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APRESENTACAO

O aumento dos indices da febre hemorrigica da dengue e
a circulagio simultdnea de mais de um sorotipo de virus sdo
suficientes para incluir a doenga entre os mais sérios problemas
de satde publica do mundo.

A dengue atinge 50 milhdes de pessoas por ano em 56 paises
com epidemias recorrentes e casos de severas endemias isoladas que
requerem um sistema de vigilincia epidemioldgica ativo. De acordo
com dados do Ministério da Saude, trés sorotipos de virus dengue
tém sido isolados (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) e a introdug¢io do
virus DEN-4 ja é realidade na regido Norte do pais.

Adicionalmente, as a¢des que visam controlar a doenga tém
sido baseadas em conceitos tecnicamente erroneos. Este é o caso
das medidas fundamentadas exclusivamente no controle quimico
do vetor da dengue, negligenciando fatores importantes que
modulam a dinimica da transmissdo da dengue, como a ocupagio
espacial, estilo de vida da populagio, condi¢bes de moradia e
preservacio ambiental.

Os programas de controle do vetor devem continuar.
Contudo, necessitam incluir a permanente mobilizagdo da
sociedade, dispor de recursos humanos suficientes e minimizar
os efeitos da contaminag¢do ambiental pelos inseticidas. Nesse
sentido, ressaltamos a importancia de se estabelecerem politicas
publicas que fomentem a parceria entre institui¢des de ensino
superior e de educacio bdsica a fim de que seja promovida a
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divulgacio do conhecimento, atualiza¢io de professores, melhoria
da qualidade do ensino e a conscientiza¢do da populagio sobre a
importéncia da prevengio e controle da dengue.

Diante do contexto apresentado, o livro “Pesquisa e
Educagio para a Sdude integradas na ag¢do contra a dengue” é
apresentado com os objetivos de: mostrar a magnitude e
severidade da dengue no Brasil, especialmente em Minas Gerais;
alertar para a necessidade da vigilincia epidemiolégica e
monitoramento dos sorotipos de virus dengue circulantes;
relacionar as dificuldades de controle do vetor, indicando os
efeitos do uso constante dos inseticidas na sele¢do de populagdes
resistentes do vetor e na contaminagio do ambiente; enfatizar
que a populagido (embora conheca os principais aspectos
relacionados aos sintomas, vetor e controle da dengue) nio
apresenta atitudes que contribuam eficazmente para a diminui¢do
dos niveis de infestagdo de Aedes aegypti; propor alternativas de
controle, pautadas na utilizagdo de inimigos naturais do
inseto vetor e na implantagio de ag¢bes comunitdrias de
educagio para satde.

Esclarecemos que a obra apresentada nio pretende ser um
manual de instrugées para o controle da dengue. Nés, enquanto
organizadores e autores desta obra, entendemos que o controle
dessa doenca é bastante complexo e que, enquanto ndo houver
uma vacina disponivel, somente uma agdo conjunta entre poder
publico, setor privado, instituicdes de pesquisa e a popula¢io
poderd ser capaz de controlar a doenga.

O presente livro destina-se a professores, universitarios e
profissionais da sadde, bem como a todos aqueles que tenham
interesse em conhecer os resultados de algumas pesquisas e agdes
relacionadas 4 epidemiologia, prevencio e ao controle da dengue.

Alguns termos da linguagem técnica estdo presentes no decorrer
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de cada capitulo de forma intencional, pois acreditamos que,
embora alguns leitores ndo tenham o vocabulario especifico para
os temas abordados, a obra tem exatamente a inten¢io de ser
um instrumento ‘enculturador’, ao transpor os conhecimentos
académicos a comunidade leitora.

Boscolli Barbosa Pereira

Rafael César Bolleli Faria
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CariTuLo 1

DETECCAO E TIPAGEM DE VIRUS DENGUE EM
AEpEs aecyprI (DIPTERA: CULICIDAE)

RESUITADOS DE UM ESTUDO DE MONITORAMENTO EPIDEMIOLOGICO
EM UBERLANDIA -MG

Denis Prudencio Luiz
Boscolli Barbosa Pereira

INTRODUCAO

A vigilancia virolégica para detec¢do do virus dengue no
mosquito vetor tem sido empregada no monitoramento
epidemiolégico como alternativa para prevengdo de surtos e
epidemias de dengue (KOW, KOON e YIN, 2001).

Muito tem sido estudado em rela¢do ao comportamento
do vetor e ao virus causador da dengue. Os mosquitos tornam-se
infectados pelo virus da dengue apés um repasto de sangue em
pessoas com doenga aguda. Do limen do intestino médio os
virus infectam as células epiteliais e, apés um periodo de 8 a 12
dias, dependendo da temperatura e de outros fatores, infectam
outros tecidos do mosquito, incluindo as glandulas salivares.
Quando essas estruturas sdo infectadas, o mosquito se torna um
transmissor do virus (FORATTINI; BRITO, 2003).

O periodo de incubagio do virus no hospedeiro definitivo
¢ de 3 a 14 dias ap6s a picada do mosquito. Apés o periodo de
incubagdo, o paciente apresenta um inicio agudo de febre
seguido por outros sintomas nio especificos, que podem durar
de 2 a 10 dias. Dessa maneira, um mosquito nio infectado pode
entrar em contato com o paciente infectado, e se comportar
como vetor na transmissdo da viremia para outras pessoas

(REITER, 2007).

13



DETECGCAO E TIPAGEM DE VIRUS DENGUE EM
ArDEs AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)

O virus dengue é pertencente a familia Flaviridae, do género
Flavivirus, seu material genético ¢ constituido de uma fitade RNA
simples, ndo segmentada e positiva (MONATH; HEINZ, 1996;
LINDBACK, 2003).

Quanto aos aspectos estruturais, o virus dengue mede de
40 a 50 nm, possui forma esférica e envelope com pequenas
projegdes na superficie. Os virus dengue sdo sensiveis ao calor
(56°C por 10 min), detergentes, desinfetantes clorados, radiagio
ultra-violeta, formaldeido e digestdo por tripsina e lipases
(CHANG, 1997).

Os virus dengue possuem 4 subtipos, a saber: DEN-1, DEN-
2, DEN-3 ¢ DEN-4. A circulagdo destes quatro subtipos
demonstra um quadro de hiperendemicidade, ou seja,
aparecimento de todos os tipos em um pais, atingindo
principalmente aqueles com clima tropical (HOLMES, 2006).

Embora exista considerivel conhecimento cientifico em
relagdo aos aspectos biolégicos do vetor, virologia do agente
causador e epidemiologia da dengue, a enfermidade ocorre
anualmente no Brasil.

Nesse sentido, a¢des preventivas sdo urgentes na medida
em que ainda ndo estd disponivel uma vacina capaz de imunizar a
populagio aos sorotipos dos virus dengue circulantes.

O conhecimento dos sorotipos circulantes numa localidade
¢ fundamental, pois se sabe que alguns virus causam manifestagoes
clinicas mais severas, fato observado mais comumente em locais
com circulagio simultinea de diferentes sorotipos
(BALMASEDA et al., 2006).

Felizmente, técnicas modernas de Biologia Molecular, como
a transcrigo reversa, seguida pela reagdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) tém sido utilizadas no diagnéstico de diversas doengas
infecciosas, revolucionando o diagnéstico destas enfermidades por
apresentarem consideravel rapidez, sensibilidade e especificidade.
Segundo Cabezas (2005) a RT-PCR é uma técnica eficiente e
versatil na identificagdo e caracteriza¢do de arbovirus em
investigagdes epidemioldgicas, pois permite a detec¢do em uma
infinidade de amostras (soro, tecidos de casos fatais, cultura de
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células, larvas de mosquitos e poo/s de mosquitos adultos),
permitindo a detec¢do de mosquitos infectados com o virus
dengue e a identificagdo do seu sorotipo.

Dessa forma, a adog¢do de medidas preventivas para que
surtos de dengue sejam evitados pode ser facilitada por meio do
monitoramento das taxas de infec¢do dos mosquitos. Populagtes
de mosquitos podem ser monitoradas em determinadas regides
e os vetores contaminados podem ter os sorotipos de virus dengue
identificados até seis semanas antes do comeco do surto (CHOW
etal., 1998; SAMUEL; TYAGI, 2006).

Foi nesse sentido que o presente trabalho objetivou
monitorar a ocorréncia dos sorotipos de virus dengue circulantes,
em mosquitos de diferentes regides da cidade de Uberlandia-

MG, por meio da utilizagdo da técnica de RT-PCR.

MATERIAL E METODOS
Captura dos mosquitos

As amostras dos mosquitos adultos de Aedes aegypti foram
coletadas com armadilhas do tipo Adultrap, conforme
recomendado por Donatti e Gomes (2007).

Estas armadilhas foram expostas em residéncias de
diferentes bairros de Uberlandia, de acordo com os dados
fornecidos pelo Levantamento Répido de Indices de Infestagio
pelo Aedes aegypri (LIRAa), realizado pelo Programa de Controle
de Febre Amarela e Dengue do Centro de Controle de Zoonoses
da cidade, que informou sobre as localidades a serem
monitoradas. Vale esclarecer que o LIRAa consiste na avaliagio
da presenca do mosquito vetor da dengue em estratos de 10 mil
iméveis ao longo de uma semana, permitindo um rdpido
diagnéstico da situa¢do entomolégica do municipio, com o
direcionamento de atividades de controle para dreas com maiores
indices de infestagio.
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DETECGCAO E TIPAGEM DE VIRUS DENGUE EM
ArDEs AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)

Os mosquitos foram coletados em 10 bairros da cidade de
Uberlandia, durante o periodo de janeiro de 2009 a margo de
2010. Os bairros foram selecionados de modo a abranger todas
as zonas geogrificas da cidade (Zona Norte, Zona Sul, Zona
Leste, Zona Oeste e Setor Central).

Apés a captura dos insetos, as armadilhas foram levadas
ao laboratério para identificagio das espécies pertencentes ao
género Aedes. Em seguida, os mosquitos vivos foram atordoados
por exposi¢io a temperatura de -20°C, colocados em microtubos
identificados quanto a espécie, género, data, bairro e,
posteriormente, agrupados em pools de 10 mosquitos e
armazenados a -70°C até o momento das andlises.

Extracio de RNA e RT-PCR

Os conjuntos de 10 mosquitos foram macerados em tampdo
fosfato pH 7,4 (PBS), enriquecido com albumina bovina. A
extragio do RNA viral foi realizada pelo método TRIZOL LS
REAGENT (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com as
especificagbes do fabricante.

A reagio de amplificagdo que combinou a transcri¢io reversa
do RNA viral com a subseqiiente amplificagio de DNA pela
enzima 74q polimerase ocorreu em duas etapas. A primeira etapa
consistiu na amplifica¢io de um fragmento de 511 pb para
confirmagio do grupo Flavivirus. Na segunda etapa, a rea¢io de
amplificagdo continha primers especificos para a identificagdo dos
sortipos do virus dengue. Para a realizagdo de ambas as etapas
foram utilizados os seguintes reagentes: 5,0uL. de RNA extraido,
50mM KCI, 20mM de Tris (pH 8.4), 1,5mM MgCL, 200uM de
cada um dos quatro deoxinucleotideos trifosfatos, 5SmM DT'T,
20puM de cada primer (Tabela 1), 1,25U de transcriptase reversa,
1,25U de Taq polimerase. O volume final para cada reagio foi de
50pL. A mistura foi incubada em termociclador (PTC-100
Programmable Thermal Controller) programado para 1 ciclo a
42°C por 1 h; 30 ciclos a 94°C por 35 s,55°C por 1 min, 72°C

por 2 min e um ciclo final a 72°C por 10 min.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na
amplificacdo e tipagem dos virus dengue.

Iniciador Sequéncia Fragmento
amplificado (pb)

D1 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAGAAACCG-3' 511

D2 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3 511

TS1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3' 482 (D1 e TS1)
TS2 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’ 119 (D1 e TS2)
TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3 290 (D1 e TS3)
TS4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3 392 (D1 e TS4)

Posteriormente, foi realizado um segundo ciclo com
primers especificos para cada sorotipo viral (T'S1, TS2, TS3 e
'T'S4) que amplifica fragmentos de 482 pb, 119 pb, 290 pb e 392
pb para os sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4,
respectivamente (Tabela 1). Os primers especificos usados no
presente trabalho tém como regido alvo a confluéncia dos genes
C/ptM (LANCIOTTI et al., 1992).

Os produtos da RT-PCR foram analisados por eletroforese
(40 min a 120 V) em gel de agarose 2,0% em tampio TBE (Tris
0,089 M; écido bérico 0,0089 M e EDTA 0,002M, pH 8,3),
corado com brometo de etideo e fotografado em um
transiluminador ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foram coletados 1287 vetores da
espécie Aedes aegypti, sendo 960 fémeas e 327 machos. Somente
as fémeas foram utilizadas para a realizagdo das andlises de
sorotipagem, de maneira que estas foram agrupadas em pools de
10 mosquitos/pools de acordo com a espécie, sexo, local e data de
coleta, totalizando 96 pools.

Dentre as amostras analisadas por RT-PCR, foram
identificados 31 pools positivos (310 mosquitos), os quais
apresentaram positividade para os sorotipos DEN-1, DEN-2 e
DEN-3. Houve significativo predominio de pools positivos que
estavam infectados por DEN-1. Nio foi identificada nenhuma
amostra positiva para DEN-4. Também néo foram encontrados
pools co-infectados por dois ou mais sorotipos (Tabela 2).
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DETECGCAO E TIPAGEM DE VIRUS DENGUE EM
AkepEs AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)

Tabela 2. Resultados da RT-PCR para tipagem dos virus

presentes nos pools de mosquitos testados.

Pools positivos*

Sorotipo N° %
DENV-1 21 67,7
DENV-2 8 25,8
DENV-3 2 6,4
DENV-4 0 0

*A positividade geral é de 32,3% e foi calculada pela razio entre o nimero de

pools positivos e o total de pools analisados (31/96).

Como mostra a Tabela 3, foram coletados mosquitos
Aedes aegypti em todas as zonas geogrificas da Cidade de
Uberlandia, sendo que em todas elas também foram
encontrados mosquitos infectados. A positividade geral de
mosquitos Aedes aegypti infectados na Cidade de Uberlandia
toi de 32,3%, sendo que as zonas Norte (56,7%), Leste (26,3%)

e Sul (22,2%), apresentaram os maiores indices.

Tabela 3. Frequéncia de Aedes aegypti infectados por zona
geografica da cidade de Uberlandia, MG.

Zona de Coleta Pools positivos de Aedes aegypti
N° (%) Total

Zona Norte 17 (56,7) 30

Zona Sul 2 (22,2) 9

Zona Leste 5 (26,3) 19

Zona Oeste 4 (20,0) 20

Setor Central 3(16,7) 18

TOTAL 31 96

Com relag¢io aos sorotipos circulantes no pais, dados do
Ministério da Saude (2010) informam que entre 2002 e 2006
houve predominio do sorotipo DEN-3 do virus da dengue. Entre
2007 e 2009 foi observada uma alteragdo no sorotipo
predominante, com a substitui¢do do sorotipo DEN-3 pelo
sorotipo DEN-2. A recirculagdo de DEN-2 no pais nos tltimos
anos foi responsavel pelo aumento da proporg¢ao de formas graves
da doenga, especialmente em criangas e adolescentes que ainda
nio haviam entrado em contato com esse sorotipo

(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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As atividades de monitoramento da circulagio dos
sorotipos do virus dengue realizadas nesse estudo demonstram
a circulag¢do dos sorotipos DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-3.
Sobretudo, cabe destacar a presenga do sorotipo DENV-1 em
maior propor¢io de isolamento em relagdo aos demais sorotipos
nas zonas geograficas avaliadas.

Os resultados de nosso estudo alertam para a possibilidade
de grande circulagio de DEN-1 no estado mineiro,onde a populagio
ndo esteve em contato com esse sorotipo desde o inicio da década.

Este aspecto provavelmente esta repercutindo diretamente
na situagio epidemioldgica do estado Minas Gerais. Até a
semana 17 do ano de 2010 foram registrados, no Brasil, 737.756
casos notificados de dengue, segundo dados divulgados pela
Secretaria de Vigilincia em Satide em trabalho conjunto com as
Secretarias Municipais e Estaduais de Satde (MINISTERIO
DA SAUDE,2010). A regido Sudeste acumula 50,1% (369.836)
dos casos notificados no pais, sendo que Minas Gerais se destaca
por apresentar 158.207 casos notificados, com incidéncia de 789,7
casos por 100 mil habitantes.

Comparativamente, foi possivel observar que as 17
primeiras semanas de 2010 apresentaram um aumento de 175,5%
dos casos notificados de dengue, passando de 57.429 casos em
2009 para 158.207 em 2010.

Dessa forma, a repercussio da recirculagio do DENV-1
deve ser acompanhada de perto pela vigilincia da dengue em
todos os niveis do sistema, uma vez que pode causar epidemias
em virtude da baixa circulagdo desse sorotipo ao longo dessa
década. Assim, o monitoramento da circulagio viral em vetores
com a técnica de RT-PCR permite identificar com antecedéncia
e confiabilidade os niveis de disseminagio do virus, e se faz
extremamente necessdrio no Estado de Minas Gerais devido ao
reaparecimento do sorotipo DEN-1, ajudando a determinar os
locais para aplicar as politicas publicas de controle.

De fato, apés o término de nossa pesquisa que apontou a
recirculagio do sorotipo 1 do virus da dengue observada em 2009,
foi observado um cendrio de alta transmissdo da doenga ao longo
de 2010, dando inicio a um novo ciclo da doenca no Brasil.
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INTRODUCAO

Em paises como o Brasil, onde o clima e os hdbitos urbanos
oferecem condi¢des 6timas para o desenvolvimento e proliferacio
de seu principal vetor (FORATTINI, 1999), o mosquito Aedes
aegypti, a dengue configura-se como um grave problema de satde
publica.

O controle convencional do vetor da dengue, realizado pelos
programas publicos, integra a utiliza¢do de inseticidas
industrializados com estratégias de manejo ambiental. Dentre
os inseticidas frequentemente empregados, destacam-se o
organofosforado temefés (TE) e o piretréide cipermetrina,
utilizados, respectivamente, no controle de larvas e adultos
(CARVALHO et al., 2004).

O uso freqiente de temefés pode levar a selecio de
populagdes do mosquito resistentes ao inseticida
(KARUNARATNE; HEMINGWAY, 2001), favorecendo o
aumento das populagées de 4. aegypti e dos indices de casos de
dengue (MARCORIS et al., 1999; CAMPOS; ANDRADE,
2001). O numero de casos de resisténcia aos inseticidas estd
aumentando em paises da Asia e Américas Central e do Sul,

especialmente, no Brasil (CARVALHO et al., 2004).
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A detoxifica¢io ou metabolismo é um dos mais estudados
processos de resisténcia de insetos a inseticidas. Virias enzimas e
sistemas enzimaticos estdo envolvidos como as oxidases, esterases
e transferases (HEMINGWAY, 2000). Essas enzimas permitem
a0 inseto converter o inseticida em uma forma nio téxica ou
elimind-lo rapidamente do organismo.

Para tentar superar os problemas de resisténcia dos insetos
aos inseticidas, sinergistas, como o butéxido de piperonila (PBO),
tém sido amplamente empregados. Os sinergistas agem como um
substrato alternativo, competindo com o inseticida e reduzindo a
detoxificagdo. Sinergistas também agem inibindo alostericamente
outros sitios enzimdticos em esterases e oxidases multifuncionais
(MFO), minimizando a quantidade de inseticida necessaria para
o controle dos insetos e os niveis de contaminag¢do ambiental dos
residuos inseticidas (GUNNING et al., 1999)

Virios trabalhos demonstraram o sucesso do uso de
sinergistas no controle de insetos pela a¢do inibidora da atividade
esterasica e de MFO_em linhagens resistentes (SAMSON et al.,
1990; LORINI; GALLEY,2000). Entretanto, sdo raros os estudos
que envolvem a agio desses sinergistas em 4. aegypti.

O objetivo deste estudo foi determinar o envolvimento de
esterases na resisténcia de larvas de Aedes aegypti ao TE, testando
os efeitos de PBO na toxicidade do inseticida ao avaliar os padrdes
de atividade esterdsica em linhagens suscetiveis e resistentes do
mosquito.

MATERIAIS E METODOS
Material biolégico

Amostras das linhagens suscetiveis ou resistentes de Aedes
aegypti foram fornecidas pelo Centro de Controle de Zoonoses
de Uberlandia. Para a realiza¢io dos experimentos foram
utilizadas larvas no estidgio L4 de desenvolvimento de Aedes
aegypti como estabelecido pela Organizag¢do Mundial da Saide

(WHO, 1992).
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Linhagens de Aedes aegypti

Para a confirmacio das diferengas de resisténcia entre as
linhagens, as larvas foram submetidas 4 dose diagnéstica de 0,012
mg/L de TE, segundo metodologia padronizada pela Organizagio
Mundial da Saade (WHO, 1981). Quando a taxa de mortalidade
toi igual ou superior a 98%, a populagio foi considerada suscetivel;
populagdes que apresentaram taxa de mortalidade entre 80 e 98%
foram submetidas a repeti¢do do teste para confirmagio;
populagbes em que as taxas de mortalidade foram iguais ou
menores que 80% foram consideradas resistentes.

Pré-tratamento com PBO e exposi¢ido ao TE

Grupos suscetiveis ou resistentes de larvas L4 foram pré-
tratadas com solu¢bes de PBO diluido em acetona em virias
concentragdes (0,125; 0,25; 0,5; 1 e 2%) por 24 horas e expostos
a concentragio diagnéstica de 0,02 mg/L de solugio aquosa de
TE. Para cada teste, grupos de 10 larvas foram expostos em placas
de Petri com 40 mL da concentragio diagnéstica de 0,02 mg/L
de solugio aquosa de TE, enquanto os grupos controles foram
expostos somente a 40 mL de d4gua. A mortalidade das larvas foi
avaliada durante 2 h de exposicio.

Atividade esterdsica

A atividade esterdsica de extratos de larvas pré-tratadas
com diferentes concentragées de PBO e expostas ao temefds
em trés tempos de exposicio diferentes foi determinada com 4-
naftil acetato como substrato para o uso da técnica em placas de
microtitulagio (DEVONSHIRE, 1986) com modificagdes de
Pruett e outros (2000). As esterases foram extraidas por
pulverizagio das larvas (grupos de 10 larvas foram utilizados
para cada teste ou controle) em 100 pL. de tampdo de extragdo

(tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0). O sobrenadante
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obtido da centrifugagio (4°C, 15.000 G, 15 min) foi coletado e
diluido na propor¢io 1:50 com o tampio de extragdo. As amostras
diluidas (50 pL) foram incubadas com 150 pL de tampio de
extragdo contendo d-naftil acetato 0,5 mM por 30 min a 30°C
em local escuro por 15 min. Em seguida, 50 uLL de tampdo de
extra¢do contendo 0.15 % de o-dianizidina e 1,75% de dodecil
sulfato de sédio foi adicionado. Os valores de densidade 6ptica
foram mensurados em leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus
MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) utilizando filtros de
450 nm.

Os valores de densidade éptica foram convertidos em
micromoles de naftol por minuto por mg de proteina (mmol.mg"
L.min prot.) de acordo com uma curva padrio, utilizando-se o
programa Microplate Manager PC versio 4.0 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, EUA).

Analises estatisticas

As taxas de mortalidade das larvas foram comparadas entre
as linhagens suscetivel e resistente, utilizando-se o Teste do Qui-
quadrado para heterogeneidade entre as populagdes. Por meio
da combinagio dos testes de Tukey e Kramer HSD, os indices
de atividade esterdsica foram comparados entre as linhagens
suscetivel e resistente nos diferentes perfis de exposi¢io as cinco
concentra¢des de TE testadas. Para todos os testes, valores de P
inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos (CALLEGARI-JACQUES, 2006).
RESULTADOS

Susceptibilidade e resisténcia ao TE: efeitos de PBO na
toxicidade de TE

Os resultados da exposi¢do a concentragio diagndstica de

0,012 mg/L de temefés em 2 h de exposigio das larvas de Aedes
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aegypti das linhagens suscetiveis e resistentes nos testes controles
(sem pré-tratamento com PBO) e nos testes experimentais (com
pré-tratamentos em diferentes concentracées de PBO) sio
mostrados na Tabela 1.

No controle realizado somente com dgua nio houve morte
em qualquer das linhagens estudadas. Larvas da linhagem
suscetivel expostas 4 dose diagnéstica de 0,012 mg/L de temefds
sem pré-tratamento com PBO apresentaram alta taxa de
mortalidade (98%), porém as larvas da linhagem resistente
apresentaram 51,3% de mortalidade.

Os resultados dos bioensaios com constante concentragio
de temefé6s (0,012 mg/L) aplicadas as larvas pré-tratadas com
concentragdes varidveis de PBO revelaram que as larvas da
linhagem suscetivel ndo apresentaram alteracoes significativas
nas taxas de mortalidade. Entretanto, as larvas do grupo resistente
apresentaram mortalidade significantemente diferente (p< 0,05)
do grupo controle para as concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% de
PBO nos pré-tratamentos, sendo que as maiores taxas de

mortalidade foram obtidas com o pré-tratamento de 1% de PBO.

Tabela 1. Percentual de mortalidade de larvas de A. aegypti nos

controles e testes com concentragdes diferentes de PBO.

Lanires lestes
TE {0012 mpL} apés préstratamento com PEO (%)
TE
Agua (00012 125 0,25 03 1 2
'L
Linhagem | I o I | I M
Juscetivel ¥ YE (LU kL 1] 1{H} EL
Resisiente I 313 52 B3 TG “ins a3

M= mortalidade das larvas (%)iferenca ao nivel de significancia de 5%,
ddiferenca ao nivel de significancia de 1% 150 - TesteX?de
heterogeneidade entre populacées.
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Tabela 2 Atividade esterasica de larvas das linhagens suscetivel
ou resistente tratadas com concentracdes diferentes de PBO em
diferentes tempos de exposicao.

Linhagem

Tempo PR Resistente Suscetivel
(min} (%) immol.mg ' _min” prot.) ‘immaol.mg”.min” prot.)

30 0 339 (164) {0} 410 (144) 10

0,125 436 (K9} 10] 02 (67 {0}

0,25 367 (01} 10 398 (84) 10}

0,5 F53 51} 40) 37T (54) 40}

1 3T (TT) 0] 363 (49) {0}

2 362y 41} JA9(THp 41}

50 0 39S (231) {0 315 (103) {1}

0,125 321 (RT) {0) 279 (51) {0}

0,25 277 l:bl'l"ll'.l; 277 (32) {0}

05 281 (36)°{0) 200 {90)° i)

1 163 (661" 1] 198 (101071}

2 329 (85) 4 292 (Sa) 0

120 ] A2 (156) {0} 424 (129 {0

0,125 375 (58) 10] 431 (69) {0}

0,25 10530y 375 (71) 0

0,5 M3 (T2 302 (58)° 0]

1 246 (55)7(1} 271 (4377 {0}

2 355 (06} 10) 360 (72 {0}

*M¢édia (desvio padrio), ® diferenca ao nivel de significincia de 5%; n= 10.
Teste de Tukey-Kramer; {ntimero de mortes na condigdo avaliada}.
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Efeitos de PBO na atividade esterdsica

Os valores de atividade esterdsica em larvas das linhagens
suscetivel ou resistente tratadas com cada uma das cinco
concentracoes diferentes de PBO e os respectivos grupos
controles (tratados somente com solvente) em trés diferentes
tempos de exposi¢do (30,60 e 120 min) sdo mostrados na Tabela
2. Nio houve diferenca (p> 0,05) entre os valores de atividade
esterdsica dos grupos controle (nio tratados com PBO) dentre
os individuos da linhagem suscetivel e também dentre os
resistentes nos trés tempos diferentes de exposi¢do. Os valores
da atividade esterdsica em larvas resistentes expostas a 0,25; 0,5
e 1% foram significantemente menores do que os do grupo
controle quando o tempo de exposi¢io foi estendido para 60 e
120 min (p< 0,05). Para as larvas suscetiveis, somente as
concentra¢cdes de 1 e 2% de PBO em 60 ou 120 min foram
efetivas para reduzir significativamente a atividade esterdsica no

grupo (p< 0,05).

DISCUSSAO

Em insetos, inseticidas organofosforados sio detoxificados
por algumas enzimas como colinesterases, transferases e oxidases
que atuam reduzindo a quantidade de moléculas de
organofosforado livre ou hidrolisando-as (TERRIERE, 1984;
KALISTE-KORHONEN et al., 1998). O metabolismo ou
detoxificagio ¢, provavelmente, o mecanismo mais estudado de
resisténcia de insetos a inseticidas. Sinergistas tém sido
empregados na tentativa de superar o problema de resisténcia
em diversas pragas e vetores (WILSON et al., 1999; YOUNG
et al., 2005; BECKEL et al., 2006).

Neste estudo, nés demonstramos que o PBO, nas
concentra¢des de 0,25; 0,5; 1 e 2% aumentou a toxicidade de
temefGs sobre as larvas da linhagem resistente de 4. aegypti, sendo

29



RESISTENCIA DE Acdes acgypti
(DIPTERA: CULICIDAE) AO TEMEFOS

que os maiores efeitos foram encontrados na concentragio de
1% de PBO, em que houve um acréscimo de 39,3% na
mortalidade das larvas em relagdo ao grupo controle.

De acordo com os resultados obtidos pela andlise da
atividade esterdsica nas populagdes resistentes, é possivel inferir
que o efeito sinergista de PBO na toxicidade de temefés ocorreu,
pelo menos parcialmente, devido ao decréscimo da atividade
esterdsica geral destas populagdes, porém o efeito inibidor da
atividade esterdsica ndo foi considerado dose-tempo dependente
em ambas as linhagens de larvas. Além disso, como a resisténcia
nio foi completamente suprimida, é possivel presumir que outro
mecanismo, além do aumento da atividade esterdsica possa
também estar envolvido na resisténcia dessas populacoes.

As larvas da linhagem resistente, pré-tratadas com PBO
2%, apresentaram menor mortalidade que as larvas pré-tratadas
com PBO na concentragio de 1%. Esta redu¢ido na taxa de
mortalidade pode ser explicada por um efeito antagonista de
PBO devido a uma provavel ativagdo metabdlica do citocromo
P450 responsével pela inibicdo de PBO, visto que existem
isoformas de citocromos P450 responséveis pela inibi¢do de
organofosforados e de PBO (SCOTT; WEN, 2001).

O PBO pode atuar como um inibidor de P450,
suprimindo a bioativagio de TE e reduzindo a toxicidade do
organofosforado. Foi demonstrado neste estudo que PBO
reduziu a toxicidade de TE, mas somente na mais alta
concentra¢do. PBO nio teve efeito significativo na toxicidade
de TE na concentragio de 0,125%. Entretanto, PBO sinergizou
de forma crescente a toxicidade nas concentragoes de 0,25% 2
1%. A taxa de sinergismo de PBO foi mais alta nas concentragdes
de 0,5% e 1% para a linhagem resistente, mas sofreu uma redugio
na concentragio de 2%.

Este resultado pode ser explicado pela existéncia de uma
resisténcia metabdlica baseada no citocromo P450 na linhagem
resistente. E sabido que multiplos isomeros de P450 existem
em muitas espécies de artrépodes e todos sdo substrato-

especificos (LI et al., 2006). Alguns isdbmeros de P450 podem
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ser responséveis pela ativagio de TE enquanto outros estdo
envolvidos na detoxificagdo metabdlica por serem muito mais
sensiveis a inibi¢do de PBO do que os primeiros. Isto explica
como PBO sinergizou a toxicidade de TE nas concentrages
mais baixas (0,25; 0,5; e 1%) e a inibiu na concentragio mais
alta (2%). Na concentragio de 2%, os isdbmeros responséveis pela
bioativa¢io de TE tiveram seu efeito aumentado, anulando parte
do efeito dos isdmeros envolvidos na detoxificagio metabdlica
(KOTZE; SALES, 1995; LI et al., 2005; PISANI-BORG et
al., 1996; SABOURAULT et al., 2001; SIEGFRIED;
SCHARE, 2001).

Os efeitos diferenciais de PBO sobre a toxicidade dos
inseticidas nas linhagens resistentes observados nesses estudos
foram atribuidos aos efeitos inibitérios de PBO em diferentes
isdbmeros de P450 envolvidos na ativagio ou detoxifica¢io das
moléculas de organofosforados.

Para a linhagem suscetivel, os pré-tratamentos com PBO
ndo conferiram alteragdes nos niveis de toxicidade, pois é provavel
que os individuos desta populagdo tenham expressado sua
tolerancia normal ao inseticida (GUNNING et al., 1999).

Os resultados dos ensaios toxicolégicos e de esterases
realizados em mosquitos da linhagem resistente indicaram que
a habilidade de sobrevivéncia destes insetos estd associada com
a maior expressido de esterases. Resultados similares foram
encontrados em outros ensaios que envolveram outras classes
de organofosforados (SABOURAULT et al. 2001;
SIEGFRIED; SCHARE, 2001; ZHOU et al., 2004).

Efeitos semelhantes aos apresentados nesse estudo foram
encontrados em diferentes ensaios em que baixas concentragdes
de PBO sinergizaram os efeitos de organofosforados a diferentes
espéces de insetos (BECKEL et al., 2006; LI et al., 2003; 2006;
WILSON et al., 1999).

O elevado nivel de sinergismo de PBO 1% nos efeitos
larvicidas de temefés tem uma importante aplicagdo no controle

de larvas de A. aegypti.
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INTRODUCAO:

As estratégias para o controle do principal vetor da dengue,
Aedes aegypti Linnaeus, 1762 estido fundamentadas na utilizagdo
de produtos quimicos e bioldgicos integrada a programas de
manejo ambiental. Os programas publicos que visam controlar o
mosquito utilizam vérios inseticidas, dos quais se destacam os
organofosforados. O organofosforado temefés (TE), utilizado
no controle de larvas de Aedes, tem sido empregado continuamente
(CAMPOS; ANDRADE, 2001).

Os principais efeitos causados pelos organofosforados estao
relacionados, primeiramente, 4 inibi¢do da acetilcolinesterase, uma
importante enzima do sistema nervoso que, quando inibida,
provoca acimulo de acetilcolina nas sinapses com consequente
colapso do sistema nervoso, resultando na morte do organismo
contaminado. Os efeitos secundérios, porém muito relevantes, sao
resultantes da genotoxicidade dos organofosforados. O efeito
genotdxico é causado por lesdes no DNA, incluindo quebras, bases
modificadas e eventos de perdas de cromossomos durante a divisao
celular (CAKIR; SARIKAYA, 2005).

O desenvolvimento de biomarcadores baseados em respostas
biolégicas de organismos tratados com poluentes vem sendo
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amplamente utilizado para monitorar os efeitos da exposi¢io a

contaminantes (GARCIA et al., 2000).

A inibi¢do de colinesterases é um biomarcador muito
utilizado para indicar os efeitos da exposi¢do a inseticidas
(MONTEIRO et al., 2005). Outro biomarcador amplamente
empregado é o Teste de Microntcleo (TMN). O TMN com
peixes revelou ser uma eficiente técnica para determinar o
potencial genotéxico de agentes quimicos poluidores
(BOLOGNESI etal.,1999; GRISOLIA ; STARLING, 2001).

Inseticidas ndo afetam somente organismos alvos, como
também provocam efeitos em outros organismos e até mesmo
na espécie humana (TTTENKO-HOLAND et al., 1997). Ao
atingir os ambientes aqudticos, os organofosforados afetam os
organismos alvo e nio alvo, alterando a estrutura dos
ecossistemas, matando, inclusive, os predadores naturais das larvas
de 4. aegypti (DAS; ]OHN 1999 PINA-GUZMAN et al.,
2006). Além disso, o uso frequente de organofosforados pode
selecionar populagdes de mosquitos resistentes ao inseticida
(KARUNARATNE; HEMINGWAY, 2001), favorecendo o
aumento das populagdes de A. aegypri, dos indices de casos de
dengue (MARCORIS et al., 1999; CAMPOS; ANDRADE,
2001) e da desestabiliza¢io dos ecossistemas que atingem.

Os efeitos dos inseticidas em animais néo alvos vdo desde
alteracoes fisiolégicas, relativamente simples, até a morte do
organismo. Adicionalmente, a exposi¢do as concentragdes
subletais dessas substincias pode induzir mudangas em niveis
individuais, que implicardo em altera¢ées nos parimetros
populacionais. A energia empregada na detoxificac¢io e o estresse
causado pelas doses subletais causam mudangas no metabolismo
do organismo, alterando a sobrevivéncia e reduzindo a
reprodutividade das populagdes afetadas (DUQUESNE, 2006).

Estudos que envolvem marcadores para contaminagio
individual, populacional e do ambiente sdo relevantes por
fornecerem pardmetros que possibilitam avaliar e predizer os
efeitos da propagacio de inseticidas em sistemas biolégicos,
mostrando os possiveis impactos em diversas populagdes.

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do
tratamento com diferentes exposi¢cdes dose-tempo de Temefds
em Poecilia vivipara, por meio do Teste de Micronicleo (TMN)
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e da andlise do perfil esterdsico com caracterizagio de esterases
pelo uso de inibidores especificos.

MATERIAL E METODOS:
Material biolégico

Os peixes (Poecilia vivipara), popularmente conhecidos
como “barrigudinhos”, utilizados neste trabalho foram
mantidos em reservatério artificial na Universidade Federal
de Uberlindia. Para os testes de micronucleo e de inibi¢do da
atividade esterdsica, foram selecionados peixes de mesma idade
(aproximadamente 60 dias), sexo, dieta, tamanho e peso. Os
peixes destinados a andlise de esterases foram decapitados e
suas cabecas foram preservadas a temperatura de -80°C até o
momento da andlise.

Quimicos

Amostras do inseticida organofosforado Temefds
(Abate®, Cianamida, Brasil) foram obtidas pelo Centro de
Controle de Zoonoses de Uberlindia - MG.

Os inibidores sulfato de cobre 1 mM, malation 0,4 mM
e sulfato de eserina 1 mM e os substratos & e & naftil-acetatos
foram utilizados para caracteriza¢io e identificacdo das
esterases.

Exposigiao Dose-Tempo

Foram preparados aqudrios com diferentes concentragdes
de TE. As concentrag¢des testadas foram de 0.005,0.01, e 0.02
(mg/L) e os tempos de exposi¢io foram de 0, 24,48, 72,96,120
e 144 horas. Para aclimatizagio, os peixes foram mantidos nos
aqudrios por sete dias antes do tratamento, sob temperatura
ambiente e pH controlado em 7,4.
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Atividade esterdsica em gel de poliacrilamida

As cabegas dos peixes tratados com TE e dos ndo tratados
(Controle) foram maceradas em nitrogénio liquido e 400 pL de
tampdo fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,5), contendo glicerol 10%,
azul de bromofenol 0,001%, sacarose 20%, EDTA 0,001 M e
Triton X-100 0,5%. O sobrenadante obtido de centrifugagio (4°
C,15.000 G, 15 min) foi removido e usado na anélise das esterases.

O conteddo protéico das amostras foi determinado, em
triplicata, pelo método de Bradford (1976), utilizando
soroalbumina bovina como padrio e realizando leitura a 595 nm
em espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro — Amersham
Biosciences). Foram aplicados 10pg de cada amostra no gel de
poliacrilamida. A eletroforese foi realizada em quatro horas a 4°
C, com voltagem constante de 100V e solu¢do 0,1 M de tris-
glicina (pH 8,3) como tampio de corrida. Apés a realizagio da
eletroforese, a atividade foi detectada pela incubagio do gel por
60 min no escuro 2 37° C em tampio fosfato de s6dio 0,1 M (pH
6,5), contendo 3,2 mM de a e b naftil-acetatos e 2,4 mM de Fast
Blue BB.

Caracterizagao das esterases

Para caracteriza¢do das esterases encontradas no gel de
poliacrilamida, foram utilizados os inibidores sulfato de cobre 1
mMM, malation 0,4 mM e sulfato de eserina 1 mM e os substratos
a e & naftil-acetatos. Para cada inibidor, solugées estoque foram
preparadas em 4gua ultrapura ou etanol, conforme apropriado.
De cada inibidor, 5 pL de cada solugio estoque foi incubada com
495 pL do extrato enzimatico por 30 min a 25 °C, antes da adi¢ao
dos substratos. Foram feitos controles com dgua ultrapura e etanol.

O Teste de Microntcleo

O sangue dos peixes foi coletado por pun¢io caudal,
utilizando seringa heparinizada com capacidade para 1 mL e
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agulha de parede fina (UDROIU, 2006). Cada amostra foi
imediatamente submetida a técnica de esfregago em lamina para
microscopia de luz. O esfregaco foi fixado em metanol puro por
15 min, seguido de colora¢do com Giensa 10% solubilizado em
tampao Sorensen (Na,HPO, 0,06 M; KH,PO, 0,06 M, pH 6,8)
por 10 min. Foram analisados 2000 eritrécitos por individuo
quanto 2 freqiiéncia de microndcleos (MN). A freqiiéncia foi
expressa em numero de microntcleos por mil eritrécitos
analisados, em cada amostra. Foram aceitos como microntcleos
os fragmentos circulares que equivaleram a cerca de 1/3 do nicleo
principal e que apresentaram mesma coloragio, intensidade e
estiveram desconectados deste.

Anilise estatistica

As frequéncias de micronucleos nas diferentes doses de
TE com tempos de exposi¢do varidveis foram comparadas
estatisticamente pela andlise de varidncia (ANOVA, Tukey). Os
valores de densidade 6ptica absoluta das bandas de esterase
encontradas em todos os tempos de tratamento na dose
diagnéstica de 0,01 mg/L foram comparados entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis, Dunn. Para avaliar a correlagio entre as taxas
de MN e a expressdo das esterases na dose diagnéstica de 0,01
mg/L de TE com exposi¢io de 24,48, 72,96, 120 e 144 horas,
toi aplicado o Teste de correlagdo de Pearson. Para todas as
andlises, valores de P menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes (ZAR, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificando-se a freqiiéncia de micronucleos nos diferentes
tempos de exposicdo para cada dose, observa-se que no grupo
Controle (sem tratamento com TE) as taxas de MIN nio variaram
com o aumento dos tempos de exposi¢do. Na dose de 0,5 mg/L,
as maiores freqiiéncias de MN ocorreram com 72 e 96 horas de
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exposi¢ido (P< 0,05). Com o tratamento de 0,01 mg/L, as
freqiéncias de micronucleos foram significantemente maiores
com 72,96 e 120 horas de exposi¢do. Para o tratamento com TE
na concentragio de 0,02 mg/L, a maior freqiéncia de
micronucleos ocorreu com 72 horas de exposi¢io, sendo que estes
valores diferiram significativamente das taxas apresentadas com
120 e 144 horas de exposi¢do (Tabela 1).

A freqiiéncia média de micronucleos nas diferentes doses
de tratamento com TE para cada periodo de exposi¢io foi
semelhante nos diferentes tempos. As maiores quantidades de
MN ocorreram no tratamento com TE na concentragio de 0,02
mg/L, que diferiram, significativamente, das taxas apresentadas
nas doses de 0,005 mg/L, 0,01 mg/L (estas nio diferiram entre
si) e do controle, que apresentou freqiéncias médias
estatisticamente inferiores as do grupo tratado com TE.

Tabela I. Freqiiéncia média de microndcleos (média por 1000
células + Desvio Padrio) detectada em eritrécitos de Poecilia
vivipara nos diferentes tempos de exposigdo de cada dose de
tratamento de TE.

TE] Exposigho (horas)
(mg/L) 24 48 T2 [ 120 144

0000 0A0+041a  030+0418 D50+0418 0300008 037+0410 050+048,
0005 LA2+0480  23T+025m 26240480 26240482 23740250 175 +0.29p
0010 17540200 225+0650 28740250 2754020 26240480 2254029k

0020 400 +041ake 450+041ah 4T75+0650 43T+04800 37540290 350+041¢

Meédias com diterentes letras, na mesma linha, sdo significativamente

diferentes (ANOVA, Teste de Tukey; P< 0,05).

Como mostrado na Figura 1, apenas as bandas EST-1 e
EST-8 foram detectadas em todos os tempos de exposigio dos
peixes a concentragio diagnéstica de 0,01 mg/L de TE. Os
valores de densidade 6ptica das bandas EST-1 e EST-8 foram
determinados pelo programa ImageMaster (Pharmacia
Biossystem). As medidas das densidades épticas de cada banda
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foram comparadas entre si quanto aos efeitos do tempo de
exposi¢io dos animais ao TE. A EST-1 apresentou atividade
significativamente superior ao controle nas exposi¢oes de 120 e
144 horas, enquanto que a EST-8 apresentou atividade
significativamente menor que o controle nas exposicoes de 72 e
96 horas.

Para a caracterizagio das esterases EST-1 e EST-8, foram
utilizados os inibidores sulfato de cobre 1 mMM, malation 0,4 mM
e sulfato de eserina 1 mM e os substratos & e & naftil-acetatos. O
padrdo de bandas ndo apresentou diferengas entre os diferentes
substratos. A caracterizagdo bioquimica por meio dos inibidores
indicou que a enzima EST-1 é classificada como carboxilesterase,
e que a EST-8 ¢ classificada como uma enzima da classe das
colinesterases.

Nio existe evidéncia estatistica de correlagdo entre a
atividade da enzima EST-1 e a freqiiéncia média de micronucleos
para o tratamento com TE (0,01 mg/L) nos periodos de exposi¢io
estudados (r = 0,228652; P >0,05). Entretanto, uma correlagio
negativa, estatisticamente significativa (r = -0,89046; P <0,05),
ocorreu entre a freqiiéncia de micronucleos e a atividade de EST-
8 nas condi¢des de dose e tempo de exposicdo citadas
anteriormente (Figuras 2 e 3).

Figura I. Gel de poliacrilamida mostrando as diferencas de
expressio das esterases de peixes expostos a4 concentra¢io
diagnéstica de TE (0,01 mg/L). Os periodos de exposi¢io ao
TE sio indicados no alto da figura.

Oh o h dEh TEh SGh 120k idh
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Tabela II. Variagio na Densidade Optica Absoluta (pixels) das
bandas presentes em todos os tempos de exposi¢do dos animais

a0 TE na concentragio de 0,01 mg/L.

Exposigio Densidade (ptica Absolutn (pivels)
{haras) EST-1 E5T-H
L 0,054 [0, 10-0)08E) L1349 658 (1143 600-1109, 115} a

C
24 0,959 (1, 121-0965) b UTE195 (9R5.654-9656,132) ab
48 S22 (0308407 abe 451,140 (4M0n05-458 451 abe
! S3E5H (RhARRAERT) abe 001506 (AT ARGIRRET) be
1] Th 50T 542-71,551) abe JESATT OBRTZIATAAT) e

120 S0 FA0 (105 M58 A58 ab AR TEY (444 H2-A15 696)  ahe
144 16425 {194, 210-177.9 1 6pa 45 B9 (527.690-d86,595)  abc

Medianas seguidas por diferentes letras, na mesma coluna, sio
significativamente diferentes (Kruskal-Wallis, Dunn; P< 0,05).

Os resultados do Teste de Microntcleo revelaram que o
incremento nas taxas de microntcleos foi dose e tempo
dependente, sendo que as maiores freqiiéncias foram observadas
ap6s 72 horas de exposi¢do ao organofosforado, enquanto que
os resultados obtidos pela andlise esterdsica mostram que a
enzima EST-1, classificada como uma carboxilesterase teve sua

atividade elevada ap6s 120 e 144 horas.

Figura II. Correlagio de Pearson entre a expressio da enzima
EST-1 e a freqtiéncia média de micronicleos em Poecilia vivipara
(r=0,228652; P >0,05).
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Figura III. Correlagio de Pearson entre a expressio da enzima
EST-8 e a freqtiéncia média de micronucleos em Poecilia vivipara

(r =-0,89046; P <0,05).
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Inseticidas organofosforados sao detoxificados por enzimas
como as carboxilesterases, que agem reduzindo os niveis de
organofosforado livre no organismo (SOUZA-POLEZZI,2004).
O aumento significativo da expressio de EST-1 pode estar
associado 4 diminui¢io das freqiéncias de microndcleos ap6s 120
e 144 horas de exposi¢io ao TE.

As exposi¢des a concentragdes subletais de organofosforados
podem induzir mudangas em niveis individuais e populacionais
nos organismos afetados. Individualmente, pode ocorrer alteracoes
no metabolismo, especialmente provocadas por gasto extra de
energia com processos de detoxificagdo, como a produgio de
carboxilesterases; produgio de novas colinesterases e com a ativagdo
de mecanismos de reparo no material genético danificado.

As implicagdes na dindmica das populages afetadas, como
alteraces nas taxas de crescimento sio conseqiiéncias dos efeitos
causados individualmente que afetam, por exemplo, a reprodugio,
devido aos efeitos genotdxicos que podem atingir as gdnadas destes
organismos (DUQUESNE, 2006).

A correlagido negativa entre a expressio de EST-8,
classificada como uma colinesterase, e a freqiiéncia de microntcleos
sugerem que o organofosforado TE atua aumentando o efeito
genotdxico e inibindo a atividade da acetilcolinesterase ao longo
do periodo de exposi¢io.

45



EFEITOS DO LARVICIDA TEMEFOS SOBRE PREDADORES NATURAIS DE INSETOS VETORES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BOLOGNESI, C.; LANDINL E.; ROGGIERI, P.; FABRI,
R.; VIARENGO, A. Genotoxicity biomarkers in the
assessment of heavy metal effects in mussels: Experimental

studies. Environmental Molecular Mutagenesis, v.33, p. 287-
292.1999.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for the
quantification of microgram quantities of protein utilising the
principle of protein dye binding. Analitical Biochemistry, v.72,
p. 248-254.1976.

CAKIR, S.; SARIKAYA, R. Genotoxicity testing of some
organophosphate insecticides in the Drosophila wing spot

test. Food and Chemical Toxicology, v.43, p.443-450. 2005.

CAMPOS,].; ANDRADE, C.E.S. Susceptibilidade larval de
duas populagdes de Aedes aegypti a inseticidas quimicos.

Revista Satide Piblica, v.35, p.232-236. 2001.

DAS, P; JOHN, G. Induction of sister chromatid exchanges
and chromosome aberrations in vivo in Etroplus suratensis
(Bloch) following exposure to organophosphorus pesticides.

Toxicology Letters, v.104, p.11-116.1999.

DUQUESNE, S. Effects of an organophosphate on Daphnia
magna at suborganismal and organismal levels: Implications

tor population dynamics. Ecotoxicology and Environmental

Safety, v.65, p.145-150. 2006.

GARCIA, L.M.; CASTRO, B.; RIBEIRO, R ;
GUILHERMINO, L. Characterization of cholinesterase
from guppy (Poecilia reticulata) muscle and its in vitro
inhibition by environmental contaminants. Biomarkers, v.5,

p-274-284.2000.

46



Boscolli Barbosa Pereira; Edimar Olegdrio de Campos Jiinior
Luiz Carlos Guilherme; Sandra Morelli

GRISOLIA, C.K,; SATARLING, F.L.R.M. Micronuclei
monitoring of fishes from Lake Paranod, under influence of
sewage treatment plant discharges. Mutation Research, v.491, p.

39-44.2001.

KARUNARATNE, S.H.P.P; HEMINGWAY, J. Malation
resistence and prevalence of the malathion carboxylesterase
mechansm in populations of mosquito vectors of disease in Sri
Lanka. Bull. World Health Organization, v.79, p.1060-1064.
2001.

KIRSCH-VOLDERS, M.; SOFUNI, T;; AARDEMA, M,;
ALBERTINI, S.;; EASTMOND, D.; FENECH, M.;
ISHIDATE,].R.M.; KIRCHNER, S.; LORGE, E.; MORITA,
T;; NORPPA, H.; SURRALLES, J.; VANHAUWAERT, A;
WAKATA, A. Report from the in vitro micronucleus assay
working group. Mutation Research, v.540, p.153-163. 2003.

MARCORIS,M.L.G.; ANDRIGHETTI, M. T;; GLASSER,
C.M.,; GARBELOTO, V.C,; CIRINO, V.C.B. Alteragio de
resposta de susceptibilidade de Aedes aegypti a inseticidas
organofosforados em municipios do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Revista Saide Publica, v.33, p.521-522.1999.

MONTEIRO, M.; QUINTANEIRO, C.; MORGADO, F;
SOARES, A.M.V.M.; GUILHERMINO, L. Characterization
of the cholinesterases present in head tissues of the estuarine fish
Pomatoschistus microps: Aplication to biomonitoring.

Ecotoxicology and Environmental Safety, v.62, p.341-347.2005.

PINA-GUZMAN, B.; SOLIS-HEREDIA, M.J.; ROJAS-
GARCIA, A.E,; URIOSTEGUI-ACOSTA, M,;
QUINTANILLA-VEJA, B. Genetic damage caused by methyl-

parathion in mouse spermatozoa is related to oxidative stress.

Toxicology and Applied Pharmacology, v.216, p.216-224. 2006.

47



EFEITOS DO LARVICIDA TEMEFOS SOBRE PREDADORES NATURAIS DE INSETOS
VETORES

TITENKO-HOLAND, N.; WINDHAM, P;
KOLACHANA, F,; REINISCH, S.; PARVATHAM,, S.;
OSORIO, A.M.; SMITH, M.T. Genotoxicity of malathion in
human lymphocytes assessed using the micronucleus assay in
vitro and in vivo: A study of malathion-exposed workers.

Mutation Research, 388: 85-95. 1997.

SOUSA-POLEZZI, R.C,; BICUDO, H.E.M.C. Effect of

Phenobarbital on inducing insecticide tolerance and esterase
changes in Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Genetics and
Molecular Biology, v.27, p.275-283. 2004.

UDROIU, I. The micronucleus test in piscine erythrocytes.
Aquatic Toxicology,v.79, p.201-204.2006.

ZAR,J. 1999. Biostatistical analysis. 4th ed. Upper Saddle
River- NJ: Prentice-Hall.

48



CariTULO 4

CONCEPCOES DA POPULACAO
DE COROMANDEL, MINAS GERALIS,
BRASIL, SOBRE DENGUE

Patricia David Boaventura
Boscolli Barbosa Pereira

INTRODUCAO

A dengue, dentre as enfermidades reemergentes, tem sido
considerada como a mais importante das doencas virais
transmitidas por artrépodos e é também a mais comum e
distribuida arbovirose do mundo. Clinicamente, a dengue
manifesta-se de duas formas: a dengue cldssica, também conhecida
como febre de dengue e a forma hemorrdgica (BRAGA; VALLE,
2007). No Brasil, tal virose se tornou um grave problema de satide
publica, assim como em outras regides tropicais do mundo, pois
fatores como a temperatura e a umidade dessas regides favorece a
proliferagdo do mosquito vetor (TAUIL, 2002).

Os programas de controle da dengue que adotam estratégias,
como a eliminagdo de criadouros, a aplicagio de larvicidas nos
depésitos de dgua de consumo, e a pulverizagio (fumacé) nio tém
sido suficientes no controle do vetor. Estratégias que visem a
promogio das informagdes sobre a dengue e que favorecam a
adogdo de uma postura ativa da comunidade, livrando o ambiente
doméstico da presenca do vetor da dengue sdo necessirias
(LEFEVRE et al.,2007). Além do combate direto ao vetor, existe
a necessidade da inclusio de outros componentes como
saneamento do meio ambiente e a¢des de educacio, informagio
e comunicagio para a sociedade (NETO et al., 2004).
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O incentivo a populag¢do vem sendo feito através de
veiculagdo de mensagens pela midia, painéis, cartazes, folhetos
e palestras em escolas, sendo que em alguns municipios
brasileiros, essas medidas vem sendo aplicadas desde 1985
(NETO; MORAES; FERNANDES, 1998).

Torna-se importante lembrar que o maior desafio a ser
enfrentado coletivamente na endemia de dengue ¢é o de manter
a populagdo motivada para o combate ao mosquito e atentos a
sua participacio especifica e efetiva como sentinelas da
vigilancia epidemiolégica (MARZOCHI, 2004), para que se
consiga reduzir os niveis de infestagdo do Aedes aegypti a niveis
inferiores a 1% (CORREA; FRANCA; BOUGUTCHI,
2005).

Considerando a importincia da dengue, a crescente
propagac¢io do mosquito e o aumento do nimero de casos
ocorridos no Brasil, fica cada vez mais evidente a necessidade
de avaliar as concepgdes da populagio com relagio ao problema
da dengue, bem como analisar suas atitudes e hibitos de
prevengio a doenga.

Nessa perspectiva, o presente estudo objetivou levantar e
avaliar o nivel de conhecimento que a populagio de
Coromandel, Minas Gerais, Brasil apresenta sobre a dengue,
seu vetor, transmissdo e prevencido, relacionando-o a alguns
aspectos demograficos, sociais e culturais.

METODOS
Local de Estudo

A cidade, objeto de estudo, é a cidade de Coromandel,
situada no Oeste do Estado de Minas Gerais na regido do Alto
Paranaiba. Coromandel estd a 47, 2° de latitude sul e 18, 47° de
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longitude oeste, apresentando 27.392 habitantes em censo
realizado em 2007 pelo IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica). Essa regido possui temperatura

média em torno de 25° C e o bioma caracteristico é o

Cerrado.
O inquérito domiciliar

Para avalia¢io do nivel de conhecimento da
populacio sobre a dengue e os mosquitos, foi elaborado um
inquérito domiciliar. O instrumento de pesquisa foi
composto por campos de identificagido (enderego, bairro,
sexo, nome); por campos de caracterizagido (idade e
escolaridade) e por campos de investigagio sobre a doenca (
transmissdo, vetores, medidas de prevencgio, atitudes e fontes
de informagio). Os vetores da doenga foram sempre referidos
como o(s) mosquito(s) da dengue. Os inquéritos foram
destinados somente aos responsiveis pela residéncia.

Somente foram entrevistados os moradores que
consentiram e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido apés tomarem conhecimento da pesquisa e de
serem esclarecidos sobre o resguardo da identidade dos
entrevistados e de que os inquéritos domiciliares seriam
destruidos apés o término do trabalho.

Amostragem e andlise dos dados

O desenho do estudo foi caracterizado pela adogio do
método de amostragem por conglomerados. Foram sorteadas
duas regides para a aplica¢do dos questiondrios a fim de que

se pudessem acumular os resultados obtidos entre um bairro
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periférico e o centro da cidade. Por meio de sorteio, foi
selecionado o bairro Padre Ldzaro Menezes que é constituido
por 35 quadras, distribuidas em 12 ruas e 630 domicilios, onde
habitam 1805 pessoas, representando 6,6% da populagio da
cidade. A outra regido utilizada para amostragem populacional
neste estudo foi a do Centro da cidade, que é composta por
90 quadras, distribuidas em 25 ruas e 2218 domicilios, onde
habitam 6214 pessoas, representando 22,7% da populagio.
As duas regides, juntas, apresentam um total de 125 quadras
(72% presentes no Centro e 28% presentes no bairro Padre
Lizaro Menezes), sendo que nos bairros Padre Lazaro
Menezes e Centro, os inquéritos domiciliares foram aplicados
em todas as residéncias de 3 e 7 quadras, respectivamente.

Os entrevistados responderam ao inquérito domiciliar
de forma espontinea. A andlise das entrevistas deu-se, nas
questdes de cunho pessoal (onde ndo eram oferecidas
alternativas de resposta), pelo levantamento das idéias centrais
e expressdes-chave semelhantes, descrevendo de maneira
sintética e precisa o sentido de cada resposta, agrupando as
mesmas em categorias.

As quadras foram selecionadas de forma aleatéria. A
aleatoriza¢do foi realizada utilizando o programa BioEstat
versio 5.0 10. Os dados estdo apresentados em tabelas com
os valores das freqiiéncias médias das respostas dos
entrevistados, seguidos dos valores de intervalo de confian¢a
de 95%. Uma Anilise de Variancia Multivariada (MANQOVA)
foi realizada associando as varidveis sobre conhecimentos
acerca da dengue e os niveis de escolaridade, idade e sexo dos
inquiridos. Em todos os testes realizados foi adotado um nivel

de significancia de 5% para rejei¢do da hipétese de nulidade.
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RESULTADOS

Foram entrevistados 224 residentes dentre as localidades
amostradas, sendo que os inquéritos domiciliares foram entregues
apenas aos que se apresentaram como responsédveis pela
residéncia. Como mostrado na tabela 1, a maioria dos
entrevistados eram do sexo feminino (81,7%), sendo que a
faixa etdria predominante esteve compreendida entre 18 e 30
anos (53,1%), seguido da faixa entre 31-60 (42,4%) e, por
ultimo, aqueles que possuiam idade superior aos 60 anos
(4,5%). Com relagdo a escolaridade, mais de um ter¢o da
amostra populacional entrevistada haviam concluido o Ensino
Médio. Vale ressaltar que dentre os entrevistados, o indice de
analfabetismo foi nulo.

Questionados sobre o que é dengue, 8,5% dos
entrevistados nio souberam responder. No entanto, dos 91,5%
dos entrevistados que responderam a pergunta, 36,2%
reconhecem a dengue como uma doenga transmitida por
mosquito e apenas 14,7% tem a representac¢do de que a dengue
¢ uma virose, tendo como principal vetor o mosquito Aedes
aegypti. Dos 224 entrevistados, apenas um (0,4%) nio reconhece
a dengue como uma enfermidade grave (Tabela 2).

Quando indagados, em uma questdo isolada, sobre a
transmissdo da dengue, 93,3% dos entrevistados responderam
ser ‘através da picada do mosquito’. Em seguida, os
participantes foram perguntados sobre como ¢ o mosquito
vetor da dengue, sendo que 61,2% destes apontaram ser um
mosquito ou pernilongo e 38,8% afirmaram ser um mosquito
‘rajado’. Dentre os entrevistados, 54,5% informaram que o
mosquito vetor se desenvolve em dgua parada, 39,3%
responderam que o desenvolvimento das larvas se dd em ‘dgua
parada e limpa’ e 6,2% responderam de forma incorreta ao
questionamento, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 1. Dados da amostra populacional de Coromandel, MG,
Brasil.

Varidveis Frequéncia %o (1C95%)
Sexo
Feminino 183 81.7 (76,6-86,8)
Masculino 41 18,3(13,2-23,4)
Idade
18-30 119 53,1 (46,6-59,7)
31-60 g5 42.4 (35,9-48.9)
=60 10 4,5 (1,8-7.2)
Escolaridade*
Analfabeto 0 0,0 (0,0)
EFI 40 17,9(12,8-22.9)
EFC 4 2,7(0,1-3,5)
EMI 28 12,5 (8,2-16.8)
EMC 75 33.5(27,3-39.7)
ESI 44 196 {14,4-24 8)
ESC 31 13,8 (9,3-18.4)
Total 224 100.0

*A escolaridade dos entrevistados foi agrupada nos niveis: Analfabeto, EFI =
Ensino Fundamental Incompleto; EFC = Ensino Fundamental Completo;

EMI = Ensino Médio Incompleto; EMC = Ensino Médio Completo; ESI =
Ensino Superior Incompleto; ESC = Ensino Superior Completo.
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Tabela 2. Categorias de resposta dos entrevistados e suas
respectivas freqiiéncias de ocorréncia com rela¢do aos
conhecimentos sobre Dengue.

Questionamento Frequéncia Ho (IC95%)

O que vocé entende por Dengue?

Docnga grave [ 308 (24 B-36,8)
Doenga transmitida por pieada de mosgquito a1 36,2 (295942 5)
Doenga viral transmitida por Aedes aegvpts 33 14, 7010, 1-19 4%
E urna doenga 22 QE(59-13.7)
Mao souberam responder 1% B5(4.8-12.1]

Em sua apinlde, a dengoe & grave?
5IM LG (SR T-
100.4)
MAD I (4 (0,0-1,3)

O inquérito apresentava perguntas sobre a ocorréncia de casos
de dengue no domicilio visitado e se, em caso afirmativo, o morador
havia procurado atendimento médico. Dentre os entrevistados, 21,0%
afirmaram ja ter ocorrido dengue entre os habitantes do domicilio,
sendo que 93,6% destes (44 em 47 inquiridos) procuraram os servigos
de atendimento 2 sadde (Tabela 4).

Quanto aos sintomas da dengue, 41,1% dos participantes
conhecem os principais sintomas da virose, relatando em suas
respostas a ocorréncia de febre, dor de cabega, dor no corpo,
diarréia e vomito. Os demais inquiridos reconheceram pelo
menos um desses sintomas. Os entrevistados também foram
abordados quanto ao conhecimento sobre a forma hemorrigica
da doenga, sendo que 33,9% a reconhecem como a ‘forma mais
grave da doenga’, 25% a classificaram como ‘dengue que causa
hemorragia interna’, 7,6% a entendem como ‘dengue pela
segunda vez'e 33,5% nio souberam responder ou apresentaram
respostas diversas que nio couberam nas categorias formadas

(Tabela 4).
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Tabela 3. Categorias de resposta dos entrevistados e suas
respectivas freqiiéncias de ocorréncia com relagio as informagdes
apresentadas sobre transmissdo e o vetor da Dengue.

Cruestiomamento Frequiéncia e (TCRETS)
Como a dengue ¢ transmitida?
Pela picada do mosquito L] D33 (9,000,651

Chutras respostas 15 &,7 (3. 4-10,0)

Comvin & o transmissor da dengoe?

Mlosguite G5 28,1 (22,2-34,1
Mosquito rajado 7 FRE (325450
Pernilongo 74 33,1 026,9-39.2)

Omde o masquito vetor da dengue se desenvolve?

.-"|.;=='1.L,='| parada 12 54,5 (47 961,00
."il.il_llq'l limpa @ parada 55 39,3 (32.9-45,T)

Chutras respostas 14 6.2 (3,1-9.4)

Conforme pode ser verificado na Tabela 5, os inquiridos
foram uninimes (100,%) em afirmar apresentar cuidados com a
limpeza dos quintais e atengio aos focos do mosquito, quando
questionados a esse respeito. No entanto, quando indagados sobre
algumas situa¢des de risco que poderiam ser encontradas em
seus quintais, 59,4 dos participantes reconheceram ter em seus
quintais pelo menos algum dos itens de risco citados (vasos de
plantas com dgua, bebedouros para animais, latas, potes, frascos
ou pneus vazios no quintal com potencial para acimulo de dgua).
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Tabela 4. Categorias de resposta dos entrevistados e suas
respectivas freqiéncias de ocorréncia com relagio as informagdes
apresentadas sobre tratamento e sintomas da Dengue.

Questionamento Frequéncia Yo (IC955%)

Voot ou alguém em seu domicilio ja teve

dengue?
SIM 47 21,0015,6-26,5)
MWAD 177 790 (73, 7-84.4)

Cuandoe teve dengue, procuren atendimento

miedico?
SIM 44 19,6 (14,4-24,3)
MAD 180 80,4 (75,2-85,6)

huzis os sintomas da dengue?

) Febre, dor de cabega, dor no corpo, diaméia ¢ ur 41,1 (34,6-47.5)
wimibo
Febre, dor de cabega, dor mo corpo e vimito 26 16 174-158)
Febre, dor de cabega, dor no corpo ¢ diarréia 24 10,7 46, 7-14.4)
Febre, dor no coipo ¢ vimito [ 27064 80
Febre, dor de cabega & dor no corpo 7 20 (23,0-559)
Febre ¢ dor de cabeca 1 04 (0,0-1,3)
Febre 4 1E(0,1-3,5)
Do nir corpo 4 1LE{0.1-3.5)
0¥ que & dengue hemorrigico?
Demgree na forms mams grave Th 33,9(27,7-40,1)
Dengue pela segunda vez 17 ThH41-10.11
Doenga que causa hermoreagia interna 3h 250019,3-30,7)
Dutras respostas 1= £,104,5-11.6)
Mo souberam responder 37 234 (19,7-31,2)
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Tabela 5. Categorias de resposta dos entrevistados e suas
respectivas freqiiéncias de ocorréncia com relagio as informagdes
apresentadas sobre cuidados para a prevengdo da Dengue.

Ouestionamento Frequéncia Y (MCF5%)

Vet limpa sew quintal com Treguingia e lica
atento ans focos do mosquito?
SInd T34 DO (100,00

MAD 0 0.0 (0,0

Dentre as situagdes abaixvo descritas, qual{is)
pede{m) ser encontrada (as) em sua residéncia?

Vasos de plants com agua 43 214 (16, 1-26,8)
Bebedoures para animais 7 FLT(25.6-37.8)
Latas, potes, frascos efou pneus nae quintal 14 6.3 (3, 1-49.4)

Mehuma a] 40,6 {34,2-47,1)

Comu as informagies que voci fem sobre a
dengue chegaram até vocé?

Midia 143 638 (57.5-70,1)
Agente de sadde 23 103 (6,3-142)
Midia ¢ agente de saide 5l 22,8 {17.3-28,3)
(iras fontes 7 11 (0E-54

O resultado da MANOVA revelou que nio hd diferenca
significativa entre os indices de acertos dos entrevistados com
relagdo ao sexo (p=0,451) e idades diferentes (p=0,356), no
entanto, o nivel de acerto dos entrevistados que possuem ao
menos o Ensino Médio Completo em relagio as questoes sobre
gravidade da doenga (p=0,001), transmissdo (p=0,001), locais de
desenvolvimento do vetor (p=0,035), sintomas (p=0,020) e
necessidade de procura ao atendimento médico (p=0,001)
apresentaram nivel significativo (p<0,05) de diferen¢a quando
comparados com os entrevistados que apresentam o Ensino
Bisico incompleto.
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo corroboram com outros
trabalhos que também apresentaram estudos em que houve
significativa parcela da populagido conhecedora dos aspectos
gerais da dengue e seu vetor (CHIARAVALLOTINETO, 1997;
CHIARAVALLOTI NETO; MORAES; FERNANDES,
1998; DONALISIO; VISOCKAS, 2001; LEFEVRE et
al.,2007; NETO et al.,2006). Os resultados mostram que a midia
e o papel dos agentes de saide tiveram participagio fundamental
para a aquisi¢do desses conhecimentos.

O Fato de 66,9% dos entrevistados terem, no minimo, o
Ensino Médio cria condigdes significativas para o aprendizado
das no¢oes fundamentais de educagio em satide sobre a dengue,
sua forma de transmissdo e prevengido. No entanto, foi possivel
observar que hd uma situa¢io descompassada entre os niveis de
conhecimento, especialmente em relagio aos focos de
desenvolvimento do vetor e as praticas desenvolvidas, revelando
que apesar de conhecerem os aspectos relevantes quanto as
possiveis situagdes de contribuicio para instalagdo de focos do
vetor, os entrevistados ainda nio adotam as préticas preventivas
de forma desejavel, 2 semelhanga de outros estudos (NETO;
MORAES; FERNANDES, 1998; NETO et al., 2006).

A adogido de padrdes de consumo de produtos nio
recicldveis incrementa a criagdo de ambientes que favorecem a
proliferacio do vetor da dengue (GUBLER, 1989).
Adicionalmente, o hibito de cultivo de plantas ornamentais,
utilizando vasos com dgua e/ou pratos também contribuem para
a propagagio do vetor (LIMA; ARAGAO, 1988).

Um aspecto positivo observado nos resultados do inquérito
domiciliar foi o alto indice de procura as unidades de saude,
sugerindo que no Municipio de Coromandel, nove, a cada dez
pessoas acometidas pelo dengue, procuram atendimento médico
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e, conseguintemente, contribuem para a notificagdo dos casos
pelos érgios de satude.

O presente estudo permite concluir que a populagio
amostrada dispoe de conhecimentos sobre dengue, seu vetor, sua
gravidade e reconhece os métodos de controle do vetor.
Entretanto, observou-se uma lacuna entre o conhecimento e a
pratica efetiva de atitudes voltadas a eliminag¢do de potenciais
tocos do vetor.

Cabe aos setores envolvidos no controle da doenca aliar-
se a comunidade na tentativa de estimular a mudanca de
comportamento e a participag¢io ativa dos moradores visando o
controle do Aedes aegypti como principal método de prevengao a

dengue.
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CariTULO 5

SIGNIFICADOS DE UMA PRATICA EDUCATIVA PARA O
CONTROLE DO VETOR DA DENGUE

Boscolli Barbosa Pereira
Rafael César Bolleli Faria
Fernanda Fernandes dos Santos Rodrigues

INTRODUCAO

A dengue ¢ um problema de saide publica que tem
preocupado a populagio e as autoridades locais e mundiais,
especialmente no Brasil, onde sdo encontrados os maiores indices
de infec¢do. As caracteristicas ambientais, climdticas e sociais
encontradas em nosso pais favorecem o desenvolvimento e
proliferacdo do principal vetor da dengue, o mosquito Aedes
aegypti (FORATTINI, 1999).

H4 muito é sabido que os programas publicos que visam
controlar o mosquito vetor da dengue, baseando-se apenas no
uso de inseticidas industrializados, ndo sdo suficientes para conter
a proliferacdo do vetor (CAMPOS; ANDRADE, 2001).
Adicionalmente, campanhas para conscientiza¢do da populagio
sdo exaustivamente veiculadas por prefeituras e governos
estaduais e federais na busca por informar a populagio sobre
como prevenir os focos da dengue em suas residéncias.

Verdadeiramente, nio podemos afirmar que a populag¢io
estd mal informada. A comunidade detém os conhecimentos e
informagdes necessdrias para controlar os focos da dengue em
casa, no entanto, nio o fazem.
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Na ordem do dia estd a necessidade de proposigio de
alternativas de controle do vetor da dengue que aliem
conhecimentos e atitudes da populagio.

Assim, ¢é importante salientar que, ao tratarmos da
temdtica Dengue, as comunidades envolvidas sdo constituidas
por todos os individuos da popula¢io que se tornam, nesse
sentido, co-responséveis pelo controle do vetor. Dessa forma, as
atitudes devem ser tomadas por toda a comunidade e, sobretudo,
de maneira integrada. Tomando as cidades como exemplo, uma
unido imprescindivel para a obtencio de resultados positivos nas
acoes contra a Dengue consiste em integrar os conhecimentos
produzidos na academia as atitudes conscientizadas da populagio.

No entanto, sabemos que os resultados das pesquisas e a
producio de novos conhecimentos pela comunidade cientifica,
embora publicados em revistas e periédicos, ficam, geralmente,
restritos ao meio académico, excluindo grande parcela da
populacio, especialmente a envolvida no processo de
aprendizagem, representada pelos alunos de ensino fundamental
e médio. Diante disso, o processo de produgio e extensdo desses
conhecimentos a populagdo, assim como o processo de
conscientizagio que dele emerge podera ser mais rico e produtivo
se estes discentes puderem participar ativamente da reconstrugio
desses saberes, expressando ideias e construindo conceitos,
juntamente com os pesquisadores.

Nesse contexto, a utilizagdo de estratégias de Educacgio
para a Sadde que oportunizem situagdes de reflexdo nas
comunidades envolvidas ¢ importante na formagio de cidaddos
capazes de contribuir para a resolu¢do de problemas de interesse
comunitirio (JACOBI, 2003).

Recentemente, a utilizagio de metodologias educativas que
vinculam uma ago conscientemente politica, no sentido de aliar
a produgio de conhecimento com mudanga social, tem sido
considerada como a alternativa mais adequada para a
sensibilizagdo e promogdo de atitudes em beneficio da saide e

do ambiente (KERR et al., 2009).
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Foi nesse sentido que, orientados pela utiliza¢do das
metodologias da pesquisa-agdo-participativa, empreendemos
uma a¢io educativa nas escolas da cidade de Monte Carmelo,
realizada na forma de oficinas, que objetivaram ampliar os
conhecimentos da comunidade escolar acerca do controle da
Dengue, enfatizando a importincia do zelo pela prépria saide,
a0 promovermos situagées em que os alunos atuaram como
sujeitos-agentes ativos da situagdo de ensino.

A PROPOSTA DA OFICINA ‘ACAO CONTRA A
DENGUE’

As oficinas seguiram o formato das metodologias da
pesquisa-agdo participativa que, segundo Tozoni Reis (2003),
incluem a constitui¢do de um grupo de trabalho; a proposta de
um tema gerador que represente um problema real,
contextualizado e presente na vida dos participantes do processo;
a discussdo e tomada de decisdes conjuntas; a ampliagdo dos
conhecimentos acerca do objeto de investiga¢do e a apresentagio
de um resultado final com cunho social e politico.

As atividades foram planejadas e aplicadas para discentes
do ensino médio e fundamental em escolas das redes estadual e
municipal de Monte Carmelo-MG.

O grupo de trabalho, apoiado e financiado pela Prefeitura
Municipal de Monte Carmelo contou com a participagio de
profissionais do Centro de Controle de Zoonoses da cidade,
pesquisadores e professores.

As atividades fundamentaram-se no tema gerador ‘o
controle do vetor da dengue’ e sdo apresentadas em quatro
momentos.

No primeiro momento, fomentou-se uma discussio com
os alunos sobre a eficicia dos inseticidas no combate a0 mosquito
vetor da Dengue e quanto aos potenciais riscos oferecidos ao
ambiente e 4 satide humana por meio de questionamentos e
analogias que permitiam avaliar os efeitos positivos e negativos
dos inseticidas.
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Em um segundo momento, visando tornar explicitas as
pré-concepgdes dos estudantes, os alunos foram convidados a
discutirem sobre a existéncia de inimigos naturais do mosquito
e da possibilidade de aplicagio destes no controle biolgico do
vetor, estimulando o interesse em re-descobrir/ re-criar estratégias
de agdo em que, como apontado por Driver e outros (1999), os
proprios alunos pudessem realizar o papel central da agao.

No terceiro momento, os estudantes foram abordados sobre
a possibilidade de se integrar o controle quimico ao biolégico.

Para finalizar a atividade foi ressaltada a importincia do
trabalho coletivo e resgatados os principais conhecimentos
construidos pelos alunos.

CONSIDERACOES SOBRE AS ATIVIDADES
REALIZADAS

Quando questionados sobre a eficicia dos inseticidas no
controle dos mosquitos e sobre os riscos por ele oferecidos, os
alunos argumentaram que os inseticidas nio eram eficazes, pois
as populagdes de mosquitos nio se reduziam e que, com relagio
aos maleficios, faziam mal a saide, mas afirmaram que s6 seria
possivel perceber os efeitos quando estivessem mais velhos.

A partir desses argumentos, foi oportuno avangar para o
segundo momento em que foi perguntado aos alunos sobre a
existéncia de inimigos naturais do mosquito. Os alunos
confirmaram a existéncia de predadores dos mosquitos, no
entanto, os exemplos citados restringiram-se a sapos e lagartixas,
ou seja, apenas representagdes de animais que se alimentam dos
insetos adultos. Logo, foi perguntado aos alunos se eles
consideravam uma boa estratégia utilizar esses animais para
combater os mosquitos. Unanimemente, negaram a estratégia,
afirmando de forma ir6nica e critica que nio seria vidvel que
fossem distribuidos sapos e lagartixas nas casas. Com isso,
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pretendendo que os alunos exercitassem seu raciocinio, foi
lancada outra pergunta que questionava a existéncia de
predadores das larvas do mosquito.

Alguns alunos apresentaram o conhecimento da
existéncia de peixes que comem as larvas dos mosquitos.
Oportunamente, langamos a hipétese de que os peixes poderiam
servir de controladores das larvas do mosquito. Nesse momento,
os alunos puderam visualizar a atividade larvéfaga' de peixes
da espécie Poecilia vivipara, vulgarmente conhecidos como
lebistes ou barrigudinhos. Entusiasmados e surpresos com a
voracidade com que os peixes se alimentavam das larvas, os
alunos conheceram o potencial dos lebistes como controladores
biolégicos das larvas de 4. aegypti.

Diante da nova postura dos alunos, passamos ao terceiro
momento, resgatando a possibilidade de utilizagdo do controle
quimico no combate aos insetos, agora de forma concomitante
ao controle biolégico. Positivamente, os alunos questionaram
se o inseticida lancado na dgua pelos agentes poderia ser
prejudicial aos peixes. Ao receberem a resposta de que os
inseticidas utilizados sdo agressivos aos peixes e até mesmo
aos humanos, os estudantes afirmaram que a utilizagdo dos
inseticidas deveria ser reduzida nas campanhas de combate ao
vetor.

'A aplicagio de peixes como controladores de larvas de
mosquitos com fase de vida aquitica é conhecida e utilizada hd muito
tempo. Disponibilizar esses predadores naturais de insetos vetores de
doencgas em residéncias e escolas constitui uma alternativa barata e
requerente de pouca mido de obra, compondo uma estratégia
significativa para controlar as popula¢oes dos mosquitos Aedes aegypti,
Culex fatigans e outros insetos transmissores de doengas. Nesse sentido,
o controle biolégico além de diminuir o risco de infecgio da populagio,
reduz a demanda de uso de inseticidas e de recursos financeiros gastos
nos programas convencionais de combate aos vetores.
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As discussdes e questionamentos realizados na oficina
apresentaram aspectos investigativos na medida em que foi
possivel perceber as concepgbes espontineas por meio da
participagdo dos alunos nas diversas etapas de resolug¢io dos
problemas; a maior participagio e intera¢do do aluno em sala de
aula com o objeto de estudo; a valorizagdo de mudangas de
atitudes e ndo apenas de contetidos e a possibilidade da criagio
de conflitos cognitivos em sala de aula (DUSCHL, 1998).

A atividade foi planejada para que os alunos utilizassem
sua criticidade, suas habilidades e também seu envolvimento
emocional, visando despertar o interesse e a conscientiza¢do dos
estudantes para as praticas de combate ao vetor. Nos momentos
oportunos em que os alunos levantavam questionamentos,
tivemos a oportunidade de informar sobre os aspectos gerais da
doenga, incluindo sua distribui¢o no planeta e dados estatisticos
do nimero de afetados nos ultimos anos.

Os alunos foram informados da importincia do
diagnéstico rdpido e do tratamento médico adequado com a
finalidade de reduzir o nimero de vitimas fatais da doenga, sendo
esclarecidos os sintomas da dengue cléssica e hemorragica, que
variam conforme a idade e a satde geral do paciente.

Curiosidades e informacdes adicionais sobre as
caracteristicas morfolégicas e comportamentais do vetor da
dengue, o mosquito Aedes aegypti, como, por exemplo, seu hibito
hematéfago, os hordrios mais comuns em que pica as vitimas e
os locais onde o inseto vive e se reproduz foram apresentadas
por meio da apresentagdo de animagées computadorizadas.

Foram distribuidos peixes e material informativo que
continha informagdes sobre o que ¢ a dengue, sintomas da
doenga, tratamento, combate aos focos do vetor e métodos
alternativos de combate ao inseto. Também foram fornecidas
informagdes sobre as formas de manter o controle biolégico do
mosquito em casa, visando reduzir os focos de proliferagio do
mosquito vetor.
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A equipe executora pretendeu levar as escolas
conhecimentos tedricos e praticos de agdes inovadoras no
combate ao vetor como métodos de preven¢io da doenga.
Entendemos que a participagio de escolas para promogio da
saide e de uma comunidade sem dengue ¢ vital. Os escolares
receberam a iniciativa de forma positiva e participaram com
entusiasmo das atividades que lhes foram propostas. Os diretores
das escolas em que as atividades foram realizadas reconheceram
a importincia da participagio ativa dos alunos dentro e fora da
escola, levando a mensagem para casa, para seus pais e vizinhos.

Os alunos se mostraram satisfeitos em receberem
conhecimentos praticos de como eliminar os locais de reprodugio
do mosquito; de receberem os peixes e as informagdes sobre como
realizar o controle biolégico das larvas do vetor por meio do uso
de peixes larvéfagos; de como realizar o controle quimico e
mecanico das larvas com o uso de sal, areia e borras de café e de
como evitar as picadas do mosquito pelo uso de espirais ou
vaporizadores elétricos, mosquiteiros, repelentes e telas.

Nesse cendrio, entendemos que a proposta de Educagio para a
Saude ndo deve ser baseada somente na sensibilizagio acerca
dos problemas existentes, porém deve-se pautar na a¢io, fazendo
com que a melhoria da qualidade de vida seja meta primordial.

Consideramos que a utilizagdo das metodologias de
pesquisa-agdo-participativa foi fundamental para o sucesso da
acdo educativa na medida em que permitiu articular o
conhecimento académico a agdo, caracterizando uma praxis
reflexiva e transformadora da realidade.
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