. O tempo aferido foi agrupado sob 6 categorias: categoria 1 (1-5 min.); 2 (6-10
min.); 3 (11-15 min.); 4 (16-20 min.); 5 (21-30 min.); 6 (acima de 30 min.). O escore mediano (padrão de
susceptibilidade) foi calculado como o produto dos escores de 0,1 e 0,4 ppm. Assim, mosquitos com o
padrão de susceptibilidade 1, foi considerado como sendo o mais susceptível e os que apresentaram
padrão de susceptibilidade 36, foram considerados como sendo os menos susceptíveis à deltametrina.   

2.3. Análise Molecular
2.3.1. Extração e quantificação do DNA
Foi extraído o DNA de 40 indivíduos machos adultos de cada população (Praça 14 e Alvorada), não
expostos a inseticida em laboratório, conforme o protocolo descrito por Wilkerson et al. (1995). O DNA
extraído foi quantificado em gel de agarose (0,8%), já incluindo o corante Gel Red, verificando-se a
quantidade e qualidade de DNA existente por meio de uma corrida eletroforética a 70 volts por 30
minutos, utilizando marcador molecular como referência (Ladder 100 pb, Invitrogen). O gel foi então
observado e fotografado em aparelho de fotodocumentação Eagle Eye II (Stratagene).
2.3.2.  Teste DNA-diagnóstico para alelos Kdr
Foi utilizado o protocolo de amplificação AR-PCR, alelo específico, conforme Saavedra-Rodriguez et al.
(2007), com o emprego dos primers Val1016f (5’ GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCA CAA
CTT GTT TCC CAC CCG), Val1016r (5’ GGA TGA ACC GAA ATT GAA CAA AAGC 3’) E Ile1016f ( 5’
GCG GGC ACA AAT TGT TTC CCA CCC GCA CTG A 3’), específicos para mutação Kdr (Knockdown
resistance) de Aedes aegypti. A PCR foi programada para 30 seg. a 95 ºC,  para desnaturação das fitas;
40 seg. a 62 ºC, para anelamento dos primers; 45 seg. a 72 ºC, para alongamento das fitas sintetizadas.
Após a amplificação do DNA, Os géis foram submetidos à corrida eletroforética por 45 minutos a 170
Volts, e em seguida corado com brometo de etídio (5 ng/ uL) por 15 minutos, lavados brevemente em
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água da torneira e fotografados com o auxílio do equipamento “Kodak ID Image Analysis Software” com a
caixa preta de Kodak “Edas 290”.
Para comparação dos perfis, foram utilizados controles positivos e negativos para mutação Kdr ( Val/Val
– homozigoto; Val/Ile – heterozigoto; Ile/Ile - mutante recessvo).

3.Resultados E Discussão

3.1.Teste Knockdown simplificado em larvas de A. aegypti
A linhagem susceptível Rockefeller apresentou escore mediano de 4, valor próximo de 1, confirmando
sua natureza de população padrão de susceptibilidade. Os escores medianos das populações Coroado,
Praça 14, Monte das Oliveiras e Alvorada foram: 4, 6, 24 e 36, respectivamente (Tabela 1). As figuras de
1 a 5 mostram as respostas das populações expostas às duas concentrações do inseticida piretróide
deltametrina. Verifica-se nas populações Monte das Oliveiras e Alvorada, padrões de susceptibilidade
reduzida, enquanto às populações, do Coroado e Praça 14, similarmente à cepa Rockefeller, mostraram
susceptibilidade aumentada. Casos de resistência a deltametrina têm sido reportados em estudos
realizados em populações de A. aegypti na América Latina, identificada como fenômeno da resistência
cruzada, entre inseticidas pertencentes a uma mesma classe (Lazcano et al. 2009; Rodríguez et al.,
2007). Este processo é decorrente da pressão de seleção, onde os indivíduos mais adaptados
sobrevivem e proliferam, principalmente, em bairros com precário sistema de saneamento básico e
abastecimento de água, como os bairros Monte das Oliveiras e Alvorada.

Tabela 1. Resultado do produto dos scores entre as populações.

3.2. Análise Molecular

3.2.1.Teste DNA-diagnóstico para alelos Kdr
As figuras de 6 a 8 mostram os perfis eletroforéticos dos genótipos de indivíduos controle para a mutação
Kdr, de caráter recessivo, decorrente da troca de uma valina por uma isoleucina. Essa mutação tem sido
detectada em diferentes populações de A. aegypti do Brasil, nas quais sua frequência está sendo cada
vez mais crescente, nas populações desta espécie, conferindo resistência aos inseticidas piretróides
(Martins et al., 2009).
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Figura 8: Perfil eletroforético dos indivíduos controles com os
genótipos para mutação Kdr (Knockdown resistence).
Amostras: 1- Selvagem ( VAL/VAL); 2 – Heterozigoto (VAL/Ile);
3 – Mutante (Ile/Ile).; M – Marcador molecular (Gene Ruller
Ultra Low Range). Gel de acrilamida 10%, corado com brometo
de etídeo.

Apesar do pequeno número de amostras analisadas nas duas populações, foi possível identificar o alelo
para a mutação Kdr (Knockdown resistance) em dois indivíduos heterozigotos da população da Alvorada,
com uma frequência de 20%, confirmando a existência de resistência ao inseticida deltametrina
detectada pelo bioensaio (Figuras 5 e 7). No entanto, nenhum alelo para essa mutação foi detectado na
população da Praça 14 (Figura 8). É possível que aumentando o número de amostras esta frequência
seja bem mais elevada e o mutante recessivo seja detectado. Esta mesma mutação foi encontrada em
populações de A. gambiae, principal vetora do continente africano, por Martinez-Torres (1998). Conforme
Martins et al. (2009), esta mutação está situada no canal de sódio, domínio II, segmento IV, sítio 1016 do
A. aegypti. Nesta região do canal de sódio tem sido detectada outras mutações relacionadas também à
resistência aos inseticidas piretróides (Brengues et al. , 2003).
As populações brasileiras de A. aegypti tem sido reportadas como geneticamente estruturadas e com
níveis diferentes de resistência a inseticidas (Costa-Ribeiro et al., 2007). Este fato foi observado nessas
duas populações, mesmo sendo com pequena amostragem.

4.Conclusão
Das populações analisadas, a Alvorada foi a que mostrou resistência ao inseticida deltametrina, sob
condições de bioensaio simplificado, bem como a detecção do alelo para a mutação Kdr.  Assim, faz-se
necessário um controle mais rigoroso dos Órgãos de Vigilância e Saúde, principalmente, quanto aos
tipos de inseticidas e/ou a metodologia usada nesse controle.
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