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“Caminante, son tus huellas
el camino, y nada mas;
caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.
Al andar se hace camino,
y al volver la vista atras
se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.
Caminante, no hay camino,

sino estelas en la mar.”

Antdnio Machado
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Resumo

Ainda hoje o uso de inseticidas € um componente importante das estratégias
de controle de vetores. O organofosforado temephos, por exemplo, é utilizado
para controle de populagbes de Aedes aegypti no Brasil desde 1967. Um dos
problemas relacionados ao uso intenso de inseticidas por um longo periodo de
tempo € a selecdo de individuos resistentes. A resisténcia a inseticidas esta,
em grande parte, relacionada com o aumento da expansao de A. aegypti ao
longo das Ultimas décadas e é desafio atual dos programas de controle do
vetor. Outros compostos, com diferentes mecanismos de agéo, tém sido
empregados nos locais onde as populacdes encontram-se resistentes aos
inseticidas tradicionais. Uma vez que poucos produtos estdo disponiveis para
controle de A. aegypti, entender os mecanismos de resisténcia relacionados
aos principais inseticidas atualmente empregados pode ser fundamental para
compreender a evolucdo da resisténcia em campo. No presente trabalho, foi
avaliada, usando a linhagem Rockefeller e popula¢gdes de campo de A. aegypti,
a atividade de enzimas detoxificantes, em resposta a doses parcialmente letais
de representantes das principais classes de inseticidas empregados no pais: 0s
larvicidas temephos e o inibidor de sintese de quitina (1ISQ) diflubenzuron, além
do piretréide permetrina. Também foi realizada selecdo com diflubenzuron em
duas populacdes de campo, com diferentes niveis de resisténcia ao OP
temephos. Foram investigados, nessas populacdes, diversos parametros do
fitness, antes e depois da selecdo com o ISQ. Verificamos que todas as
populac6es estudadas apresentaram altos niveis de resisténcia aos inseticidas
quimicos tradicionais, mas ndo ao diflubenzuron. Quando aplicado em larvas,
temephos provocou diminuicdo progressiva da atividade de acetilcolinesterase
e de esterases, confirmando reacdo, com OP, dos substratos utilizados nas
avaliacbes do monitoramento dos mecanismos de resisténcia. Diflubenzuron
provocou mudancas no perfil da atividade de GST e MFO em Rockefeller e em
uma populacdo de campo. Além disso, populacdes selecionadas com o I1SQ
apresentaram aumento da atividade destas duas classes de enzimas. Esses
dados apontam para a potencial participacdo de GST e MFO na metabolizacao
de diflubenzuron. Também verificamos que a resisténcia a temephos esta
associada a comprometimento de diversos parametros da biologia dos
mosquitos. Reversdo da resisténcia em popula¢cdes mantidas na auséncia do
inseticida, aliada a recuperacéo de diversos aspectos do fitness, reforca essa
hipétese. Do mesmo modo que temephos, a resisténcia a diflubenzuron
também acarreta problemas no fithess. De modo geral, houve reducédo na taxa
de aceitacdo do repasto sanguineo, quantidade de sangue ingerido, nUmero de
ovos e quantidade de fémeas inseminadas. Esperamos que os resultados aqui
apresentados possam contribuir para a melhor compreensao dos mecanismos
de resisténcia a inseticidas em populagbes de campo de A. aegypti e para
promover o desenho de estratégias de controle diferenciadas e racionais do
vetor.



Abstract

Insecticides still play an important role in vector control strategies. For instance,
in Brazil, the organophosphate (OP) temephos has been employed since 1967
against Aedes aegypti. One major consequence related to the intense use of
insecticides for long periods is selection of resistance. Insecticide resistance is
associated to A. aegypti expansion over the past decades and is a current
challenge for vector control programs. Compounds with different mechanisms of
action are presently being employed in localities where vector populations are
resistant to traditional insecticides. Since there are few products available for A.
aegypti control, knowledge of the mechanisms of resistance to insecticides
currently in use could be essential to understanding the evolution of resistance
in the field. In this study, the activity of detoxifying enzymes of A. aegypti
Rockefeller strain and field populations was evaluated after exposure to partially
lethal doses of three insecticides, representative of the main classes employed
in the country: the OP temephos, the chitin synthesis inhibitor (CSI)
diflubenzuron and the pyrethroid (PI) permethrin. Selection with diflubenzuron of
two field populations, with distinct temephos resistance levels was also
performed. Several fithess parameters were investigated in these populations,
before and after selection with the ISQ. We previously identified, in both
populations, high resistance levels to the conventional chemical insecticides,
but not to diflubenzuron. When applied to larvae, temephos caused progressive
decrease in the activity of acetylcholinesterase and esterases, confirming that
substrates used in routine monitoring of resistance mechanisms indeed reacts
with OP. Diflubenzuron caused changes in the activity profile of MFO and GST
in both Rockefeller strain and in a field population. In addition, populations
selected with the ISQ showed increased activity of these two enzyme classes.
These data point to the potential participation of MFO and GST in diflubenzuron
metabolism. We also found that temephos resistance is associated with the
impairment of several parameters of mosquitoes’ biology. Reversion of
resistance in populations maintained in absence of insecticides, coupled with
the recovery of various fithess aspects, supports this hypothesis. As with
temephos, diflubenzuron resistance causes fitness problems. Overall, there was
a reduction in blood meal acceptance, amount of ingested blood, number of
eggs and frequency of inseminated females. Our results may contribute to a
better knowledge of insecticide resistance mechanisms in A. aegypti field
populations and to the development of novel and rational control strategies.



Apresentacao da dissertacao

Esta tese apresenta o estudo da eficacia de diflubenzuron, um
inibidor da sintese de quitina (ISQ), sobre duas populacbes de campo de A.
aegypti resistentes ao piretroide deltametrina e com diferentes niveis de
resisténcia ao OP temephos. Essas duas populacdes foram selecionadas em
laboratério com o0 ISQ e a evolugdo da resisténcia ao longo das geragdes e seu
impacto em diversos parametros da biologia de A. aegypti foram verificados. O
efeito de doses parcialmente letais de trés classes de inseticidas sobre a
atividade, em larvas de A. aegypti, das principais enzimas relacionadas com a
resisténcia metabdlica a inseticidas também foi realizada.

Na introducdo da tese, foi apresentado um breve relato sobre o
mosquito A. aegypti e as principais doencas por ele transmitidas. As
metodologias de controle, o problema da resisténcia a inseticidas, o0s
mecanismos e 0 custo evolutivo relacionado a aquisicdo da resisténcia foram
apresentados. A secdo Resultados esta dividida em quatro capitulos, trés dos
quais sob a forma de manuscritos, um cuja versdo final, revisada, ja foi
submetida a revista (Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz) e dois em
preparacao. O primeiro capitulo trata do efeito de doses parcialmente letais de
trés classes de inseticidas sobre a linhagem Rockefeller, padrdo de
susceptibilidade, e sobre populacées de campo. O capitulo seguinte mostra
gue a resisténcia de duas populacdes a OP e Pl afeta diversos parametros do
fitness. Estas mesmas populacdes foram posteriormente selecionadas com
diflubenzuron: o terceiro capitulo trata da evolucdo da resisténcia em
laboratorio a este 1ISQ e os impactos no fitness relacionados a resisténcia. Este
texto sera submetido ao periddico PLoS Neglected Tropical Diseases. O Ultimo
capitulo dessa secdo mostra a atividade das enzimas detoxificantes nos grupos
do capitulo anterior, tanto os selecionados com diflubenzuron quanto os grupos
controle, mantidos em paralelo sem presséao de selecdo com inseticidas. Este
capitulo também evidencia a queda do nivel de resisténcia a temephos ao
longo das geragdes, nos grupos controle, ndo expostos a diflubenzuron.
Seguem-se, ap0s essa secdo, uma discussdo e uma conclusédo gerais, que

sintetizam todo o trabalho desenvolvido durante os ultimos quatro anos.



Introducéo

1.1) Aedes aegypti

Mosquitos do género Aedes spp. possuem ampla distribuicdo
geografica, compreendendo espécies que vivem desde a regido sul até o norte
do globo. Algumas espécies desse género vivem sob clima extremamente
hostil, como alguns lugares de regides articas (Service 2008).

Muitas espécies desse género sdo insetos florestais. Entretanto
alguns integrantes se adaptaram perfeitamente ao habitat humano, e se
tornaram importantes transmissores de doencas ao longo do tempo. Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762), por exemplo, € o principal transmissor de dengue e
febre amarela em areas urbanas (Barret & Higgs 2007, Jansen & Beebe 2010).
Acredita-se que a forma doméstica de A. aegypti, proveniente de um ancestral
silvestre, tenha se estabelecido no norte da Africa por volta do ano 200 a.C.
Desde entdo, esta espécie vem se dispersando para varias regides do mundo.
Provavelmente, nas Américas, A. aegypti foi introduzido entre os séculos XV e
XVII, por meio de navios. Entretanto, a data exata desta introducdo ainda
permanece incerta (Barret & Higgs 2007).

O clima é um dos fatores relacionados com a distribuicdo do A.
aegypti. Essa espécie € mais abundante em regides tropicais e subtropicais,
principalmente entre as latitudes 35°N e 35°S (WHO 2009). Entretanto, a
presenca humana é fator primordial na distribuicdo desse vetor, ja que trata-se
de espécie altamente sinantrépica (Ponlawat & Harrington 2005, Jansen &
Beebe 2010).

No ambiente urbano, A. aegypti esta presente principalmente no
domicilio e no peridomicilio, onde encontra condi¢cdes favoraveis para
completar seu ciclo vital (Figura 1). Os adultos sé&o diurnos, com maior
atividade crepuscular e nas primeiras horas da manha (Consoli & Lourenco-de-
Oliveira 1994, Lima-Camara et al. 2011). Quando gravidas, as fémeas
depositam seus ovos preferencialmente em recipientes artificiais como tanques

de armazenamento de agua, potes, vasos de plantas e pneus usados (Nelson



1986). Nesses criadouros 0s ovos, quando secos, podem permanecer viaveis
por muitos meses (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994).

Todas essas caracteristicas bioldgicas de A. aegypti, como
preferéncia por alimentacdo em humanos, habilidade de realizar posturas em
pequenos criadouros e ovos resistentes a dessecacéo, sdo responsaveis pela
expansdo geogréfica dessa espécie ao longo dos anos. Esse fato é
preocupante, visto que a disseminacdo desse vetor esta diretamente
relacionada com o aumento do niumero de casos de dengue e, possivelmente,

de outras arboviroses (Weaver & Reisen 2010).

Terrestre

Adultos Larvas

Terrestre i
Aquatico

Pupas

Figura 1: Ciclo de vida do A. aegypti. Figura adaptada de http://www.cdc.gov/dengue/
entomologyEcology/m_lifecycle.html

1.2) Principais doencgas transmitidas por A. aegypti

1.2.1) Dengue

A dengue é uma doenca causada por um virus RNA fita simples
positiva do género Flavivirus, familia Flaviviridae. Existem quatro sorotipos

desse virus (DEN1-4) e, diferente de outras arboviroses causadas por



flavivirus, o ser humano € reservatorio exclusivo desse patdgeno (Guzman et
al. 2010).

As primeiras epidemias atribuidas ao virus da dengue ocorreram em
1780 (Siler et al. 1926 apud Henchal & Putnak 1990). Entretanto, esta doenca
se tornou mais relevante a partir da década de 1950 (Figura 2), quando foram
registradas grandes epidemias em diversos paises (Maihuru et al. 2004,
Halstead et al. 2007). Desde entdo, o numero de casos de dengue aumenta
gradualmente e, provavelmente, a expansao da distribuicdo de A. aegypti ao
longo das dltimas décadas contribui fortemente para esse panorama
(Mackenzie et al. 2004). Outros fatores, como falha no controle de populagdes
do vetor, resisténcia a inseticidas, globalizacdo, crescimento populacional e
urbanizacdo ndo planejada, também contribuem para o aumento da doenca em
todo o mundo (Rigau-Perez et al. 1998).

Atualmente, a dengue é a principal arbovirose transmitida por
mosquitos e estd presente em mais de 100 paises (Endy et al. 2010).
Estimativas atuais sugerem que cerca de 50 milhdes de pessoas contraem a
doenca anualmente e 2,5 bilhdes vivem em area de risco (WHO 2009). Nas
Américas, o Brasil tem destaque com relagdo ao numero de casos. Desde
1980, mais de 60% do total de casos de dengue sdo registrados no pais
(Nogueira et al. 2007).

Grandes esforcos tém sido concentrados para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz contra os quatro sorotipos do virus (Thomas & Andy 2011).
Entretanto, até o presente momento, todas as vacinas disponiveis estdo em
fase de testes. Por esse motivo, atualmente, a Unica maneira de combater a

dengue é por meio do controle do vetor.
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Figura 2: NUmero anual médio de casos confirmados de dengue/dengue hemorragica e
numero de paises afetados pela doenca entre 1955-2007. Figura adaptada de WHO (2009);
Dengue: Guidelines for diagnosis, treatment, prevention and control.

1.2.2) Febre amarela

Assim como o virus da dengue, o virus da febre amarela € um
flavivirus, da familia Flaviviridae. Fortes evidéncias indicam que tem origem na
Africa, tendo chegado aos paises do Novo Mundo durante o trafico de escravos
(Bryant et al. 2007). Aqui, iniciou-se ciclo de transmissdo desse virus entre
primatas e mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes, representando
uma ameaca até os dias de hoje (Bryant et al. 2003).

A febre amarela foi, entre os séculos XV e XIX, a doenca mais
temida, devido ao grande numero de epidemias que ocorreram nos tropicos,
subtrépicos e em paises da Europa (WHO 1998). Em 1848, Josiah Clark Nott
sugeriu que esta doenca provavelmente era transmitida por mosquitos. Pouco
tempo depois, em 1881, Carlos Finlay, um cientista cubano, publicou uma série
de hipéteses sobre a possibilidade de transmissdo via mosquitos. A
confirmacédo de A. aegypti como vetor dessa arbovirose em areas urbanas so
ocorreu em 1927 (Gardner & Ryman 2010).

A historia da febre amarela mudou radicalmente em 1937, quando
uma vacina extremamente eficaz (17D) foi desenvolvida. A partir desse

momento, intensas campanhas de vacinagdo foram responsaveis pelo controle
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da doenca em diversas regides (Barrett &Teuwen 2009). Entretanto, programas
de vacinagdo devem ser realizados continuamente, ja que o ciclo silvestre da
doenca permanece nos tropicos. No Paraguai, por exemplo, uma epidemia
ocorreu em 2008, mas foi rapidamente controlada por meio de vacinacdo em

massa (Weaver & Reisen 2010).

1.2.3) Chikungunya

O virus chikungunya pertence ao género alphavirus (familia
Togaviridae) e é transmitido para humanos por meio de picadas de mosquitos
do género Aedes spp. Os seres humanos funcionam como reservatorios
durante os periodos epidémicos, mas varios vertebrados sdo reservatérios
naturais deste virus. Alguns exemplos sdo espécies de roedores, macacos e
até de péassaros (Pialoux et al. 2007). Os principais vetores de chikungunya séo
A. aegypti e A. albopictus. Entretanto, outras espécies do género Aedes e
algumas do género Culex, Anopheles e Mansonia também podem participar da
transmissao (Jupp et al. 1981, Jupp & Mcintosh 1990).

O primeiro registro de epidemia de chikungunya ocorreu na
Tanzania em 1952-53 (Robinson 1955). A partir desse evento, diversas
epidemias foram relatadas em paises da Africa e da Asia, principalmente
depois de 2000 (Pialoux et al. 2007, Simon et al. 2008, Ching Ng &
Hapuarachchi 2010). Nos paises americanos ndo houve, até o momento,
qualquer epidemia de chikungunya. Na Europa, em 2007, um caso importado
gerou transmissdo autéctone, afetando cerca de 200 pessoas na ltalia (Rezza
et al. 2007). Este e outros casos importados tém sido registrados em outros
paises da Europa, principalmente em pessoas que estiveram em locais onde a
doenca € endémica. Este fato preocupa autoridades, principalmente aquelas da
América, onde os principais vetores de chikungunya estdo presentes (Pialoux
et al. 2007). Além disso, como a dengue € endémica em muitos paises das
Américas, o risco de disseminacao de chikungunya € grande, ja que os ciclos
de transmissédo dessas duas arboviroses compartiiham muitas semelhangas
(Weaver & Reisen 2010).
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1.3) Controle de vetores

O controle de insetos prejudiciais ao homem teve inicio na
agricultura. Ha cerca de 2500 anos a.C., 0os seres humanos comegaram a usar
0S primeiros compostos, como o0 enxofre, para proteger suas plantagcdes. Em
Saude Publica, os primeiros métodos de controle datam de 1800, com a
utilizacdo de querosene e verde de paris diretamente nos criadouros de
mosquitos (Floore 2006). Entretanto, o controle sistematico e intenso desses
insetos data, principalmente, do século passado (Braga & Valle 2007a).

As medidas de controle podem ser direcionadas contra as formas
imaturas e/ou adultas. Os métodos mais utilizados no combate aos vetores
sdo: 1) controle mecanico, 2) controle biolégico e 3) controle quimico (Neves et
al. 2001, Floore 2006, Service 2008).

1.3.1) Controle mecéanico

Controle mecénico de vetores €, muitas vezes, referido como
controle fisico. Consiste, basicamente, na identificacdo e eliminacdo dos
possiveis criadouros dos mosquitos.

Dentre todas as alternativas, € considerada a melhor opcéao a longo
prazo, desde que ocorra participacdo continua da populacdo. Nesse caso,
pode reduzir ou tornar desnecessario 0 uso de outros métodos de controle
(Floore 2006). Entretanto, o uso dessa metodologia € inviavel ou extremamente
dificil, quando os insetos utilizam criadouros naturais. Algumas espécies de
mosquitos, por exemplo, podem se criar em ocos de arvore ou em grandes
colecdes de agua. Por esse motivo, a localizacdo e remocao desses criadouros
nao sdo viaveis ou podem resultar em grandes desequilibrios ambientais
(Service 2008).

Por outro lado, no caso de espécies sinantropicas, essa estratégia
pode ser extremamente U(til, jA que os criadouros podem ser facilmente
removidos. Esse € o0 caso de A. aegypti, que usa preferencialmente recipientes

de origem humana, como pneus, potes plasticos, calhas de agua ou qualquer
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outro reservatério que possa acumular agua, para depositar seus ovos. Apesar
de ser uma alternativa barata e ecologicamente correta, geralmente &
negligenciada, pois depende da sensibilizacdo e de intensa participacdo da

populacao (Pérez et al. 2007).

1.3.2) Controle bioldgico

Controle biolégico consiste no uso de organismos com a finalidade
de diminuir a densidade populacional de insetos. Muitas vezes o conceito de
controle biolégico é confundido com controle natural, jA que nos dois casos
estdo envolvidos organismos que afetam os vetores. Quando se trata de
controle natural, ndo ha interferéncia humana. Por outro lado, no controle
bioldgico existe, artificialmente, introducdo de organismos para que ocorra
diminuicdo da densidade populacional do inseto-alvo (Service 2008).

O controle biolégico pode ser realizado com o uso de predadores
naturais ou patdégenos, como fungos, virus, protozoarios e bactérias (Becnel &
White 2007, Lacey 2007, Service 2008). No caso de predadores naturais, 0 uso
de peixes larvéfagos tem destaque. Antes do uso de DDT, a principal estratégia
de controle de anofelinos baseava-se no uso de peixes (Gosh & Dash 2007).
Entretanto, com o advento dos inseticidas sintéticos, esta metodologia foi
parcialmente negligenciada. Apenas nas ultimas duas décadas, devido aos
problemas derivados do uso intenso de inseticidas, como resisténcia e poluicao
ambiental, houve aumento da utilizacdo de peixes larvéfagos. Atualmente,
diversos paises usam apenas esta estratégia para controlar vetores ou, ainda,
como parte do controle integrado (Rozendaal 1997).

Gambusia affinis (Baird & Girard, 1853) e Poecilia reticulata Peters,
1859 sao as espécies mais eficazes e, por isso, bastante utilizadas no controle
de vetores. Ambas séo viviparas e pertencem a familia Poecilidae (Walton
2007). Gambusia affinis suporta grandes variacoes de temperatura, € tolerante
a salinidade, mas nao resiste a poluicdo. Por outro lado, P. reticulata esta mais
adaptada a temperaturas mais elevadas e pode sobreviver em aguas com certo

nivel de poluicdo (Rozendaal 1997). Além dessas espécies, existem outras
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com diferentes caracteristicas biologicas. Por esse motivo, a escolha ideal deve
ser baseada na biologia do inseto e na capacidade adaptativa do peixe.

Alguns estudos mostram que o uso de peixes larvofagos pode
representar uma estratégia viavel no controle de vetores. Lima et al. (2010),
verificaram que Betta splendens Regan, 1910 pode ser eficaz no controle de A.
aegypti, ja que a presenca de formas imaturas em depdsitos de agua diminuiu
consideravelmente nos locais onde o peixe foi inserido. Gosh et al. (2005)
também constataram que Poecilia reticulata pode diminuir expressivamente
populacdes de anofelinos. Nas éareas onde houve intervencdo com essa
espécie, houve reducdo significativa de casos de malaria.

Apesar de ser uma alternativa viavel, o uso de peixes predadores,
por si s6, ndo se sustenta. Isso se deve ao fato de que as populacdes de
insetos podem permanecer em baixas densidades e que, muitas vezes, 0s
peixes ndo conseguem se manter por muito tempo nos criadouros. Além disso,
a introducdo de espécies exdéticas pode ocasionar diversas alteracfes
ambientais. Gambusia affinis, por exemplo, é nativa do sul dos EUA e do norte
do México, mas ja foi introduzida em mais de 70 paises com a finalidade de
controle de larvas de mosquitos (Service 2008). Nesses paises, esse peixe é
responsavel pela alteracdo da biota aquéatica em funcdo da predacdo de

invertebrados e vertebrados aquaticos (Hoodle 2004).

1.3.3) Controle quimico

O controle de vetores por meio de inseticidas é a estratégia mais
empregada para diminuicdo da transmissdo de doencas como maléaria, dengue,
leishmaniose e doenca de Chagas (van den Berg et al. 2012). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, as principais classes de inseticidas utilizadas
em Saude Publica sao: organoclorados (OC), organofosforados (OP),
carbamatos (CA), piretréides (PI), reguladores do crescimento dos insetos
(IGR, sigla do termo em inglés: “Insect Growth Regulators”) e os inseticidas
derivados de bactérias (Bacillus thuringiensis israelensis e Bacillus sphaericus)
(WHO 2009).
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O primeiro inseticida usado no controle de vetores com ac¢ao residual
foi o DDT, um organoclorado. Este inseticida possui grande espectro de agéao e
foi empregado em larga escala entre 1940 e 1970. Apés esse periodo, o DDT
comecou a ser usado cada vez menos, principalmente devido aos problemas
ambientais a ele atribuidos (Braga & Valle 2007a). No Brasil, seu uso foi sendo
proibido gradualmente: a primeira restricdo ocorreu em 1985, na agricultura;
em 1997, no controle de vetores; e, em 1998, foi banido para toda finalidade
(Guimarédes et al. 2007). Apesar disso, em muitas localidades, seu uso €
aprovado pela OMS, especialmente na Africa onde existe grande incidéncia de
maléaria (WHO 2007).

Além dos organoclorados, os organofosforados e os piretroides séo,
atualmente, as classes de inseticidas mais utilizadas (Figura 3). Nos ultimos 10
anos, os paises das Américas foram os que mais empregaram estes produtos
para controle de vetores de dengue (WHO 2009). As demais classes de
inseticidas sdo ainda pouco utilizadas no controle. Os IGRs, por exemplo,
incluem compostos que foram descobertos ha décadas e mesmo assim seu
uso ainda € bastante limitado (van de Berg et al. 2012).

No Brasil, o controle de A. aegypti teve inicio no comeco do século
XX, devido as epidemias de febre amarela. Grande avanco ocorreu depois da
Segunda Guerra Mundial, pois nesse momento se iniciou a aplicacdo do
organoclorado DDT. De acordo com a Organizacdo Panamericana de Saude,
A. aegypti foi erradicado em 22 paises nas Américas nesse periodo (PAHO
1994). Este culicideo chegou a ser erradicado duas vezes do territorio brasileiro
desde o inicio dos programas sistematizados de controle. Entretanto,
atualmente, essa espécie ocupa grande parte do pais, com distribuicdo
semelhante a da década de 1940 (Guzman & Couri 2003, Braga & Valle
2007Db).

O larvicida temephos (OP) tem sido usado no controle desse vetor
desde 1967. Inseticidas do grupo dos piretréides também sdo empregados com
finalidade de controle, contra adultos, através de aplicacdo espacial (Braga &
Valle 2007b). O uso indiscriminado e por um longo periodo desses compostos
resultou na disseminacdo de resisténcia em diversas populacdes de campo
(Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004, Da-Cunha et al. 2005,
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Macoris et al. 2007). Por esse motivo, atualmente, novas alternativas de
controle tém sido utilizadas. Diflubenzuron, um inibidor da sintese de quitina, foi
recentemente introduzido no pais com essa finalidade (Ministério da Saude
2009).
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Figura 3: Uso global anual das quatro principais classes de inseticidas quimicos entre 2000 e

2009. Figura adaptada de van den Berg et al. (2012).

1.4) Alternativas de controle

A resisténcia a inseticidas representa um entrave para 0s programas
de controle. Muitas populacdes de insetos, vetores de doencas, encontram-se
resistentes as principais classes de inseticidas utilizadas. Por esse motivo,
outras medidas, de natureza bioldgica ou quimica tém sido cada vez mais
empregadas. Dentre as alternativas atualmente disponiveis, tem destaque o
uso de bactérias entomopatogéncias, como Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Lacey 2007). Outro grupo importante é o
dos reguladores de crescimento de insetos, que compreendem, principalmente,
os analogos de hormonio juvenil (JHA, do inglés Juvenile Hormone Analogues)
e os inibidores da sintese de quitina (CSI, do inglés Chitin Synthesis Inhibitors)
(Graf 1993).
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1.4.1) Bactérias entomopatogénicas

Em Saude Publica, Bacillus thuringiensis (Bt) €, indubitavelmente, o
patbgeno mais utilizado no controle de vetores. Esta bactéria distingue-se das
outras espécies do género Bacillus devido a presenca de uma inclusdo
parasporal, também conhecida como corpo parasporal ou cristais, que sao
produzidos simultaneamente durante a esporulacdo (Schnepf et al. 1998). A
atividade larvicida de Bacillus thuringiensis ocorre devido a presenca de toxinas
nessas inclusdes parasporais, conhecidas coletivamente como “d-endotoxinas”
(delta-endotoxinas) ou “ICP” (do inglés, insecticidal crystal proteins) (Crickmore
et al. 1998, Raymond et al 2010).

Diferente da maioria das cepas de Bt, em Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti) a inclusdo parasporal é arredondada, ndo tendo forma de
cristais (Lacey 2007). Quatro tipos de protoxinas, localizadas em diferentes
partes da inclusdo parasporal, sdo encontradas em Bti (Cry4A, Cry4B, CryllA
e CytlA). Quando ingeridas pelo inseto, as inclusbes parasporais s&o
solubilizadas no intestino e as protoxinas, agora livres, sdo hidrolisadas por
proteases intestinais. As toxinas ativas resultantes se ligam a receptores
especificos no tubo digestivo, o que acarreta em desrregulacdo do balanco
osmatico das células intestinais, levando a degradacéo do intestino e a morte
do inseto. Este efeito é especifico para organismos que tém tais receptores,
ndo se estendendo a seres humanos, peixes ou outros animais (Hofte &
Whiteley 1989). Entretanto, estas toxinas ndo atuam exclusivamente sobre
mosquitos e podem afetar outras espécies de dipteros como simulideos
(Cavados et al. 2005) e quironomideos (Yiallouros et al. 1999). Apesar de Bti
apresentar grande seletividade, a persisténcia em campo das formulacdes
atualmente disponiveis para controle é relativamente baixa, fato este que limita
seu uso em larga escala contra vetores (Lima et al. 2005).

Outras espécies do género Bacillus também séo eficazes contra
mosquitos. Bacillus sphaericus é bastante utilizado no controle de Culex
quinquefasciatus e Culex pipiens. Seu uso intenso em paises como Franca,
Tunisia, india, e China culminou com a resisténcia de varias populacdes de
insetos (Rao et al. 1995, Yuan et al. 2000, Nielsen-Leroux et al. 2002).
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Provavelmente a resisténcia de populagcbes de campo a B. sphaericus
relaciona-se a producéo, por esta bactéria, de apenas duas toxinas. No caso
de Bti, a selecdo de resisténcia seria mais complexa, ja que esta bactéria
produz quatro tipos de toxinas. Vale ressaltar que linhagens resistentes a B.
sphaericus ndo apresentam resisténcia cruzada a Bti (Wirth et al. 2000).

1.4.2) Reguladores do desenvolvimento de insetos (IGRs)

Na década de 1970, Staal (1975) criou o termo “IGR” para descrever
compostos que, independente do seu mecanismo de acdo, eram capazes de
alterar (acelerando, retardando ou inibindo) processos fisiolégicos essenciais
ao desenvolvimento do inseto ou de sua progénie (Siddal 1976, Mian & Mulla
1982, Graf 1993, Rozendaal 1997).

Diferente dos inseticidas que atuam no SNC, os IGR ndo provocam
a morte imediata dos insetos. Entretanto, sdo moléculas extremamente toxicas
especialmente contra 0s estagios imaturos, jA que seus efeitos ocorrem
principalmente durante a muda e a metamorfose (Graf 1993). Desse modo, tais
compostos requerem mais tempo para reduzir populacdes de insetos, quando
comparados aos inseticidas convencionais (Rozendaal 1997). Apesar dos IGRs
afetarem principalmente as larvas dos insetos, ha registros na literatura
mostrando que adultos sobreviventes a doses parcialmente letais possuem
uma série de problemas que comprometem sua viabilidade e reproducao
(Vasuki 1992, Vasuki & Rajavel 1992, Vasuki 1999, Belinato et al. 2009, Suman
et al. 2010).

Comparativamente aos inseticidas classicos, os IGR representam
um grupo de substancias mais seguro ao meio ambiente. Em geral,
apresentam baixa toxicidade para mamiferos, passaros, peixes e insetos
adultos. No entanto, podem ser tdéxicos contra crustaceos e estagios imaturos
de insetos aquaticos (Mian & Mula 1982, Rozendaal, 1997). Desse modo, seu
uso € indicado apenas em locais com baixo risco de contaminacdo de

organismos nao-alvo.
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1.4.2.1) Analogos de hormaénio juvenil

O sistema neuroenddcrino de insetos € formado por quatro
componentes: células neurossecretorias cerebrais, corpora cardiaca, corpora
allata e as glandulas protoracicas. Todos interagem para regular o
desenvolvimento e crescimento dos insetos. Uma caracteristica peculiar ao
crescimento dos artropodes € a substituicho do exoesqueleto antigo e a
reposicao por um novo, processo conhecido como ecdise (Carlson & Benthey
1977). Isso ocorre quando a larva (em insetos holometabolos) ou a ninfa (em
insetos hemimetabolos) atingem um tamanho critico. Nesse momento, inicia-se
a producdo do hormdnio protoracicotropico (PTTH) que, em dultima instancia,
acarreta a liberacdo de ecdisona, o “hormdnio da muda”, pelas glandulas
protoracicas (Bollenbacher et al. 1987). A presenca de ecdisona ativa uma
série de processos metabdlicos que culminam com a muda do inseto. Este
evento, de muda, conta ainda com a participacdo de um outro horménio: o
horménio juvenil, que impede a diferenciacdo do inseto para a forma adulta. No
altimo estadio larval a concentragdo do hormoénio juvenil cai e, durante a
metamorfose, na fase de pupa, praticamente n&do existe mais (Retnakaran et al.
1985). Nos adultos, o horménio juvenil passa a ser novamente produzido e esta
relacionado com o desenvolvimento dos ovérios, sintese de vitelo e
desenvolvimento das glandulas acessorias nos machos (Noriega 2004,
Parthasarathy et al. 2009). AplicacBes de analogos de horménio juvenil (JHA),
em determinados momentos do desenvolvimento, provocam anormalidades
morfologicas irreversiveis que, na maioria dos casos, levam a morte do inseto
durante ou depois da metamorfose (Braga et al. 2005). O primeiro JHA
produzido comercialmente foi o0 methoprene (Henrick 2007). Entretanto, outros
JHA, como piriproxifen e fenoxicarb, estdo disponiveis atualmente (Mulla et al.
1985, Gémez et al. 2011).

Estes compostos afetam principalmente os estagios imaturos (Axtell
et al. 1979, Ali et al. 1995, Braga et al. 2005). Entretanto, existem registros na
literatura que indicam que adultos sobreviventes a doses parcialmente letais
apresentam diversos problemas fisiol6gicos, como reducdo da quantidade de
fémeas que realizam repasto sanguineo, longevidade reduzida, alteracbes

morfologicas e reprodutivas (Arias & Mulla 1975, Sawby et al. 1992,
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Sithiprasana et al. 1996, Ritchie et al. 1997). Além disso, aspectos reprodutivos
de adultos podem ser afetados quando estes sado expostos aos JHAs. Divakar
& Rao (1975) verificaram que cerca de 80% dos ovos de Anopheles stephensi,
guando alimentados com solucdo de methoprene, eram pequenos, frageis e
esbranquicados. Bai et al. (2010) verificaram que aplicacdo tépica de
methoprene causa atraso no desenvolvimento dos ovarios e na maturacéo dos
ovos de Anopheles gambiae. Os autores relacionaram esses problemas com a
diminuicdo da expressdo de ecdisterdides nos insetos tratados, jA que essas
substancias participam ativamente da vitelogénese.

Existem poucos relatos de resisténcia a JHA. Dame et al. (1998)
verificaram que uma linhagem de Aedes taenorhynchus (Wiedemann, 1821) da
Flérida era 14,9 vezes mais resistente do que uma linhagem mantida em
laboratorio. Vasquez et al. (2009) verificaram que populagfes de Culex pipiens
pipiens do Chipre possuiam Razbes de Resisténcia entre 4,6 e 12 para
methoprene. Até o presente momento, ndo existem registros de resisténcia a
JHAs em Aedes aegypti. E provavel que os poucos casos de resisténcia a
esses compostos estejam relacionados ao uso nao corriqueiro em campo

desse grupo de inseticidas.

1.4.2.2) Inibidores da sintese de quitina

Depois da celulose, a quitina é o polissacarideo mais abundante do
planeta. Esta molécula ndo é encontrada somente nos artropodes, mas
também em diversos outros organismos como celenterados, esponjas,
nematdédeos, moluscos, fungos, protistas e algas (Merzendorfer 2011). A
funcdo dessa molécula, nos diferentes grupos taxondmicos, esta relacionada
com a protecdo, sustentagcdo ou revestimento de estruturas bioldgicas. Por
exemplo, a quitina presente na casca de ovos de nematddeos tem funcgéo
protetora contra possiveis danos fisicos ou quimicos. Protozoarios, quando
estdo em meio impréprio ou em fase de laténcia, secretam uma parede cistica
quitinosa que também os protege do meio externo (Merzendorfer 2011).

Este polissacarideo é composto por residuos de N-acetilglicosamina

ligados entre si atraves de pontes glicosidicas. Os polimeros de quitina formam

20



microfibrilas de 3 nm de diametro, estabilizadas por pontes de hidrogénio. De
modo geral, a quitina pode ser encontrada em trés formas, a, f e y, que
diferem entre si pelo grau de hidratagcéo e disposi¢cdo e numero de microfibrilas
(Merzendorfer 2011). A forma a € a mais abundante na natureza, encontrada
principalmente na parede celular de fungos e na cuticula dos artropodes. As
formas 3 e y, por sua vez, sdo abundantes na estrutura de sustentacao interna
de lulas (“squid pens”) e em casulos de insetos, respectivamente (Merzendorfer
& Zimock 2003, Merzendorfer 2011).

A quitina é considerada um dos componentes mais importantes do
exoesqueleto dos artropodes. A associacdo desse polimero com proteinas
confere forte rigidez ao exoesqueleto e, por esse motivo, capacidade de
crescimento limitada (Chapman, 1998). Outras estruturas, como traqueias,
casca de ovos e matriz peritrofica (MP), também possuem quitina em sua
composicao.

A MP é uma camada secretada por células do epitélio intestinal de
muitos organismos, incluindo insetos, nematddeos, anelideos e moluscos
(Merzendorfer 2011). E constituida por um complexo de proteinas,
glicoproteinas e proteoglicanas que se associam a microfibrilas de quitina
(Clements 1992). Dois tipos de MP séao encontrados em insetos, ado tipo 1 e a
do tipo 2). A MP tipo 1 é sintetizada por todo o intestino, e € encontrada em
Coleoptera, Dictyoptera, Epphemeroptera, Hymenoptera, Odonata, Orthoptera,
Phasmida, larvas de Lepdoptera e adultos hematéfagos de Diptera. Por outro
lado, a MP tipo 2 é produzida exclusivamente por células especializadas da
céardia, uma area localizada entre o es6fago e o intestino anterior. E encontrada
em Dermaptera, Isoptera e larvas de Diptera (Hegedus et al. 2009).

A MP desempenha importantes fungdes, pois participa na digestéo e
protege o intestino contra danos mecéanicos, espécies reativas de oxigénio e
microrganismos patogénicos. Com excec¢do dos hemipteros, tisandpteros e
lepidopteros adultos, a maioria dos insetos possui MP. Em alguns insetos a
producdo € continua, mas em outros ocorre somente em resposta a
alimentacdo, como € o caso da MP tipo 1 nos mosquitos hematéfagos (Lehane
1997).

21



Uma vez que a quitina tem papel fundamental em muitos aspectos
na biologia de insetos, a inibicdo ou interferéncia em processos relacionados
ao metabolismo desse polissacarideo sdo consideradas importantes para o
desenvolvimento de inseticidas com novos mecanismos de acdo. Por esse
motivo, compostos que interferem com o metabolismo da quitina, como as
benzo-fenil-ureias (BPU), ttm ganhado atencdo especial no controle de vetores
de doencas e de pragas agricolas. O potencial de inibicdo da sintese de quitina
dos BPU foi descoberto na década de 1970, culminando com o
desenvolvimento de diflubenzuron, o primeiro BPU utilizado no controle de
insetos. A principio, este BPU foi utilizado no controle de pragas agricolas e,
posteriormente, no controle de moscas, no &mbito da medicina veterinaria (Graf
1993).

Apesar de diflubenzuron ter sido descoberto ha mais de 40 anos, 0
mecanismo de acdo desse e de outros BPU ainda ndo é totalmente claro.
Outras substancias que interferem com a sintese de quitina, como polioxinas e
nikomicinas, sao inibidores in vitro diretos da quitina-sintase, uma enzima
chave na polimerizacdo da quitina, cujo sitio catalitico é voltado para o meio
citoplasmatico (Merzendorfer 2011). Diflubenzuron, por outro lado, s6 inibe a
sintese de quitina em sistemas celulares e tecidos intactos (Cohen & Casida
1980, Mayer et al. 1981, Zimock et al. 2005). Além disso, diflubenzuron nao
inibe a sintese de quitina em fungos, como as polioxinas e nikomicinas (Eck
1979). Ha relatos de que os BPU inibem a incorporacdo de precursores
radioativos de quitina, sugerindo que esses compostos podem afetar a
polimerizagdo, mas apenas em sistemas in vivo (Hajjar & Casida 1978, Clarke
& Jewess 1990). Desse modo, € improvavel que diflubenzuron seja um inibidor
da quitina-sintase.

Estudos mais recentes indicam que diflubenzuron tem estrutura
similar a sulfonilureias (SU), farmacos utilizados no tratamento de diabetes tipo
Il em humanos. Estas moléculas se ligam em receptores de membrana
chamados SUR (sulfonlylurea receptor), bloqueando a entrada de K' nas
células B. Isso acarreta aumento da concentracdo intracelular de Ca* e
estimula a liberagcdo de insulina (Matsumura 2010). Nasonkin et al. (1999)
verificaram a presenca de um SUR em Drosophila melanogaster, homélogo ao
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SUR de humanos, sensivel a glibenclamida, uma sulfonilureia.
Interessantemente, Abo-Elghar et al. (2004) verificaram que glibenclamida
inibia a sintese de quitina em ninfas de Blattella germanica e a ocorréncia de
uma série de anormalidades morfoldgicas classicamente encontradas em
insetos tratados com diflubenzuron. Além disso, nesse mesmo estudo, a
glibenclamida acarretou diminuicdo da captacdo de Ca*? em preparados
vesiculares, da mesma forma que diflubenzuron. Nesse sentido, apesar do
mecanismo de acdo dos CSI ndo estar elucidado, acredita-se que eles
interferem com o fluxo de ions e que isso, de algum modo ainda nao
conhecido, acarrete diminui¢cdo da sintese de quitina.

Ainda que o mecanismo de acdo dos BPU nao seja claro, existem
varios relatos de sua eficiéncia sobre vetores, principalmente difubenzuron
(Ansari et al. 2005), lufenuron (Wilson & Cryan 1997), novaluron (Mulla et al.
2003) e triflumuron (Martins et al. 2008). Como a quitina esta presente em
todas as fases do ciclo de vida dos insetos, estruturas como 0s 0vos, maitriz
peritréfica, espermateca e traqueias dos adultos também podem ser afetadas.
Nesse sentido, existem registros de que adultos sobreviventes a doses
parcialmente letais de BPU possuem uma série de parametros afetados.
Vasuki (1992,1999) verificou que Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi
e Aedes aegypti sobreviventes ao tratamento com hexaflumuron tinham
longevidade reduzida, ingeriam menos sangue e, consequentemente,
colocavam menor quantidade de ovos. Belinato et al. (2009) e Suman et al.
(2010) observaram resultados semelhantes em A. aegypti e C.
quinquefasciatus  sobreviventes a triflumuron e a diflubenzuron,
respectivamente. Quando administrados diretamente a adultos, os BPUs
também acarretam problemas nos insetos. FEémeas alimentadas com esses
produtos colocam menor quantidade de ovos e muitos deles ndo sao viaveis
(Miura et al. 1976, Wilson & Cryan 1997, Saenz-de-Cabezon et al. 2006).

O uso de BPUs tem sido intensificado no controle de populagdes de
mosquitos resistentes, ja que seu mecanismo de acéo € distinto dos inseticidas
neurotoxicos tradicionalmente utilizados. Em laboratério, triflumuron e
diflubenzuron sdo eficazes contra populacdes de A. aegypti resistentes ao

temephos e a deltametrina (Martins et al. 2008, Belinato et al. 2012).

23



Entretanto, os mesmos autores verificaram que populacdes com elevados
niveis de resisténcia ao OP temephos sdo mais tolerantes a esses IGR
(Belinato et al. 2012, Belinato et al. em preparacédo). Entretanto, Fontoura et al.
(2012) nao encontraram relacdo entre o nivel de resisténcia ao temephos e
tolerancia a novaluron, outro CSI|. E provavel que tolerdncia a ISQ seja
decorrente de niveis elevados de enzimas detoxificantes, situacdo muito
comum entre populacdes brasileiras de A. aegypti. Tolerancia a diflubenzuron
associada a Oxidases de Funcdo Mista (MFO), por exemplo, ja foi encontrada
em moscas (Kotze et al. 1997). Apesar disso, ndo existem registros
demonstrando resisténcia aos inibidores de sintese de quitina em populacdes
de mosquitos.

1.5) Resisténcia a inseticidas

O uso de inseticidas ainda € uma ferramenta muito utilizada para
diminuir a transmissdo de doencas ao ser humano. Além disso, inseticidas
exercem papel fundamental na producédo de alimentos, pois sao utilizados no
controle de diversas pragas agricolas (Perry et al. 2011). Entretanto, um dos
grandes problemas do controle quimico € a selecdo de resisténcia nas
populacdes de insetos. No inicio, estima-se que a frequéncia de alelos
relacionados a resisténcia em uma populacdo seja bastante baixa (Roush &
Mckenzie 1987). Todavia, com 0 uso continuo e massivo de um mesmo
produto, a frequéncia de individuos resistentes pode alcancar niveis que
comprometem o controle (Price 1991, ffrench-Constant 2006).

Os casos de resisténcia se intensificaram principalmente depois de
1940, com a introducdo dos inseticidas organo-sintéticos. Atualmente, existem
registros de resisténcia em pelo menos 600 espécies de insetos e acaros. Ja
foi detectada, somente em A. aegypti, resisténcia a mais de 19 compostos
quimicos (IRAC 2012). Uma das consequéncias da aquisicdo de resisténcia € a
inviabilizacdo do uso de determinados inseticidas. O OP temephos, por
exemplo, foi intensamente utilizado no Brasil no controle de larvas de A.
aegypti, o que resultou na selecéo de diversas populacbes com altos niveis de

resisténcia a esse composto. A resisténcia a inseticidas € particularmente
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grave no caso de A. aegypti, espécie que utiliza criadouros de origem
antropica: com a necessidade de aprovacao dos larvicidas contra A. aegypti
para uso em agua potavel, o numero de compostos disponiveis atualmente é
extremamente reduzido. Por esse motivo, é essencial manter a vida Gtil desses
compostos em campo (Perry et al. 2011).

Além disso, muitas vezes, a resisténcia de um determinado
organismo pode ser manifestada para dois ou mais compostos quimicos
distintos, o que chamamos de resisténcia cruzada. Este fendmeno ocorre
guando um mesmo mecanismo confere resisténcia a mais de um produto. Esta
situacao tem sido registrada com frequéncia (Kasai et al. 2007, Ocampo et al.
2011) e representa uma dificuldade adicional ao controle de vetores em geral,
pois tende a limitar ainda mais os inseticidas disponiveis para uso em Saude
Publica.

Uma das formas racionais de contornar a resisténcia de vetores é a
mensuracao periddica do status de susceptibilidade dos insetos, associada a
elucidacdo dos potenciais mecanismos de resisténcia envolvidos. Tais estudos
podem ajudar na definicdo de estratégias de controle que possibilitem o manejo
adequado antes que a resisténcia a um produto alcance um limiar que dificulte

acOes no campo (Braga et al. 2004).

1.6) Mecanismos de resisténcia

7

A resisténcia a inseticidas € um fenbmeno genético, envolve
mutacfes que afetam a metabolizacdo ou o sitio alvo dos diferentes produtos
(ffrench-Constant et al. 2004, Li et al. 2007). Existem quatro mecanismos
classicos de resisténcia a inseticidas descritos: resisténcia comportamental,
reducéo da penetracdo do inseticida, insensibilidade do sitio-alvo e aumento da
detoxificagdo do inseticida (Price 1991, McKenzie & Batterham 1994,
Hemingway 2000, Hemingway & Ranson 2000, ffrench-Constant et al. 2004, Li
et al. 2007, Bass & Field 2011). Os dois ultimos sao considerados os
mecanismos mais relevantes e, sozinhos ou combinados, podem conferir
resisténcia, muitas vezes em altos niveis, a todas as classes de inseticidas

quimicos disponiveis (Hemingway et al. 2004). Além disso, pesquisas indicam
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que transportadores ABC também podem estar relacionados com a resisténcia
a inseticidas, tanto em pragas agricolas quanto em vetores de saude publica.

De modo geral, trés fatores, quantitativos ou qualitativos, sao
responsaveis pela resisténcia a inseticidas:

a) Amplificacdo génica: corresponde a um aumento do nimero de copias de
um gene que codifica alguma enzima envolvida com a resisténcia. A
amplificagdo génica de esterases, relacionada com a resisténcia a
inseticidas, é bastante encontrada em mosquitos (Paton et al. 2000).

b) Expresséo génica alterada: ocorre devido a mutacées pontuais, insercdes
ou dele¢cbes na regido promotora dos genes causando mudangas nos
niveis de expressdo génica. Alteracdo de expressdao de MFO devido a
mudancas na regido promotora, por exemplo, ja foi vista em Drosophila
melanogaster (Li et al. 2007).

c) Mudanca estrutural: ocorre devido a mutagdes na regido codificante dos
genes relacionados a resisténcia. Neste caso, ocorre uma mudanca
estrutural na enzima que aumenta sua afinidade pelo substrato,
potencializando sua atividade. Mudancas qualitativas em enzimas
envolvidas com resisténcia a inseticidas ja foram encontradas em diversos

insetos (Hemingway et al. 2004).

1.6.1) Insensibilidade do sitio alvo

Este tipo de resisténcia ocorre quando mutacdes acarretam
mudancas nas moléculas alvo do inseticida ocasionando, geralmente,
diminuicdo ou bloqueio da interacdo com seu sitio de acao (Beaty & Marquadt
1996). Organofosforados (OP) e carbamatos (CA), por exemplo, tém como sitio
alvo a enzima acetilcolinesterase (Ace). A Ace esta presente em uma grande
variedade de animais, como mamiferos, passaros, répteis, peixes e insetos
(Fukuto 1990). Esta enzima é responsavel pela rapida degradacéo hidrolitica
do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, acarretando interrupgéo
momentanea do impulso nervoso (Soreq & Seidman 2001). Quando insetos
entram em contato com OP e CA, a Ace fica inibida e ndo é capaz de hidrolizar
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a acetilcolina. Desse modo, grande quantidade do neurotransmissor fica
acumulada nas sinapses, acarretando impulsos nervosos repetitivos que
podem levar a morte (Fukuto 1990). Muitas vezes, a resisténcia a OP e CA é
causada por mudanca estrutural da Ace, decorrente de mutacdes, de modo
gue os inseticidas ndo reconhecem mais essa enzima (Hemingway & Ranson
2000).

Inicialmente, a maioria das alteracbes na Ace relacionadas com
resisténcia a inseticidas foram descritas em Drosophila melanogaster (Price
1991). Varias mutacdes ja foram detectadas e, sozinhas ou combinadas, séo
responsaveis por diferentes niveis de resisténcia (Walsh et al. 2001). Estudos
indicam que insetos podem possuir dois genes que codificam
acetilcolinesterases (ace-1 e ace-2) (Weill et al. 2002). Mosquitos apresentam
ambos, mas a maioria dos trabalhos mostra que apenas mutacdes em ace-1
estdo diretamente relacionadas com a resisténcia a inseticidas (Weill et al.
2002, 2003, Ahoua Alou et al. 2010, Alout et al. 2011). Até o presente
momento, em mosquitos do género Aedes nao existem registros de mutagdes
em Ace relacionadas com a resisténcia a inseticidas.

Organoclorados e piretroides também atuam no SNC dos insetos.
Os OC sao divididos em trés grupos: 1) DDT e seus andlogos, 2)
Hexaclorohexanos e 3) Ciclodienos. Aparentemente, o DDT, seus analogos e
os hexoclorohexanos atuam diretamente no canal de sddio (Figura 4),
mantendo sua conformacdo aberta, impedindo o fluxo normal de ions. Por
outro lado, os ciclodienos atuam no receptor de acido gama-aminobutirico
(GABA), impedindo a entrada de ions cloreto nos neurénios (Ware & Whitacre
2004). O mecanismo de acao dos Pl € semelhante ao do DDT, pois também
atuam mantendo o canal de sodio na sua conformacao aberta. Em todos os
casos, quando insetos estdo expostos aos OC e PI, a transmisséo de impulsos
nervosos torna-se repetitiva, provocando paralisia, convulsbes e morte do
inseto.

O principal mecanismo de resisténcia a esses compostos se da
através de mutacdes que alteram a afinidade desses compostos pelo seu
receptor. Nesse caso, 0s insetos sofrem paralisia momentanea seguida de

recuperacdo completa de sua locomocdo (“Knock-down resistance” - Kdr)
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(Busvine 1951). A primeira mutacao identificada e relacionada ao fendtipo kdr
foi consequéncia de uma substituicdo de uma leucina por uma fenilalanina no
segmento S6 do dominio Il do canal de sddio de Musca domestica (Williamson
et al. 1996). Outras mutacbes no gene do canal de sodio também estdo
relacionadas com resisténcia a PIl. Diversas populacdes de A. aegypti, por
exemplo, possuem substituicdo de uma valina por uma isoleucina na posicao
1016, que também contribui para resisténcia a essa classe de inseticidas
(Garcia et al. 2009, Martins et al. 2009).
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Figura 4: Estrutura do canal de sdédio regulado por voltagem. Esta proteina possui quatro
dominios homologos (I - IV), cada qual com seis segmentos hidrofébicos (S1 - S6). Figura
retirada de Martins & Valle (2012).

Resisténcia a ciclodienos envolvendo mutacdes em receptores de
GABA também ja foram documentadas. Os receptores de GABA s&o canais de
cloro envolvidos com a interrup¢do do estimulo nervoso. Quando o GABA se
liga nesses canais, ocorre entrada de ions CI, deixando a membrana
hiperpolarizada. Ciclodienos, como dieldrin, se ligam nos receptores de GABA
e impedem o influxo de CI, deixando a membrana do axbnio sensivel a
impulsos nervosos repetitivos, o que pode culminar com a morte dos insetos
(Bermudez et al. 1991). J4& foram detectados, em D. melanogaster, alelos
relacionados com resisténcia a dieldrin. A resisténcia decorre, principalmente,
de substituicdo de aminoacido (A301S) no receptor de GABA, 0 que provoca

mudanca de afinidade pelo inseticida (ffrench-Constant et al. 1993).
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1.6.2) Aumento de detoxificacdo do inseticida

Todos o0s organismos, desde bactérias até os seres humanos,
desenvolvem uma resposta transcricional coordenada quando entram em
contato com algum tipo de composto toxico presente no meio ambiente. Estes
compostos, também conhecidos como xenobidticos, podem entrar no corpo
através de contato fisico, inalacdo ou ingestdo. Toxinas de plantas, poluentes
quimicos e pesticidas sdo os principais exemplos de xenobiéticos que podem
afetar os seres vivos (Misra et al. 2011).

Algumas classes de enzimas desempenham funcéo protetora contra
0s danos potenciais que estes compostos podem vir a causar. Estas enzimas
metabolizam, eliminam e detoxificam, através de um processo conhecido como
biotransformacg&o. Basicamente, neste processo, 0s xenobidticos passam por
uma série de etapas enzimaticas que os transformam em substancias polares,
soliveis em agua, e por isso, de facil excrecdo (Meyer 1996). A
biotransformacédo € dividida em trés fases, e trés principais grupos de enzimas
participam desse processo: esterases, oxidades de funcao multipla (MFO) e as
glutationa-S-transferases (GST).

A Fase | inclui as MFO, que realizam modificacdo quimica de uma
grande variedade de xenobioticos, alterando sua atividade biol6gica. Na Fase
II, ocorre participagdo ativa das GST. Estas enzimas agem nos produtos
gerados pela Fase |, tornando as moléculas mais hidrofilicas através de uma
reacdo de conjugacdo. As esterases, que podem ser consideradas como
enzimas de Fase | ou Fase Il, realizam hidrélise de ligacBes éster presentes
nos xenobidticos (Xu et al. 2005, Frova 2006, Misra et al. 2011, Testa et al
2012). Durante a fase Ill ocorre a exportacdo ativa, por meio de
transportadores ABC e de outras proteinas transmembranares, dos metabdlitos
gerados durante as duas primeiras fases (Meyer 1996, Xu et al. 2005, Misra et
al. 2011).

Em muitos insetos, o aumento da atividade dessas enzimas esta
relacionado a resisténcia aos inseticidas utilizados em Saude Publica. Este
mecanismo de resisténcia €& conhecido como resisténcia metabdlica

(Hemingway & Ranson 2000). Véarios estudos mostram que populacbes de
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campo, sujeitas a pressao constante com inseticidas, possuem maior atividade
das enzimas detoxificantes (Montella et al. 2007, Marcombe et al. 2009).
Entretanto, alguns trabalhos mostram que, muitas vezes, quando insetos sao
expostos a pequenas concentracdes de compostos toxicos, como poluentes e
toxinas de plantas (e ndo necessariamente apenas inseticidas), ficam mais
tolerantes a inseticidas, em uma exposicdo posterior. Essa tolerancia é
relacionada com a indugcdo temporaria do aumento da atividade de enzimas
detoxificantes, provocada pelos xenobidticos (David et al. 2006, Poupardin et
al. 2008, Riaz et al. 2009). Desse modo, é provavel que diversos tipos de
xenobiodticos presentes no meio ambiente estejam relacionados, de certa
forma, com a evolucdo da resisténcia aos inseticidas empregados em Saude

Publica.

1.6.2.1) Esterases

As esterases (EST) constituem uma diversificada familia de enzimas
que pertencem a classe das Hidrolases, grupo que promove a degradacao de
compostos organicos através da adicao de agua. Atuam sobre ligacdes éster
de compostos enddégenos ou exdgenos, gerando alcool e &cido carboxilico
(Wheelock et al. 2005, Montella et al. 2012).

Em insetos, as esterases estdo envolvidas em varios aspectos
fisiol6égicos e reprodutivos. Em Drosophila melanogaster, foi constatado, por
exemplo, que esterases presentes no liqguido seminal dos machos aumentam o
tempo em que a fémea permanece sem copular (Richmond et al. 1979). Essas
enzimas também estdo envolvidas com a metabolizacdo de feroménios nas
antenas dos insetos. Aparentemente, a rapida degradacdo dos feromdnios
sexuais femininos nas antenas dos machos é essencial para que encontrem as
fémeas durante seu voo (Ishida & Leal 2005). Esterases também participam da
digestdo (Kapin & Ahmad 1980) e da regulacdo do desenvolvimento (Liu et al.
2008, Kamita et al. 2011).

Diversos trabalhos mostram que essas enzimas também estdo
envolvidas com a resisténcia a inseticidas. Compostos OP, CA e Pl possuem

ligagOes éster em sua estrutura e, desse modo, podem ser alvos das esterases
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— porém, de forma distinta: esterases de insetos tém alta afinidade por OP e
CA, e os hidrolisam com taxas muito lentas. Por esse motivo, diz-se que as
esterases de insetos “sequestram” esses inseticidas. Situag&o inversa ocorre
no caso dos piretréides, que sdo rapidamente hidrolisados (Ketterman et al.
1992, Hemingway & Karunaratne 1998).

Resisténcia mediada por esterases ja foi encontrada em diversas
espécies de mosquitos. Em espécies do género Culex, aumento da atividade
de esterases, resultante de amplificacdo génica, € bastante documentada
(Hemingway & Ranson 2000, Hemingway et al. 2004, Li et al. 2007). Ensaios
bioquimicos também tém mostrado, em diversas localidades do mundo,
aumento de esterases nao-especificas empopulacdes de A. aegypti (Montella
et al. 2007, Marcombe et al. 2009, Bisset et al. 2011, Fonseca-Gonzales, 2011,
Polson et al. 2011).

1.6.2.2) Oxidases de Funcao Mdultipla

As oxidases de funcdo mdultipla (MFO) sdo um grande grupo de
enzimas presentes virtualmente em todos os organismos aerdbicos (Scott
1999). Existem cerca de 4000 enzimas descritas e uma caracteristica comum €&
a presenca de um grupamento heme em sua estrutura (hemeproteinas) (Werk-
Reichhart & Feyereisen 2000, Denisov et al. 2005). Na literatura, essas
enzimas sdo conhecidas por uma grande variedade de nomes como
monoxigenases citocromo P450, oxidases microssomais e oxidases de funcdo
mista. Podem ser microssomais (quando presentes no reticulo endoplasmaético)
ou mitocondriais (Feyereisen 1999). Uma caracteristica peculiar dessa familia
de enzimas € a plasticidade com relagdo aos substratos que podem
metabolizar. Além de uma mesma enzima ser capaz de reagir com diferentes
tipos de substratos, uma Unica mutagdo pontual pode ser responséavel pela
alteracdo drastica de sua afinidade por estes (Feyereisen 1999). Em geral,
MFO metabolizam substratos hidrofobicos ou pouco soluveis em agua.
Entretanto, alcodis, fendis, detergentes e outras moléculas organicas também

podem ser processados.
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O ciclo catalitico das MFO é extremamente complexo. Basicamente,
a enzima na sua forma oxidada se liga ao substrato. Nesse momento, o
complexo P450-substrato recebe um elétron e a enzima se liga a um oxigénio.
Em uma segunda etapa de reducado, o oxigénio molecular € clivado e ocorre a
insercdo de um atomo de oxigénio no substrato e o outro é reduzido a uma
molécula de agua (Denisov et al. 2005).

As MFO desempenham importantes funcdes na biologia dos seres
vivos, pois estdo envolvidas no metabolismo de compostos endogenos e
exdgenos. Em insetos, por exemplo, estdo envolvidas com a sintese e
degradacédo de ferombnios e hormonios, incluindo a 20-hidroxiecdisona e o
hormonio juvenil (Scott 1999). Sanders et al. (2003) verificaram aumento de
MFO em A. aegypti apos alimentacdo sanguinea, provavelmente relacionado
com a detoxificacdo de substancias presentes no sangue. Alguns registros
também evidenciam a relacdo entre MFO e tolerancia a toxinas de plantas
(Schuler 2011). Quando A. aegypti € exposto a xenobidticos provenientes de
plantas, ocorre aumento da atividade e expressao de genes MFO (David et al.
2006). Assim, a sobrevivéncia e adaptacdo dos insetos frente a condi¢cdes
adversas do meio estdo diretamente relacionadas ao papel desempenhado
pelas MFO.

Além das funcdes metabdlicas na fisiologia nos insetos, em muitos
casos, as MFO estédo envolvidas diretamente com a resisténcia a inseticidas
(Hemingway & Ranson 2000). Devido a sua grande diversidade genética e
plasticidade frente aos substratos, ha potencial para que as MFO participem da
metabolizacdo de todas as classes de inseticidas disponiveis (Li et al. 2007).
Entretanto, a maioria dos trabalhos indica que o envolvimento de MFOs na
resisténcia ocorre principalmente frente a Pl (Ranson et al. 2011).

Andlises de microarranjos em populacdes de Anopheles gambiae
resistentes a piretréides tém mostrado o aumento de varios genes que
codificam MFO. Miiller et al. (2008) detectaram maior expressao de CYP6P3, e
verificaram que esta enzima é capaz de metabolizar piretroides. Resultados
semelhantes foram obtidos por Stevenson et al. (2011) estudando a expresséo
de CYP6M2. Varios outros genes P450 sdo mais expressos em populacdes

resistentes a piretréides do que nas susceptiveis (McLaughlin et al. 2008,
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Hardstone et al. 2010). Entretanto, na maioria dos casos, a relacdo com a
detoxificagédo de inseticidas ndo é comprovada.

Selecdo de A. aegypti em laboratério com piretroide também
acarreta aumento de atividade de MFO (Paeporn et al. 2004). Além disso,
existem trabalhos que mostram atividade elevada de MFO em populacdes
naturais de A. aegypti, muitas vezes em associacdo com alteracdo de
esterases e GST. Polson et al. (2011) verificaram, através de ensaios
bioquimicos, que diversas populacbes de campo de Trinidad possuiam
atividade elevada de MFO em relacdo a linhagem susceptivel. Pethuan et al.
(2007) obtiveram resultados semelhantes em populac¢des da Tailandia.

Além de estar envolvida com a resisténcia aos inseticidas classicos,
as MFO podem participar da metabolizacdo de IGR. Existem relatos de
aumento da atividade de MFO em insetos resistentes a analogos de hormonio
juvenil, além de indicios de participacdo destas enzimas na resisténcia a
inibidores de sintese de quitina (Plapp 1976, Kotze et al. 1997). Esta familia de
enzimas também parece ter importante papel na resisténcia cruzada. Uma
populacdo de A. aegypti selecionada com o OP temephos em laboratério
apresentou também aumento significativo da resisténcia ao Pl deltametrina.
Ensaios com sinergistas indicaram o envolvimento de MFO nesse fendmeno
(Rodriguez et al. 2002).

1.6.2.3) Glutationa-S-Transferases

Glutationa-S-Transferases sdo uma grande familia de enzimas que,
assim como as esterases e as MFO, estdo envolvidas em diversos processos
fisioldgicos nos insetos. E o principal grupo de enzimas presentes na Fase Il do
processo de biotransformacéo, tanto em plantas quanto em animais. A maioria
dos estudos das GST de insetos esta relacionada com a resisténcia a
inseticidas, detoxificacdo de aleloquimicos de plantas e resposta ao stress
oxidativo (Enayati et al. 2005).

Existem duas principais classes de GST em insetos: as citossolicas
ou GST solaveis (cGST) e as microssomais, também conhecidas como

MAPEG (“membrane-associated proteins involved in eicosanoid and
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glutathione metabolism”) (Frova 2006). As cGST incluem as enzimas que estéao
envolvidas com a resisténcia a inseticidas. Devido a sua grande diversidade em
insetos, essa classe é subdividida em seis subclasses principais, que s&o:
Delta, Epsilon, Sigma, Omega, Theta e Zeta. As subclasses Delta e Epsilon
sdo as mais abundantes (Lumjuan et al. 2007, Friedman 2011).

As cGST possuem duas subunidades, cada uma com um sitio de
ligagdo a um composto (sitios G e H). No sitio G, bastante conservado, ocorre
a ligacdo com a glutationa. Por outro lado, no sitio H, variavel, ocorre a
interacdo com o0s substratos hidrofobicos (Sheehan et al. 2001, Frova 2006).
De modo geral, essas enzimas metabolizam uma série de compostos
hidrofébicos, como substratos enddégenos e xenobidticos, catalizando a
conjugacdo de uma glutationa no centro hidrofilico dos substratos. A
consequéncia dessa reacdo é o aumento da solubilidade dos compostos,
facilitando sua compartimentalizacdo e excrecdo pelas enzimas de Fase Il
(Sheehan et al. 2001).

GST podem participar da resisténcia a OC, OP e PI (Li et al. 2007).
Tém sido apontadas como as principais enzimas responsaveis pela resisténcia
metabolica a DDT e Pl (Hemingway 2000, Hemingway et al. 2004). Essas
enzimas podem estar envolvidas com o sequestro (Kostaropoulos et al. 2001) e
a metabolizacdo direta do xenobidtico (Wei et al. 2001), ou ainda com a
protecdo contra efeitos toxicos secundarios, tais como aumento de peroxidacdo
lipidica decorrente de exposicao a inseticidas (Vontas et al. 2001). Alguns
trabalhos também mostram que muitas populacbes de campo possuem
atividade alterada de GST, o que, possivelmente, esta relacionado com a
resisténcia aos principais inseticidas utilizados no controle (Montella et al. 2007,
Pethuan et al. 2007, Cuamba et al. 2010, Polson et al 2011).

1.6.3) Transportadores ABC

Os transportadores ABC constituem uma superfamilia de proteinas
transmembranares presentes em uma grande variedade de seres vivos

(Biemans-Oldehinkel et al. 2006). Essas proteinas utilizam a energia
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proveniente da hidrolise do ATP para transportar substratos através da
bicamada lipidica das células (Locher 2009). Basicamente, existem dois tipos
de transportadores ABC: os exportadores e os importadores. Em ambos os
casos, a hidrélise do ATP é realizada por um par de dominios citoplasmaticos
(ABC, do inglés ATP-binding cassette) e a translocagéo dos substratos ocorre
por meio de dois dominios transmembranares (TMD, do inglés transmembrane
domains) (Locher 2009, figura 5).
A B

Nutrientes hidrofilicos: aminodcidos,
oligopeptideos, agucares, ions...

Espaco
extracelular

Membrana

Citoplasma

ATP ADP + P,

: ATP : ADP + P,

Xenobhidticos, lipideos,
peptideos antigénicos...

Figura 5: Transportadores ABC de importacdo (a) e de exportagdo (b). Ambos utilizam a
energia liberada pela hidrélise do ATP para translocar substratos. ABC: ATP-binding cassette;
TMD: transmembrane domain; SBP: substrate binding protein. Figura adaptada de Locher
20089.

Enquanto os importadores estao presentes apenas em procariotos,
0s exportadores sao encontrados em praticamente todos 0s seres Vivos,
incluindo seres humanos. Além da participacdo de processos fisioldgicos
basicos como transporte de acucares, aminoacidos, colesterol, fosfolipideos,
peptideos e proteinas, os transportadores ABC também sdo capazes de

eliminar xenobioticos. Desse modo, mutacbes em genes desses
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transportadores podem alterar drasticamente o metabolismo dos organismos.
Em humanos, por exemplo, diversas doencgas estdo relacionadas a defeitos
nos transportadores ABC (Gottesman & Ambudkar 2001). Além disso, aumento
da expressdao de alguns membros dessa superfamilia é responsavel pela
resisténcia a drogas utilizadas em tratamento de cancer, representando um
desafio adicional ao combate da doenca (Patel & Rothenberg 1994).

Em insetos, alguns trabalhos indicam que transportadores ABC
podem estar relacionados com a resisténcia a inseticidas. Diversos estudos
mostram que linhagens de insetos resistentes a inseticidas possuem aumento
da expressao desses transportadores. Silva et al. (2012) detectaram, apés a
exposicdo a um carbamato, aumento de expressdo de genes de
transportadores ABC em espécimes de Myzus persicae (Sulzer, 1776). Larvas
de Heliothis virescens (Fabricius, 1777), selecionadas com piretréides,
possuem aumento da expressdo de P-glicoproteina (Pgp), um tipo de
transportador ABC (Lanning et al. 1996). Nesse estudo, foi encontrada maior
mortalidade das larvas frente a um carbamato, quando as mesmas eram
tratadas com quinidina, um inibidor da Pgp. Gahan et al. (2010) encontraram,
para esta mesma espécie, correlacdo entre a resisténcia a uma toxina de Bti e
mutacdo em um transportador ABC. Do mesmo modo, Srinivas et al. (2004)
verificaram que populagdes de campo de Helicoverpa armigera Hubner, 1805
expressavam Pgp, ao contrario da linhagem susceptivel mantida em
laboratério. Nessa mesma espécie, Aurade et al. (2010) demonstraram que
alguns inseticidas interagem e sdo capazes de estimular a atividade de Pgp.

Poucos estudos correlacionam a resisténcia a inseticidas com a
presenca de transportadores ABC em culicideos. Buss et al. (2002)
encontraram sinergismo entre veparamil, um inibidor de Pgp, e trés inseticidas
em Culex pipiens. Resultados semelhantes foram encontrados em Aedes
caspius (Pallas, 1771). Nesse caso, veparamil apresentou efeito sinergista com
temephos e diflubenzuron, sendo que o maior efeito foi encontrado com o IGR
(Porretta et al. 2008).
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1.7) Custo evolutivo da resisténcia

O uso intenso de inseticidas seleciona, ao longo do tempo, aqueles
individuos que s&o naturalmente resistentes. Entretanto, a disseminacéo e a
evolucdo da resisténcia ndo dependem somente da vantagem ligada ao nivel
de resisténcia dos insetos, mas também ao custo no fithess associado aos
alelos de resisténcia. A frequéncia alélica inicial e a dominancia dos fenotipos
sdo outros fatores que, adicionalmente, estdo envolvidos com a evolugédo da
resisténcia (Roush e Mckenzie 1987).

Os primeiros casos de resisténcia a inseticidas detectados em
artrépodes ocorreram logo apds a Segunda Guerra Mundial. Entretanto, até os
dias de hoje, trabalhos que envolvem os aspectos relacionados a evolucao da
resisténcia sdo escassos. Isso porque, muitas vezes, a mensuracdo desses
fatores é extremamente complexa. Grande parte dos trabalhos que relacionam
depreciacdo no fitness e sua relacdo com a resisténcia, por exemplo, sdo da
Gltima década. Esses estudos mostram que, de modo geral, populacdes
resistentes possuem problemas em uma série de parametros bioldgicos (Li et
al. 2002, Agnew et al. 2004, Kumar et al. 2009, Kumar & Pillai 2011). A
deficiéncia no fitness em insetos resistentes € associada com realocacao de
recursos energéticos, mudancas nas funcdes metabdlicas ou alterac6es no
processo de desenvolvimento (Roush & Mckenzie 1987). Por exemplo,
Hardstone et al. (2010) verificaram que uma linhagem de Culex
quinquefasciatus, cuja resisténcia a permetrina é conferida por monoxigenases
P450, possui menor quantidade de lipideos e glicogénio em comparagdo com a
linhagem susceptivel.

O custo da resisténcia a inseticidas tem sido verificado
principalmente em popula¢des selecionadas em laboratério (Kumar et al. 2009,
Kumar & Pillai 2011, Martins et al. 2012). Uma das maneiras de avaliar se
existe algum custo associado a resisténcia € a comparacado entre diferentes
parametros da tabela de vida entre linhagens resistentes e susceptiveis. Em
culicideos, parametros como tempo de desenvolvimento, longevidade dos
adultos, fecundidade, capacidade de alimentacdo sanguinea e eficiéncia na

copula sdo bastante utilizados para este fim (Roush & Mackenzie 1987,
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Belinato et al. 2012, Martins et al. 2012). Outra metodologia de avaliacdo do
custo da resisténcia é a investigacdo, ao longo das geragfes, da frequéncia
dos alelos relacionados a resisténcia em ambiente livre de inseticidas. A
vantagem desse método é que o custo da resisténcia, mesmo ndo sendo
medido diretamente, € expresso em todo ciclo de vida dos insetos. Este
método € bastante efetivo em laboratério, ambiente no qual o fluxo genético é
controlado (Roush & Mckenzie 1987, Paris et al. 2011).

Uma vez que a resisténcia geralmente esta associada a depreciacao
de algum parametro da tabela de vida, individuos resistentes s6 possuem
vantagem em ambientes onde existe aplicacdo do inseticida. Dessa maneira,
na auséncia de pressao de selecdo, é esperada uma queda na frequéncia dos
individuos resistentes. Por exemplo, foi observado que individuos resistentes
possuem diminuicdo da capacidade reprodutiva (Berticat et al. 2002), sdo mais
susceptiveis aos inimigos naturais (Berticat et al. 2004), possuem longevidade
reduzida (Li et al. 2002) ou colocam menor quantidade de ovos (Kumar & Pillai
2011). Desse modo, na auséncia de inseticidas, os individuos susceptiveis tém
maior probabilidade de aumentar sua frequéncia na populacdo (Berticat et al.
2008). Alternativamente, existem mecanismos de resisténcia que podem ter um
efeito positivo no fithess de insetos. Expressdo de GST, por exemplo, pode
influenciar na longevidade de Drosophila melanogaster, provavelmente devido
a protecdo de tecidos contra espécies reativas de oxigénio (McElwee et al.
2007, Rivero et al. 2010).

Diversos fatores podem influenciar nos parametros da tabela de vida
em linhagens resistentes. Emprego de diferentes metodologias, peculiaridades
de cada espécie e background genético estdo entre os principais fatores. Além
disso, na maioria das vezes, as populacées de insetos possuem multiplos
mecanismos de resisténcia, cuja interagdo pode influenciar negativa ou
positivamente o fitness. Os alelos ace-17 e Kdr® quando sozinhos, por
exemplo, provocam efeito negativo no fitness, sendo que o efeito de ace-1% é
mais expressivo. Entretanto, quando combinados, o efeito no fithess é
equivalente aquele causado somente pela mutacdo Kdr®. Aparentemente, isso
ocorre devido a um efeito compensatério causado pela presenca do alelo Kdr®
(Berticat et al. 2008).
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Por tudo isso, o conhecimento do custo no fithess poderia fornecer
informagdes relevantes para a compreensao da evolugdo da resisténcia em
campo e, também, para o desenho de estratégias racionais de controle. Em
adicdo, como a resisténcia afeta a qualidade dos vetores, provavelmente a
dindmica da transmissdo de doencas também seria alterada. Longevidade e
padrbes comportamentais seriam parametros criticos que, quando modificados,
poderiam influenciar significativamente na transmissdo de doencas (Rivero et
al. 2010).

1.8) Estratégias de mitigacdo da resisténcia a inseticidas

A selecdo de populacdes resistentes em campo ndo € reflexo
apenas da interacdo entre insetos e os inseticidas utilizados. Fatores como
classe do inseticida, tempo de aplicacdo, area de cobertura, dose utilizada e
métodos de controle podem ser diretamente controlados para reduzir ou
aumentar a pressdo de selecdo. Entretanto, fatores ecoldgicos, genéticos,
fisiolégicos e comportamentais ndo podem ser controlados e interferem, do
mesmo modo, na evolugdo da resisténcia em campo (Denholm & Rowland
1992).

A resisténcia a inseticidas € um processo evolucionario. Por esse
motivo, é provavel que ocorra selecdo de individuos resistentes em qualquer
metodologia que se baseie fundamentalmente no uso de substancas quimicas.
Desse modo, o desenho de estratégias que tém por objetivo a mitigacdo da
resisténcia € um desafio, principalmente no caso de vetores de doencas, ja que
0 numero de compostos disponiveis para controle é pequeno.

Diversas téaticas de controle de pragas podem ser empregadas, na
tentativa de reduzir ou mesmo impedir a selecdo de populagbes de insetos
resistentes. Entretanto, a utilizagdo dessas metodologias ocorre principalmente
na agricultura. Na Saude Publica, devido a maior complexidade, o uso de

estratégias diversificadas de controle ainda € muito limitado.
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1.8.1) Misturas de compostos

Nessa estratégia, os insetos sdo expostos de modo simultaneo a
dois ou mais compostos, com diferentes mecanismos de acdo (Hoy 1998). O
principio dessa tatica é a eliminagdo dos individuos resistentes a um inseticida,
quando 0s mesmos entram em contato com o outro composto. Nesse caso, 0S
anicos sobreviventes seriam aqueles individuos resistentes aos dois produtos.
Por esse motivo, quando se utiliza a mistura de compostos, é essencial manter
‘areas de refligio’, que néo receberdo inseticidas, com o objetivo de preservar
individuos susceptiveis, para retardar a disseminacdo da resisténcia (Curtis
1985, Comins 1986).

O sucesso do uso combinado de compostos depende de nao haver
resisténcia cruzada entre os inseticidas. Além disso, se a resisténcia n&o for
completamente recessiva, a taxa de individuos resistentes pode aumentar

rapidamente na populacéo (Hoy 1998).

1.8.2) Rotagdao de inseticidas

De acordo com esta tatica, dois ou mais inseticidas séo utilizados,
de modo alternado, ao longo do tempo. A hipétese desse método consiste na
diminuicdo da frequéncia de individuos resistentes a cada troca de composto.
Adicionalmente, se o0 mecanismo de acao selecionado for atrelado a um custo
no fitness, € possivel que a frequéncia de individuos resistentes diminua de
modo mais expressivo durante a aplicacdo do novo composto (Hoy 1998).

A principal diferenca entre a rotacdo e o uso de misturas € que, no
primeiro método, insetos resistentes a um inseticida possuem uma vantagem
seletiva temporéaria. Por outro lado, quando se emprega dois inseticidas
simultaneamente, isso ndo ocorre. Assim como no caso do uso combinado de
inseticidas, a rotacdo provavelmente € inviavel quando ocorre selegdo de

mecanismos de resisténcia reduntantes (Denholm & Rowland 1992).
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1.8.3) Mosaicos

A aplicacdo em mosaico consiste no uso de diferentes compostos
quimicos em fragmentos de uma mesma area. O objetivo € a realizagdo de
diferentes pressoes seletivas, diminuindo a possibilidade de resisténcia a um
composto especifico. Esse método s6 € aplicavel se os individos realizarem
intensa dispersdo. Por esse motivo, o tamanho dos fragmentos deve,
necessariamente, ser escolhido de acordo com a biologia dos insetos. Assim
COMO NOS casos anteriores, resisténcia cruzada entre os compostos utilizados

pode tornar esta tética inviavel (Denholm & Rowland 1992, Hoy 1998).

1.8.4) Uso de altas concentracdes

Esta tética se baseia no uso de altas doses de inseticidas, na
tentativa de eliminar todos ou a maioria dos insetos alvo. Neste método, é
necessaria cobertura completa da area com os compostos quimicos. Varios
problemas, além da rapida selecdo da resisténcia, podem ocorrer ao longo do
tempo. Problemas ambientais, eliminacdo de predadores naturais, efeitos em
organismos ndo alvo sdo, dentre outros, possiveis consequéncias do uso de

altas concentracdes de inseticidas (Hoy 1998).

1.8.5) Controle integrado

O controle integrado consiste na utilizacdo de varias metodologias,
como, por exemplo, o emprego simultaneo do controle mecéanico, quimico ou
bioldgico. Por ser uma abordagem multi-tatica, o controle integrado é mais
robusto do que todas as estratégias de controle disponiveis. Tem como
principal objetivo, além da mitigacdo da resisténcia, a reducdo do uso de
inseticidas.

Esta estratégia € utilizada, principalmente, no controle de vetores de
doencas. Parte da premissa que o controle de vetores ndo € de

responsabilidade Unica dos 6rgdos de saude, mas também de todas as
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instituicdes publicas e privadas, além de toda a comunidade. Este € o método
indicado pela Organizacdo Mundial de Saude para controle de dengue e
malaria (WHO 2009).

1.8.6) Uso de inseticidas de acéo tardia

Diferente de todas as estratégias anteriores, 0 uso de inseticidas de
acao tardia ainda € um modelo tedrico. A principal ideia desse modelo € a
eliminacao preferencial dos individuos mais longevos da populacéo, ja que séo
esses que tém probabilidade de passar pelo periodo de incubacao extrinseco
dos patdgenos que transmitem e, portanto, seriam 0S responsaveis por sua
transmissdo. Nesse caso, a pressao seletiva seria branda, ja que a maioria dos
individuos sé seria eliminada depois de produzir seus descendentes. Ao
contrario das estratégias anteriores, o uso de inseticidas de acado tardia é
focado no controle da doenca e néo do vetor. Utilizacdo de doses subletais de
inseticidas convencionais ou de biopesticidas de acédo lenta, como fungos, ou
ainda de bactérias e virus estdo entre os produtos que poderiam ser utilizados
com esta finalidade (Koella et al. 2009, Read et al. 2009)

1.9) Justificativa

Muitas doencas transmitidas por artrOpodes constituem sérios
problemas em Saude Publica nos paises onde sdo endémicas. Somente a
dengue, por exemplo, esta presente em mais de 100 paises e atinge mais de
50 milhdes de pessoas anualmente. Aedes aegypti, vetor primario de dengue
no Brasil, tem se expandido ao longo dos ultimos 50 anos e esta difundido
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do globo. Muitas populagbes
brasileiras desse vetor se encontram resistentes aos inseticidas quimicos
tradicionalmente utilizados, como organofosforados (OP) e piretréides (PI).
Nesse sentido, o estudo da eficacia de novos compostos contra populagdes de

campo de A. aegypti € de extrema importancia. Além disso, o conhecimento
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dos mecanismos de resisténcia potencialmente relacionados aos principais
inseticidas disponiveis € essencial para o controle racional do vetor.

Por tudo isso, foi verificada a eficacia e a evolugéo da resisténcia ao
diflubenzuron, um CSI recém introduzido no pais, em duas populacdes de
campo de A. aegypti com diferentes niveis de resisténcia ao OP temephos.
Adicionalmente, foi investigada uma série de parametros da tabela de vida
antes e depois da selecdo com esse composto. A avaliacdo da atividade de
enzimas detoxificantes, em larvas expostas a doses parcialmente letais dos
principais inseticidas utilizados atualmente, também foi realizada.

Esperamos, por meio desses resultados, contribuir para o
conhecimento dos mecanismos de resisténcia e também antecipar, sob
condi¢cBes controladas, a dinamica da resisténcia, situacdo que poderia resultar

em eventuais falhas ou problemas de controle.
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2) Objetivos

2.1) Objetivo geral

Investigar o custo da resisténcia a diflubenzuron e a dindmica da ativagao de
enzimas detoxificantes, em resposta a doses parcialmente letais de inseticidas,

em populacdes de Aedes aegypti.

2.2) Objetivos especificos

a) Acompanhar a dindmica e a intensidade de ativacdo das enzimas que
conferem resisténcia metabdlica em resposta a desafio com doses sub-letais

de inseticidas em larvas;

b) Avaliar parametros do fithess em populacdes de campo de A. aegypti, com
diferentes niveis de resisténcia ao temephos.

c) Selecionar populacbes de campo de A. aegypti com diflubenzuron, um
inibidor da sintese de quitina;

d) Investigar o custo bioldgico da resisténcia ao diflubenzuron;

e) Avaliar ao longo das geracdes a resisténcia ao OP temephos em populacdes

de campo resistentes mantidas na auséncia de inseticidas.
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3) Resultados

3.1) Artigo 1: Avaliagdo da atividade de enzimas detoxificantes de larvas de
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) expostas a doses parcialmente letais de

temephos, deltametrina e diflubenzuron
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Resumo

O efeito de doses parcialmente letais do organofosforado (OP) temephos, do
piretréide (PI) permetrina e do inibidor de sintese de quitina diflubenzuron sobre
a resisténcia metabdlica foi investigado em larvas de Aedes aegypti, da
linhagem susceptivel Rockefeller e de populagées de campo. Foi quantificada,
com metodologia utilizada na rotina do monitoramento dos mecanismos de
resisténcia, a atividade das principais familias de enzimas em larvas
sobreviventes a exposicao por 24 ou 48 horas, no terceiro estadio. Bioensaios
prévios, realizados para determinagcdo das doses efetivas, haviam revelado
altos niveis de resisténcia aos inseticidas avaliados nas populacées de campo,
com excecao de diflubenzuron. Exposicao de larvas Rockefeller e de Duque de
Caxias (DQC) a temephos mostrou diminuicdo progressiva da atividade de
acetilcolinesterase, alvo de OP, e de esterases, confirmando que essas
enzimas sequestram, e nao metabolizam OP em insetos. Diflubenzuron
acarretou em alteracdo transitoria das atividades de GST e MFO, detectadas
depois de 24 horas de exposicdo, tanto na linhagem Rockefeller quanto em
DQC. Por outro lado, exposicdo a permetrina, feita com a populacdo de
Santarém (STR), ndo resultou em alteracédo na atividade de nenhuma enzima
avaliada. Adicionalmente, foi realizada comparacéo das atividades enzimaticas
dos grupos controle, ndo expostos a inseticidas. Nesse caso, verificamos que a
atividade das enzimas detoxificantes nado refletiu o alto nivel de resisténcia
encontrado nas populacdes, sugerindo a participacdo de mecanismos

adicionais de resisténcia.
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Introducao

Grande parte do interesse académico sobre mosquitos é
consequéncia de sua importancia na transmissao de uma série de doencas ao
ser humano (Jansen & Beebe 2010, Imwong et al. 2011, Zeldenryk et al. 2011).
No Brasil, o culicideo Aedes aegypti (L., 1762) € vetor primario de dengue.
Entretanto, esse mosquito também pode ser responsavel pela transmisséo dos
virus da febre amarela e chikungunya (Gardner & Ryman 2010, Presti et al.
2012).

Dentre as diversas metodologias empregadas no combate a esta
espécie, o controle mecanico, realizado através da eliminagdo de criadouros, €
0 mais indicado. No entanto, o controle quimico, com inseticidas, ainda é um
componente majoritario das estratégias atuais (van den Berg et al. 2012). No
Brasil, desde o inicio dos programas sistematizados de controle, este culicideo
chegou a ser erradicado em dois momentos. Entretanto, atualmente essa
espécie esta presente em todos os estados do pais (Guzman & Couri 2003,
Braga & Valle 2007a). Um dos motivos relacionados com a expanséo de A.
aegypti é a resisténcia a inseticidas, situacdo cada vez mais comum em
populacdes de campo deste vetor (Macoris et al. 1999, Da-Cunha et al. 2005,
Macoris et al. 2007).

Um dos principais mecanismos de resisténcia a inseticidas é o
aumento da atividade de enzimas envolvidas com a biotransformacéo de
xenobibticos que, em geral, pertencem as familias das oxidases de funcao
multipla (MFO), esterases (EST) e glutationa-S-transferases (GST)
(Hemingway & Ranson 2000, Hemingway et al. 2004). Todas essas familias de
enzimas estdo naturalmente presentes em diversos organismos (Testa et al.
2012). Nos insetos, além de participar da detoxificagdo de xenobidticos,
desempenham diversos papéis fisiolégicos que envolvem a metabolizagdo de
compostos enddgenos (Richmond et al. 1979, Kapin & Ahmad 1980, Scott
1999, Enayati et al. 2005).

A resisténcia metabdlica, que ocorre quando as enzimas
detoxificantes tém atividade alterada, tem sido frequentemente encontrada em

populacdes de A. aegypti (Montella et al. 2007, Marcombe et al. 2009). Vale
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ressaltar que, na maioria dos estudos onde foi encontrado aumento na
atividade dessas enzimas, as populacdes estavam sujeitas a intensa pressao
com inseticidas. Entretanto, alteracdo da atividade pode ser decorrente de
outros fatores, jA que além dos inseticidas utilizados nos programas de
controle, as populacbes de campo estdo expostas a uma grande diversidade
de xenobidticos. Poluentes, toxinas de plantas e inseticidas provenientes de
aplicacbes domeésticas e da agricultura sdo considerados os principais
exemplos (Poupardin et al. 2012). Todavia, provavelmente esses compostos
chegam aos insetos em concentracfes pequenas, ndo letais para 0s
individuos. Situacdo semelhante também pode ocorrer com os inseticidas
empregados no controle. Deficiéncias logisticas, falhas técnicas durante a
aplicacdo e aumento nos niveis de precipitacdo sdo apenas alguns dos fatores
que podem, em certos momentos, acarretar em exposicdo temporaria das
populacdes a concentracdes nao letais dos inseticidas empregados.

De acordo com Terriere (1984), o contato com compostos quimicos
€ um estimulo que pode desencadear producdo adicional de enzimas pelo
sistema de detoxificacdo dos insetos. Nesse caso, € possivel que individuos
expostos a concentracfes subletais ou parcialmente letais de xenobibticos
apresentem maior tolerdncia a uma segunda exposicdo a0 mesmo ou a outro
composto. David et al. (2006), por exemplo, demonstraram que larvas de A.
aegypti submetidas a doses subletais de toxinas de plantas ficam mais
tolerantes a uma segunda exposicéo. Boyer et al. (2006) verificaram que larvas
de A. aegypti expostas ao herbicida atrazina ficam mais tolerantes ao OP
temephos. Nesses dois casos especificos, a tolerancia foi correlacionada com
o aumento de MFO. Outros trabalhos também indicam correlacdo entre
tolerdncia a compostos toxicos e aumento da atividade de enzimas
detoxificantes, induzido por exposicdo prévia a concentracdes subletais de
diferentes xenobioticos (Poupardin et al. 2008, Riaz et al. 2009). Desse modo,
€ possivel que a evolucdo da resisténcia a inseticidas em campo esteja
relacionada, ao menos em parte, com as respostas adaptativas dos insetos
frente a diversidade de xenobioticos presentes nos criadouros. Por esse

motivo, entender as respostas bioquimicas elicitadas por compostos toxicos,
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em especial pelos inseticidas utilizados no controle, pode ser fundamental para
compreender a evolucao da resisténcia em campo.

Atualmente, poucos produtos estdo disponiveis para controle de A.
aegypti. Organofosforados (OP) e piretroides (PI) correspondem as principais
classes de inseticidas utilizadas (Braga & Valle 2007). Entretanto, no Brasil, a
resisténcia estd hoje disseminada em populacbes de campo (Macoris et al.
1999, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004, Da-Cunha et al. 2005),
provavelmente em funcdo do intenso uso de inseticidas pelos programas de
controle de dengue, acrescido da falta de articulagdo com as iniciativas de
controle de outros agravos a saude e do uso doméstico de inseticidas,
intensificado a cada novo surto epidémico de dengue. Diflubenzuron, um
inibidor da sintese de quitina (ISQ), foi recentemente introduzido no controle de
A. aegypti no Brasil e € a alternativa de controle de larvas nas localidades onde
as populacdes do vetor se encontram resistentes ao organofosforado temephos
(Ministério da Saude 2009). Manter esses produtos disponiveis para uso em
campo por um longo periodo de tempo € o desafio atual dos programas de
controle. Nesse sentido, a compreensdao da dinamica dos mecanismos de
resisténcia a esses compostos é de extrema importancia.

No presente estudo, foi investigado o efeito da exposicéo de larvas a
doses parcialmente letais de temephos, permetrina e diflubenzuron sobre a
atividade das principais enzimas classicamente envolvidas com a resisténcia
metabdlica e da acetilcolinesterase, alvo de organofosforados. Para isto, foi
utilizada a metodologia empregada na rotina das atividades de monitoramento
dos mecanismos de resisténcia em todo o mundo (Brogdon 1989, Hemingway
1998, Montella et al 2007). Esperamos, com esses resultados, contribuir para o
detalhamento dos mecanismos bioquimicos de resisténcia possivelmente
relacionados a esses compostos, representantes das principais classes de
inseticidas empregados atualmente no controle de A. aegypti e, em

consequéncia, com o desenho de estratégias racionais de controle.
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Material e Métodos

Mosquitos

Foram utilizadas amostras de populagdes brasileiras de A. aegypti,
provenientes de Duque de Caxias/RJ (DQC) e Santarém/PA (STR). Os ovos
foram coletados em 2010 por meio de ovitrampas pelas Secretarias Municipais
de Saude. Em cada localidade foram instaladas 360 ovitrampas, distribuidas
em trés areas de 1km? No laboratério, os ovos foram postos a eclodir e as
larvas criadas por meio de procedimento padrdo de rotina (POP-LAFICAVE-
002). Os adultos de Ae. aegypti resultantes foram identificados, selecionados e
utilizados para a obtencdo de ovos da geracdo F1. Foram obtidos,
aproximadamente, 2.300 adultos de DQC e 7.000 adultos de STR. Mosquitos
da linhagem Rockefeller, referéncia de susceptibilidade e vigor, foram utilizados

como controle experimental (Kuno 2010).

Criacao de larvas para os bioensaios

Ovos da linhagem Rockefeller e das duas populacdes de campo
foram colocados em pequenos copos plasticos com 20 mL de 4gua de criacao
por uma hora, para eclosdo sincronizada. Apés esse periodo, as larvas foram
transferidas, em grupos de aproximadamente 1.000, para bacias de plastico
transparente (33 X 24 X 8 cm), contendo um litro de agua desclorada e 1 g de
racdo para gatos (Friskies®, Purina, Sdo Paulo/SP). Todas as bacias foram
mantidas em estufas BOD (Biological Oxygen Demand) a 26 + 1°C. Apo0s trés
dias, quando a maioria das larvas estava no terceiro estadio (L3), os bioensaios
foram realizados (POP-LAFICAVE-002).

Bioensaios: inseticidas e linhagens

Trés inseticidas, pertencentes a trés classes distintas, foram
utilizados nos ensaios: o0 OP temephos, o Pl permetrina e o 1SQ diflubenzuron.
Em todos os casos usou-se o0 produto padrdo (PESTANAL® - Sigma-Aldrich).
Ensaios dose resposta, com o0s trés compostos, foram realizados para
determinacdo das doses efetivas. Os ensaios com diflubenzuron e temephos
foram realizados com a populacdo de DQC enquanto que 0sS ensaios com

permetrina foram realizados com STR. Esta ultima populagdo foi escolhida
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devido a resisténcia a piretréides e a comprovada auséncia de mutagdo Kdr na
posicdo 1016, no sitio alvo de piretréides, o gene do canal de sddio. A escolha
da populagcédo STR, neste caso, objetivou privilegiar a resisténcia metabdlica, j&
gue mutacao na posicao 1016 esta associada a elevados niveis de resisténcia
a piretréides (Martins & Valle 2012). DQC possuia alta frequéncia dessa
mutacé&o. A linhagem Rockefeller foi avaliada com os trés compostos.

Em cada teste foram utilizadas larvas L3 e pelo menos 10
concentracbes foram empregadas (WHO 1981). Todos os bioensaios, com
cada inseticida, foram repetidos trés vezes, em dias diferentes. As doses
efetivas, para todos os compostos, foram calculadas através do software Polo
PC via analise Probit (software Polo-PC, LeOra Software, Berkeley, CA;
Raymond 1985). As razfGes de resisténcia (RR) foram obtidas através da
divisdo das doses efetivas das populacdes pelo valor das respectivas doses

efetivas encontradas para Rockefeller.

Bioensaios dose resposta - temephos e permetrina

Temephos e permetrina sdo dois inseticidas que agem no sistema
nervoso central (SNC) do inseto, tendo como efeito a morte. Desse modo, a
leitura do ensaio, que é feita por meio da contagem do numero de larvas
mortas, foi realizada ap6s 24 horas de exposicdo. Em cada concentracdo
avaliada foram utilizadas quatro réplicas, cada qual com 20 larvas, em copos
plasticos contendo 100 mL de soluc¢do. O procedimento foi realizado de acordo
com as condi¢des padrao do laboratério (POP-LAFICAVE-004).

Bioensaio dose resposta - diflubenzuron

Diferente dos OP e PI, os inibidores da sintese de quitina ndo tém
como efeito primario a morte dos insetos. Por isso, a leitura dos ensaios é
realizada até a emergéncia completa de adultos do grupo controle (Martins et
al. 2008, Fontoura et al. 2012). Para tal, foi adicionado em cada copo 1 mL de
solucdo a 1,5% (p/v) de racdo triturada, uma Unica vez. Para cada
concentracdo avaliada foram usadas quatro réplicas, cada uma com 10 larvas,
em copos plasticos transparentes contendo 150 mL de solucéo. A emergéncia
dos adultos e a mortalidade dos espécimes foram verificadas pelo menos a

cada dois dias.
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Exposicao a doses parcialmente letais de inseticidas

ApOs a realizacdo dos bioensaios e obtencdo das doses efetivas, as
larvas foram expostas a cinco concentragdes subletais ou parcialmente letais
dos inseticidas. No caso de temephos e permetrina, a maior concentracao
utilizada correspondeu a dose letal para 50% das larvas (CLsp) (tabela 1). Para
diflubenzuron, a maior concentracdo inibia a emergéncia de adultos em 90%
(IEgo). Apbs 24 horas de exposicao, as larvas foram coletadas e armazenadas
em freezer -80°C até a realizagdo dos ensaios bioquimicos. Como
diflubenzuron ndo causa morte imediata, larvas expostas por 48 horas a esse

composto também foram coletadas.

Ensaios bioquimicos

A quantificacdo da atividade das principais classes de enzimas
relacionadas com a resisténcia metabdlica foi realizada, individualmente, em
larvas de terceiro estadio expostas aos inseticidas. As larvas foram trituradas
em agua Milli-Q e fracbes do homogenato foram transferidas para microplacas
de 96 pocos. Foram avaliadas, através de protocolo estabelecido previamente,
as atividades de glutationa-S-transferases (GST), esterases (EST) e oxidases
de funcdo mista (MFO), além da atividade de acetilcolinesterase (ACE), alvo de
inseticidas OP (Valle et al. 2006, Montella et al. 2007, Viana-Medeiros 2012). A
atividade de EST foi avaliada com trés diferentes substratos: acetatos de alfa-
naftil (alfa-EST), beta-naftil (beta-EST) e para-nitro-fenil (pNPA). Os valores de
absorbéancia foram medidos por meio de um espectrofotdbmetro com um leitor
de microplacas (Spectra MAX®).

A quantificacdo de proteinas totais de cada espécime (PTN) foi feita
pelo método de Bradford e usada para corrigir o valor das atividades
enzimaticas. No caso de acetilcolinesterase, calculou-se a diferenca entre 0s
valores de absorbancia no intervalo de trés horas. Para pNPA, este intervalo foi
de dois minutos. Para comparacdo dos grupos controle, ndo expostos, além
das medianas de atividade para cada linhagem e enzima, foram também
calculados os valores de percentil 99 para Rockefeller (p99) e a taxa de
individuos acima deste valor nas populacbes de campo (%>p99rock). Estas
dltimas foram classificadas de acordo com o critério empregado no

monitoramento dos mecanismos de resisténcia no Brasil: até 15% da
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populacdo acima de p99g.ck € indicativo de atividade normal, entre 15 e 50%,
atividade alterada e acima de 50%, atividade muito alterada (Valle et al. 2006,
Montella et al. 2007).

Analise estatistica

Os valores de atividade enzimatica nas larvas expostas as
concentragdes parcialmente letais dos inseticidas foram comparados por meio
de Kruskal-Wallis, seguido de comparacdo multipla de Dunn. Nesse caso, para
cada enzima, foi comparado o valor da atividade do grupo controle com
aquelas dos grupos expostos. Adicionalmente, também foi realizada
comparacao por meio do teste Mann Whitney, para cada enzima, entre 0 grupo
controle da linhagem Rockefeller e das respectivas populagdes. O software
Graph-Pad Prism verséo 5.0 para Windows foi utilizado para realizagcdo dessas

andlises (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).

Resultados

Atividade de temephos, deltametrina e diflubenzuron sobre A. aegypti

Todos o0s compostos mostraram, como esperado, efeito dose
dependente sobre A. aegypti (paineis A das Figuras 1-4). As doses efetivas e
os valores de razdo de resisténcia (RR) para as populacdes avaliadas se
encontram na Tabela 2. De modo geral, todos os compostos foram eficazes em
concentracdes da ordem de ug/L. As populacdes de DQC e STR apresentaram
niveis elevados de resisténcia ao temephos e a permetrina, respectivamente,
com razdes de resisténcia (RRgs) acima de 10. O mesmo nédo foi observado

para DQC quando avaliada com diflubenzuron.

Ensaios com doses parcialmente letais

Efeito de OP temephos sobre A. aegypti

Nestes experimentos, a mortalidade de larvas, em Rockefeller e
DQC, para cada concentracdo estudada, encontra-se na Figura 1B,C e na
Tabela 1. Em todos os casos, a mortalidade observada foi semelhante ao valor

esperado.
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A Figura 1D apresenta a quantificacdo do teor de proteinas totais e
das atividades enzimaticas nas larvas sobreviventes. De maneira geral, larvas
Rockefeller eram menores e mais homogéneas que larvas DQC, oriundas do
campo. Em DQC, nao houve diferenca significativa (Kruskal-Wallis, P>0,05) na
quantidade de proteinas entre larvas do grupo controle e expostas as
diferentes CL de temephos. Por outro lado, larvas Rockefeller expostas as trés
maiores doses de temephos (1,0; 2,0 e 3,0ug/L) diferiram significativamente
(Kruskal-Wallis, P<0,05) das larvas controle.

Com excecdo de GST, houve reducdo da atividade das enzimas
avaliadas com o aumento das concentracdes de temephos tanto na linhagem
Rockefeller quanto em DQC. A atividade da acetilcolinesterase sofreu reducao
significativa nas trés maiores doses avaliadas (Kruskal-Wallis, P<0,05) na
linhagem Rockefeller e, em DQC, em todas as doses com exce¢do da menor
(1,2ug/L). Doses parcialmente letais de temephos acarretaram também
diminuicdo de atividade das esterases alfa, beta e pNPA. Na linhagem
Rockefeller, houve reducao significativa a partir de 0,5 ug/L (Kruskal-Wallis,
P<0,05), enquanto em DQC diminuicdo foi observada em todas as
concentracOes testadas. As maiores concentracdes de temephos utilizadas
também provocaram diminuicdo da atividade das MFO em Rockefeller e em
DQC (Kruskal-Wallis, P<0,05) (Figura 1D).

Também foi realizada comparacdo entre as medianas das atividades
de cada enzima dos grupos controle Rockefeller e DQC (Figura 1E). Ao
contrario do esperado, verificamos que a atividade da maioria das enzimas em
Rockefeller foi significativamente maior (Mann Whitney, P<0,05). As excec¢des
foram apenas a atividade de GST, maior em DQC (Mann Whitney, P<0,05) e
da esterase pNPA, para a qual ndo houve diferenca entre Rockefeller e DQC
(Mann Whitney, P>0,05). A aplicacdo do critério de classificacdo atualmente
utilizado no Brasil, no a&mbito da rotina do monitoramento dos mecanismos de
resisténcia (Montela et al 2007), ndo revelou alteracdo de nenhum perfil

enzimatico nas populagdes utilizadas (Figura 1E, dltima coluna).
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Efeito do Pl permetrina sobre A. aeqypti

A exemplo de temephos, a mortalidade das larvas expostas a
concentracbes parcialmente letais de permetrina foi, de maneira geral,
semelhante aos valores esperados (Tabela 1, Figura 2B,C).

Do mesmo modo que em DQC, as larvas de STR foram maiores e
mais heterogéneas do que as larvas Rockefeller (Figura 2D). Com excegao de
larvas STR expostas a 0,5 ug/L de permetrina, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre a quantidade de proteinas das larvas do grupo
controle e das larvas submetidas a doses parcialmente letais de permetrina
(Kruskal-Wallis, P>0,05).

Ao contrario do observado com temephos, a exposicdo a doses
parcialmente letais de permetrina ndo acarretou nenhuma mudanca na
atividade das enzimas em Rockefeller (Kruskal-Wallis, P>0,05). Em Santarém
houve aumento significativo apenas de esterase alfa, e somente na maior dose
administrada (2,5 ug/L) (Kruskal-Wallis, P<0,05) (Figura 2D).

A mediana da atividade nos grupos controle, para todas as enzimas,
foi significativamente maior em Rockefeller do que em STR (Mann Whitney,
P<0,05) (Figura 2E). Este dado corrobora, ainda que indiretamente, a auséncia
de alteracdo em todas as atividades enziméticas de STR quando o critério de
classificacdo usado na rotina do monitoramento da resisténcia foi empregado

(Figura 2E, dltima coluna).

Efeito do ISQ diflubenzuron sobre A. aeqypti

A avaliacdo do efeito de doses parcialmente letais de diflubenzuron
sobre a atividade enzimatica de A. aegypti foi realizada depois de exposicao
por 24 h e 48 h. Vale ressaltar que nos bioensaios com este ISQ avalia-se a
inibicdo da emergéncia dos adultos, o que necessita de alguns dias até a
finalizagdo. No primeiro momento, tanto em Rockefeller quanto em DQC, a
mortalidade foi baixa, como esperado, ficando sempre abaixo de 5% (Figuras
3B,C, Tabela 1). Depois de 48 horas de exposi¢do, a mortalidade aumentou
consideravelmente, porém em nenhum caso ultrapassou 20% (Figuras 4B,C,
Tabela S).

55



A quantidade de proteinas totais foi maior nas larvas de DQC do que
nas larvas Rockefeller nos dois momentos avaliados. Entretanto, houve grande
heterogeneidade nos tamanhos das larvas, em 24 e 48 horas, em Rockefeller e
em DQC (Figuras 3D, 4D). As concentracdes de diflubenzuron ndo afetaram,
em nenhum dos momentos avaliados, a quantidade de proteinas em
Rockefeller. Por outro lado, em DQC, houve diminuicdo significativa, em 24h e
48h, da quantidade de proteinas nas maiores concentracfes de diflubenzuron
(Kruskal-Wallis, P<0,05) (Figuras 3D, 4D).

De modo geral, as maiores alteracdes na atividade das enzimas
foram observadas depois de 24 horas de exposicdo e em DQC (Figura 3D). Em
Rockefeller, depois de 24 horas de exposicdo a diflubenzuron, apenas as
atividades de GST e MFO foram alteradas, apresentando-se menores que 0
controle somente nas maiores doses (Kruskal-Wallis, P<0,05). Nesta condic&o
houve ainda diferenca pontual na atividade da esterase beta, na concentracao
de 1,2 ug/L (Kruskal-Wallis, P<0,05). A atividade de esterase alfa de larvas de
DQC expostas por 24 horas diminuiu na menor dose avaliada, 0,6ug/L
(Kruskal-Wallis, P<0,05). Ao contrario do observado em Rockefeller, houve
aumento significativo nas medianas de atividade de GST e MFO nas maiores
concentracbes em DQC (ANOVA, P<0,05).

Depois de 48 horas de exposicdo, tanto em Rockefeller quanto em
DQC, ocorreram alterac6es apenas na atividade das esterases (Figura 4D). Em
DQC, de maneira geral, estas alteracbes, um pouco mais intensas, foram
evidenciadas nas maiores concentragfes com os trés substratos utilizados.

Comparacéo entre as medianas de atividade dos grupos controle,
Rockefeller e DQC, indicou aumento significativo das trés classes de enzimas
relacionadas a resisténcia metabdlica, EST, GST e MFO em DQC, nos dois
momentos avaliados (Figuras 3E, 4E, ANOVA, p<0,05). Por outro lado,
aplicacdo dos critérios de classificacdo usados no monitoramento da
resisténcia, baseados no percentil 99 de Rockefeller, ndo revelaram alteracdes
consistentes entre os dois momentos avaliados: foram detectadas alteragdes
de A-EST depois de 24 horas de exposicdo e de GST e MFO depois de 48
horas (Figuras 3E, 4E).
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Discussao

Mosquitos estdo em contato frequente com grande diversidade de
xenobidticos, como toxinas de plantas, poluentes e inseticidas (Poupardin et al.
2012). Como mecanismo de defesa, insetos e outros organismos possuem um
sistema enzimatico que metaboliza esses compostos toxicos, desempenhando
importante funcédo na adaptacdo a diversos tipos de ambientes (Terriere 1984).
A aplicacdo intensa de inseticidas durante um longo periodo de tempo é
responsavel pelo aumento, nas populacdes, da frequéncia de individuos
naturalmente resistentes. Entretanto, alguns estudos indicam que quando
insetos estdo expostos a concentragcbes sub ou parcialmente letais de
xenobidticos, incluindo inseticidas, pode ocorrer aumento transitorio da
expressdo de genes ou da atividade de enzimas relacionadas com a
resisténcia (Boyer et al. 2006, David et al. 2006, Poupardin et al. 2008, Riaz et
al. 2009). Neste trabalho, foi feita avaliacdo do efeito de concentracdes
parcialmente letais de trés inseticidas sobre as atividades das principais
classes de enzimas envolvidas com a resisténcia, quantificadas por meio de
metodologia classicamente utilizada no monitoramento de seus mecanismos
(Brogdon 1989, Hemingway 1998, Montella et al.2007).

O efeito do OP temephos, utilizado no Brasil para controle de A.
aegypti desde 1967 (Braga & Valle 2007), foi avaliado sobre a linhagem
Rockefeller e DQC, populacdo do estado do Rio de Janeiro. Ensaio dose
resposta indicou que DQC possui alto nivel de resisténcia a este inseticida
(RRgs= 10,7). Resisténcia ao temephos ja foi encontrada em diversas
populacdes de campo de A. aegypti e provavelmente resulta do uso intenso
desse OP por um longo periodo de tempo (Macoris et al. 1999, Lima et al.
2003). Em muitos casos, a resisténcia a temephos é correlacionada com o
aumento da atividade ou do numero de moléculas de esterases (Bisset et al.
2004, Montella et al. 2007, Bisset et al. 2011, Polson et al. 2011). Este aumento
€ explicado em parte pelo fato de que, de acordo com uma série de autores,
esterases de insetos ndo sao capazes de metabolizar OP, limitando-se a
sequestrar as moléculas do inseticida. Assim, estas enzimas sdo consumidas

neste processo, impedindo que o OP alcance seu sitio de acédo, a ACE
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(Montella et al 2012). Contudo, ha grande discussdo sobre a classificacdo das
esterases, tema para o qual ainda ndo existe consenso (para revisao ver
Montella et al. 2012). Além disto, tem sido questionada a validade dos
substratos classicamente empregados para a quantificacdo da atividade das
esterases na rotina do monitoramento dos mecanismos de resisténcia. Isto
porque, em geral, ndo h& correlagdo entre razdo de resisténcia a OP e niveis
de alteracdo da atividade de esterases (Ranson et al. 2008), em diferentes
populacdes avaliadas com esta metodologia.

De fato, verificamos que exposicdo de larvas Rockefeller e DQC a
doses parcialmente letais de temephos resultou em deplecdo progressiva da
atividade mensuravel de esterases (Figura 1). Este resultado confirma reacdo,
com OP, das enzimas quantificadas com os trés substratos utilizados nas
avaliacdes da rotina de monitoramento dos mecanismos de resisténcia. Outra
observacéo interessante diz respeito a reducdo de atividade de ACE, que
também se liga irreversivelmente aos OP: tanto em Rockefeller quanto em
DQC, a diminuicao significativa da atividade de ACE s6 ocorreu com exposicao
a doses de temephos maiores do que as que primeiro resultaram em
diminuicdo da atividade de esterases. Este dado confirma que as esterases
quantificadas retiram o temephos de circulagéo, protegendo a ACE, o sitio de
acdo dos OP. Neste sentido, a ACE s6 passou a ser afetada por temephos
guando o inseticida estava presente em doses superiores aquelas que as
esterases circulantes tiveram capacidade de neutralizar completamente.

Poupardin et al. (2008) realizaram exposi¢ao de larvas da linhagem
Bora-Bora de A. aegypti susceptivel a inseticidas, a doses sub letais de véarios
xenobidticos, incluindo temephos, por 24 horas. Neste trabalho, os autores
avaliaram a atividade de esterases (‘alfa’ e ‘beta’), GST e MFO, além de terem
utilizado o Aedes detox chip e realizado PCR em tempo real para confirmacao
das alteracbes encontradas. Diferente dos resultados aqui mostrados, 0s
autores ndo encontraram alteracdo, apds exposicao por 24 horas a temephos,
de qualquer atividade enzimatica ou da expressao diferencial dos genes
avaliados nas larvas expostas. Provavelmente, a divergéncia de resultados
esta relacionada com as concentracbes de temephos usadas nos dois

trabalhos. Em Bora-Bora, na Unica concentracdo avaliada, a mortalidade foi
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menor que 5%, enquanto o presente trabalho empregou uma série de cinco
concentragbes, que provocavam até 50% de mortalidade. No trabalho de
Poupardin et al. (2008), embora os autores tenham concluido que temephos
ndo € um indutor expressivo de genes CYP, os resultados obtidos com o Aedes
detox chip e com a PCR em tempo real pareceram indicar, em algumas
situacdes, diminuicdo da expressdo de genes CYP apds exposicdo a este OP.
Em nossas condigcdes experimentais, exposicao de larvas Rock e DQC a
temephos, principalmente nas maiores concentragdes, resultou, além de menor
atividade de esterases e de Ace, em reducdo da quantificacdo de MFO, o que
merece ser investigado com maior detalhamento.

Comparacéo dos grupos controle, ndo expostos a temephos, indicou
que, em DQC, GST foi a Unica enzima com niveis de atividade acima do
controle de susceptibilidade, Rockefeller (Figura 1E). Alteracdo na atividade de
GST ja foi detectada em populacdes de campo de A. aegypti resistentes ao
temephos Entretanto, na maioria das vezes, estas alteragbes foram
concomitantes com alteracbes de esterases, e provavelmente também com
resisténcia a outras classes de inseticidas (Montella et al. 2007, Polson et al.
2011). Mesmo podendo estar envolvida com a resisténcia a OP, o0 aumento de
atividade de GST é, de maneira geral, correlacionado com resisténcia a
piretréides (Enayati et al. 2005, Montella et al. 2007, Li et al. 2007). Apesar de
alteracdo da atividade dessa enzima em DQC, utilizacao do critério atualmente
utilizado para classificacdo das populacdes, na rotina do monitoramento no
Brasil, ndo revelou nenhuma alteracdo do perfil enziméatico nessa populacao
(Figura 1E, dltima coluna).

A quantidade de proteinas totais foi mais heterogénea em DQC,
situacdo provavelmente relacionada com a maior variabilidade intrinseca das
populacdes de campo. A maior variabilidade das populacbes de campo
poderiam explicar ainda a diferenca nos valores absolutos de proteinas
observados, menores nas larvas Rockefeller, tanto em relagdo a DQC quanto a
STR. Em Rockefeller, porém, a quantidade de proteinas totais das larvas
expostas as trés ultimas concentracbes de temephos, foi significativamente
maior que no grupo controle, ndo exposto ao OP. Isto poderia ser o reflexo da

mortalidade  preferencial dos espécimes de tamanho reduzido,
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proporcionalmente expostos a doses funcionalmente mais elevadas. Contudo,
vale notar que ndo foram encontradas diferencas estatisticas na quantidade de
proteinas nas larvas Rockefeller expostas a diferentes concentracdes de
permetrina, mesmo naquelas em que houve mortalidade.

A populacdo de DQC também foi avaliada com diflubenzuron.
Entretanto, ao contrario do observado com temephos, a RRgs para este
composto foi baixa, em torno de 2,5. Apesar de ter sido documentada maior
tolerancia a alguns inibidores da sintese de quitina em populacdes com altos
niveis de resisténcia a temephos (Martins et al. 2008, Belinato et al. 2012,
Belinato et al. - dados ndo publicados), até o presente momento nenhuma
populacdo de campo no Brasil apresentou valores altos de RR para essa
classe de compostos.

Com relacdo a atividade enzimatica dos grupos controle, nao
expostos a inseticidas, vale notar a diferenca, inesperada, verificada entre os
paineis 1E e 3E. Em principio, nos dois casos estdo sendo comparadas
situacdes equivalentes: atividade enzimatica de larvas Rockefeller e DQC néo
expostas a nenhum inseticida. Porém, enquanto no primeiro caso (controles do
experimento com temephos) Rockefeller exibiu medianas maiores que DQC
para praticamente todas as enzimas, nos controles da exposicdo a
diflubenzuron, a mediana da maioria das enzimas foi significativamente maior
em DQC. Esta situacdo se repetiu na avaliagdo com 48 horas (painel 4E). Além
disso, utilizacdo do critério de classificacdo baseado no percentil 99 de
Rockefeller (Gltima coluna dos paineis E das figuras 1, 3 e 4) indicou alteracéo,
na populacdo de campo, da atividade de esterase alfa em 24 horas e, em 48
horas, de GST e MFO. Utilizacdo do mesmo critério no experimento com o OP
nao havia revelado qualquer alteracdo do controle DQC em relagcé&o ao controle
Rockefeller, A Unica diferenca entre as duas condi¢cdes experimentais foi a
adicao de alimento para as larvas, no ensaio com diflubenzuron, mas n&o com
temephos. Esses resultados parecem sugerir que variagdes nas condi¢des
ambientais podem exercer grande influéncia na atividade dessas enzimas, o
gue corrobora a necessidade de cuidados na interpretacao dos resultados.

As maiores doses de diflubenzuron acarretaram em diminuicao

significativa da quantidade de proteinas em DQC, o que pode ter relacdo com o
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mecanismo de acdo deste regulador do crescimento de insetos, que de modo
indireto, retarda o desenvolvimento das larvas. Entretanto, inesperadamente,
em Rockefeller a quantidade de proteinas ndo diferiu nos grupos expostos,
embora concentracdes fisiologicamente equivalentes tenham sido usadas.

Concentracdes parcialmente letais de diflubenzuron provocaram
alteracbes na atividade das enzimas, principalmente apdés 24 horas de
exposicdo. Este resultado aponta para efeito transiente deste ISQ sobre as
enzimas envolvidas com a resisténcia metabdlica. GST e MFO foram as
enzimas mais afetadas, tanto em Rockefeller quanto em DQC. Em Rockefeller,
ocorreu diminuicdo nas medianas de atividade dessas enzimas nhas
concentragbes mais elevadas, enquanto em DQC observou-se o0 inverso,
aumento das medianas. Por outro lado, comparacéao visual dos perfis de GST e
MFO indicou manutencdo da homogeneidade em Rockefeller e, em oposicao,
maior heterogeneidade no padrao de resposta ao aumento de concentracéo de
diflubenzuron em DQC. Este aspecto pode refletir, em parte, a maior
plasticidade de resposta das populagdes de campo quando comparadas com
linhagens de laboratério. Depois de 48 h, a alteracdo nas enzimas permaneceu
mais expressiva em DQC do que em Rockefeller, embora o efeito sobre GST e
MFO tenha desaparecido. Neste caso, foram notadas diferengas
principalmente nas esterases, embora as alteracbes tenham sido apenas
pontuais, sem qualquer tendéncia aparente.

Embora poucos trabalhos investiguem os potenciais mecanismos de
resisténcia a CSl, aparentemente as MFO parecem ter participacdo em sua
metabolizacdo. Tolerancia a diflubenzuron, por exemplo, ja foi associada a
aumento de MFO em moscas (Kotze et al. 1997). Nossos resultados sugerem
que GSTs também podem estar envolvidas com a tolerdncia a esses
compostos, jA que houve aumento consistente da atividade destas enzimas na
populacdo avaliada, em 24 horas. Estes resultados corroboram com recente
deteccdo de aumento da atividade de GST em duas populagbes de campo
selecionadas com diflubenzuron (Belinato et al. dados n&o publicados).

O desafio com o PI permetrina foi feito com Rockefeller e Santarém,
outra populacédo de campo. A escolha de STR foi condicionada ao alto nivel de
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resisténcia a permetrina e a auséncia da mutagcdo Kdr na posicdo 1016 no
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gene do canal de sodio que, comprovadamente, confere resisténcia a
piretroides (Martins & Valle 2012). A populacdo de DQC nédo foi usada,
deliberadamente, por causa da frequéncia alta de mutacdo nesta posi¢éo, que
poderia se sobrepor a resisténcia metabodlica (Azambuja-Garcia 2012,
Saavedra-Rodriguez et al. 2012). No entanto, ao contrario do esperado,
exposicdo de STR a concentragcbes parcialmente letais de permetrina nao
promoveu alteragdo em nenhuma das enzimas avaliadas, sugerindo a
participacdo de outros mecanismos de resisténcia. De fato, analises posteriores
mostraram que STR possui, em alta frequéncia, uma mutacdo em outra
posicdo no gene do canal de soédio (1534), também relacionada com
resisténcia a Pl (Harris et al. 2010). Porém, a exemplo de STR, também né&o
encontramos alteracdo nas atividades enziméticas avaliadas nas larvas
Rockefeller expostas ao Pl, embora esta seja a linhagem susceptivel de
referéncia, sugerindo limitacgdo da metodologia classica usada no
monitoramento para detalhamento dos mecanismos de resisténcia. Alguns
trabalhos indicam que exposicdo de Musca domestica e Culex
quinquefasciatus a permetrina acarreta em aumento da expressdo de genes
CYP (Poupardin et al. 2008, Zhu et al. 2008, Liu et al. 2011). Poupardin et al.
(2008) detectaram aumento de atividade e de expressao de varios genes CYP
em larvas Bora-Bora expostas por 24 horas a uma dose subletal desse PI,
embora ndo tenham encontrado alteracdo em GST, uma das principais
enzimas geralmente relacionadas a resisténcia a Pl (Hemingway 2000, Enayati
et al. 2005, Montella et al. 2007).

Neste trabalho, verificamos o status de resisténcia de populacdes de
A. aegypti de campo a trés inseticidas, pertencentes as principais classes
utilizadas atualmente no controle do vetor no Brasil. Apesar do alto nivel de
resisténcia encontrado para temephos e permetrina, a auséncia de alteragdes
enzimaticas expressivas nos grupos controle, ndo expostos, das populacdes de
campo, sugere a participagdo de outros mecanismos de resisténcia.
Alternativamente, os resultados poderiam sinalizar a limitacdo desta
metodologia, atualmente empregada na rotina do monitoramento dos
mecanismos de resisténcia. Com relacdo a temephos, confirmamos que as

esterases quantificadas com este ensaio de fato sequestram inseticidas OP. De
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modo geral, alteracbes enzimaticas nas larvas expostas a inseticidas
ocorreram de modo mais expressivo nas populacdes de campo. Este fato pode
estar relacionado, além do perfil susceptivel da linhagem mantida em
laboratorio, com sua menor diversidade genotipica, 0 que ocasionaria
respostas de menor intensidade quando comparadas com populacbes de
campo. Além de contribuir para a melhor compreensdo da resisténcia aos
inseticidas quimicos classicos, estes resultados representam a primeira
investigacdo sobre a possibilidade de participacdo de enzimas detoxificantes
na metabolizacdo dos inibidores da sintese de quitina em mosquitos. Estes
dados podem ser relevantes para o controle racional de A. aegypti, ja que o
ISQ diflubenzuron é, atualmente, o principal composto utilizado no Brasil contra

populacdes de campo resistentes aos inseticidas tradicionais.
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Figura 1: efeito da exposicdo de larvas de Aedes aegypti a doses parcialmente letais
de temephos sobre a atividade de enzimas relacionadas com a resisténcia. A)
bioensaio dose resposta com temephos da linhagem susceptivel Rockefeller (Rock,
azul) e da populagdo de Duque de Caxias, RJ (DQC, vermelho). As setas sobre o
eixo-x indicam as concentra¢cfes de temephos usadas nos ensaios de exposicao por
24 horas indicados nos painéis restantes; B) mortalidade obtida apds exposi¢cédo de
Rock a temephos por 24 horas; C) idem, DQC; D) gréficos de pontos indicando
atividade enzimatica, quantificada depois de 24 horas de exposicdo, as diferentes
concentracdes de temephos indicadas em A-C. Cada ponto corresponde a atividade
de um espécime individual. PTN: quantificacdo de proteinas totais; ACE: atividade total
de acetilcolinesterase; A-EST: atividade de esterases revelada com alfa-naftil acetato;
B-EST: idem, beta-naftii acetato; PNPA-EST: idem, para-nitro-fenil acetato; GST:
atividade de glutationa-S-transferases; MFO: atividade de oxidases de fungédo multipla.
Os asteriscos vermelhos sobre os conjuntos de pontos indicam diferenga significativa
em relagdo ao controle, ndo exposto, da mesma linhagem ou populagdo. E)
detalhamento das atividades enziméticas obtidas. Med: Mediana de cada distribuicao;
p99: valor de atividade do percentil 99 de Rockefeller; %>p99r.: percentual de
individuos da populagdo avaliada com atividade maior que o percentii 99 de
Rockefeller. Os valores de atividade das enzimas estdo expressos como segue: ACE,
AAbs/mg ptn; A-EST e B-EST, nmol/mg ptn/min; PNPA-EST, AAbs/mg ptn/min; GST,
mmol/mg ptn/min; MFO, nmoles cit/mg ptn. Diferencas estatisticamente significativas
entre as medianas de Rock e de DQC estéo indicadas por asteriscos. As cores na
dltima coluna estdo de acordo com a classificacdo adotada na rotina do
monitoramento da resisténcia de A. aegypti a inseticidas no Brasil: %>p99g. até 15
indica atividade normal (células verdes), entre 15 e 50, atividade alterada (células

amarelas).

Figura 2: efeito da exposicéo de larvas de Aedes aegypti a doses parcialmente letais
de permetrina sobre a atividade de enzimas relacionadas com a resisténcia. Os
ensaios, feitos com Rockefeller e com a populacdo de Santarém, PA (STR),

consistiram de exposicéo por 24 horas. Legendas como na Figura 1.

Figura 3: efeito da exposicdo, por 24 horas, de larvas de Aedes aegypti a doses
parcialmente letais de diflubenzuron sobre a atividade de enzimas relacionadas com a
resisténcia. Os ensaios foram feitos com Rockefeller e com a populagédo de Duque de

Caxias, RJ (DQC). Legendas como na Figura 1.
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Figura 4: efeito da exposicdo, por 48 horas, de larvas de Aedes aegypti a doses
parcialmente letais de diflubenzuron sobre a atividade de enzimas relacionadas com a
resisténcia. Os ensaios foram feitos com Rockefeller e com a populacdo de Duque de
Caxias, RJ (DQC). Legendas como na Figura 1.
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Tabela 1: Mortalidade esperada e observada nas doses parcialmente letais utilizadas

Temephos Rock DQC
Concentracdes Mort. Esp.  Mort. Obs. Concentragées Mort. Esp. Mort. Obs.
(ug/L) (%) (%) (ug/L) (%) (%)
Cont 0 0 Cont 0 0
0,1 0 0 1,2 1 0
0,5 1 13+1,2 6,0 5 0
1,0 5 0,8+0,7 12,0 20 70+4,7
2,0 20 95+2,6 18,0 30 275+17,3
3,0 50 53,3+13,4 24,0 50 52,9+30,5
Permetrina Rock STR
Concentracdes Mort. Esp.  Mort. Obs. Concentracdes Mort. Esp.  Mort. Obs.
(ug/L) (%) (%) (uglL) (%) (%)
Cont 0 04+0,7 Cont 0 0
0,05 1 38+25 0,5 1 04+07
0,10 5 10,4 £5,0 1,0 10 29+07
0,15 10 213+76 15 20 29+14
0,20 25 23,725 2,0 35 12,0+ 4,3
0,30 50 52,9+5,0 2,5 50 30,8+5,2
Diflubenzuron -
24h Rock DQC
Concentragdes Mort. Esp.  Mort. Obs.  concentragdes ~Mort. Esp.  Mort. Obs.
(ug/L) (%) (%) (ug/L) (%) (%)
Cont 0 0 Cont 0 0
0,3 1 0 0,5 1 08+14
0,6 15 0 1,0 5 0
0,9 50 08+14 2,0 50 08+14
1,2 75 08+14 3,0 75 25+25
1,5 90 0 4,0 90 33+x14
Diflubenzuron -
48h Rock DQC
Concentracées Mort. Esp.  Mort. Obs. Concentragdes Mort. Esp.  Mort. Obs.
(ug/L) (6)* (%)* (uglL) (%) (%)
Cont 0 0 Cont 0 0
0,3 1 08+14 0,5 1 16+28
0,6 15 08+14 1,0 5 08+14
0,9 50 0 2,0 50 41+7.2
1,2 75 33+28 3,0 75 10,025
15 90 18,3+12,3 4,0 90 19,16 +1,4

*Mortalidade esperada quando 100% dos individuos do grupo controle emergem
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Tabela 2: Doses efetivas de temephos, permetrina e diflubenzuron (ug/L) sobre
Rockefeller e duas populacdes de campo, Duque de Caxias (DQC) e Santarém
(STR).

Inseticida linhagem/pop Clsp Clgs RRsy RRgs slope
Temephos Rock 2,88 5,32 1,0 1,0 6,2
DQC 23,67 56,97 8,2 10,7 4,3
Permetrina Rock 0,27 0,61 1,0 1,0 4,7
STR 2,44 7,00 9,0 11,5 3,6

IEs5q IEgs RRs5g RRgs Slope
Rock 0,90 1,70 1,0 1,0 5,9

Difl
iflubenzuron DQC 220 420 24 2,5 5,8
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3.2) Artigo 2 Fitness evaluation of two Brazilian Aedes aegypti field populations

with distinct levels of resistance to the organophosphate temephos

(Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz, no prelo)
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Abstract

In Brazil, decades of dengue vector control with organophosphates and
pyrethroids has led to resistance dissemination. Although these insecticides
have been employed for decades against A. aegypti in the country, knowledge
of the impact of temephos resistance on vector viability is limited. We evaluated
several fitness parameters in two Brazilian A. aegypti populations, both
classified as deltamethrin resistant but with distinct resistant ratios (RR) for
temephos. The insecticide susceptible Rockefeller strain was adopted as an
experimental control. Aparecida de Goiania/GO (RRgs of 19.2), the population
with the higher temephos resistance level, exhibited deficiency in four
parameters: blood meal acceptance, amount of ingested blood, number of eggs
and frequency of inseminated females. Mosquitoes from Boa Vista/RR, the
population with lower temephos resistance level (RRgs of 7.4), presented
impairment in only two parameters, blood meal acceptance and frequency of
inseminated females. These results indicate that the overall fithess handicap
was proportional to temephos resistance levels. However, it is unlikely that
these disabilities can be attributed only to temephos resistance, since both

populations are also resistant to deltamethrin and harbor the kdr allele, which
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indicates resistance to pyrethroids. The effects of reduced fitness in resistant

populations are discussed.
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Introduction

Aedes aegypti (L., 1762) is a mosquito with wide geographic
distribution, predominantly in tropical and subtropical regions (Jansen & Beebe
2010). The females feed preferentially on man and are strongly associated with
the urban environment (Gubler 2002, Ponlawat & Harrington 2005, Siriyasatien
et al. 2010). This species is considered the main dengue vector, both its global
distribution and the number of dengue cases having expanded since the 1950s
(Mackenzie et al. 2004).

Insecticides still play a major role in the control of this mosquito,
especially the organophosphate (OP) temephos which was the sole larvicide
recommended for drinking water for a long period (Chavasse & Yap 1997). In
Brazil this pesticide has been employed since 1967 against A. aegypti larvae,
and its use was intensified after the 1986 dengue outbreak (Braga & Valle
2007a). Control of A. aegypti in the country was accomplished with
organophosphates until 2000-2001, when pyrethroids were introduced (Da-
Cunha et al. 2005, Montella et al. 2007).

Vector control strategies based on intense and frequent insecticide

applications result in increased frequency of resistance in a given population, a
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situation that culminates with the impairment or even complete failure of vector
control. Temephos resistance, as well as resistance to other insecticide classes,
like pyrethroids, has already been detected in several A. aegypti Brazilian field
populations (Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004, Da-Cunha
et al. 2005, Montella et al. 2007). Both insecticide classes, organophosphates
and pyrethroids, act on the insect central nervous system. Organophosphates
bind to the enzyme acetylcholinesterase while pyrethroids act on voltage gated
sodium channels.

Main resistance mechanisms include modifications in the insecticide
target site, which can hamper or prevent insecticide binding. Pyrethroids, for
example, keep the sodium channels across axons in the open conformation,
resulting in repetitive nerve impulses leading to paralysis, an effect known as
"knockdown". Pyrethroid resistant insects have modified sodium channels and
are called “knockdown resistant” or “kdr’ (Martins & Valle 2012).
Acetylcholinesterase hydrolyses the neurotransmitter acetylcholine, removing it
from the synapse and interrupting the impulse propagation. In susceptible
insects, organophosphate binding to this enzyme impedes its function, and the
result is a continuous nerve impulse transmission (Hemingway & Ranson 2000,
Ranson et al. 2004).

Another major resistance mechanism is the activation of the insect
xenobiotic detoxification pathways, also known as metabolic resistance. Three
groups of enzymes are involved in this process: esterases (EST), glutathion-S-
transferases (GST) and mixed function oxidases (MFO) (Hemingway & Ranson
2000).

Resistant insects are supposed to exhibit a great adaptive advantage
in an environment exposed to frequent or continuous insecticide pressure.
Nevertheless, insecticide resistance is related to an energetic cost that can
influence mosquito biology in the field. According to Roush & McKenzie (1987),
fitness costs can be considered a consequence of trade-offs between the
allocation of energy underlying insecticide resistance mechanisms and insect
fitness. As a consequence, when the insecticide use is interrupted, resistant
individuals tend to be less competitive when compared to susceptible

individuals leading to decreasing frequency over time. However, in some
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particular situations, resistance can be unrelated to development or
reproduction. Moreover, resistance can even display a positive effect, resulting
in an adaptive advantage under field conditions (Rivero et al. 2010).

Several parameters of insect biology can be affected by pesticide
resistance, such as development time, adult longevity, behavior, reproduction
and immune system (Berticat et al. 2002, 2004, Rivero et al. 2010). Once
altered, these aspects have the potential to influence both the dynamics of
insecticide resistance dissemination as well as the relationship among vectors
and parasites they transmit. In order to address this correlation, the present
study evaluated a series of life table parameters in two A. aegypti natural

populations with distinct levels of resistance to OP temephos.

Materials and Methods

Mosquitoes

Two populations of Brazilian A. aegypti (Figure 1), Boa Vista/RR and
Aparecida de Goiania/GO, were chosen according to their levels of resistance
to OP temephos, a major larvicide adopted for the control of this mosquito. Boa
Vista (BVT) F2 and Aparecida de Goiania (APG) F1 mosquitoes in the assays
were derived from eggs collected in 2007 and 2008, respectively. Mosquitoes
from the Rockefeller (Rock) strain, reference lineage for both susceptibility and
vigor, were also analyzed as the control group (Kuno et al. 2010).

Mosquito rearing

In order to synchronize development, eggs were allowed to hatch
during one hour. Groups of 1,000 first instar larvae were then transferred to
plastic basins (33 X 24 X 8 cm) containing 1 L of dechlorinated water and 1 g of
cat food (Friskies®, Purina, Sdo Paulo/SP) and kept in a biological oxygen
demand incubator (BOD) at 260C. When rearing proceeded until the adult
stage, food was replaced every three days. Adult mosquitoes were maintained
in an insectary at 26 +1°C and 80 £10% rh.
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Bioassays

Temephos resistance levels were evaluated in larvae from both
populations through dose response bioassays (WHO 1981). In each assay ten
insecticide concentrations, prepared with Temephos PESTANAL® (Sigma-
Aldrich), were tested. For each concentration, there were four replicas, each
with 20 third instar larvae in 100 mL solution. Lethal concentrations were
calculated with the Probit analysis (software Polo-PC, LeOra Software,
Berkeley, CA; Raymond 1985). Resistance Ratios (RRsp and RRgs) were
obtained by dividing the lethal concentration (LC) of the field population (BVT or
APG) by the equivalent LC from the Rockefeller strain.

Deltamethrin  resistance was also evaluated through slight
modifications of the WHO (1998) protocol with impregnated papers. Adult
females, one to three days old, non blood fed, were exposed to a deltamethrin
diagnostic dose (3.65 mg/m?), previously calibrated with Rockefeller. It
corresponded to twice the minimal dose resulting in total mortality of Rockefeller
strain after a 1 hour exposure and 24 hour recovery, as recommended for this
assay. Each test consisted of three replicates with deltamethrin impregnated
paper plus one control, without the insecticide. For each replica, 15-20 females

were used.
Molecular assays

The allele-specific PCR-based genotyping strategy was applied to
investigate the frequency of the Vall016lle kdr substitution in the A. aegypti
voltage gated sodium channel gene (AaNay) in BVT and APG populations. The
genomic DNA extraction, PCR conditions and analysis were performed
according to Martins et al. (2009).

Adult longevity

Groups of 15 males and 15 females of each field population and the

Rockefeller strain were transferred to small carton cages (8.5 cm diameter and
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8.5 cm high) and fed ad libitum with 10% sugar solution. Mortality of each

gender was recorded daily.

Blood meal acceptance and amount of ingested blood

Adult females, collected in a cage containing males, three to five
days old post-emergence, were put in contact with a ketamine anesthetized
guinea pig (Hawk & Leary 1995) for 30 minutes. Afterwards, the number of
females that successfully blood fed were recorded. To check the amount of
blood ingested, we calculated the difference between the average of three
groups groups each of 10 non-fed and 10 blood-fed females, weighed on an
analytical balance (APX-200, Denver instrument) as performed elsewhere
(Belinato et al., 2009).

Egg laying

Three days after the blood meal, individual females were placed in
inverted Petri dishes with the lid internally lined with a filter paper soaked with
dechlorinated water (Valencia et al. 1996) and kept at 26°C in a BOD incubator.
After 24 hours, females were removed and three parameters were recorded: the

number of ovipositing females, the number and viability of eggs.

Frequency of inseminated females

For each population, fifteen groups of three females and one male,
two to three days old, were kept together in transparent 50 mL Falcon tubes. All
the specimens employed in this assay were reared individually since the pupa
stage, in order to ensure the virginity of the adults. After three days, female
spermathecae were dissected, and the presence of spermatozoids was

assessed with the aid of an optic microscope (Nikon Biophot, 200X).
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Statistical analysis

All the experiments described here were repeated at least three
times. Data obtained for each parameter evaluated were compared by t test or
X° analysis as indicated in the results, except for longevity data that were
performed with Kruskal-Wallis, followed by Dunn's Multiple Comparison Test.
Graph-Pad Prism version 5.0 for Windows was adopted for all analyses

(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).

Results
Insecticide resistance status of field populations

Temephos produced a dose-response effect over the Rockefeller
strain and the two evaluated field populations. Table | shows lethal
concentrations and resistance ratios obtained by the probit analysis. The APG
population demonstrated both higher temephos resistance ratio and higher
heterogeneity. Nevertheless, both APG and BVT mosquitoes presented a high
resistance status against this OP. In Brazil, A. aegypti populations with
temephos RRgs above 3.0 are already considered resistant and are subject to
insecticide substitution (Ministério da Saude 2006).

Resistance to the pyrethroid deltamethrin was also evaluated.
Qualitative assays, performed with the deltamethrin diagnostic dose, detected
11.7% mortality in APG mosquitoes and 37.6% in BVT. According to WHO
(Davidson & Zahar 1973), mortality levels below 80% in these assays are
indicative of resistance. Additionally, the kdr mutation Vall1016lle was detected

in both populations, as depicted in Table .
Adult longevity
Statistical comparisons of female and male survivorship were

performed arbitrarily on the 30™ and 40™ days after adult emergence. When

each gender was compared, no differences in the longevity were noted among
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APG, BVT and the Rockefeller strain on both days (Kruskal-Wallis followed by
Dunn’s Multiple Comparison Test, p>0.05). In all cases, including Rockefeller
strain, females survived slightly longer, male attaining total mortality when 4.5%

of females was alive (Figure 2A,B).
Blood meal

Blood meal acceptance was significantly different between field
populations and the Rockefeller strain (Figure 3A). In the latter, 96% (86/90) of
the females were able to feed. Significantly fewer insects from BVT (73/90) (X
0051 = 9.11; p = 0.0013) and APG (69/90) (X* 0051 = 13.42; p = 0.0001)
accepted the blood meal. However, no differences between field populations
were noted (x? 0.0s1 = 0,53; p =0.2325).

When the amount of ingested blood was compared, the APG
population, with a higher level of temephos resistance, was significantly lower
(roughly 15%), when compared to the Rockefeller strain (to.0s1),11; p = 0.008) or
even with BVT (toos501),16; p =0.0087) (Figure 3B). Although not significant, the
amount of blood ingested by BVT females was on average 5% less than that of
Rockefeller females (to.05(1),11=1.253; p =0,1181).

Number and viability of oviposited eggs

A relationship was observed between volume of blood ingested by
each population and the amount of eggs. APG females laid a significantly lower
amount of eggs (81 +30) than Rockefeller (103 +19, toos (1)79= 4.096;
p < 0.0001) and BVT females (104 + 17, to.05 (1),79=4.393; p < 0.0001) (Figure 4).
The average number of eggs per APG female was 21% less than of
Rockefeller. By contrast, no significant differences were found between the
quantity of eggs laid by Rockefeller and BVT females (to.os (1)114= 0.2226;
p =0.4121). The viability of eggs was comparable for the three strains

evaluated, hatching greater than 90% (to.05 (1); p > 0.05).
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Frequency of inseminated females

At the end of the three day mating period, 98% of the Rockefeller
males each inseminated their three available females (Figure 5). The remaining
2% inseminated only two. In contrast, there was a great reduction in the amount
of females inseminated by field males. Only 54% of the BVT males successfully
inseminated their three females, 7% not inseminating any female. The plight
was even more pronounced with the APG males, only 7% successfully
inseminating their three females and majority (68%) not inseminating any

female.

Discussion

Presently the main A. aegypti control strategy relies upon chemical
insecticides. In Brazil, organophosphates were widely adopted in the control of
both larvae and adults of this mosquito, resulting in resistance dissemination
throughout the country. In 2001, pyrethroids started to be employed against
adults by the Brazilian dengue control program (Braga & Valle 2007Db).
However, the dissemination of pyrethroid resistance was soon verified (Da-
Cunha et al. 2005), initially as a consequence of metabolic resistance (Montella
et al. 2007), and later as mutation in the target site (Martins et al. 2009). It is
well known that in many cases one of the effects of insecticide resistance is the
impairment of a series of mosquito fitness parameters. We investigated, in two
field A. aegypti Brazilian populations, several viability parameters in order to
evaluate the effect of resistance on vector fitness.

In our study a discrete longevity difference could only be noted
between males and females within each strain. There is a great diversity among
reports concerning insecticide resistance and longevity, both when the
insecticide class or the culicid species are taken into account. This may be
partially explained by differences in methodology. Deltamethrin selection of A.
aegypti and Culex pipiens pallens under laboratory conditions for respectively
nine (Martins et al. 2012) or 12 (Li et al. 2002) generations resulted in

decreased longevity. In both cases, survival assays were performed with sugar

86



solution ad libitum. In contrast, Hardstone et al. (2010) verified that Culex
quinquefasciatus female adults resistant to the pyrethroid permethrin survived
longer than susceptible ones when sustained with sugar. However the authors
did not find differences in survival neither among males and females nor
between susceptible or resistant strains when adults were kept with water. In
this latter case, the parameter evaluated was not longevity but tolerance to
starvation, with deprivation of energy resources derived from the immature
stages. Agnew et al. (2004) reported greater vulnerability to starvation for three
C. quinquefasciatus strains, homozygous for the alleles ester’, ester* and Ace-
1R, all of them related to resistance to organophosphates. Adult starvation
tolerance was also evaluated in an A. aegypti strain selected with Bacillus
thuringiensis var. israelensis toxins. In this case, no differences were apparent
between the selected group and the control group (Paris et al. 2011).

Under our experimental conditions, fewer field population females
accepted the blood meal when compared to the Rockefeller strain. Additionally,
females from Aparecida de Goiania, the population with a higher temephos
resistance level, ingested 15% less blood than Rock females, consequently
laying 21% fewer eggs. This is a consistent result, since in culicids the amount
of ingested blood is directly related to the number of eggs deposited (Clements
1992). A similar situation was observed by Martins et al. (2012) working with
females after pyrethroid selection. To our knowledge there are no reports for
culicids dealing specifically with insecticide resistance influence over the
acceptance of blood meal.

Kumar et al. (2009) studied the effect of deltamethrin selection on the
fitness of an A. aegypti field population, with both larvae and adults. The
number and viability of eggs laid per female was evaluated in the course of
three gonotrophic cycles. A similar project was conducted by Kumar & Pillai
(2011) with C. quinquefasciatus. In any case, no significant differences were
noted in the number of blood fed females, between control and insecticide
selected groups. However, in all cases, when compared to controls, a higher
number of pyrethroid selected females accepted the blood meal upon the first
offer. Nevertheless, pyrethroid selected females from both species laid fewer

eggs than control females. Although the amount of ingested blood was not
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evaluated, the number of laid eggs is an indirect measurement of this parameter
(Clements 1992), and it is likely that pyrethroid selected females took lower
amounts of blood. In all cases, viability of eggs laid by deltamethrin selected
females was also lower when compared to susceptible females. Accordingly,
deltamethrin resistant C. pipiens pallens females laid fewer eggs than
susceptible females, though in this case viability differences were not noted (Li
et al. 2002). Likewise, we did not find differences in egg viability for APG or BVT
populations when compared to the Rockefeller strain.

One of the most affected parameters was the mating efficiency of
each population. After three days, almost all Rockefeller males (98%)
successfully inseminated their three available females. In contrast, the
performance of males from field populations was much lower: only 54% BVT
and 7% APG males inseminated the three females. Mating efficiency was
inversely proportional to the temephos resistance ratio. Using a different
approach, Berticat et al. (2002) demonstrated that OP resistance significantly
affects the insemination rate of Culex pipiens, resistant males being less
competitive. Therefore, the majority of females were inseminated by susceptible
males.

Although organophosphates and pyrethroids have been adopted in
Brazil for the control of A. aegypti for more than four decades, there are few
studies regarding the effects on vectorial capacity, especially of field
populations. Different aspects of insect biology, like development, reproduction
or longevity, among others, can be affected by insecticide resistance, and the
extent of these effects can depend not only upon the type, amount and
frequency of insecticide use but also on the resistance mechanism involved.
Field populations can be exposed to different insecticides as a result of
domestic or agricultural applications. Insect field populations can also be
submitted to an eventual non integrated insecticide use in public health, when
different disease vectors coexist in a given locality. Hence, perturbation of a
given vector biology parameter can result from different selected mechanisms
operating simultaneously. Therefore, the fitness cost related to resistance will
ultimately depend upon the previous insecticide exposure of each vector

population.

88



Although it is certain that insecticide resistance can alter vector
biology, evaluation of individual parameters by different authors can reveal
conflicting results. This may be attributed to peculiarities of the various vector
species to different effects elicited by distinct insecticides or insecticide classes,
to differences in the genetic background of field populations leading to the
activation of a variety of potential resistance mechanisms or even to variations
in the methodologies adopted in the evaluation of these effects. Moreover, it is
important to take into account that insect fithess aspects are generally
evaluated under optimal laboratory conditions. Therefore, it is expected that the
extent of the effects analyzed are underestimated in the laboratory, where
insects are not exposed to more stringent situations, such as abrupt
temperature changes, limited nutrition and predation. Contrastingly, in the field
insecticide resistance fitness trade-offs can meet more severe consequences
(Kishony & Leibler 2003, Hardstone et al. 2009). Additionally, different alleles
related to resistance can affect fitness positively or negatively, depending upon
interaction and the environment to which insects are subjected (Berticat et al.
2008).

One must be aware that both populations evaluated here were also
resistant to the pyrethroid deltamethrin and that kdr mutations in the target site,
the voltage gated sodium channel, were detected. Previous reports suggest that
these mutations spread rapidly among insect field populations (Garcia et al.
2009, Martins et al. 2009). In A. aegypti, this is probably related to the small
impact of kdr on fitness, when evaluations were conducted in an insecticide-free
environment under optimal laboratory conditions (Luiz Paulo de Brito Oliveira
Souza, personal communication). According to our results, resistance to the OP
temephos is directly related to the decreased viability and reproductive
performance of the field populations when compared to the Rockefeller control
strain. However, since the strains tested originated from the field, it is likely that
other mechanisms involved in resistance to insecticides and kdr mutation may
be contributing to the effects observed on fitness.

Since the application of chemical insecticides still plays an important role in the
control of several insect vectors, a detailed analysis of the effect of resistance

on the biology of these species can directly contribute to the development of
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novel control strategies as well as to resistance management in natural vector

populations.
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Table 1: Susceptibility status of two Brazilian Aedes aegypti field populations,
Boa Vista (BVT) and Aparecida de Goiania (APG), to the organophosphate
temephos, the sole larvicide employed in the country since 1967. The reference

strain Rockefeller (Rock) was used as the susceptibility control.

Population LCso (ug/L) RRsp LCos (ug/L) RRgs slope
Rock 2.1 - 4.1 - 6.2
BVT 8.6 4.1 30.4 7.4 4.4
APG 32.9 15.7 78.7 19.2 3.1
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Table 2. Frequency of AaNa, Vall016lle kdr mutation in two Brazilian A.

aegypti populations.

Population APG (F2) BVT (F3)
1016 lle allelic frequency (*) 0.293 0.067
1016 lle/lle genotypic frequency (*)  0.103 0.033

(*) 29 and 30 individuals from respectively APG and BVT were evaluated.
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Figures

Figure 1: Brazilian map indicating regions, States and the geographical location
of Aedes aegypti populations under evaluation. The municipality of Boa Vista is
located in the State of Roraima (RR), in the North (N), and Aparecida de
Goiania in the State of Goias (GO), in the Central West (CW) of Brazil.
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Figure 2: Non linear regression curves showing the longevity, registered every
five days, of males (A) and females (B) from Rockefeller strain and two field
populations, APG and BVT.
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Figure 3: Rate of blood meal acceptance (A) and amount of ingested blood (B)

by Rockefeller, APG and BVT Aedes aegypti females. Different letters above

columns indicate significant differences (p < 0.05).
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females were kept for 3 days. Spermathecae of all females were then examined

for the presence of sperm.
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3.3) Artigo 3: Populacdes de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) selecionadas
com diflubenzuron, um inibidor da sintese de quitina, apresentam

comprometimento de sua viabilidade
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Resumo

Antecedentes: Diversas populacbes de Aedes aegypti encontram-se
resistentes aos inseticidas classicos. Diflubenzuron, um inibidor da sintese de
quitina (ISQ), foi recentemente aprovado para uso em agua potavel e, por isso,
vem sendo utilizado para controle de A. aegypti no Brasil. Desse modo, uma
avaliacdo da eficiéncia desse composto em populacbes de campo e o
conhecimento da dindmica e do custo da resisténcia podem ser fundamentais
para o controle eficaz e racional de populagcbes de A. aegypti.

Métodos: Avaliou-se a eficacia de diflubenzuron sobre duas populacdes
brasileiras de A. aegypti de campo, resistentes ao piretrdide deltametrina e com
diferentes niveis de resisténcia ao temephos. As populacbes foram
selecionadas em laboratorio por varias geracdes com uma dose fixa, que inibia
em 80% (IEgy) a emergéncia da primeira geracdo. Ao final da selecdo, a
influéncia da resisténcia sobre diversos parametros do fithess, como
longevidade, aceitacdo de repasto sanguineo, quantidade de sangue ingerido,
namero de ovos e capacidade reprodutiva, foi investigada.

Resultados: Diflubenzuron foi eficaz contra as duas populagbes avaliadas.
Depois de seis ou setes geracdes, a emergéncia de adultos nos grupos
selecionados foi equivalente a dos grupos ndo expostos. Individuos
selecionados apresentaram comprometimento de diversos parametros do

fithess. Houve reducgéo na taxa de aceitacdo do repasto sanguineo, quantidade
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de sangue ingerido, numero de ovos e quantidade de fémeas inseminadas. A
longevidade dos adultos foi o parametro menos afetado.

Concluséo: Diflubenzuron pode ser considerado uma importante ferramenta
no controle de populacdes resistentes aos inseticidas classicos. Selecdo com
este 1SQ aumentou o status de resisténcia das populagbes em poucas
geracBes. Entretanto, verificamos que a resisténcia a este composto esta
associada a um custo de viabilidade e de capacidade reprodutiva.

Sumario do autor

O uso indiscriminado de inseticidas, como organofosforados e piretroides,
culminou com a disseminacdo de resisténcia em diversas populacdes de
vetores. Os inibidores do crescimento dos insetos representam, atualmente,
uma das poucas alternativas viaveis de controle quimico de larvas de Aedes
aegypti, vetor da dengue. No Brasil, o uso de diflubenzuron, um inibidor da
sintese de quitina, foi recentemente introduzido nos locais onde as populacdes
de A. aegypti encontram-se resistentes aos inseticidas tradicionais. Duas
populacdes de campo, Boa Vista, RR (BVT) e Aparecida de Goiania, GO
(APG), resistentes ao organofosforado temephos e ao piretrdide deltametrina,
foram selecionadas, em laboratério, com diflubenzuron. O efeito da selecéo
sobre a resisténcia ao diflubenzuron e sobre o fithess do mosquito foi
investigado nas populagbes. Ao final do processo, diversos parametros da
biologia, em ambas as popula¢gbes estudadas, foram afetados, indicando que
aguisicao de resisténcia ao diflubenzuron gera um custo, quando avaliada sob
condicBes de laboratorio. Esperamos, com esses resultados, contribuir para o

desenho de estratégias racionais de controle do vetor em campo.
Introducéo

Mosquitos sé@o responsaveis pela transmissdo de uma série de
doengcas ao ser humano (Clements 1992). Aedes aegypti (L., 1762), por

exemplo, é capaz de transmitir diversas arboviroses, como febre amarela,

chikungunya e dengue (Barrett & Higgs 2007, Pialoux et al. 2007, Jansen &
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Beebe 2010). Esse mosquito se adaptou perfeitamente ao habitat urbano e, por
esse motivo, a distribuicdo global dessa espécie tem aumentado ao longo dos
anos (Mackenzie et al. 2004). Esse fato esta diretamente relacionado com o
aumento do numero de casos de dengue, que acomete, anualmente, cerca de
50 milh&es de pessoas, tornando-a uma das principais arboviroses transmitidas
por mosquitos (WHO 2009).

Nos ultimos 50 anos, grandes esforcos tém sido concentrados no
desenvolvimento de uma vacina contra o virus da dengue. Entretanto, a
construcdo de uma vacina eficaz contra 0s quatro sorotipos do virus tem se
mostrado um objetivo extremamente desafiador (Thomas & Andy 2011). Por
esse motivo, a Unica estratégia de combate a doenca, atualmente, é o controle
do vetor. O meio mais efetivo de combate ao A. aegypti € o controle mecanico,
ou seja, a remocdo dos possiveis criadouros do mosquito. Entretanto, o
controle quimico, com inseticidas, ainda € importante. Os inseticidas podem ser
empregados contra adultos, em tratamentos de acédo residual, em aplicacao
espacial ou ainda como larvicidas.

Atualmente, dois grandes grupos de inseticidas tém destaque no
controle de vetores: organofosforados (OP) e piretréides (PI) (Braga & Valle
2007a). Todos os compostos pertencentes a estas classes agem no sistema
nervoso central dos insetos (Beaty & Marquardt 1996, WHO 2006). Contudo,
sua aplicacdo indiscriminada culminou com a disseminacéo de resisténcia de
diversas populagbes de vetores, inviabilizando em muitas localidades o uso
destas classes de inseticidas (Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Braga et al.
2004, da-Cunha et al. 2005, Macoris et al. 2007). No Brasil, por exemplo,
diversas populacfes de campo exibem elevados niveis de resisténcia ao OP
temephos, utilizado ha mais de 40 anos no pais no combate as larvas de A.
aegypti (Braga & Valle 2007b).

Um importante mecanismo de resisténcia a inseticidas sdo as
alteracdes nos sitios-alvo, que impedem ou dificultam a ligagdo dos agentes
quimicos. Outro mecanismo importante €é conhecido como resisténcia
metabdlica, e se baseia na alteracdo dos niveis e/ou atividade de enzimas
envolvidas com a detoxificagdo de xenobidticos, tais como as glutationa-S-

transferases (GST), monooxigenases P450 e esterases. A resisténcia
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metabdlica garante a eliminacdo ou a diminuicdo do inseticida circulante,
impedindo que alcance seu sitio final de acdo (ffrench-Constant et al. 1998,
Hemingway & Ranson 2000). Sozinhos ou combinados estes mecanismos
conferem resisténcia, muitas vezes em altos niveis, a todas as classes de
inseticidas quimicos disponiveis (Hemingway et al. 2004).

Uma alternativa para o controle das populagcbes de campo
resistentes aos inseticidas tradicionais € a utilizagdo de compostos com
mecanismos de acdo completamente distintos. Nesse contexto, tém destaque
os Reguladores do Desenvolvimento de Insetos (IGR, sigla do termo em inglés:
“Insect Growth Regulators”), grupo que tem sido utilizado para o controle de
mosquitos vetores de doencas em Saude Publica (WHO 2006). Diflubenzuron,
um IGR que inibe a sintese de quitina, foi o primeiro composto dessa classe
utilizado comercialmente. A principio foi empregado no controle de pragas na
agricultura e, logo apos, passou a ser utilizado em medicina veterinéria para o
controle de moscas (Graf 1993). Diversos estudos mostram a eficacia de
diflubenzuron sobre mosquitos (Ansari et al. 2005, Chen et al. 2008, Suman et
al. 2010, Msangi et al. 2011). Em 2003, seu uso em &gua potavel foi
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO 2012). Em funcao
disto, no Brasil, diflubenzuron foi recentemente introduzido no ambito do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) para combate de
populacdes de A. aegypti, principalmente aquelas resistentes aos inseticidas
quimicos tradicionais (Ministério da Saude 2009).

Embora a resisténcia a inseticidas seja um grande problema para os
programas de controle de vetores, em geral individuos resistentes s6 possuem
vantagem adaptativa na presenca do inseticida. Isso ocorre porque a
resisténcia tem um custo energético que pode influenciar negativamente
parametros basicos da biologia do inseto (Roush & McKenzie 1987, Rivero et
al. 2010, Rivero et al. 2011). Por esse motivo, em geral é esperado que na
auséncia de inseticidas a vantagem de insetos susceptiveis seja maior, e que a
frequéncia de individuos resistentes diminua ao longo das gerac¢des (Roush &
McKenzie 1987). Desse modo, a dinamica da resisténcia esta diretamente
relacionada com a frequéncia do uso de inseticidas e com o impacto da

resisténcia sobre o fitness do inseto.
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Diversos estudos mostram que a resisténcia aos inseticidas
classicos causa efeitos negativos no fitness de mosquitos (Berticat et al. 2002,
Li et al. 2002, Paris et al. 2011, Belinato et al. 2012). Entretanto, trabalhos que
avaliam o impacto da resisténcia a IGR na biologia de insetos sdo escassos.
No presente estudo, duas populacdes brasileiras de A. aegypti foram
selecionadas em laboratério com este 1ISQ. Foram avaliados a evolucao da
resisténcia e seu impacto em diversos parametros da biologia das populagoes,

depois de seis ou sete geracgoes.

Métodos

Mosquitos

Foram utilizadas amostras de duas populagcbes brasileiras de A.
aegypti: Boa Vista/RR (BVT) (F2), localizada na Regido Norte do Brasil e
Aparecida de Goiania/GO (APG) (F1), na Regidao Centro Oeste. A coleta das
duas populacbes foi realizada em 2008, por meio de ovitrampas, pelas
Secretarias Municipais de Saude. No laboratério, os ovos foram postos a
eclodir e as larvas criadas por meio de procedimento padréo rotineiramente
utilizado (POP-LAFICAVE-002). Foi realizada identificagao e triagem de adultos
de Ae. aegypti para obtencdo das geracOes utilizadas nos ensaios.Testes
qualitativos indicaram que ambas sdo resistentes ao piretréide deltametrina, e
que mutacdo no sitio alvo, o canal de soédio regulado por voltagem, esta
relacionada, pelo menos parcialmente, com a resisténcia. As duas populacdes
também séao resistentes ao OP temephos, com razdes de resisténcia 7,4 (BVT)
e 19,2 (APG) (Belinato et al. 2012). A linhagem Rockefeller, padréo
internacional de vigor e susceptibilidade a inseticidas (Kuno 2010), foi utilizada
como controle experimental, ndo tendo sido selecionada com diflubenzuron. As
avaliacdes nessa linhagem foram feitas simultaneamente com as populagcdes

de campo, antes (Rock A) e apds (Rock B) selegdocom diflubenzuron.
Criacéo das larvas para realizagéo dos bioensaios

Ovos das duas populacdes e da linhagem Rockefeller foram postos

a eclodir de forma sincronizada. Ap6s uma hora, aproximadamente 1.000
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larvas foram transferidas para bacias de plastico transparente (33 X 24 X 8 cm)
contendo um litro de &gua desclorada e 1 g de racdo para gatos (Friskies®,
Purina, Sdo Paulo/SP). As bacias foram mantidas a 26 + 10C e, apos trés dias,
guando a maioria das larvas alcancam o terceiro estadio, os ensaios foram
realizados (WHO 1981).

Quantificacéo da susceptibilidade das populacdes ao diflubenzuron

Em cada ensaio, pelo menos nove concentragdes de diflubenzuron
PESTANAL® (Sigma-Aldrich) foram utilizadas. Para cada concentracdo foram
usadas quatro réplicas, cada qual contendo 10 larvas de terceiro estadio, em
copos plasticos transparentes, com 150 mL de solu¢do. Uma vez que inibidores
da sintese de quitina ndo tém como efeito primario a mortalidade, e sim o
comprometimento do desenvolvimento, os espécimes foram avaliados até a
emergéncia completa de adultos do grupo controle, como definido
anteriormente para esta classe de compostos (Martins et al. 2008). Em cada
copo adicionou-se, apenas uma vez, 1 mL de uma solucdo a 1,5 % (p/v) de
racao triturada. A cada dois dias, a mortalidade por estagio foi verificada.

As doses efetivas que inibem a emergéncia dos adultos (IEs) foram
calculadas através do software Polo PC via analise Probit (software Polo-PC,
LeOra Software, Berkeley, CA; Raymond 1985). As Razdes de Resisténcia
(RRso € RRgs) das populacdes foram obtidas dividindo-se as concentracfes
que inibem a emergéncia em 50 % e 95 % (IEsp e |Egs) pelos respectivos

valores encontrados para a linhagem Rockefeller.

Selecéo com diflubenzuron

As duas populacdes, BVT e APG, foram expostas a cada geracédo a
uma concentracao fixa de diflubenzuron. Todo o processo foi feito com dose de
diflubenzuron correspondente aquela que inibia a emergéncia dos adultos em
80 % (IEgp) na geracao inicial. Embora com este procedimento a presséo de
selecdo nao seja funcionalmente equivalente em todas as geracgoes, a fixacéo
de uma dose tem paralelo com o controle em campo, além de ter permitido
maior agilidade na obtencdo de espécimes resistentes, prescindindo da
realizacdo de testes dose-resposta a cada geracao. Os valores das doses para
BVT e APG foram 1,8 ug/L e 3,2 ug/L, respectivamente (Tabela 1).
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Grupos de 1.000 larvas de terceiro estadio foram colocados em
bacias plasticas (33 X 24 X 8 cm), onde havia sido adicionada solugdo com o
IGR, um litro de agua desclorada e 1 g de ragdo para gatos (Friskies®, Purina,
Sdo Paulo/SP). Para cada populacdo, dois e trés grupos foram mantidos,
respectivamente, na auséncia e na presenca de diflubenzuron. Nado houve,
durante o processo, troca de individuos entre estes grupos. As pupas eram
retiradas diariamente das bacias e transferidas para gaiolas, com solucdo
acucarada a 10 %, para emergéncia dos adultos, mantidas em insetario com
temperatura e umidade controladas (26 + 1°C e 80 = 10 % rh). As fémeas eram
alimentadas semanalmente em cobaios para a obtencdo de ovos, de acordo
com procedimento aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais, da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA - Fiocruz). A populacdo de BVT foi
selecionada com diflubenzuron por seis geracdes e a de APG, por sete
geragOes. Nesse momento, foram realizados novos ensaios dose-resposta com
0 IGR e experimentos para avaliagdo de diferentes aspectos da viabilidade e
reproducdo, como ja descrito para as populacdes originais, antes da selecao
(Belinato et al. 2012).

Avaliacao do fitness dos mosquitos selecionados

Apoés selecdo com diflubenzuron, varios aspectos da biologia das
populacdes foram avaliados. Os mesmos ensaios foram realizados com o0s
grupos mantidos na auséncia de diflubenzuron e também, paralelamente, com

a linhagem Rockefeller.

Longevidade dos adultos

Grupos de 15 machos e 15 fémeas foram colocados em gaiolas
(8,5 cm de diametro x 8,5 cm de altura) e alimentados continuamente com
solucdo agucarada a 10 %. A mortalidade foi registrada a cada dois ou trés dias
em todos os grupos. ComparacOes estatisticas da sobrevivéncia foram
realizadas arbitrariamente nos dias 30 e 40 apés a emergéncia dos adultos,

periodos nos quais as diferencas entre 0s grupos pareciam maiores.
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Aceitacdo do repasto sanquineo e quantidade de sangue ingerido

Fémeas de trés a cinco dias de vida adulta, sem acesso a solugéo
de agua acucarada por 24 horas, foram expostas a um cobaio anestesiado por
30 minutos. Avaliou-se entdo o numero de fémeas que se alimentaram e a
guantidade de sangue ingerido. Para isto, grupos de 10 fémeas alimentadas ou
ndo alimentadas foram pesados em uma balanca analitica (APX-200, Denver
Instrument). A quantidade de sangue ingerido foi calculada pela subtracdo da

meédia do grupo alimentado pela do grupo néao alimentado.

Postura de ovos

Trés dias depois da alimentacdo sanguinea, as fémeas foram
colocadas individualmente em placas de Petri invertidas, sobre tampas
revestidas internamente com papel de filtro umedecido com agua desclorada
(Valencia et al.1996). Posteriormente, as placas foram transferidas para estufa
a 26 = 1°C por 24 horas. Foram entdo registrados: a) o nimero de fémeas que

conseguiu realizar a postura de ovos, b) o niumero e c) a viabilidade dos ovos.

Taxa de fémeas inseminadas

Quinze grupos, cada qual constituido por trés fémeas e um macho,
todos com dois a trés dias de vida adulta, criados em tubos individuais a partir
do estagio de pupa e, portanto, todos virgens, foram colocados em tubos
plasticos transparentes de 50 mL por trés dias. Apdés esse periodo, foi
verificado o nimero de fémeas inseminadas em cada grupo por meio de
deteccdo de espermatozdides nas espermatecas, com o0 auxilio de um
microscopio Optico (Nikon Biophot, 200X). Para facilitar a avaliacdo da
capacidade reprodutiva dos machos, procedeu-se, para cada condi¢cdo, ao
somatério do produto de cada nimero de fémeas inseminadas (0, 1, 2 ou 3)
pela porcentagem de machos que inseminou cada grupo de fémeas:

(2(R03*%3))

Com este procedimento, os numeros obtidos podiam variar entre
zero (caso 100% dos machos nao inseminassem fémea alguma) e 300 (se

100% dos machos inseminassem as 3 fémeas disponiveis).
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Andlise estatistica

Os bioensaios com diflubenzuron e todos os ensaios referentes as
avaliacdes de aspectos da biologia das populacdes selecionadas com este
composto foram repetidos trés vezes, em dias diferentes. A analise dos
resultados foi realizada através do teste t-Student e qui-quadrado (x?). Os
dados de longevidade foram comparados através de Kruskal-Wallis, seguida de
comparagao multipla de Dunn’s. O software Graph-Pad Prism verséo 5.0 para
Windows foi utilizado para realizacdo dessas analises (GraphPad Software,

San Diego California USA, www.graphpad.com).

Resultados

Efeito de diflubenzuron sobre A. aegypti

Pré-selecdo

Ensaios dose-resposta foram realizados para obtencdo das doses
efetivas deste IGR para a linhagem Rockefeller e para as populacbes de
campo. Foi verificado que diflubenzuron apresentou efeito dose-dependente
sobre a inibicdo da emergéncia em A. aegpypti (Figura S1). Os valores das
doses efetivas que inibiram a emergéncia em 50, 80 e 95 %, e as Razles de
Resisténcia (RR) das duas populacfes, encontram-se na Tabela 1.

A Figura 1A mostra a mortalidade por estdgio em cada dose
utilizada. Pode ser observado que a propor¢cdo de mortalidade no estagio de
larva aumenta com o aumento das concentracfes desse IGR. Também foi
avaliada a propor¢cdo de machos e fémeas nas doses em que houve
emergéncia de adultos viaveis. Apesar do baixo nimero de adultos viadveis nas
maiores concentragdes, a quantidade relativa de machos foi sempre superior
em altas doses de diflubenzuron (Figura 2A). Apenas para APG, a populacéo
com maior nivel de resisténcia inicial ao diflubenzuron, ocorreu emergéncia de

adultos viaveis até a maior dose utilizada (Figura 1).
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Selecdo com diflubenzuron

As duas populagdes avaliadas, APG e BVT, foram expostas a cada
geracdo com uma dose que, inicialmente, inibia a emergéncia de adultos em
80 % (IEB0). Para cada populacdo também foram mantidos grupos em
paralelo, na auséncia do IGR. A mortalidade dos grupos expostos ao
diflubenzuron foi progressivamente menor, indicando selecéo de resisténcia, ao
longo das geracgOes avaliadas (Figura 3). Entretanto, a evolugéo da resisténcia
nas duas populacdes a esse composto foi diferente. Para BVT (Figura 3A), na
geracdo F2 a meédia da emergéncia de adultos viaveis nos trés grupos
experimentais ja havia ultrapassado 50 %. No caso de APG (Figura 3B), a taxa
de 50 % de emergéncia nos trés grupos experimentais sO foi alcancada na
geracdo F4. A média de emergéncia de adultos, ao longo das geracfes, nos
grupos controle de BVT, foi 92,2 + 2,3%. Nos grupos controle de APG, os
valores foram semelhantes: emergiram, em média, cerca de 93,2 + 2,5% de
adultos. Nos grupos experimentais a média de emergéncia de adultos, na
Gltima geracao avaliada, foi equivalente a dos grupos controle. Em BVT a
emergéncia foi de 91,7 £ 3,7% e, em APG, 88,7 + 0,7%.

Nas duas populagbes, a proporcado entre machos e fémeas oscilou
ao longo das geracdes tendo permanecido, em geral, proxima da relacdo 1:1

entre os dois sexos (Figura S2).

Pés-selecéo

Todos os grupos, expostos ou ndo expostos a diflubenzuron, foram
submetidos a novos ensaios dose-resposta, ha geracdo F6, no caso de BVT ou
F7, para APG. A linhagem Rockefeller (Rock B) foi usada como controle interno
de todos os ensaios. Da mesma maneira que nas geracodes iniciais, o efeito de
diflubenzuron foi dose-dependente em todos os casos (Figura 4). A Figura 4A
mostra o efeito de diflubenzuron nos grupos nao expostos e a Figura 4B, nos
grupos expostos a esse IGR. Nos grupos néo expostos, a concentracao de
5 ug/L inibe totalmente a formacgéao de adultos. Comparativamente, nos grupos
selecionados, cerca de 27 + 15% de adultos sé&o viaveis nessa concentracao.

As RRs de BVT nos grupos mantidos sem diflubenzuron

permaneceram abaixo de 2 (Tabela 1, “BVT F6 cont”). A mesma situagao
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aconteceu com o0s grupos controle de APG (Tabela 1, “APG F7 cont’),
populacdo que inicialmente tinha valores de RR acima de 2 (Tabela 1). Por
outro lado, nos grupos expostos ao IGR, as RR alcancaram valores acima de 3,
com excecao da RRgys de BVT (Tabela 1).

Também foi avaliada, em todos os grupos, a mortalidade por estagio
(Figura 1B). Em todos os casos, a mortalidade em larvas aumentou nas
concentracbes mais altas de diflubenzuron, assim como evidenciado na
geracdo inicial. Nos grupos mantidos na auséncia de diflubenzuron, a
proporcdo de larvas mortas nas diferentes concentracfes foi maior quando
comparados com a geracéo inicial (Figura 1). Situacao oposta foi verificada nos
grupos expostos ao diflubenzuron, quando houve formacdo de adultos viaveis
em concentracbes do IGR letais para a totalidade dos espécimes nas
populacdes originais (Figura 1B, Tabela 1).

Assim como para as geracdes iniciais, foi verificada a proporcéo de
machos e fémeas resultantes, nos grupos selecionados ou ndo com
diflubenzuron. Também neste caso, nas maiores concentracbes do IGR, a
quantidade de individuos resultantes foi extremamente pequena e composta

por maior proporcao de machos (Figura 2B).

Avaliagdo de aspectos da viabilidade e reproducdo nas populacdes
selecionadas

Longevidade dos adultos

A Figura 5 mostra o percentual de machos ou fémeas sobreviventes
em cada situacdo experimental, para cada populacdo e para a linhagem
referéncia, Rockefeller. Comparacéo, nos dias 30 e 40 ap6s a emergéncia dos
adultos, ndo revelou qualquer diferenca significativa entre Rockefeller e as
populacdes de campo, ou entre 0S grupos controle e aqueles expostos ao
diflubenzuron, ou entre machos e fémeas ou ainda entre BVT e APG (Kruskal-
Wallis; p>0.05). A Unica excec¢do foi o grupo de fémeas APG expostas ao
diflubenzuron, em relacdo as fémeas Rockefeller e as fémeas APG do grupo
controle, mantido sem o IGR, no dia 40 (Kruskal-Wallis; p<0.05).
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Aceitacdo do repasto sanguineo

Cerca de 96 % dos individuos da linhagem Rockefeller realizou o
repasto sanguineo (87/90) (Figura 6). Situacdo semelhante ocorreu com 0S
grupos controle de BVT, dos quais 95 % dos individuos se alimentaram
(173/181) (X20.051 = 0,1822; p = 0.3347). Por outro lado, menor propor¢cao de
fémeas dos grupos controle de APG foi eficaz na ingestéo de sangue (84%, ou
152/180) (X20.051 = 13,57; p = 0.0001). A selecdo com diflubenzuron afetou
significativamente a capacidade das duas populacbes de realizar repasto
sanguineo. Apenas 62 % (168/275) e 49 % (146/270) dos individuos
selecionados de BVT e APG, ingeriram sangue, respectivamente. Estes
percentuais sao significativamente menores quando comparadas com a
linhagem Rockefeller (BVT: x20.051 = 40,76; p < 0.0001; APG: x20.05,1 = 64,67; p
< 0.0001). Comparacdes entre os grupos expostos a diflubenzuron e os grupos
controle de cada populacdo também revelaram diferencas significativas (BVT:
X20051 = 68,85; p < 0.0001; APG: X20051 = 45,70; p < 0.0001). Vale ainda
mencionar que, a exemplo dos grupos controle de BVT e APG, a diferenca
entre 0s grupos expostos a diflubenzuron também foi significativa entre as duas

populagdes (X20.051 = 8,19; p = 0.0021).

Quantidade de sanque ingerido

O volume de sangue ingerido também foi comparado entre a
linhagem Rockefeller e os grupos experimentais. Aparentemente as fémeas da
linhagem Rockefeller foram as que ingeriram maior volume de sangue em
relacdo ao peso corporal. Cada fémea ingeriu, em média, 2,5 = 0,3 vezes seu
peso em sangue (Figura 7). Apenas o0 grupo controle de BVT nao diferiu
significativamente de Rockefeller (toosa)22 = 1.119; p =0.1377). As fémeas
controle de APG ingeriram cerca de 25 % menos sangue (toos@)19 = 4.960;
p <0.0001) que Rockefeller. O volume de sangue ingerido pelas fémeas de
BVT selecionadas com diflubenzuron foi 18 % inferior ao volume ingerido por
Rockefeller (toosa)21 = 3.612; p =0.0008) e 11 % inferior ao grupo néo
selecionado (to.os(1)20 = 2.465; p = 0.0099). O mesmo ocorreu com as fémeas
de APG selecionadas, cujo volume foi 26 % menor que Rockefeller (to.os(1),18 =

4.379; p = 0.0002). Entretanto, no caso dessa populacdo, ndo houve diferenca
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significativa entre o volume de sangue ingerido entre 0S grupos expostos ou
ndo ao diflubenzuron (toosu)1s = 0.1872; p =0.4285). Houve diferenca
significativa entre os grupos controle das duas populagdes (to.os1)27 = 3.885;

p = 0.0003), mas ndo entre 0S grupos expostos (ty.os(1),2s = 1.693; p = 0.0515).

Postura de ovos

Fémeas da linhagem Rockefeller colocaram, em média, 81 + 19
ovos (Figura 8). Quantidade semelhante (77 + 19) foi colocada pelos individuos
de BVT néo selecionados com diflubenzuron (toos(1)234 = 1.642; p = 0.0510).
Por outro lado, os individuos selecionados de BVT colocaram 21 % (64 + 21) e
16 % menos ovos quando comparados com Rockefeller (toos()234 = 5.930;
p < 0.0001) e com o grupo ndo exposto ao IGR (tg.os(1),310 = 5.410; p < 0.0001),
respectivamente.

As fémeas de APG crescidas na auséncia de diflubenzuron
colocaram 20 % (65 = 22) menos ovos do que a linhagem Rockefeller (to.0s(1),224
= 5.432; p<0.0001). Do mesmo modo, os individuos selecionados com
diflubenzuron colocaram 26% menos ovos (60 + 18) que fémeas Rockefeller
(to.os1),287 = 8.719; p <0.0001) e 8% menos ovos em relacdo ao grupo nao
exposto ao IGR (toosmysss = 2.392; p =0.0086). Também foi encontrada
diferenca significativa entre o nimero de ovos colocados entre 0s grupos
expostos (to.os(1),363 = 1.964; p = 0.0251) e ndo expostos das duas populagdes
(to.05(1),300 = 4.836; p < 0.0001).

Taxa de fémeas inseminadas

Cerca de 97 % dos machos Rockefeller inseminaram, com sucesso,
depois de trés dias, as trés fémeas disponibilizadas (Figura 9 e Tabela S1). A
maioria dos machos (83 %) do grupo BVT controle também inseminou as trés
fémeas disponiveis. Por outro lado, apenas 50 % dos machos de BVT
selecionados com diflubenzuron foram eficazes na cépula das trés fémeas;
neste grupo, 12 % dos machos nao foram capazes de inseminar fémea
alguma. A maioria dos machos de APG, expostos ou nao ao diflubenzuron, n&do
conseguiu inseminar as trés fémeas: apenas 21 % dos machos controle e 14 %

daqueles expostos ao IGR foram bem sucedidos (Tabela S1). Neste ultimo
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grupo, a maior parte (37 %) nado inseminou nenhuma das trés fémeas
disponibilizadas, enquanto 24 % dos machos APG mantidos na auséncia de
diflubenzuron também néo inseminaram fémea alguma.

Os percentuais de machos que inseminaram diferentes nimeros de
fémeas disponiveis foram usados para gerar indices, para facilitar a
comparacdo (ver Materiais e Métodos). Estes numeros, apresentados na
Tabela 2, foram usados para calcular a redugéo da capacidade de inseminacéo
de machos em cada condicdo avaliada. De modo geral, houve aumento da
eficacia da copula nos grupos controle, mantidos por seis ou sete geracdes no
laboratério, em relacdo as populagfes originais (F1): por exemplo, a reducdo
de BVT F1 em relacdo a Rockefeller, de 24% diminuiu para 8% (BVT F6 cont).
Nos grupos equivalentes de APG, a reducdo de 78% na geracdo F1 decaiu
para 50% (APG F7 cont). Por outro lado, o processo de selecdo no laboratorio
reduziu em aproximadamente 29 e 22%, respectivamente, a capacidade de
inseminacao de machos BVT e APG, quando grupos controle e expostos foram
comparados. No entanto, a selecdo com diflubenzuron em laboratério ndo
resultou em reducéo adicional da habilidade de copula dos machos em relacao
as populacdes originais: machos BVT F1 tiveram reducao de 24% em relagéo a
Rockefeller, enquanto este indice foi de 29% para machos BVT F6 dfb; para

APG, estes valores foram de 78 e 61%, respectivamente.

Discussao

Um dos fatores responsaveis pela expansao da distribuicdo de A.
aegypti € a falha em seu controle, em parte, resultado da resisténcia aos
inseticidas tradicionalmente utilizados, como organosfosforados e piretréides
(Macoris et al. 1995, Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004,
da-Cunha et al. 2005, Macoris et al. 2007, Montella et al. 2007). Por esse
motivo, inibidores do crescimento de insetos, que possuem mecanismos de
acao distintos dos inseticidas tradicionais tém sido empregados, principalmente
nos locais onde as populacdes apresentam niveis elevados de resisténcia.

Diflubenzuron, um ISQ, foi recentemente aprovado para uso em

agua potavel e introduzido no Brasil para controle de A. aegypti (Ministério da
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Saude 2009). Varios estudos mostram a eficacia desse composto sobre
mosquitos. Entretanto, h& pouca informacgéo sobre os efeitos de diflubenzuron
e a dinamica da resisténcia em A. aegypti, mesmo em condicbes de
laboratorio. Nesse trabalho, a susceptibilidade a diflubenzuron foi avaliada em
duas populacdes de A. aegypti de campo. As populacdes foram selecionadas
com este I1ISQ e a dinamica da resisténcia, ao longo da selecéo, assim como
seus efeitos no fitness, ao final do processo, foram investigados.

O esperado efeito dose-dependente de diflubenzuron, a exemplo de
outros ISQ, foi confirmado (Martins et al. 2008, Belinato et al. 2012, Fontoura et
al. 2012). Também foi observado que, quanto maior a dose administrada, mais
precoce foi a mortalidade. Este padrdo de mortalidade estagio-especifica é
bastante comum entre os inibidores de sintese de quitina. Novaluron provoca
efeitos semelhantes em A. aegypti e Culex quinquefasciatus (Mulla et al. 2003,
Su et al. 2006, Fontoura et al. 2012). O mesmo ocorre com A. aegypti, C.
quinquefasciatus e A. albopictus quando expostos a triflumuron (Martins et al.
2008, Belinato et al. dados ndo publicados). Além disso, verificou-se que, nas
concentracfes mais altas de diflubenzuron, a proporcdo de machos resultantes
€ maior. Estes resultados corroboram Belinato et al. (2009) e Farnesi et al.
(2012) e séo atribuidos a cinética do desenvolvimento da espécie, na qual os
machos emergem antes das fémeas (Clements 1992) e, portanto, ficam menos
tempo expostos ao IGR, sofrendo seus efeitos em menor grau.

Resultados prévios do grupo (Belinato et al. 2012) indicam que as
duas populagbes aqui avaliadas sao resistentes ao OP temephos, com
diferentes razfes de resisténcia (RRgs para BVT = 7,4 e para APG = 19,2). As
doses efetivas encontradas para diflubenzuron foram maiores em APG quando
em comparacao com BVT e a linhagem Rockefeller, sugerindo a possibilidade
de maior tolerancia a diflubenzuron estar associado a populacdes com maior
nivel de resisténcia a organofosforados. Martins et al. (2008) e Belinato et. al.
(dados néo publicados) encontraram resultados semelhantes quando avaliaram
triflumuron em populagcdes de campo. Entretanto, Fontoura et al. (2012) n&o
encontraram relacdo entre o nivel de resisténcia ao temephos e tolerancia a
novaluron, outro 1SQ. A tolerancia aos ISQs pode, ao menos em parte, ser

funcdo do aumento da atividade de enzimas relacionadas a resisténcia
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metabdlica, ja detectado em uma série de populacdes brasileiras de A. aegypti
(Montella et al. 2007). Tolerancia a diflubenzuron, por exemplo, ja foi associada
a oxidases de funcdo mista em moscas (Kotze et al. 1997).

Durante o processo de sele¢cao com diflubenzuron em laboratério, foi
verificado que a dinamica da resisténcia foi diferente para as duas populacdes.
Nos dois casos optou-se por fazer a selecdo com uma concentragéo fixa do
composto, que inibia inicialmente em 80% a emergéncia dos adultos. Apesar
disto, em BVT, a partir da F2 mais da metade dos individuos ja havia alcancado
a fase adulta nesta concentracdo de ISQ. Em APG, a disseminacdo da
resisténcia ocorreu mais lentamente. Entretanto, ao final de seis (BVT) ou sete
(APG) geracbes, a emergéncia de adultos nos grupos tratados ja era
equivalente aos grupos controle, ndo expostos ao diflubenzuron, sugerindo
rapida aquisicao de resisténcia a este 1SQ.

Existem trabalhos que indicam que a resisténcia ao OP temephos
pode interferir com a viabilidade de mosquitos (Agnew et al. 2004, Belinato et
al. 2012). Assim, é possivel que este carater influencie a sobrevivéncia dos
individuos quando expostos ao estresse representado pelo contato com outros
xenobidticos. Nesse sentido, poderia-se esperar que individuos resistentes a
temephos fossem mais vulneraveis ao diflubenzuron, jA que, além dos
problemas no fithess associados a resisténcia, estariam enfrentando exposicéo
a outro inseticida. Desse modo, a disseminacao da resisténcia ao diflubenzuron
seria, provavelmente, mais rapida em populacbes de campo susceptiveis a
temephos do que naquelas resistentes a este OP.

A proporcédo entre machos e fémeas foi registrada em cada geracao
durante a selecdo. Ao contrario do esperado, a maior taxa de machos, nas
geracdes iniciais, quando a inibicdo da emergéncia de adultos foi maior, néo foi
encontrada em APG. Outros trabalhos do grupo mostram que a maior parte dos
adultos resultantes em doses elevadas de ISQ é constituida por machos
(Belinato et al. 2009, Fontoura et al. 2012). Inesperadamente, nas duas
populacdes a proporcdo sexual oscilou pouco ao longo do processo de
selecdo, se mantendo em torno de 1:1, ndo tendo sido verificada qualquer
tendéncia de alteracao.
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Ao final da selecdo, novas curvas-dose resposta foram realizadas
nas duas categorias de grupos, controle e expostos ao diflubenzuron. Nestes
altimos, houve aumento de todas as doses efetivas (IEsg, |IEg € |Egs), indicando
que a selecao foi, de fato, bem sucedida. Situac&o inversa ocorreu com 0S
grupos controle, ndo expostos: manutencdo dos insetos na auséncia de
diflubenzuron resultou em aumento de susceptibilidade a este ISQ (Tabela 1),
sugerindo algum custo, em termos de viabilidade, associado ao nivel de
resisténcia das populacbes, quando comparadas com Rockefeller. A
mortalidade por estagio também foi verificada. Nos grupos controle houve
maior mortalidade de larvas na maioria das doses utilizadas, quando em
comparagcdo com a situagao inicial, confirmando, de forma indireta, aumento
progressivo de susceptibilidade ao longo das geracdes.

Para investigar se a resisténcia a diflubenzuron acarreta problemas
no fithess, varios parametros da biologia foram investigados nos grupos
expostos e ndo expostos ao ISQ, ao final do processo de sele¢cdo. Um resumo
dos resultados encontrados, com excec¢do dos dados de eficiéncia de cépula,
estd apresentado na Tabela 3. De acordo com Rivero et al. (2010), a
longevidade dos vetores é um parametro fundamental para a dinamica da
transmissdo de doencas, jA que os patdégenos possuem um tempo especifico
de incubacéo antes de serem transmitidos a um novo hospedeiro. Desse modo,
resisténcia a inseticidas pode influenciar, positiva ou negativamente, a
transmissdo de patdgenos. Poucos estudos tratam do efeito da resisténcia a
inseticidas na longevidade dos insetos. Alguns trabalhos mostram que
linhagens resistentes possuem longevidade reduzida, em condicbes de
laboratoério, em relacdo as susceptiveis. Li et al (2002) e Martins et al. (2012)
verificaram que Culex pipiens pallens e A. aegypti selecionados com piretroides
possuem longevidade prejudicada. Entretanto, Hardstone et al. (2010)
observaram que fémeas de C. quinquefasciatus, também resistentes a
piretroides, tinham maior longevidade. Nao houve diferenca na longevidade das
duas populacdes aqui avaliadas, antes da selecdo com diflubenzuron, apesar
de ambas as populacdes apresentarem resisténcia a organofosforados e
piretréides (Belinato et al. 2012). Depois da selecdo com diflubenzuron em

laboratério, a alteracdo na longevidade de BVT e APG foi discreta. Apenas a
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longevidade das fémeas APG do grupo controle diferiu significativamente
quando comparada com a longevidade das fémeas APG expostas ao
diflubenzuron e das fémeas Rockefeller. Entretanto, pareceu haver tendéncia
ao aumento de longevidade das populacdes de campo mantidas em laboratorio
sem pressao de selecdo, quando comparadas com 0S grupos expostos. Esses
resultados sugerem que resisténcia a diflubenzuron pode afetar a longevidade
de A. aegypti; provavelmente este efeito sera melhor evidenciado quando
populacbes com maiores razdes de resisténcia a este 1SQ estiverem
disponiveis.

A taxa de fémeas selecionadas com diflubenzuron que recusou o
repasto sanguineo foi significativamente menor quando comparada com as
fémeas Rockefeller e mesmo com os grupos controle, mantidos no laboratério
por igual numero de geracdes na auséncia do ISQ. Reducdo da taxa de
aceitacdo da alimentacdo sanguinea ja havia sido notada nas popula¢cées BVT
e APG originais, antes da selecdo em laboratério. Esta reducdo havia sido
atribuida a resisténcia ao temephos exibida pelas populacbes (Belinato et al.
2012, ver também Tabela 3). A recuperacdo da capacidade de aceitacdo do
repasto dos grupos controle de ambas populagdes aqui avaliadas pode estar
relacionada com o aumento da susceptilidade ao temephos (Belinato,
comunicacdo pessoal; ver capitulo 4 da secdo Resultados), ou ao proprio
diflubenzuron. De maneira geral, esta recuperacdo pode ser vista como uma
realocacdo de recursos energéticos, na auséncia de pressao de selecao.

Fémeas APG, mas ndo BVT, das populagbes originais ingeriam
menor quantidade de sangue e, consequentemente, colocavam menor nimero
médio de ovos, quando comparadas com Rockefeller (Belinato et al 2012,
Tabela 3). Depois de 6-7 geracdes no laboratério, todos os grupos, com
excecdo de BVT controle, continuavam com valores inferiores a Rockefeller
para os dois parametros avaliados. Comparacao entre 0s grupos selecionados
e controle de cada populacdo, mantidos no laboratoério, aponta para reducdo do
namero médio de ovos nas duas populacdes. No caso de BVT, esta reducgéo é
explicada por menor ingestdo de sangue. Contudo, fémeas APG selecionadas
com diflubenzuron ingeriram quantidade de sangue equivalente as fémeas

controle (Figura 7). Este resultado sugere reducao da habilidade de digerir o
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sangue ingerido, 0 que pode estar relacionado com a manutencédo de nivel
elevado de resisténcia ao temephos (Belinato, comunicagdo pessoal; ver
capitulo 4 da secdo Resultados), associado a pressao adicional com
diflubenzuron em laboratério. Diversos trabalhos mostram que a resisténcia a
inseticidas acarreta diminuicdo da quantidade de ovos em mosquitos (Kumar &
Pillai 2011, Li et al. 2002, Kumar et al. 2009, Martins et al. 2012). Embora na
maioria deles a quantidade de sangue ingerido ndo tenha sido avaliada, é
possivel que este parametro também tenha sido reduzido, uma vez que em
culicideos a quantidade de sangue esta diretamente relacionada com a
producao de ovos (Clements 1992).

Com relacdo a eficacia dos machos na cépula, foi sugerido, nas
populacdes originais, que este aspecto era inversamente proporcional a razao
de resisténcia ao OP temephos (Belinato et al. 2012). Depois de seis ou sete
geracOes, verificamos que houve recuperacdo, proporcionalmente mais
expressiva em BVT do que em APG, da eficacia da copula nos dois grupos
controle (Tabelas S1 e 3). Os grupos sob selecdo mantiveram baixa eficacia na
copula em comparacdo com Rockefeller e com os grupos controle, sugerindo
que resisténcia a diflubenzuron também pode acarretar deficiéncia na cépula. E
provavel que a menor recuperacao dos grupos controle de APG também esteja
relacionada com a manutencéo de resisténcia ao OP temephos, que ainda se
mantém alta nessa populacdo (Belinato, comunicacéo pessoal; ver capitulo 4
da secdo Resultados). Dentre todos os parametros do fithess avaliados em
populacdes resistentes, a eficacia de copula € o menos estudado. Apenas um
grupo verificou que resisténcia a inseticidas afeta a cépula em mosquitos
(Berticat et al. 2002).

Neste trabalho, verificamos que diflubenzuron foi eficaz contra duas
populacdes de A. aegypti de campo, com diferentes niveis de resisténcia ao
OP temephos. Contudo, exposi¢do em laboratorio a este ISQ promoveu rapida
selecdo de resisténcia, em poucas geracdes. Diversos parametros da biologia
dessas populacdes foram afetados nos grupos selecionados confirmando, no
caso de diflubenzuron, a relacdo entre resisténcia e custo em termos de

viabilidade e capacidade reprodutiva.
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Diflubenzuron foi recentemente introduzido no Brasil para controle
de populacdes de A. aegypti resistentes aos inseticidas tradicionais. Nesse
sentido, entender a eficacia desse composto nas populacdes de campo do
vetor € fundamental. Selecdo com inseticidas pode ser uma importante
ferramenta para investigacdo do custo da resisténcia em laboratério.
Entretanto, é provavel que os valores do fithess dos mosquitos resistentes
sejam subestimados, ja que a criacdo e manutencao dos insetos em laboratorio
sao realizadas em condicdes ideais. No campo, as populacfes estdo expostas
a outros fatores deletérios além da exposicdo aos inseticidas usados no
controle. Por esse motivo, diferentes mecanismos de resisténcia ou vias de
detoxificagcdo podem atuar em conjunto, tornando a evolucdo da resisténcia
diferente da que ocorre em laboratério.

As RRs de A. aegypti a diflubenzuron em todas as populagdes
brasileiras investigadas por nds até agora sao inferiores a 3,0 (Martins et al.
2008, Belinato et al. - dados ndo publicados). Este € o ponto de corte acima do
qual o Ministério da Saude recomenda interrupcédo do uso de outro inseticida, o
organofosforado temephos (Montella et al. 2007). Entretanto, no caso dos
ISQs, ndo ha estudos de campo que mostrem o significado funcional dos niveis
de resisténcia das populagdes. Aparentemente, populacdes com RR abaixo de
2,0 para novaluron, outro ISQ, sdo igualmente susceptiveis em condi¢cdes de
campo (Fontoura et al. 2012). Ensaios simulados de campo com populacées
com niveis mais altos de resisténcia poderiam contribuir significativamente para
elucidar essa questédo. Pretendemos, desse modo, averiguar em simulados de
campo a susceptibilidade das populacées aqui selecionadas, com intuito de
aumentar a compreenséao sobre o significado funcional dos valores de RR para
ISQs. Esperamos, com esses resultados, contribuir para a definicdo de
estratégias racionais de controle, ndo s6 de A. aegypti, mas também de outros

vetores de importancia médica.
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Figura 1: Mortalidade por estadgio de A. aegypti em cada concentracao de
diflubenzuron avaliada. Painel (A): populacdes antes da selecéo; painel (B):
populacdes expostas (dfb) e ndo expostas (cont) ao diflubenzuron depois de
seis ou sete geragcbes, como indicado (F6, F7). BVT: Boa Vista, APG:
Aparecida de Goiania. Note que a faixa de concentracbes nos painéis da
direita, depois da exposicéo ao diflubenzuron, é diferente dos outros graficos. A
linhagem Rockefeller foi utilizada com controle experimental antes (Rock A) e
apo6s a selecdo (Rock B).
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Figura 2: Proporcdo de machos (azul) e fémeas (rosa) de A. aegypti nas

concentracbes de diflubenzuron nas quais ocorreu emergéncia de adultos.

Painel (A): populagcbes antes da selecao; painel (B): populacdes expostas (dfb)

e ndo expostas (cont) ao diflubenzuron depois de seis ou sete geracbes, como
indicado (F6, F7). BVT: Boa Vista; APG: Aparecida de Goiania. Valores dentro

de cada barra representam o0 numero de adultos resultantes em cada

concentragao.
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Figura 6: Taxa de fémeas de A. aegypti que realizou repasto sanguineo das
populacdes de Boa Vista (BVT) e Aparecida de Goiania (APG) mantidas na
auséncia de diflubenzuron (cont) ou selecionadas com este IGR (dfb). F6, F7:
geracdo avaliada. Rock: linhagem Rockefeller, susceptivel, usada como
controle interno dos ensaios. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre 0s grupos (x2; p < 0.05). Apenas a comparagao entre grupos controle e

expostos de diferentes populacdes nao foi realizada.
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Figura 7: Volume de sangue ingerido por fémeas Rockefeller e das populacfes
de Boa Vista (BVT) e Aparecida de Goiania (APG) mantidas na auséncia de
diflubenzuron (cont) ou selecionadas com este IGR (dfb). Em cada Box-plot
estdo representados a mediana, 0s quartis e a menor e maior proporcées de
sangue ingerido. F6, F7: geracdo avaliada. Rock: linhagem Rockefeller,
susceptivel, usada como controle interno dos ensaios. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (teste t; p < 0.05). Comparacgdes entre todos 0s
grupos foram realizadas, com excecéo dos grupos expostos e nao expostos de
diferentes populacdes.
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Figura 8: Numero de ovos colocados por fémeas Rockefeller e das populacées
de Boa Vista (BVT) e Aparecida de Goiania (APG) mantidas na auséncia (cont)
ou selecionadas com diflubenzuron (dfb). Em cada Box-plot estédo
representados a mediana, 0s quartis e 0s niumeros minimo e maximo de ovos.
F6, F7: geracao avaliada. Rock: linhagem Rockefeller, susceptivel, usada como
controle interno dos ensaios. Letras diferentes indicam diferencga significativa
(teste t; p < 0.05). Todas as comparacoes foram realizadas, com excecédo dos

grupos expostos e nao expostos de diferentes populacdes.
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selecionadas com este IGR (dfb). F6, F7: geracdo avaliada. Rock: linhagem
Rockefeller, susceptivel, usada como controle interno dos ensaios. Em cada
grupo, um macho ficou em contato com trés fémeas por trés dias.
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trés fémeas ao final do periodo.
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Tabela 1: Doses efetivas de diflubenzuron (ug/L) sobre Boa Vista (BVT) e

Aparecida de Goiania (APG) antes e apo0s a selecdo com diflubenzuron. A

linhagem Rockefeller foi utilizada como controle experimental antes (Rock A) e

apos o processo (Rock B).

IEso IEso IEgs RRso RRsg RRgs slope
Rock A 0,903 1,251 1,708 1,0 1,0 1,0 59
BVT 1,119 1,861 3,023 1,2 1,5 1,7 3,8
APG 2,104 3,202 4,780 2,3 2,6 2,8 4,6
Rock B 0,845 1,488 2,555 1,0 1,0 1,0 3,4
BVT F6 cont 1,031 1,656 2,604 1,2 1,1 1,0 4,0
BVT F6 dfb 3,311 4,773 6,768 3,9 3,2 2,6 5,3
APG F7cont 0,902 2,024 4,381 1,0 1,4 1,7 2,4
APG F7 dfb 3,407 5,779 9,571 4,0 3,9 3,7 3,6
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Tabela 2: Quantifica ¢do da capacidade reprodutiva nos machos antes

(Belinato et al. 2012) e ap0s a selecéo.

> (f0-3*%M) Reducéao (%)

Rock A 297,5
BVT F1 226,4
Pré selecao APG F1 64,3
BVT F1/Rock A 23,9
APG F1/Rock A 78,4
Rock B 292,6
BVT F6 cont 269,7
BVT F6 dfb 208,9
APG F7 cont 146,4
APG F7 dfb 1145
Pés selecao BVT F6 cont/Rock B 7,8
BVT F6 dfb/Rock B 28,6
APG F7 cont/Rock B 50,0
APG F7 dfb/Rock B 60,9
BVT F6 dfb/cont 29,1

APG F7 dfb/cont 21,8
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Tabela 3: Valores do fitness das populacdes antes da selecao (dados obtidos
de Belinato et al. 2012) e nas populacdes apoOs seis ou sete geracdes na
presenca (dfb) ou auséncia de diflubenzuron (cont).

Parametros do fitness

Aceitagdo de Quantidade de ,
Populagdo/linhagem Longevidade® repasto sangue Numerc:‘ de
sanguineo’ ingerido® ovos
Rock A 71,1+9,6 95,5 + 5,0° 2,2+0,2° 103,2 + 18,6°
BVT F1 82,2+ 16,7 81,1+24,1° 2,3+0,1° 104,0 + 17,2°
APG F1 73,3+13,3 76,6 +3,3° 1,9+0,1° 80,9 + 29,4°
% reducao:
BVT/Rock A® 3 15 3 3
APG/Rock A’ 3 19,7 13,6 21,6
Rock B 63,3+ 10,0 96,6 + 3,3° 2,5+0,3° 81,4 +19,5°
BVT F6 cont 66,6 + 20,0 95,4 +2,9° 2,4+0,3° 77,0 +19,7°
BVT F6 dfb 40,0 + 11,5 62,5+ 19,2° 2,1+0,2° 64,2 + 21,9
APG F7 cont 88,9 + 16,1 84,4 +13,7° 1,9+0,2° 65,2 +22,3°
APG F7 dfb 56,3+ 11,1 48,9 +17,7° 1,9+0,2° 60,0 + 18,2°
% reducao:
BVTF6 cont/Rock B® 3 1,2 4,0 5,4
BVT F6 dfb/Rock B 36,8 35,3 16,0 21,1
BVT F6 dfb/cont® 39,9 34,4 12,5 16,6
APG F7 cont/Rock B’ _ 12,6 24,0 19,9
APG F7 dfb/Rock B® 11,0 49,3 24,0 26,2
APG F7 dfb/cont® 36,6 42,0 0,0 7,9

! percentual de fémeas sobreviventes no 402 dia de vida adulta

? percentual de fémeas que realizou o repasto sanguineo

* quantidade média de sangue ingerido em relacdo ao peso médio das fémeas
* nimero médio de ovos por fémea que fez postura

> reducdo média, em relagdo a Rockefeller

® reducdo média, grupo selecionado (dfb) em relagdo ao grupo controle (cont) de cada
populagdo

* Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0.05)
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Tabela S1: Eficiéncia de machos A. aegypti na copula (%), antes (Belinato et

al. 2012) e apds a selecdo com diflubenzuron.

Pré-selecao
Fémeas
inseminadas (n) Rock A BVT F1 APG F1
0 0 6,6 +6,7 57,7+10,2
1 0 13,3+6,7 26,6%6,7
2 22+38 266+115 88+38
3 97,7+38 533+6,7 6,7%+6,7
Pés selecao
Fémeas APG F7 APG F7
inseminadas (n) Rock B BVT F6 cont BVT F6 dfb cont dfb
0 0,0 3,3+3,3 12,7+14 244+84 37,0+£9,0
1 23+4,1 6,6+5,8 165+29 255+84 251+1,3
2 22+38 6,6+33 194+52 288+19 23,7+4,6
3 95,3+4,0 833+58 51,2+24 211+19 140+6/4
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3.4) Avaliacdo da reversao da resisténcia ao OP temephos nos grupos nao
expostos ao diflubenzuron e analise da atividade das enzimas detoxificantes
nos grupos selecionados com o ISQ
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3.4.1) Reversdo da resisténcia ao organofosforado temephos em duas
populacdes de campo de A. aegypti mantidas no laboratério na auséncia do

inseticida

Niveis elevados de resisténcia ao OP temephos haviam sido
detectados em duas populacdes de campo de Aedes aegypti, Boa Vista/RR
(BVT) e Aparecida de Goiania/GO (APG). De acordo com bioensaios tipo dose
resposta, os valores da RRgs na geracdo F2 em BVT e F1 em APG foram,
respectivamente, 7,4 e 19,2 (Belinato et al. 2012b; ver capitulo 2 da secado
Resultados).

As doses efetivas de diflubenzuron, um CSI, sobre as duas
populacbes também foram determinadas. Posteriormente, ambas foram
selecionadas, em laboratério, durante seis ou sete geracbes com este 1SQ
(Belinato et al. 2012c, ver capitulo 3 da secdo Resultados). Durante esse
processo, para cada populacdo, trés grupos de 1.000 larvas, mantidos
separadamente durante todo o procedimento, foram expostos, em todas as
geracdes, a uma concentracdo fixa do 1SQ. Para as duas populacdes, BVT e
APG, foi usada a dose de diflubenzuron que inibia em 80% (IEgy) a emergéncia
de adultos da geracdo inicial. Paralelamente, dois grupos controle, também
com 1.000 larvas, foram mantidos durante o mesmo numero de geracdes na
auséncia de qualquer inseticida. Foi avaliado nesses grupos, em cada geracao,
por meio de ensaios dose resposta, o nivel de resisténcia ao OP temephos.

Os procedimentos de criacdo das larvas e dos ensaios dose
resposta foram os mesmos utilizados por Belinato et al. (2012 b, c), como
indicado nos capitulos 2 e 3 da secao Resultados. Em cada geracédo, foram
realizados pelo menos trés testes, em dias diferentes, com pools de larvas
provenientes dos grupos controle. Verificamos que, nas duas populagdes,
houve uma queda progressiva nos niveis de resisténcia ao temephos (Figuras
1 e 2). A RRygs de APG na F7 foi 6,3 (Figura 2B), o que corresponde a uma
queda aproximada de 67% em relacdo a RRgs da geracdo F1. A RRsp, do
mesmo modo, sofreu reducdo de 69%. Em BVT, populacdo com menor nivel

de resisténcia inicial, a redugdo das RR também foi expressiva. Na ultima
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geracdo avaliada, os valores da RRso € da RRgs foram 2,1 e 2,2 (Figura 2B),
uma reducéo de 48% e 70%, respectivamente. Vale ressaltar que em BVT as
RR ficaram abaixo de 3,0, valor que é atualmente o ponto de corte acima do
qual o Ministério da Saude recomenda a interrupcdo do uso do inseticida
(Montella et al. 2007). Em APG, apesar da reducédo, os valores de RR ainda
ndo se encontram abaixo desse limiar, provavelmente devido ao elevado nivel
de resisténcia inicial.

O aumento gradual da susceptibilidade ao temephos, observado
guando as duas populacdes foram mantidas sem qualquer presséo de selecdo
com inseticidas, provavelmente ocorre devido ao custo no fitness associado a
resisténcia inicial. Haviamos verificado, originalmente, correlagédo entre o nivel
de resisténcia ao temephos e os efeitos negativos no fithess nestas duas
populacdes, BVT e APG (Belinato et al. 2012b; ver também capitulo 2 da secéo
Resultados). De modo geral, parametros como aceitacdo do repasto
sanguineo, quantidade de sangue ingerido, nimero de ovos e quantidade de
fémeas inseminadas haviam sido afetados. Esses mesmos parametros foram
avaliados apos seis ou sete geracdes (Belinato et al. 2012c; capitulo 3 da
secdo Resultados). Nos grupos controle, ndo expostos (0s mesmos cuja
progressdo das RR a temephos estd mostrada aqui), houve recuperacdo da
maioria dos parametros nas duas populacdes. Desse modo, a resisténcia ao
temephos seria vantajosa apenas na presenca do inseticida. Na auséncia de
selecdo, individuos susceptiveis teriam vantagem adaptativa e aumentariam
em frequéncia ao longo das geragdes, o que foi verificado de forma indireta
com a reversao da resisténcia a temephos aqui observada.

E bastante provavel que a maioria das populacdes de campo de
mosquitos vetores, naturalmente expostas a uma série de xenobibticos além
dos inseticidas usados diretamente para controla-las, possua mais de um
mecanismo de resisténcia a inseticidas, o que resultaria em efeitos diferentes
no fitness. Por outro lado, a reversédo da resisténcia ao OP temephos, aqui
apresentada para as duas populacdes, BVT e APG, foi concomitante a
recuperacdo dos efeitos negativos no fitness (Belinato et al. 2012c; capitulo 3

da secdo Resultados). Este € mais um indicio de que 0s mecanismos de
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resisténcia originalmente selecionados pelo OP temephos foram responsaveis,
em grande parte, pelo comprometimento do fithess das geracdes iniciais.
Pretendemos realizar as mesmas avaliagbes com temephos na
Gltima geracédo dos grupos selecionados com diflubenzuron. Além disso, sera
invetigada, por meio de ensaios bioquimicos, a possibilidade de participacao

das enzimas detoxificantes na resisténcia a CSI.
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3.4.2) Avaliacdo da atividade das principais enzimas detoxificantes em duas
populacdes de campo de A. aegypti selecionadas com diflubenzuron

A atividade das principais classes de enzimas relacionadas com a
resisténcia foi quantificada em Boa Vista/RR (BVT) e Aparecida de Goiania/GO
(APG), antes e depois de sua manutencao por 6-7 geracdes em laborat6rio na
auséncia ou na presenca de diflubenzuron. Em todos os casos, os testes foram
feitos por meio de protocolo previamente estabelecido (Valle et al. 2006,
Montella et al. 2007, Viana-Medeiros 2012). Foram avaliadas as enzimas
glutationa-S-transferases (GST), esterases (EST) e oxidases de funcdo mista
(MFO), além da atividade de acetilcolinesterase (ACE), alvo de inseticidas OP.
Atividade de EST foi avaliada com trés substratos: acetatos de alfa-naftil (alfa-
EST), beta-naftil (beta-EST) e para-nitro-fenil (pNPA).

Durante a selecdo com diflubenzuron, para cada populacdo, cinco
grupos independentes foram formados: trés expostos e dois ndo expostos ao
ISQ. Os ensaios bioquimicos foram feitos com, pelo menos, 60 larvas de
terceiro estadio de cada grupo. A mesma quantidade de larvas foi utilizada para
0S ensaios realizados com as geracodes iniciais de cada populacdo. Para
analise dos dados, os trés grupos expostos ao diflubenzuron foram tratados
como um unico grupo. O mesmo processo foi realizado com 0s grupos
controle, ndo expostos ao 1SQ.

Os valores de atividade enzimatica foram comparados por meio de
Kruskal-Wallis, seguida de comparacdo multipla de Dunn. Adicionalmente, foi
realizado o célculo dos valores de percentil 99 (p99) da linhagem Rockefeller,
controle susceptivel, e a taxa de individuos acima deste valor nas populacdes
selecionadas ou nao (%>p99) foi determinada. Com isto, procedeu-se a
classificagcdo de acordo com o critério empregado na rotina do monitoramento
dos mecanismos de resisténcia no Brasil: até 15% da populacdo acima de p99
de Rockefeller é indicativo de atividade normal, entre 15 e 50%, atividade
alterada e acima de 50%, atividade muito alterada (Valle et al. 2006, Montella
et al. 2007).
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Verificamos que as populagbes originais, antes da selecdo com
diflubenzuron em laboratério, j& apresentavam aumento significativo da
atividade de GST em comparagdo com Rockefeller (Kruskal-Wallis, P<0,05).
Entretanto, a aplicacdo do critério de classificacdo da rotina do monitoramento
nao revelou alteracdo de nenhum perfil enzimatico (Tabela 1). Por outro lado,
depois de 6-7 geracbes em laboratério, detectamos mudancas no perfil de
atividade das enzimas, tanto nos grupos controle quanto nos grupos
selecionados com diflubenzuron. De modo geral, foram encontradas alteracdes
apenas em GST e MFO (Tabela 2). Nos grupos controle das duas populacdes
(‘BVT cont F6' e ‘APG cont F7’), as medianas de GST se mantiveram
significativamente distintas de Rockefeller (Kruskal-Wallis, P<0,05). No grupo
controle de APG, além deste aumento significativo, o critério de classificacdo
usado no monitoramento da resisténcia, baseado no percentii 99 de
Rockefeller, também revelou alteracdo de GST. Nos dois grupos selecionados
com diflubenzuron as variagdes de GST foram ainda mais expressivas: houve
aumento significativo das medianas (Kruskal-Wallis, P<0,05), além de alterac&o
segundo o critério de classificacdo do monitoramento. Além disto, depois de 6-
7 geracBes no laboratério, com excecao do grupo controle APG, foi detectado
aumento significativo de MFO em todos os casos (Kruskal-Wallis, P<0,05). No
caso de MFO, no entanto, o critério de classificacdo da rotina do
monitoramento nao revelou qualquer alteracao.

Também foi realizada comparacao, para cada populacdo, entre a
geracao inicial e os grupos mantidos no laboratorio, expostos ou ndo ao 1SQ.
Novamente, diferencas em GST e MFO foram as principais alteracdes
encontradas. Em BVT, no grupo selecionado, ocorreu aumento significativo de
GST (Kruskal-Wallis, P<0,05) e o perfil dessa enzima foi classificado como
“alterado”, segundo o critério usado no monitoramento da resisténcia, baseado
no percentil 99 de BVT F1. Para MFO, as alteracdes de BVT foram detectadas
com ambos os critérios nos dois grupos, controle ou expostos ao diflubenzuron
(Tabela 3). Em APG, nos grupos controle foi observado aumento significativo
de atividade de GST (Kruskal-Wallis, p<0,05), enquanto o perfil, de acordo com
o critério de classificagdo usado no monitoramento, se manteve inalterado para

todas as enzimas (Tabela 4). Por outro lado, no grupo de APG exposto a
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diflubenzuron, foi encontrado aumento da atividade de GST e MFO com os dois
critérios utilizados (Kruskal-Wallis, P<0,05 e % >p99 APG cont F1).

Apesar da necessidade de maior investigacao sobre os mecanismos
de resisténcia a 1SQs, nossos resultados apontam para a possibilidade de
participacdo destas duas classes enzimaticas, MFO e GST, em sua
detoxificagdo. Aumento da atividade de MFO ja foi, em estudos prévios,
correlacionada com tolerancia a diflubenzuron em insetos (Kotze et al. 1997).
Entretanto, este é o primeiro registro da possibilidade de participacdo de GST

na metabolizacao de diflubenzuron.
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Tabelas 1-4: Comparacéo da atividade das principais enzimas detoxificantes e
de acetilcolinesterase na linhagem Rockefeller (Rock) e em populacdes de
Aedes aegypti provenientes de Boa Vista (BVT) e de Aparecida de Goiania
(APG) antes (F1) e depois da manutencédo por 6-7 geracdes em laboratorio (F6,
F7), na auséncia (‘cont’) ou na presencga (‘dfb’) de diflubenzuron.

Legenda:

Med: Mediana de cada distribui¢&o;

p99: valor de atividade do percentil 99 de Rockefeller (Tabelas 1, 2) ou de BVT
F1 (Tabela 3) ou ainda de APG F1 (Tabela 4);

%>p99rock (Tabelas 1 e 2): percentual de individuos da populacdo avaliada
com atividade maior que o percentil 99 de Rockefeller;

%>p99svtcontr1  (Tabela 3) ou %>p99apceontrr (Tabela 4): percentual de
individuos da populacdo mantida no laboratério com atividade maior que a
geracdo F1 da populagéo correspondente.

Os valores de atividade das enzimas estdo expressos como segue: ACE,
AAbs/mg ptn; A-EST e B-EST, nmol/mg ptn/min; PNPA-EST, AAbs/mg ptn/min;
GST, mmol/mg ptn/min; MFO, nmoles cit/mg ptn.

Diferencas estatisticamente significativas entre as medianas do grupo
apresentado nas primeiras colunas e os demais estéo indicadas por asteriscos.
As cores nas colunas estdo de acordo com a classificacdo adotada na rotina do
monitoramento da resisténcia de A. aegypti a inseticidas no Brasil: %>p99grock
até 15 indica atividade normal (células verdes), entre 15 e 50, atividade
alterada (células amarelas).
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Tabela 1: Comparacao das atividades enzimaticas das populagdes originais com a linhagem Rockefeller, susceptivel.

Rock BVT F1 APG F1

Enzima Med p99 Med %>p99Rock Med %>p99Rock
ACE 0,03 0,05 0,02 8 0,02 13
A-EST 18,8 32,84 18,7 4 17,9 1
B-EST 32,45 51,54 29,05 9 25,1

PNPA-EST 3,33 9,64 2,99 0 2,7

GST 0,57 1,33 0,74* 4 0,86* 13
MFO 17,71 42,64 13,47 1 17,16 0

Tabela 2: Comparagdo das atividades enziméticas entre a linhagem Rockefeller e os grupos mantidos por 6-7 geracdes em

laboratorio, na auséncia ou presenca de diflubenzuron.

Rock BVT cont F6 BVT dfb F6 APG cont F7 APG dfb F7
Enzima Med p99 Med %>p99Rock Med %>p99Rock Med %>p99Rock Med %>pP99Rock
ACE 0,03 0,05 0,03* 11 0,03 5 0,03 8 0,02 0
A-EST 18,8 32,84 16,9 3 14,4 0 16,35 4 18,1 3
B-EST 32,45 51,54 29,2 3 24,5 1 25,25 1 27 0
PNPA-EST 3,33 9,64 3,4 1 3 0 3 0 3,32 0
GST 0,57 1,33 0,74* 14 0,98* 25 0,97* 18 1,23* 28
MFO 17,71 42,64 21,51* 14 20,75%* 11 15,14 5 26,79* 11
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Tabela 3: Comparacédo das atividades enzimaticas de BVT, entre a geracéo
inicial (F1) e os grupos mantidos em laboratério por seis geracoes,

selecionados ou ndo com diflubenzuron.

BVT F1 BVT cont F6 BVT dfb F6
Enzima Med p99 Med %>p99 BVT contF1 Med %>p99 BVT contF1
ACE 0,02 0,06 0,03* 5 0,03 3
A-EST 18,7 36,9 16,9 3 14,4 0
B-EST 29,05 67,06 29,2 2 24,5 0
PNPA-EST 2,99 6,51 3,4 5 3 0
GST 0,74 1,43 0,74 12 0,98* 21
MFO 13,47 38,63 21,51* 18 20,75%* 18

Tabela 4: Comparacao das atividades enziméticas de APG, entre a geracao
inicial (F1) e os grupos mantidos em laborat6rio por sete geracoes,
selecionados ou ndo com diflubenzuron.

APG cont F1 APG cont F7 APG dfb F7
Enzima Med p99 Med %>p99 APG contF1 Med %>P99APG contF1
ACE 0,02 0,06 0,03 0 0,02 0
A-EST 17,9 32,33 16,35 4 18,1 8
B-EST 25,1 51,29 25,25 1 27 8
PNPA-EST 2,7 6,88 3 0 3,32 3
GST 0,86 1,89 0,97* 3 1,23* 19

MFO 17,06 3339 1514 13 26,79* [
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4) Discussao geral

Aedes aegypti € um mosquito bastante difundido pelo territrio
brasileiro. Sua presenca € preocupante, pois além de ser vetor primario de
dengue no Brasil, tem o potencial de participar da transmissdo de febre
amarela e do virus chikungunya (Barret & Higgs 2007, Pialoux et al. 2007,
Jansen & Beebe 2010). A distribuicdo de A. aegypti pelo globo tem aumentado
e esta diretamente relacionada com o crescimento do nimero de casos de
dengue e de outras arboviroses (Weaver & Reisen 2010). Aumento da
populacdo humana, ocupacdo urbana desordenada com deficiéncia no
saneamento e no abastecimento de agua, e grande fluxo populacional, sédo
fatores associados a expanséao do vetor (Gubler & Clarck 1996).

O controle mecéanico é uma das metodologias mais indicadas para o
combate a este inseto visto que as larvas desse mosquito sdo encontradas,
principalmente, em criadouros de origem artificial (Villegas-Trejo et al. 2011).
Vale ressaltar que o0 sucesso dessa metodologia esta atrelado ao
comprometimento continuo de todos os setores da sociedade civil, incluindo os
gestores, a populacdo e a midia (Gubler & Clarck 1996). Entretanto, apesar de
ser a metodologia mais eficaz, o controle mecéanico ainda é, comparativamente,
pouco representativo em relacdo aos outros métodos.

No Brasil, o controle quimico, por meio do uso de inseticidas,
representa hoje componente muito significativo na estratégia de combate ao A.
aegypti. Todavia, os inseticidas quimicos tradicionais podem nao ser eficazes
em campo, jA que o numero de registros de populacdes resistentes tem
crescido continuamente (Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Braga et al.
2004, Da-Cunha et al. 2005, Montella et al. 2007, Belinato et al. 2012). A
aplicacdo intensa de inseticidas durante um longo periodo de tempo tem
grande participacdo no aumento da frequéncia de individuos resistentes nas
populacdes. A resisténcia a inseticidas, além de estar relacionada com falhas
no controle, é responsavel pela diminuicAio do numero de compostos
disponiveis para uso em campo. No caso de A. aegypti, essa € uma situagao
particularmente preocupante, ja que os inseticidas contra a fase imatura desse

vetor devem ter uso aprovado em 4&gua potavel. Nesse sentido, o
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conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia e seus efeitos na biologia
dos vetores é essencial para o desenho de novas estratégias de controle, além
de promover o aumento da vida util dos inseticidas atualmente disponiveis,
principal desafio dos programas de controle.

No estudo aqui apresentado, foi avaliada a atividade de enzimas
detoxificantes em resposta a doses parcialmente letais de inseticidas, na
linhagem Rockefeller e em populacdes de campo de Aedes aegypti. Além
disso, também foi realizada selecdo com diflubenzuron em duas populacfes de
campo de A aegypti, com diferentes niveis de resisténcia ao OP temephos.
Diversos parametros da biologia dessas popula¢gdes foram investigados, antes
e depois da selecdo com 0 1SQ.

Todas as populacdes estudadas apresentaram altos niveis de
resisténcia aos inseticidas quimicos tradicionais (capitulos 3.1 e 3.2 da secédo
Resultados). Entretanto, o nivel de resisténcia encontrado né&o foi
correlacionado com alteracao expressiva das enzimas detoxificantes (capitulo
3.1 da secdo Resultados), sugerindo que outros mecanismos participam da
resisténcia nas populacdes avaliadas ou que, alternativamente, ha limitacdes
na atual metodologia de avaliacdo da resisténcia metabdlica.

Com relagéo a diflubenzuron, ndo foram encontrados, em nenhuma
das populacbes avaliadas, altos niveis de resisténcia (capitulos 3.1 e 3.3 da
secdo Resultados). Este dado corrobora resultados prévios do grupo com
outras populacdes de A. aegypti e com outros inibidores de sintese de quitina
(Martins et al. 2008, Belinato et al. dados nao publicados). Apesar disto, ainda
nao existem estudos de campo que mostrem o significado funcional dos niveis
de resisténcia encontrados até agora para essa classe de compostos. Neste
sentido,ensaios simulados de campo com populagdes com os maiores valores
de RRdetectados até entdo sdo necessarios para auxiliar a validagédo funcional
da resisténcia aos ISQ e, em consequéncia, para subsidiar o controle de
vetores envolvendo esses compostos.

Assim como observado em outros trabalhos do grupo (Martins et al.
2008, Belinato et. al., dados n&o publicados), foi verificado que populacdes com
maiores niveis de resisténcia ao OP temephos apresentavam maior tolerancia
a CSI (capitulos 3.1 e 3.3 da secdo Resultados). Entretanto, avaliagdo de

populagdes com o CSI novaluron ndo mostraram a mesma relagéao (Fontoura et
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al. 2012). E provavel que a resisténcia a estes compostos esteja relacionada,
pelo menos em parte, com alteracdo da atividade de enzimas que participam
da resisténcia metabdlica. Nossos resultados mostram que a exposicdo a
doses parcialmente letais de diflubenzuron acarretaram alteracdo das
atividades de MFO e GST (capitulo 3.1 da secdo Resultados). Além disso,
também foram encontradas, nas populacdes selecionadas com diflubenzuron,
alteracbes nessas mesmas enzimas (capitulo 3.4.2 da secdo Resultados).
Aumento da atividade de MFO ja foi correlacionada com tolerancia a
diflubenzuron (Kotze et al. 1997). Entretanto, nosso estudo indica que GSTs
também podem estar envolvidas na metabolizagdo desse 1SQ. Esse resultado
representa a primeira suspeita de participacdo dessa classe de enzimas na
tolerancia a diflubenzuron.

Avaliou-se também o efeito de doses parcialmente letais do PI
permetrina e do OP temephos sobre a atividade das principais enzimas
detoxificantes (capitulo 3.1 da secdo Resultados). Nas larvas expostas a
temephos houve, como esperado, diminuicdo da atividade da
acetilcolinesterase, alvo de OP. Além disso, a atividade de esterases, com 0s
trés substratos utilizados, diminuiu com o aumento das concentracbes de
temephos. Este resultado foi extremamente relevante, pois confirmou que 0s
trés substratos utilizados nas avaliacbes empregadas na rotina do
monitoramento dos mecanismos de resisténcia de A. aegypti reagem de fato
com OP. Além disso, evidenciou, como indicado por outros autores, que as
esterases de insetos se ligam de modo irreversivel e ndo processam OP
(Hemingway & Karunaratne 1998). A exposi¢cdo da linhagem Rockefeller,
referéncia de susceptibilidade a inseticidas e de uma populacdo de campo,
STR, a concentracdes parcialmente letais de permetrina, ndo promoveu
alteracdo significativa e consistente em nenhuma das enzimas avaliadas, ao
contrario do esperado. Analises posteriores revelaram que STR possui, em alta
frequéncia, mutacdo no alvo de PI, o gene que codifica o canal de sédio (na
posicdo 1534), relacionada com resisténcia a P| (Harris et al. 2010). E provavel
gue esse fato esteja diretamente relacionado com a auséncia de alteracao nas
enzimas detoxificantes nessa populacdo. Saavedra-Rodriguez et al. (2012), por
exemplo, verificaram correlacdo negativa entre o numero de genes

detoxificantes transcritos e a frequéncia da mutagdo 1016. Por outro lado, a

157



auséncia de alteracdes na linhagem Rockefeller depois de exposicdo a
deltametrina pode ser reflexo da limitacdo da metodologia da rotina do
monitoramento na detec¢ao dos mecanismos de resisténcia.

Verificamos que individuos de duas populacbes de campo,
resistentes a OP e PI, apresentam uma série de problemas em aspectos de
sua biologia (capitulo 3.2 da secdo Resultados). Quanto maior o nivel de
resisténcia ao OP temephos, mais aspectos da tabela de vida foram afetados.
De modo geral, parametros como taxa de fémeas que aceitam o0 repasto
sanguineo, quantidade de sangue ingerido, niumero de ovos e capacidade
reprodutiva, foram prejudicados. E provavel que grande parte dos problemas
encontrados no fitness esteja relacionado ao custo associado ao mecanismo
de resisténcia ao OP temephos. Os resultados mostrados nos capitulos 3.3 e
3.4.1 da secdo Resultados reforcam essa hipotese: ocorre reversdao da
resisténcia ao temephos e recuperacdo dos problemas no fithess quando as
populacdes sdo mantidas na auséncia do inseticida ao longo de seis ou sete
geracoes.

Por fim, foi realizada selecdo com diflubenzuron em duas
populacdes de A. aegypti (capitulo 3.3 da secdo Resultados). Foi utilizada,
durante todo o processo, uma concentracao fixa, que inibia a emergéncia das
populacdes iniciais em 80% (IEgy). ApOs seis ou sete geracdes, a emergéncia
de adultos foi similar a dos grupos controle, ndo expostos. Nesse momento, foi
feita nova avaliacdo de varios parametros da tabela de vida dos mosquitos,
para comparacao com os dados obtidos para as populagdes originais (capitulo
3.2 da secdo Resultados). Nos grupos selecionados com diflubenzuron foi
encontrado comprometimento de diversos parametros do fitness em
comparagdo com 0s grupos controle e com a linhagem Rockefeller. Esse
resultado indica que a aquisicdo de resisténcia a diflubenzuron, a exemplo de
temephos, também possui um custo em termos de viabilidade e capacidade
reprodutiva. Esses resultados sugerem ainda que diflubenzuron representa
uma boa alternativa contra populagcdes de campo, resistentes ou ndo aos
inseticidas tradicionais. Todavia, também mostram que estratégias baseadas
no uso de apenas um composto quimico podem acarretar em rapida selecao

de resisténcia, prejudicando o controle em campo.
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De modo geral, nossos resultados apontam o carater multifatorial da
resisténcia em populacdes de campo. Dependendo da localidade, populagdes
de A. aegypti podem estar em contato com diferentes tipos de xenobioticos,
além dos inseticidas usados especificamente em seu controle. Este contato
pode acarretar na selecdo de diferentes mecanismos de resisténcia, que
provavelmente interferem com o sucesso do controle, além de provocar efeitos
diversos no fithess dos mosquitos. Por esse motivo, antes do emprego de
qualquer estratégia de controle, o estudo da possibilidade de resisténcia
cruzada entre diferentes compostos é extremamente importante. Esperamos,
com os resultados aqui apresentados, contribuir para o desenho de estratégias

de controle diferenciadas e racionais de A. aegypti.
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5) Conclusdes

- Encontramos altos niveis de resisténcia a OP e/ou Pl em quatro populagbes
de campo de A. aegypti do Brasil.

- Nenhuma das popula¢cdes de A. aegypti avaliadas apresentou alto nivel de
resisténcia ao 1SQ diflubenzuron, independente do nivel de resisténcia ao OP
temephos. Entretanto, a populacdo com maior nivel de resisténcia ao temephos
foi mais tolerante ao diflubenzuron, sugerindo a possibilidade de mecanismos

de resisténcia parcialmente redundantes.

- Aparentemente, populacdes de campo possuem maior heterogeneidade de

resposta metabodlica quando comparadas com linhagens de laboratério.

-Verificamos, na linhagem Rockefeller e em DQC, que concentracdes
parcialmente letais do OP temephos provocaram diminuicdo progressiva da
atividade mensuravel de acetilcolinesterase e de esterases. Este resultado
confirma que as esterases quantificadascom os trés substratos utilizados nas

avaliag6es do monitoramento dos mecanismos de resisténcia reagem com OP.

- De modo geral, ndo foram encontradas, na linhagem Rockefeller e em STR,
diferencas na atividade das enzimas detoxificantes, quando larvas foram
expostas ao Pl permetrina. E provavel que a presenca da mutacdo kdr nessa
populacdo esteja relacionada com a nao deteccdo de alteracdo de atividade

enzimatica, com a metodologia empregada.

- GST e MFO estdao provavelmente envolvidas na metabolizacdo de
diflubenzuron em A. aegypti: Larvas de DQC expostas a doses parcialmente
letais do ISQ apresentam aumento da atividade das duas classes de enzimas;
além disso, alteracdes na atividade destas mesmas enzimas foram verificadas

nas larvas de duas populacdes selecionadas com o ISQ.
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- Resisténcia ao OP temephos foi correlacionada com comprometimento do

fithess em duas populacdes de campo de A. aegypti.

- Reversao da resisténcia ao OP temephos foi observada em duas populacdes
de campo de A. aegypti quando mantidas na auséncia de inseticida. Nessas

mesmas populacdes, verificamos recuperacao de varios aspectos do fitness.

- Exposicao de duas populagbes de campo de A. aegypti a uma dose fixa de
diflubenzuron, correspondente a IEgy da primeira geracao, acarretou, depois de

seis ou sete geracdes, em populagcdes com maiores niveis de resisténcia ao

1SQ.

- Verificamos que a resisténcia a diflubenzuron em A. aegypti estd associada a

um custo de viabilidade e de capacidade reprodutiva.
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