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RESUMO

A resisténcia de populactes Bedes aegypti a inseticidas quimicos tem representado um
desafio nos programas para seu controle. Estetpitejge como objetivos caracterizar o perfil
de susceptibilidade de populacbesAdaegypti de Pernambuco, relacionando-o ao histérico
local de uso de tais compostos e aos mecanismopagle estar associados a resisténcia.
Amostras deA. aegypti de 17 municipios foram analisadas através de b#es com o0
temephos (larvicida) e diflubenzuron (regulador descimento) e um adulticida, a
cipermetrina. Testes bioguimicos foram realizada® muantificar a atividade das enzimas
acetilcolinesterase (ACE), glutationa S-transfer@38T), esterases (Alfa, Beta e PNPA) e
oxidases de funcdo mista (MFO). Também foram inyadas mutacdes no gene do canal de
sédio: sitios 982, 1011, 1014, e 1016. Os resudtatononstraram que todas as populacdes
estavam resistentes ao temephos, exceto a de HerdanNoronha. A razdo de resisténcia
(RR) foi moderada apenas na populagéo Recife, atgiRR > 100 vezes foram observadas
em 10 populagbes. Houve uma correlacdo entre cunon® a RR a este produto. Para o
diflubenzuron foi construida uma linha de base desposta e as RR foram correlacionadas
positivamente com as observadas para o temephasakse para a cipermetrina também
apontou que todas as populacdes apresentam remsi@&neste composto. Os padrdes
enzimaticos se mostraram alterados para as GSfFagess alfa e PNPA. A analise molecular
revelou que a mutacdo llel011Met estd disseminada t@das as populacbes, em
heterozigose, mas apenas para duas delas houw@agdsocom a resisténcia. A mutagao
Vall016lle esteve presente em sete populacdes Emohigose, e ndo houve associacdo com
a resisténcia Estes achados evidenciam uma sitwaiti@a para efetividade de controle do
mosquito com inseticidas quimicos, visto que astéscia ao temephos e a cipermetrina esta
disseminada nas populag¢des pernambucanasasgypti.

Palavras-chaves:Aedes; resisténcia a inseticidas; ensaios enzimaticistbénzuron; canal
de sddio disparado por voltagem NAV1.1.



ARAUJO, A. P. Analysis of resistance to chemicaseicticides in populations ofedes
aegypti (Diptera: Culicidae) in municipalities of PernancbuState 2013. Thesis (Doctorate
in Public Health)- Centro de Pesquisas Aggeu MagahFundacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2013.

ABSTRACT

Resistance to chemical insecticides representaléenge forAedes aegypti control programs.
This project aimed to characterize the susceqifbdtatus ofA. aegypti populations from
Pernambuco state, associating it to the local iserl of such compounds and mechanisms
that may be associated with the resistaceaegypti samples from 17 municipalities were
analyzed by bioassays with temephos (larvicidd)ulagnzuron (growth regulator) and one
adulticide, cypermethrin. Biochemical tests wergfgrened to quantify acetylcholinesterase
(ACE), glutathione S- transferase (GST), estergdgdéisha, Beta and PNPA) and mixed
function oxidases (MFO) enzyme activity. Also weeastigated sodium channel mutations:
codons 982, 1011, 1014 and 1016. Results showddath@opulations were resistant to
temephos except Fernando de Noronha. Moderate ghhesistance ratio (RR) was observed
only for Recife, whereas RR > 100 times were olestia other 10 populations. There was a
correlation between the consumption and the RRevédu this product. For diflubenzuron
was allowed us to come up a baseline dose resEoE&R were positively correlated with
those observed for temephos. The cypermethrin sisalemonstrated that all populations
were also resistant to this compound. The enzynpatiterns observed showed a change of
GST, alpha and PNPA esterase activity. Moleculalysis revealed that the llel011Met
mutation is widespread in all populations, in hetggous form, but only for two of these
populations were confirmed their association wihkistance. The Vall016lle mutation was
present in seven populations, without associatigh vesistance. These findings suggest a
critical situation for effectiveness mosquito cahtwith chemical insecticides, since the
resistance to temephos and cypermethrin are widadpin A. aegypti populations from
Pernambuco.

Key-words: Aedes; insecticides resistance; enzyme assdifistbenzuron; NAV1.1 Voltage-
Gated Sodium Channel
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1 INTRODUCAO

A dengue € uma infeccdo emergente ou re-emergemtdiv@rsos paises que vem
preocupando as autoridades em saude em quase tadando, devido a sua ampla
distribuicdo e ao grande potencial para causarscgsaves e letais. A doengca pode se
apresentar sob duas formas clinicas: a febre dgudeou dengue classica e a febre
hemorragica da dengue, ambas tém como agente gitmldim arbovirus pertencente a
familia Flaviviridae e génerd-lavivirus, do qual s&o reconhecidos quatro sorotipos,
indistinguiveis clinicamente (GUBLER, 1998; HENCHARUTNAK, 1990).

Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762, mosquito predominantemente urbdeo,
habito diurno, acentuadamente domiciliado, é cama@b a principal espécie responsavel
pelo ciclo de transmisséo do virus dengue no Briaste mosquito pde seus ovos geralmente
nas paredes internas de recipientes, como caiggsia’ tonéis, pneus, vasos de plantas, entre
outros, 0s quais constituem locais que sédo coraldsrcriadouros importantes do ponto de
vista epidemiolégico. A grande variedade de criad®upotenciais encontrada no
peridomicilio e no intradomicilio garante a mang@mde densidades elevadasfAdeegypti
no meio urbano, potencializando os riscos de trasésim da doenca (CONSOLI,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1965).

As estratégias adotadas pelo Programa Nacionalaérdle da Dengue (PNCD),
instituido pelo Ministério da Saude em 1996, est@&mtradas no combate ao vetor,
considerado um elo vulneravel da cadeia epidemitddda dengue, diante da inexisténcia de
imunoterapicos especificos para a prevencdo dacdo@FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 1996). O controle vetorial esta baseado o de inseticidas quimicos de ac&o
larvicida, principalmente o temephos (organofosfoja preconizados para o tratamento de
reservatorios de agua potavel, além da aplicac@aced de adulticidas da classe dos
piretroides (deltametrina/cipermetrina), perifoah pontos estratégicos, e em Ultra Baixo
Volume (UBV) nos demais espacos. As acdes consiséanibém no controle mecanico,
atraveés da eliminacdo de residuos solidos insesyigapazes de acumular agua, que podem
se tornar criadouros temporarios do mosquito. Ateake tais residuos sao representados por
uma infinidade de descartaveis utilizados de fornmkensa nas areas urbanas
(ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 1995b; FUNDA(;AO NAGDNAL DE SAUDE,
2002).
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Um dos principais problemas associados aos im&icquimicos é que seu uso
exclusivo, por periodos prolongados, pode seleciomdividuos resistentes a um ou mais
compostos (ANDRIGHETTI et al., 2008; BRAGA et &005; RODRIGUEZ et al., 2002).

Os principais mecanismos de resisténcia descritosliteratura sédo resisténcia
metabdlica, alteracdo do sitio-alvo, penetracdauzidd e a resisténcia comportamental
(FERRARI, 1996). A resisténcia metabdlica estacielsada a elevagdo dos niveis de
enzimas ou a mudancas em suas estruturas queanesult aumento da sua capacidade de
eliminar o inseticida detoxificando o corpo do tesé\s principais enzimas envolvidas neste
mecanismo Sao as monoxigenases, as glutationa nSdrases e as esterases
(HEMINGWAY, 2000).

A resisténcia por alteracdo do sitio alvo é geratm@casionada por mutacdes que
ocorrem na regido estrutural dos genes que codiffpateinas alvo dos inseticidas, levando a
uma mudanca de aminodcido que tende a reduziragdligdo inseticida, sem causar uma
perda da funcdo primaria da proteina (HEMINGWAY; NRZON, 2000). MutagBes em trés
moléculas-alvo dos inseticidas ja foram descritaG@bem estudadas em varias espécies de
insetos: a mutacdo no sitio-alvo acetilcolinesteranzima alvo dos organofosforados e
carbamatos; a mutacdo no receptor GABA, receptoronal do acidg-aminobutirico, sitio
de acao dos inseticidas organoclorados; e mutagbeanal de sodio impedindo a ligagdo do
DDT e piretréides (HEMINGWAY; RANSON, 2000).

Os genes associados a resisténcia sdo normalmemo®e & podem aumentar sua
freqUiéncia depois de uma selecéo, a proporcao gjueividuos com alelos susceptiveis sao
eliminados da populacdo e os resistentes sobreviBROWN, 1986). O processo de
elucidacdo das bases moleculares relacionadas comasisténcia tem contado com
informacgdes sobre os genomashDiesophila melanogaster, Anopheles gambiae, A. aegypti e
Culex quinquefasciatus disponiveis em bases de dados, tais com@eaBank e 0 TIGR
(ADAMS et al., 2000; ARENSBURGER et al., 2010; HEMBWAY et al., 2004; HOLT et
al., 2002; NENE et al., 2007). Estudos envolvenidolia molecular representam hoje um
dos caminhos mais promissores para a caracterizigdesisténcia a inseticidas quimicos
(BLACK et al., 2008; STRODE et al., 2008).

O monitoramento da susceptibilidade de populacdasileiras deA. aegypti aos
inseticidas empregados no ambito do PNCD foi idiciam 1999 com a formacdo da Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténciadddes aegypti a inseticidas (Rede MoReNAa).
Os registros de resisténcia aos organofosforadogefihos e malathion) iniciaram em 2001 e

aos diferentes piretroides (cipermetrina e deltamatem 2003, em municipios de todas as
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regibes do pais (BRAGA et al., 2004; DA-CUNHA et, &2005; LIMA et al., 2003;
MACORIS et al., 1999; MACORIS et al., 2003).

Como alternativa para o manejo da resisténcia,yposdarvicidas a base @acillus
thuringiensis sorovariedadeisraelensis (Bti), bactéria patogénica para alguns dipteros
aquaticos, entre eles, os culicideos, foram utibzaa partir de 2001 em algumas localidades
do pais, em substituicdo ao temephos (BRAGA; VALRHO7b). Mais recentemente, em
2009/2010 inseticidas quimicos com agéao reguladorerescimento de insetos (IGR), como
os inibidores da sintese de quitina (ISQ), pertetese a0 grupo das benzoil-fenil-uréias
(BPU's), foram recomendados pelo PNCD para substitabos, temephos e Bti, 0 primeiro
devido a resisténcia e o segundo devido a redugdmustos do programa. Produtos como o
diflubenzuron e novaluron estdo sendo utilizados campo, sem a realizacdo prévia de
estudos que caracterizem a linha de base da silaggde das populacdes brasileirasAde
aegypti. Além de poucos estudos realizados no Brasil, amemo reduzido de municipios sao
monitorados quanto a resisténcia a estes compostafede MoReNAa. Atualmente, apenas
102 municipios sentinelas e estratégicos, entre5&60 municipios brasileiros, sao
monitorados por esta rede (BRAGA; VALLE, 2007b)teEreduzido nimero de municipios
esta relacionado a capacidade técnica para exedosaiestes de diagnostico da resisténcia,
realizados na atualidade por apenas trés labarvatdle referéncias no pais, o Servico de
Referéncia para Controle de Culicideos Vetores (®RCem Recife/PE, o Laboratorio de
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUSCENMarilia/SP e o Laboratério de
Entomologia Médica e Veterinaria localizado na @néidade Federal do Parana.

Com o esforco empreendido para o monitoramentoedaténcia aos inseticidas
quimicos no PNCD, até meados de 2007, o desconbetmmsobre aspectos praticos
relacionados aos efeitos da resisténcia sobret@iééele de controle das populagbesAde
aegypti de campo, retardou a ado¢do de mudancas operacitgE@ssarias ao manejo entre
0S compostos, e favoreceu a disseminacao da resstéas populacdes de mosquitos do pais.
Assim, o presente projeto se propds a avaliar eeptibilidade de populacdes naturaisAde
aegypti do estado de Pernambuco aos inseticidas utilizadosemcontrole e avaliar os
possiveis mecanismos de resisténcia a estes idastigara trazer informacfes Uteis ao

manejo da resisténcia a estes compostos e suachid efetiva e racional em campo.
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2 JUSTIFICATIVA

O uso indiscriminado de inseticidas quimicos paraontrole deA. aegypti tem
contribuido para a selecdo de individuos resisdetenando cada vez mais dificil continuar
com esta pratica, para tentar atingir niveis addugia sustentaveis de reducéo populacional
do mosquito, sobretudo em areas onde ha transnidsséimus dengue. O monitoramento da
susceptibilidade d@A. aegypti aos inseticidas quimicos empregados no PNCD zestdi no
Brasil desde 1999, demonstra resultados preocupanis revelam que em
aproximadamente 90% dos municipios sentinelas @slgpgdes estdo resistentes ao inseticida
organofosforado temephos e a maioria também esitienate aos piretréides.

O monitoramento da resisténcia e seu manejo sdaté@ghs que poderiam ter
prevenido a selecdo dos individuos que portam genues conferem resisténcia nas
populacdes alvo, e promovido a substituicdo em ¢er@bil dos produtos usados no
programa. Uma das principais razdes que justifiagarevencédo da resisténcia ou seu manejo,
além da garantia de efetividade de controle, éstoaelevado para o desenvolvimento de uma
molécula com propriedades inseticidas. Estima-se sgja necessaria a investigacdo de
milhares de substancias para encontrar uma caadidat apresente os atributos relacionados
a eficacia, eficiéncia, baixo custo e baixa toxadie para o0 homem e outros animais.

A deteccao/quantificacdo da resisténcia aos indaticatravés de ensaids vivo
continua sendo a forma mais utilizada para a tordad#ecisdo quanto a permanéncia ou nao
de uso de um composto em campo. Entretanto, tasEcnndo trazem informacgdes sobre os
mecanismos potencialmente envolvidos com a resistébem como sua base genética.
Assim, a analise molecular de genes de resistéaprasenta um campo bastante promissor
na busca de métodos mais avancados para comprees@eterizar e monitorar a resisténcia
em populacdes naturais Aeaegypti.

Atualmente, o PNCD monitora apenas quatro dos 18Biaipios pernambucanos
quanto a susceptibilidade de suas populacdés almypti, todas com comprovada resisténcia
ao temephos e a cipermetrina. Em alguns municfaoRegido Metropolitana, como Recife,
Jaboatdo dos Guararapes, Paulista, Abreu e Limaorend, o manejo da resisténcia ao
temephos teve inicio em 2002/2003, entretanto astgosto continuou a ser utilizado nos
demais municipios do Estado até meados de 2011mAssn estudo abrangendo a
investigacdo da resisténcia de populactes.deegypti ao temephos em outros municipios
pernambucanos seria de grande relevancia parsendemiento da distribuicdo da resisténcia

e sua relacdo com o tempo e quantidade de prodilizado em campo. Tais informacoes
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instrumentalizariam com subsidios técnicos, osogestlocais do PNCD, na tomada de
deciséo quanto ao uso do inseticida mais adequardaopcontrole do mosquito.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

As populacdes daedes aegypti provenientes de municipios do Estado de Pernambuco

estao resistentes aos inseticidas quimicos usatlaseu controle?
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar o nivel de susceptibilidade de populagfesAedes aegypti aos inseticidas
guimicos empregados no PNCD, em municipios do estadPernambuco, e investigar os
possiveis mecanismos envolvidos com a resistéreséea compostos.

4.2 Especificos

a) Investigar o perfil de susceptibilidade das popi#acao larvicida organofosforado

temephos e ao adulticida piretréide cipermetrina;

b) Estabelecer o padrdo de distribuicdo da resisté&miamunicipios pernambucanos

associando-o ao historico de utilizacdo local destenpostos;

c) Construir uma linha de base dose-resposta paraflobehzuron a partir das
populacdes estudadas;

d) Avaliar o perfil de enzimas relacionadas a res@trma inseticidas nas diferentes

populacdes;

e) Investigar a presenca das mutagdes no gene do aarsidio, nos sitios 982, 1011,
1014 e 1016 relacionadas com a resisténcia ddimookdown (Kdr) nas populacdes

resistentes a cipermetrina.
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5 MARCO TEORICO CONCEITUAL

5.1 O mosquitoAedes aegypti e sua importancia epidemiolégica

Aedes aegypti Linnaeus, 1762 é um diptero da familia Culicida@inario da Etiopia
na Africa, que se dispersou para areas onde a ¢@niEaorganizacdo do espaco geografico,
bem como o clima favoreceram a sua proliferacacRA&OTINI, 1962, 1965). Encontra-se
distribuido nas regides tropicais, subtropicai®mperadas do globo (CLEMENTS, 1992;
CONSOLI; LOURENGO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 125 1965).

Esta espécie esta extremamente adaptada ao ambidrateo, onde utiliza uma
variedade de recipientes como caixas d'agua, tandaeéis, barris e jarras, destinados ao
armazenamento permanente ou temporario de agusehoédém de outros objetos como
garrafas, pneus e vasos de plantas, preenchidagparcomo local para o desenvolvimento
de suas formas imaturas (FORATTINI, 1965).

O ciclo biol6gico do mosquito compreende as fase®wb, quatro estadios larvais,
pupa e adulto (Figura 1). As fémeas sdo preferienerde antropofilicas e os picos de
atividade hematofagica ocorrem durante o crepusmatutino e vespertino (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). ApoOs realizarem o repa sanglineo necessario a
maturacdo de seus ovos, as fémeas repousam eahddinligestdo procuram os sitios para
oviposicdo. A maior atividade de oviposi¢cao ocaras primeiras horas do dia e ao anoitecer
(CLEMENTS, 1999).

Figura 1- Ciclo evolutivo deAedes aegypti.

©2000 Richard G Russel

Fonte: (1) Munstermann (1995), (2) Moehlecke (2008),R8sell (2000), (4) Vieira (2008).
Legenda: (1) mosquito adulto; (2) ovos; (3) larva; (4) psg

Os ovos sdo depositados isoladamente nas paretlrmas dos criadouros. A
quantidade de ovos postos por fémea/ciclo gonditmirpode variar bastante, com médias
qgue vao de 30 até 90 ovos (ALMEIDA, 2003; BRIEGER90; CANYON; HIl; MULLER,
1999). Apos o periodo embrionario de aproximadaenér@s dias, as larvas eclodem e se

alimentam continuamente no meio aquatico comaafitiras ndo seletivas de particulas e
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raspadoras de superficie. Completam o seu desémeniio até a fase de adulta em um
periodo entre 8 e 15 dias, a depender da dispulstd de alimento no criadouro, dentre
outros fatores. Em condi¢cdes ambientais advecsasp a perda progressiva de agua nos
criadouros, 0s ovos podem entrar em quiescénceacopsiste em um periodo de interrupcéo
do processo de eclosdo das larvas promovido pdiggdie drastica da umidade do micro-
ambiente, e permanecer viaveis no ambiente por daism ano (SILVA; SILVA, 1999;
SOTA; MOGI, 1992a, 1992b). A quiescéncia dos ovasma caracteristica biolégica que
favorece a permanéncia da espécie no ambiente.lgtmsacasos ocorre a dispersao destes
ovos de forma passiva em recipientes que séo levdealguns locais para outros, sendo
possivel sua eclosdo quando as condi¢des se tdavamdveis. (CONSOLI; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994; SILVA, SILVA, 1999).

A. aegypti € o principal responsavel pela manutencdo do aelaransmissdo da
dengue em areas urbanas na maioria dos paises aieenmia endémica da doenca
(HENCHAL; PUTNAK, 1990). As fémeas, uma vez infetda, apos o periodo de incubagéo
extrinseco, permanecem transmitindo o virus parapddeiros humanos durante a
hematofagia. Existe também a ocorréncia de tras&misertical, a um percentual dos seus
descendentes. Ao longo de sua vida, a fémea idfettansmite verticalmente os virus a uma
parcela dos seus descendentes por via transovaii@@HI; SINGHI; CHAUDHARY,
1996).

Esta espécie de mosquito havia sido consideraddieada do territorio brasileiro na
década de 50, no entanto a partir do seu ressurgpme estado do Para e disseminacao entre
1976-1977 no Rio de Janeiro e Salvador, houve uisperddo para os demais estados
(PONTES; RUFFINO-NETO, 1994). Em 1998 todos os destabrasileiros estavam
infestados peldA. aegypti e em 23 deles a transmisséo viral ja estava éstadee, com
circulacdo simultanea dos sorotipos 1 e 2 em I&8dest localizados, sobretudo nas regites
Nordeste e Sudeste do pais (FUNDACAO NACIONAL DEUBE, 1999).

Um fato que agravou a situagdo epidemiolégica daguke no Brasil foi a re-
introduc&o do sorotipo viral 4 (DENV-4), detectadizialmente em trés pacientes da cidade
de Manaus no ano de 2008 (FIGUEIREDO et al., 2008m 2010 foi detectado em Boa
Vista/Roraima (TEMPORAO et al., 2011). No Nordestes estados da Bahia, Ceara e
Pernambuco e no Sudeste no estado do Rio de JanBiEINV-4 foi diagnosticado em 2011
(BRASIL, 2011; NOGUEIRA; EPPINGHAUS, 2011). Segurihkdos divulgados em 2013, o
namero de casos de dengue quase triplicou em oceagdmesmo periodo de 2012. Em

primeiro de Janeiro a dezesseis de fevereiro dalar)12 foram registrados 70.489 casos e
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neste mesmo periodo em 2013, 204.650 mil casosggsammando um aumento de 190%
(BRASIL, 2013).A co-circulagao dos quatro sorotipos (Figura 2pctariza uma situacao de
hiperendemicidade que pode aumentar ainda maisnenalde casos graves da doenca nos
proximos anos, no Brasil (BRASIL, 2011).

Figura 2- Distribui¢cdo dos sorotipos do virus dengue nosdestérasileiros no periodo de janeiro a agosto de
2011.

Sorotipos identificados
[1 semidentificagio
[ openvi

B oewvi, 2

= oeEnv1,3

B oEnv 1,23
B oEnv 1,24
Il oEnv 1234

Fonte: Brasil (2011)

O aumento no numero de pessoas infectadas evidenhddiculdades em manter sob
controle doencgas virais como a dengue, que apeesealta velocidade de propagacéo e
inexisténcia de vacina capaz de proteger as papesdgumanas (GUBLER; CLARK, 1995).
Por este motivo, as estratégias de controle estdimacias na eliminacdo do mosquito vetor,
elo considerado vulneravel na cadeia epidemiolog&cdengue. Neste contexto, a vigilancia
entomoldgica passa a ser um componente essensighrogramas de controle de vetores,
pois é responsavel pelo monitoramento da distrdmuigspaco-temporal do mosquito nas
areas, pela identificacdo/caracterizacdo dos i criadouros, avaliacdo da
susceptibilidade da espécie-alvo aos agentes quamoie bioldgicos usados para seu controle
e 0 acompanhamento da efetividade das acdes ngaredaopulacional do mosquito
(ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 1995a).

Apesar deA. aegypti ser também a principal espécie de mosquito ingidigzo ciclo
de transmisséo da febre amarela urbana no Brasitled1942 ndo ha registro de casos desta
doenca (VASCONCELOS et al., 2001). No ciclo silvest febre amarela continua sendo
transmitida por mosquitos dos génektmemagogus (H. janthinomys e H. albomaculatus) e
Sabethes (S. chloropterus), e a principal fonte de infeccdo sdo primatas hé@manos
(DEGALLIER et al., 1992). Os seres humanos podeieciar-se acidentalmente, ao entrar

em areas enzoaticas. Diferentemente da dengués exis vacina para a febre amarela, que é
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produzida pelo Laboratério Bio-Manguinhos, da Fuydda Oswaldo Cruz (Ministério da
Saude), comprovadamente eficaz e que tem sideaddi nas campanhas de imunizagédo. Seu
efeito protetor inicia-se no décimo dia pds-vacieghermanece, por no minimo, dez anos
(TAUIL, 2010). O controle dé\. aegypti também se tornou um dos desafios para manter a
auséncia de casos do ciclo urbano da febre amgmaenindo assim sua reurbanizacéo,
visto que ndo ha consenso sobre a necessidadecth@gézo de toda populacdo (TAUIL,
2010).

5.2 Historico do controle doAedes aegypti no Brasil

As primeiras acdes para eliminacdo do mosaitaegypti no Brasil ocorreram nas
décadas de 1930 e 1940, como parte da campanhampadicacdo da febre amarela das
Américas, incentivada pela Fundacdo Rockefeller\\Q 1990). Esta organizacdo, em
acordo com o Departamento Nacional de Salude PUE&P), executou estratégias para a
erradicacao dé. aegypti atuando principalmente nas regides Norte e Nordestie a febre
amarela havia permanecido endémica ap0s uma painc@impanha publica contra esta
doenca, liderada por Oswaldo Cruz, no Rio de Jamr1902 a 1907 (DONALISIO, 1999;
LOWY, 1990).

O mosquitdoi considerado eliminado em quase toda a Amétiea dinal da década
de 1950, com excecdo dos Estados Unidos, Surinserezuela, Cuba, Jamaica, Haiti,
Republica Dominicana e uma pequena parte da Cofd(BPER, 1965). Em 1955, o Brasil
foi considerado livre desta espécie. Poucos anpsisimovos focos do mosquito foram
encontrados na zona rural do municipio de Santezirdra na Bahia e em seguida nos Estado
do Para e do Maranhdo (FRANCO, 1969). Em 1973, mente este vetor foi considerado
erradicado do territorio brasileiro (FUNDAGCAO NACNAL DE SAUDE, 2002; NOBRE;
ANTEZANA; TAUIL, 1994). Mais uma vez por pouco temppois, trés anos depois foram
encontrados novos focos no Rio Grande do Norte Rinode Janeiro, provavelmente por
falhas na vigilancia entomologica e pelas mudarsgasais e ambientais ocasionadas pela
urbanizacao acelerada (BRASIL, 2003). A partir eesbmento o Ministério da Saude (MS)
implementou campanhas esporadicas para o contode abgypti, sem que houvesse ainda
registros oficiais de casos de dengue (BRAGA; VALRHO7a).

Acdes coordenadas de combate a dengue passararexacgtadas pela entdo recém-
criada FUNASA (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE), em 199(p0s esta doenca
adquirir importancia epidemiolégica. Em 1996, fdabmrado pelo MS o Plano para
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Erradicacdo ddd\edes aegypti (PEAa), cuja principal preocupacdo eram 0s casodetigue
hemorréagica, que poderiam levar a morte (BRAGA; VBl 2007b). Durante os trés
primeiros anos de implantacdo do PEAa, 3.701 mpiogEiforam conveniados, o MS investiu
mais de um bilhdo de reais nessas localidadess Estarsos foram aplicadasobretudo na
compra de inseticidas, aquisicdo de veiculos gpaqmentos para sua aplicacdo nos ambientes
urbanos e contratacdo e capacitacdo de recursosnbgrpara a execucao das atividades de
controle em campo (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 200¥0utros componentes
também essenciais para o éxito das acbes de ef@airdo mosquito ndo receberam igual
atencgdo, entre eles o saneamento basico, o albbastégide agua, o recolhimento de residuos
sélidos, a educacdo ambiental, a disponibilizac@oinformacdes para a populacdo e a
mobilizacdo social para enfrentamento do problehoaos estes fatores somados as novas
realidades e complexidades de ocupacao dos espeggsaficos levaram a um rapido avancgo
da infestacdo pelo mosquito e ao aumento do nuderasos de dengue, revelando que a
implementagcéo do PEAa néo havia alcancado o ésjgerado (BARBOSA DA SILVA et al.,
2002; BRAGA,; VALLE, 2007b; TEIXEIRA; BARRETO; GUERR 1999).

O MS modificou a abordagem de erradicacdo pararalentcom o Plano de
Intensificacdo das Acdes de Controle da Dengue GBIA que focalizou as acbes em
municipios considerados prioritarios, selecionactwssiderando as seguintes caracteristicas:
a) capital de Estado, incluindo sua regiao metitgo@; b) populacdo igual ou superior a
50.000 habitantes; c) propenséao a introducao desnsarotipos de dengue; e d) concentracéo
de um grande numero de casos da doenca e eleviadtaa@do poA. aegypti nos anos de
2000-2001 (BARBOSA DA SILVA et al., 2002; BRAGA; MAE, 2007b).

Em 2002, outros aspectos foram modificados e silgema nova versao, o Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que inclaigumas propostas do PIACD e
planejou melhorias relacionadas a: 1) a elaboratgocampanhas informativas com a
participacdo social e responsabilizacdo familiamranutencdo de um ambiente domeéstico
livre de potenciais criadouros do vetor; 2) insergde instrumentos na vigilancia
epidemiolégica e entomologica para favorecer aadpde de predicdo e deteccdo precoce
dos surtos da doenca, bem como a melhoria da qdalidio trabalho de campo no combate ao
vetor; 3) legalidade na agcdo do poder publico pimainacdo de criadouros em casas
abandonadas, imodveis comerciais, etc.; 4) condisaegarias adequadas a destinacdo de
residuos solidos e a utilizacédo de recipientesregguwo armazenamento de agua; 5) atuacao
multissetorial; 6) mobilizacdo de recursos humat®sutros Programas como os de Agentes

Comunitarios de Saude (PACS) e do Programa Saud€addlia (PSF) para atuacao
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integrada tanto no controle da dengue, como nacabemasica; 7) executar de forma
permanente acdes de controle do mosquito, diantangassibilidade de erradicacdo do
mesmo; e 8) desenvolver instrumentos capazes dapatbar e supervisionar as acdes
desenvolvidas pelo nivel federal, estadual e mpaic(FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2002).

Atualmente o MS investe cerca de 900 milhdes dardslpor ano no PNCD, voltados
principalmente para campanhas publicitarias (pradugeiculacéo e acdes de mobilizacéo),
bem como para a aquisicdo de equipamentos e inswisasido a aplicacdo de produtos
inseticidas (BARRETO et al., 2011).

5.3 Historico do uso de inseticidas quimicos no Bsd para o controle deAedes aegypti

As primeiras estratégias de controle Alaaegypti adotadas no Brasil nas décadas de
30 e 40, estavam essencialmente baseadas no ysoditos quimicos. O composto Verde
de Paris, um aceto arsenito de cobre (GH{O,).3Cu(AsQ),), inseticida sintético inorganico
altamente toxico, foi utilizado em depdsitos deaggusando eliminar as larvas deste vetor
(SOPER, 1965). Neste periodo, foi considerado Aueaegypti foi erradicado do Brasil.
Durante a Segunda Guerra Mundial surgiu a “Era gpalinque inovava com o0 uso de
inseticidas sintéticos organicos. O principal dete®DT (1,1,1-tri-cloro-di-(4-clorofenil)
etano) foi o primeiro inseticida utilizado com éfeprolongado, apresentando amplo espectro
de atividade e baixo custo, favorecendo seu usonpiitios anos (ROZENDAAL, 1997). No
Brasil, este inseticida foi usado intensivamenteléeada de 60, visando além do controle de
Aedes, outros géneros de vetores commpheles e Lutzomyia (OLIVEIRA FILHO, 1997).
Em 1967, a eliminacdo da aegypti com o uso do DDT havia sido considerada um sucesso
até o reaparecimento do mosquito no estado do Rasée mesmo periodo ja se fazia uso, em
outros paises, do grupo de inseticida organofodforaste havia sido desenvolvido na década
de 40, e passou a substituir os organoclorado®minote de algumas espécies de insetos que
ja apresentavam populacdes resistentes (CRINNIAN0)2 Ainda assim, o uso dos
organoclorados so6 foi proibido definitivamente maddl apenas em 1985, para uso agricola, e
continuou permitido em campanhas de salude publgal@94 (D'AMATO; TORRES;
MALM, 2002).

Desde que o Brasil comecou a utilizar os organofagbs, fez seu uso quase que
exclusivo por 20 anos. Em 1986, com o surto descdsodengue, 0 uso destes produtos foi

intensificado e, como consequéncia, populacdes. degypti resistentes aos compostos, tém
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sido detectadas em municipios de todo pais. O temseputilizado como larvicida, € o
principal representante deste grupo, registradoEubs em 1965 e aplicado na agricultura e
na saude publica. No controle de adultos estaa@ipahmente representados o malathion e
fenitrothion (CHAVASSE; YAP, 1997). Os primeirossos de alteracdo na susceptibilidade
em populacdes da. aegypti ao temephos foram detectados em 1999, inicialmeageados
em relatos dos agentes sanitarios que observamarmam®po, a perda da atividade residual do
produto (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999; MACORISet al., 1999;
MONTELLA et al., 2007).

Ainda em 1999, foi criada a Rede Nacional de Maaittento da Resisténcia do
Aedes aegypti a Inseticidas (Rede MoReNAa), coordenada pelo kSponsavel pelo
monitoramento da susceptibilidade de populactoe®\.daegypti aos inseticidas quimicos,
larvicidas e adulticidas, empregados em seu centrol

Inicialmente 72 municipios eram monitorados peldeRgue incluiam as capitais de
todos os estados e municipios de importancia epadiégica ou entomoldgica. As
populacdes do mosquito de cada municipio eram sidssea testes qualitativos, utilizando a
dose diagnéstica do temephos e de alguns aduftigMACORIS et al., 1999; MONTELLA,
2008). As avaliagbes demonstraram que a maioripdpaslacdes foram classificadas como
resistentes, de acordo com o critério estabelepiela Organizacdo Mundial de Saude
(DAVIDSON; ZAHAR, 1973), e as substituicdes de prm$ comecaram a ser sugeridas
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999; LIMA et al., 208). O conjunto de dados
obtidos pela Rede MoReNAa foi importante para qiéSopudesse definir novas estratégias
de controle. Até entdo, os mecanismos relacionadas a resisténcia ainda ndo estavam
sendo pesquisados (LIMA et al., 2003). Em 20014yvBaima segunda avaliacéo do status de
susceptibilidade das populactesAdaegypti de municipios das regides Nordeste e Sudeste,
confirmando a resisténcia ao temephos (BRAGA et2804). Uma das estratégias adotadas
foi a substituicdo do temephos pelo larvicida kgaié Bacillus thuringiensis israelensis
(Bti), em 2001, mas esta substituicdo ocorreu apena algumas das localidades onde foi
detectada resisténcia. Houve também a substituigd@dulticidas organofosforados por
piretréides, com excecdo do Estado de S&o Paubojagiazia uso de piretroides desde 1989
(MACORIS et al.,, 2007). O PNCD foi adquirindo, aonfjo das reunides técnicas,
conhecimento sobre a dindmica da resisténcia e gpdmorar a implementacdo de novas
metodologias, entre elas a publicacdo do Manu®untificacdo da Resisténcia através de

ensaios bioquimicos, que foram incorporados nanaotia Rede em 2001, sendo possivel
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identificar o envolvimento de mecanismos metab8licom a resisténcia (MONTELLA,
2008).

A continuidade do monitoramento das alteracfes sdsceptibilidade a novos
inseticidas incorporados no PNCD permitiu deteptgpulacdes dé. aegypti resistentes a
alguns piretréides apos trés anos da sua introduwg#E@001 a 2003 (DA-CUNHA et al.,
2005). Este grupo de inseticidas apresenta 0 mascanismo de a¢do do DDT, sugerindo a
ocorréncia de resisténcia cruzada, resultanteteaefio do mesmo sitio de acdo do inseticida
(canal de sodio) ou do mecanismo de detoxificag@on®&tico, visto que as populacdes
vetoras j& haviam sido expostas anteriormentecaresgticida (BRAGA; VALLE, 2007b).

Em 2006, na reunido técnica do Ministério da Sagide Rede MoReNAa, com a
avaliacdo dos resultados do monitoramento, forardiffnados os critérios adotados para a
substituicdo dos inseticidas. As substituicbesvastaocorrendo tardiamente, quando a razéo
de resisténcia (RR), valor que estima o nivel dist&ncia da populacdo de campo em relacéo
a uma susceptivel de laboratério, estava acima @evekzes. Montella et al. (2007)
confirmaram que a dosagem de inseticida usado empagoderia estar sendo ineficiente
para a eliminacdo completa das populacdes contéesia neste nivel. Além disso, os dados
de monitoramento revelavam que o0 processo de @veds resisténcia pela simples
substituicdo do inseticida poderia levar bastamet@pb. Este e outros critérios foram
modificados visando detectar a resisténcia maisopsmnente, para evitar o aumento na
presséo de selecdo e a disseminacdo em campo (BRZBED).

A principal estratégia de manejo da resisténciaireticidas empregados no PNCD
tem sido o uso de compostos com modo da acgdo tdistirtlusive agentes bioldgicos de
controle. Produtos a base de Bti, bactéria entotogpaica, foram utilizados como larvicidas
para substituir o temephos de 2001 a 2009, em slgwmicipios. Apesar de efetivo, hoje, o
uso do Bti no Brasil esta restrito a duas areasoco arquipélago de Fernando de Noronha,
por ser area de protecdo ambiental e no municipi®etife, que utiliza recursos proprios
para a compra deste produto. Atualmente o MS readene distribui, para os municipios,
produtos com acao reguladora do crescimento d¢éosisA introducdo destes produtos faz
parte do esquema de rotatividade entre insetigulasonizados pelo PNCD. O primeiro
produto utilizado foi o diflubenzuron e mais re@meénte o novaluron, compostos
pertencentes ao grupo das benzoil-fenil-uréias (BBWo mecanismo de acdo afeta a
biossintese de quitina, e consequentemente a faokgcuticula do inseto (COHEN, 1987).

Atualmente 102 municipios sentinelas e estratégams 5.560 municipios brasileiros,

sdo monitorados pela Rede MoReNAa. Este reduzideraide municipios esta relacionado
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a capacidade técnica para execucdo dos testesosliimgps da resisténcia, realizados na
atualidade por trés laboratorios de referénciaspais (BRAGA; VALLE, 2007b). Em
Pernambuco, o Servico de Referéncia para o Conti®l|€ulicideos Vetores (SRCCV) do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/FideR)z-é responsavel pelo
monitoramento das populacdesAlaegypti a inseticidas quimicos de amostras coletadas nos
estados de Pernambuco (Recife, Araripina, CaruaReteolina), Paraiba (Jodo Pessoa e

Patos), Maranhao (Bacabal) e Amapa (Macapa, Oia)oqu

5.4 Inseticidas quimicos utilizados no controle d&edes aegypti

5.4.1 Organoclorados (OC)

Caracterizam-se por possuir em sua estrutura gajrnarbono, cloro e hidrogénio.
Seu principal representante é o DDT (dicloroditeicloroetano), pertencente ao grupo
derivado clorado difenil-etano, os outros quatngpgs séo os hexaclorocicloexameHCH,
B-HCH, 8-HCH ey-HCH ou lindano), os hexaclorobenzenos (HCBs),idsdienos (aldrin,
dieldrin, heptacloro epoxide), os e os hidrocarbmhelorados (dodecacloro, toxafeno, e
clordecone) (MENONE et al., 2000). A figura 3 dermsiba a estrutura quimica de alguns
inseticidas deste grupo.

Este foi o primeiro grupo de inseticidas a seraado, na década de 40, e uma de suas
principais caracteristicas € a alta persisténciambiente devido a sua estabilidade quimica.
O seu uso provocou a contaminacao ambiental a lpragm, através do acumulo nas cadeias
troficas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2007). Outr aspecto relevante é seu
acumulo nos tecidos dos organismos expostos, muduas pessoas que vivem em ambientes
tratados com este composto (ORGANIZACAO MUNDIAL DEAUDE, 2007). Apesar
destes aspectos negativos foi sua alta persistéas@iada ao baixo custo que favoreceram
seu uso por mais de 20 anos em programas de @uleoinsetos (D'AMATO; TORRES;
MALM, 2002). Seu modo de acado esta relacionado aoatteracdo do balanco de ions no
ax6nio dos neur6nios. O sitio de acdo do DDT eld€@ B o canal de sddio e potassio, agindo
no desequilibrio destes ions e como consequénaiditpea constante passagem do impulso
nervoso (BLOOMQUIST, 2009). A acéo dos ciclodierms#tra molécula deste grupo, ocorre
nos receptores do acido gama-aminobutirico (GAB/A) meurotransmissor inibitorio, que
permite a entrada de ions cloro na célula nervAshgacdo deste inseticida no receptor

GABA nao permite que o cloro entre no neurdnioimpulso nervoso ndo € paralisado. Em
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ambas as situagdes, 0s impulsos nervosos repstitihoninam com a convulsado, paralisia,
contragbes musculares e morte do inseto (D'’AMATORRES; MALM, 2002; DAVIES et
al., 2007).

Figura 3- Estrutura quimica de inseticidas organoclorados.

Gl Cl

Fonte: Rodrigues et al. (2007)

Legenda: Exemplos de estrutura quimica de inseticidas
organoclorados, (A) lindano, (B) hexaclorobenzeno
(HBC), (C) heptacloro epoxide, (D) DDT, (E) aldrin,
(F) dieldrin.

5.4.2 Organofosforados (OF) e Carbamatos (CB)

Os OFs foram descobertos logo apds os organoc®ré@BINNION, 2000). Este
grupo age no inseto por contato e ingestdo e éstiisidos nele todos os inseticidas que
contenham fésforo. Apresentam uma baixa estab@#ida&d consequentemente baixa
persisténcia no ambiente, porém uma maior toxiedgadertebrados quando comparados aos
OCs (BECKER et al., 2003). Os principais insetisideepresentantes desta classe,
empregados no controle de aegypti, sdo o malathion utilizado como adulticida e aul@
em UBV, e o temephos de aplicacao focal, utilizedimo larvicida (figura 4A). O temephos

€ 0 Unico do grupo aprovado pela Organizacdo MurdfiaSaude para uso em agua de
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consumo humano, por ser de baixa toxicidade agudaresentar pouca persisténcia no
ambiente (CHAVASSE; YAP, 1997).

Os carbamatos sao derivados do acido carbama® pencipais representantes sao o
bendiocarb e o propoxur (figura 4B). Estes compmodtmam desenvolvidos a partir de
produtos naturais, a estrutura do principio atigb droveniente de sementes de Calabar
(Physostigma venenosum) e passaram a ser comercializados na década @er60do de acéo
dos CBs é semelhante a dos inseticidas organo&okfey possuem um amplo espectro de
atividade toxica, com a vantagem de serem maislaamnte degradados, o que diminui a
toxicidade para mamiferos (BRAGA; VALLE, 2007b; WBRWHITACRE, 2004). Para
ambas as classes, o sitio de acdo é a enzimacoloetisterase, responsavel por hidrolisar
acetilcolina, neurotransmissor pertencente as s@sapervosas, em colina e acido aceético
(figura 5), etapa essencial para cessar o impuwsooso. Quando o inseto é susceptivel ao
inseticida, este age na acetilcolinesterase impedinhidrélise da acetilcolina, que fica entéo
acumulada e permanece gerando o impulso nervossta Derma, o inseto sofre com
excitacdo, tremores e paralisias que culminam aasemnnsorte (ELDEFRAWI et al., 1985).
Quando ha acédo de OFs essa inibicdo € consideraticamente irreversivel, diferente dos
CBs que agem neste mesmo alvo, e com o tempobigdaise torna reversivel (TAYLOR,
1980).

5.4.3 Piretroides (PI)

Sao compostos ésteres analogos sintéticos do ésggmtémico (piretroide tipo 1) e
do &cido pirétrico (piretréide tipo Il) isolados dapice da flor doChrysanthemum
cinerariaefolium e de outras espécies relacionadas (DAVIES e2@0.7; SANTOS; AREAS,;
REYES, 2007).

O desenvolvimento de inseticidas deste grupo egti@&sentado por quatro geracgoes.
Apenas na terceira geragao nos anos de 1972 efdigi®duzida a permetrina, inicialmente
voltada para aplicacao agricola. A quarta gerag@toba os inseticidas mais utilizados e se
caracterizam por apresentarem baixa toxicidade pasaniferos e reduzido impacto
ambiental, como, por exemplo, a cipermetrina eadadtrina. Este grupo € efetivo em baixas
doses e apresenta acdo contra um largo especirsetes (WARE, 2000). Os Pis, assim
como o DDT, atuam no sistema nervoso do inseteraatio a funcdo normal do canal de
sodio (ELLIOTT, 1971; HEMINGWAY et al., 2004; NARAASHI, 1985; RUIGT et al.,
1987; VIJVERBERG; VAN DEN BERCKEN, 1990).
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A classificacdo dos Pls em tipo | ou Il esta derd@@om sua estrutura quimica, pela
auséncia ou presenca do grupamento alfa-cianoeatsgmmente (NASUTI et al., 2003)
(figura 4C).

Figura 4- Estrutura quimica de inseticidas organofosforadajamatos e piretréides.

(A) Organofosforados
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Fonte: Montella, Schama e Valle (2012), com modificacdes.
Legenda: Estrutura quimica de organofosforados (A), carbam@®), piretroides (C).

Os piretroides do tipo | (permetrina) agem prinkimnte no sistema nervoso
periférico e apresentam maior potencial de efeKmotkdown” (paralisia momentanea
seguida de morte nos insetos), por conta dos dispapetitivos no axonio que geram
agitacdo, falta de coordenacdo, hiperatividade idegude paralisia. Os do tipo Il
(deltametrina, cipermetrina) causam uma pronuncited® convulsiva que resulta na
despolarizacdo dos axénios de forma irreversivelusando a morte do inseto
(BLOOMQUIST, 1996). O tempo de acdo destes composiantendo o canal de sédio
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conduzindo os ions sédio sdo diferentes, o tigpilésenta tempo maior de acéo favorecendo
umasupresséo no potencial de a¢BAVIES et al., 2007).

Figura 5- Reacao de hidrélise pela enzima acetilcolineséecae transforma o neurotransmissor acetilcolima e
colina e acido acético

T
O H.C + CH °
T . 3, + 113
HC” N(CHp);—O—C—CHy —2CHE N N OH
H:C “(CH,),—OH
Acetilcolina Colina Acido acético

Fonte: Santos e Donnid2007).

5.4.4 Reguladores do Crescimento de Insetos

Este grupo de inseticidas, diferentemente dos acitaaos ndo agem no sistema
nervoso dos insetos, eles sdo classificados corRs,IGue vem do inglésinsect Growth
Regulators e interferem no desenvolvimento e metamorfose idsstos. Neste grupo se
destacam os analogos ao hormoénio juvenil (JHA-rjugenormone analogue) (figura 6A),
como 0 metopreno e o pyriproxyfen; e os inibidodes sintese de quitina (CSls-chitin
synthesis inhibitors), principalmente representagel® novaluron e diflubenzuron (figura
6B) (GRAF, 1993). Os IGRs foram desenvolvidos neadé de 70 e o metopreno, um dos
mais antigos JHA, foi registrado em 1975. Dez ateyois, o CSI diflubenzuron, comecou a
ser testado no controle de mosquitos (ESTRADA; MBALL1986). Uma caracteristica
comum a estes compostos € o de nao provocar ndadalimediata das larvas, geralmente ha
mortalidade no estagio de pupa ou durante a emgegéo adulto (GORDON; BURFORD,
1984; MULLA, 1995).

Os inibidores da sintese de quitina pertencem dlilardas BPUs, que atuam
impedindo a formacdo da quitina durante a metarsertlos insetos. A quitina é o principal
componente presente no exoesqueleto dos insetosfam@éada por polimeros de N-
acetilglucosamina (COHEN, 1987). A acdo dos BPUsaewa polimerizacdo da N-
acetilglucosamina, impedindo a estruturacédo do sxgeeto, e como consequéncia ocasiona
a morte de pupas, ma formacdo e morte de adultdspendendo da concentragdo, também
pode provocar a morte das larvas. As larvas podanresistir ao aumento da pressao interna
durante a metamorfose, pela auséncia da quitimat@stda, ndo conseguindo sustentar 0s

musculos durante a muda. Elas também perdem aidagaale eliminar sua antiga exuvia,
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ocorrendo mortalidade também por inanicdo (EISLE®92; GROSSCURT et al., 1988;
MONDAL,; PARWEEN, 2000). Outras consequéncias daaigs BPUs sao a diminuicao da
aptidao fisica e reprodutiva dos adultos decorsedtes larvas expostas a estes compostos,
além de varias limitacfes fisiologicas (BELINATO at, 2009; MONDAL; PARWEEN,
2000).

Figura 6- Estrutura quimica de reguladores do crescimentondesos.

Reguladores do Crescimento dos insetos

(A) Analogos ao hormdnio juvenil

Methoprene Pyripxyfen

VSSUUNS SER Yo R

(B) Inibidores da sintese de Quitina

Novaluron Diflubenzuron

Fonte: Montella, Schama e Valle (2012), com modificacdes.
Legenda:Inseticidas reguladores do crescimento de insetdsjivididos em analogos ao horménio juvenil
(A) methoprene e pyiriproxyfen e em inibidores @dese de quitina (B) novaluron e diflubenzuron.

Os CSls apresentam caracteristicas como baixadagie em mamiferos, bem como
auséncia de efeitos mutagénicos e teratogénicolN@AL; PARWEEN, 2000). No entanto,
afetam adversamente um grande numero de artropdélasde fungos, que possuam quitina
em sua formacdo estrutural. Alguns representantste dgrupo de inseticidas s&o o
triflumuron, lufenuron, teflubenzuron, novaluroni@ubenzuron (EISLER, 1992).

O diflubenzuron (1-(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorobeoil)-uréia) foi o primeiro CSls a
ser sintetizado e utilizado no controle de inseS&x modo de acéo se da principalmente por
ingestdo, mas também por contato com o tegumermOESCURT et al., 1988). Apds a
avaliacdo de sua toxicidade, este composto foidde pela Organizagdo Mundial de Saude
para uso em agua de consumo humano (ORGANIZACAO BIAN DE SAUDE, 2008a).
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No Brasil, o diflubenzuron passou a ser utilizado 2009 para o controle de aegypti em
substituicdo ao temephos e ao Bti. Desde 2011 seest4 sendo alternado com o novaluron
que também é aprovado junto a Organizacdo Mundigbalide para uso em agua potavel
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008b.). Alguns estios realizados utilizando o
diflubenzuron (FOURNET; SANNIER; MONTENY, 1993; MARNS; DA SILVA, 2004;
SECCACINI et al., 2008; SILVA; MENDES, 2007) novednm (FARNESI et al., 2012;
FONTOURA et al.,, 2012; MULLA et al., 2003), triflwmon (BELINATO et al., 2013;
MARTINS et al., 2008) e confirmam a eficacia des@spostos no controle de aegypti.

5.5 Mecanismos de resisténcia

A Organizacado Mundial de Saude (1981) define r&stsh como “o0 desenvolvimento
de uma habilidade em uma linhagem de algum organfsma tolerar doses de um produto
toxico que é letal para a maioria dos individuos @mma populagdo normal da mesma
espécie”. Segundo o Insecticide Resistance Actiom@ittee (2011) a resisténcia € definida
como a “selecdo de uma caracteristica hereditariarea populacao de insetos que resulta na
falha do produto inseticida repetitivamente, naopprcionando o nivel pretendido de
controle, mesmo quando usado como recomendad@sisténcia é um termo que relaciona a
populacdo resistente a uma populacdo considerasizepivel. Segundo este comité a
deteccao da resisténcia em determinado nivel nglicemecessariamente na impossibilidade
de controlar a populacdo resistente com o insetiad seja, o relato de resisténcia a um
inseticida ndo significa que este ndo seja mals mths que uma parcela de individuos
sobrevivera a exposicdo ao composto. Desta fornagtercdo precoce da resisténcia, bem
como a identificacdo dos mecanismos envolvidosaeviis aplicacdes sucessivas do mesmo
produto (SCOTT, 1995).

Os mecanismos de resisténcia sdo resultantes @edea em genes que podem afetar
as caracteristicas fisioldgicas ou comportamend&is insetos. Isto significa que estas
mudancas podem modificar o comportamento do ingstando-o a evitar o contato com o0s
sitios tratados com o inseticida, podem aumentabéa sua capacidade de eliminar o
composto de seu organismo, causar alteracédo dalsitigacdo/acéo do inseticida ou reduzir
sua penetracao por alteragdo na cuticula.
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5.5.1 Resisténcia por penetracao reduzida do andeti

As modifica¢des na cuticula dos insetos ou do lepitgestivo parecem prevenir ou
retardar a absorcdo e penetracdo dos inseticidasagem por contato (INSECTICIDE
RESISTANCE ACTION COMMITTEE, 2011). Este mecanisoantribui para a redugéo da
toxicidade do inseticida, que penetra lentamente@nganismo do inseto, de forma que as
quantidades absorvidas podem ser insuficientesgaarsar sua mortalidade ou permitem um
tempo maior para a acdo das enzimas de detoxificddg@ estudo realizado coMusca
domestica utilizando o produto diazinon (OF) evidenciou autoenas taxas de detoxificacado
deste inseticida em moscas que apresentaram dgacm@m sua absorcdo via tegumento
(FARNHAM; LORD; SAWICKI, 1965). Segundo Stone e Bmo (1969) larvas deCx.
pipiens fatigans, resistentes ao fenthion, absorviam metade datigade deste inseticida, via
tegumento, e metabolizavam duas vezes mais o ditsetio convertendo em compostos
menos toxicos e mais soluveis em agua, quando cadgm a colbnia susceptivel. O
espessamento da cuticula ja foi demonstrado cosuxiaslo a resisténcia a piretroides em
An. funestus, principal vetor da malaria na Africa do Sul, mtuelo realizado por Wood et al.
(2010). EmA. aegypti a diminuicdo na absorcdo foi relacionada com &stéexia ao
malathion (MATSUMURA; BROWN, 1963). Os exemplos decanismos de penetracao
reduzida sao limitados e poucos estudos consegedgcionar esta caracteristica, por

exemplo, com a eficacia de detoxificagcdo do meoamisietabolico (PLAPP, 1976).

5.5.2 Resisténcia comportamental

Este tipo de resisténcia € descrito como a megifio no comportamento do inseto
que passa a evitar o contato com os inseticidesvést de adaptacdes relacionadas com a
heranca genética (SPARKS et al., 1989). Este tpoothportamento, que minimiza o contato
do inseto com o inseticida, pode causar impactosfinacia do produto, principalmente se o
inseto apresenta mecanismos fisioldgicos de resist§RANSON et al., 2011). Com relagéo
aos mosquitos, ndo ha muitos estudos com estedipesisténcia. Roberts e Alecrim (1991)
conseguiram demonstrar gée. darlingi evitava repousar em paredes, apos a aplicacédo de
DDT no interior das habitacées. Segundo Mathenga. €2001), espécies dan. funestus
evitam entrar em casas que apresentam mosquitemaegnados com piretréides, em
contrapartidaAn. gambiae e An. Arabiensis ja ndo apresentam este tipo de comportamento,
demonstrando que esta caracteristica € bem vagatrel as espécies estudadas.
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5.5.3 Resisténcia metabdlica

Existem trés principais grupos de enzimas que s8ponsaveis pela resisténcia
metabolica: glutationa-S-transferases (GSTs), &ster (ESTsS) e oxidases de funcdo mista
(MFOs) (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Em geral, estaszanas estdo envolvidas no
metabolismo de xenobidticos e podem ser divididlasezimas de Fase |, como as oxidases
de funcdo mista e esterases, e enzimas de Fas®m®, &s glutationa S-transferases. As
enzimas de Fase | localizam e agem diretamente sobomposto exdgeno, introduzindo um
grupamento polar reativo na molécula, originandoauinstrato para as enzimas de Fase |l
atuarem. Estas por sua vez, conjugam compostosoguado o produto mais soluvel em
agua e portanto, mais facil de ser excretado datasédurante a fase Ill de detoxificacdo
(HEMINGWAY, 2000).

Alguns compostos xenobidticos como o herbicida zatea hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, como o fluoranteno e nwsetpesados, como o cobre, ja foram
demonstrados como metabolizados por algumas destamas e sua presenca no ambiente
de desenvolvimento das larvas pode favorecer tam@émetabolizacdo de inseticidas
quimicos. Neste estudo desenvolvido por Poupartdal. €2008) foi verificado que ha uma
superexpressdo de multiplos ge@¥ e de um gene de carboxilesterase na populacéo de
aegypti que foi submetida ao contato com estes xenobg&tidaclusive a mesma se
apresentou mais tolerante ao temephos e a permeatibuida a inducdo cruzada do
mecanismo metabolico. Estudos realizados ddmdomestica utilizando os xenobioticos
fenobarbital, cafeina e butdxido de piperonilo (PB&@nbém demonstraram um aumento na
expressdo de genes de detoxificagéo, incluindaeshedos no metabolismo de inseticidas
(WILLOUGHBY; BATTERHAM; DABORN, 2007; WILLOUGHBY etal., 2006).

O aumento na atividade ou na quantidade das enzireaponsaveis pela
metabolizacdo de xenobidticos pode eliminar ouiviaato inseticida circulante, impedindo
que este alcance o sistema nervoso, seu sitio dmacdo (BROGDON; MCALLISTER,
1998b; HEMINGWAY; RANSON, 2000). Dentre os mecanisnte resisténcia metabdlica,
além da superexpressdo, mutacoes, resultantesatas e aminoacidos, também podem
interferir na atividade enzimatica quanto sua cialaale de metabolizar xenobidticos.

Muitos genes e mutacOes diferentes podem estarlvise® com a resisténcia
metabolica, tais como as que conduzem a maior pémdde enzimas, através de eventos de
duplicacdo de genes ou no aumento das taxas derig@io de genes ou mutacdes pontuais

que conduzem a diferentes fun¢gées ou mudancagraitsdade do substrato (FFRENCH-
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CONSTANT; DABORN; LE GOFF, 2004; HEMINGWAY et al.2004; PERRY;
BATTERHAM; DABORN, 2011). Ha relatos de resisténcla Cx. quinquefasciatus aos
organofosforados devido a amplificacdo das coOpmsuch gene que codifica esterases,
permitindo-lhes superproduzir este tipo de enziAWKES; HEMINGWAY, 2002;
RAYMOND et al.,, 1998). Em espécies dénopheles resistentes ao malathion, s&o
encontrados niveis elevados de uma forma alteradsterase cuja capacidade de hidrdlise é
superior quando comparada a individuos susceptifltEMINGWAY, 2000). ParaA.
aegypti, um estudo demonstrou que quando esta espéciemass submetida a exposicao ao
temephos, apds 13 geracdes, ocorre uma modificag@erfil populacional da atividade das
GSTs, ESTs e MFOs que deixa de apresentar atividastabdlica alterada, e passa a
apresentar atividade metabdlica normal, acompanteadbém pela diminuicdo da expressao
de genes relacionados com a resisténcia (STROBE 2012).

Atualmente, ndo ha marcadores que possibilitem uagndstico completo dos
mecanismos de resisténcia metabolica ou que avatiesua distribuicdo (MARTINS;
VALLE, 2012). Os estudos atuais sdo baseados emiosnbioquimicos (BRASIL, 2006a;
MONTELLA et al., 2007) e, em menor extensao, pelkiae demicroarrays, (DAVID et al.,
2005; STRODE et al., 2008; VONTAS et al., 2007)vide a limitagBes técnicas, os relatos
mais comuns séo das respostas individuais de gem®@®, mutacdes pontuais que aumentam
a capacidade de uma enzima especifica na desia¢@dcde um inseticida (ALON et al.,
2008; LUMJUAN et al., 2011).

5.5.3.1 Esterases

As esterases sdo importantes no metabolismo, dasengnto e comportamento do
inseto, suas funcdes principais estao relacioneai@sa reproducéo e digestdo. Estas enzimas
pertencentes a superfamiliad@ hidrolases que compreendem seis familias de pesteés
quais atuam num amplo espectro de inseticidashioioolisarem as ligagfes ésteres destes
compostos (OAKESHOTT et al., 1993). Existem quatesses que subdividem as esterases:
as acetilesterases, arilesterases, carboxilesterasas colinesterases que incluem as
acetilcolinesterases e as pseudocolinesterasesLlMHMMANCIC; OAKESHOTT, 1991)

Moléculas importantes, tais como feroménios e @usemioquimicos que apresentam
ligacdo do tipo éster sdo hidrolisados por estsrgeeando um acido e um alcool como
metabolitos (figura 7) (MONTELLA; SCHAMA; VALLE, 202). Na primeira fase da reacéo

liberta-se o alcool como metabdlito, neste proces®mzima pode se tornar acilada, quando o
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substrato é um éster carboxilico, carbamilada quamdubstrato é um éster butilico ou
fosforilada quando o substrato for um éster fostriNa segunda fase, a afinidade do
substrato pelas moléculas de agua permite queima&mnatorne ao seu estado ativo e ocorra a
liberacdo da molécula de acido (MONTELLA; SCHAMAAVLE, 2012; RUSSELL et al.,
2011; TESTA; KRAMER, 2007)Este passo de hidrélise da reacéo correspondeaaque
nucleofilico da dgua sobre a enzima com a conségjlibaracdo da porcao de &cido do éster
carboxilico e, da enzima que se tornara novameént ¢ ativa (MONTELLA; SCHAMA;
VALLE, 2012; OLLIS et al., 1992; SOGORB; VILANOVA002).

Figura 7- Acdo da carboxiesterase, através da adicdo de, ame gera a clivagem do carboxiester,
resultando em uma molécula de 4cido e outra delalco

Carboxiesterase
R1. | R1—0OH
H-0-H

Fonte: Montella, Schama e Valle (2012).

As ESTs agem também sequestrando os inseticidasyltdindo sua chegada ao sitio
de acdo (HEMINGWAY, 2000). O sequestro do inseticitorre quando este serve como
bom substrato para a primeira etapa do mecanisnimidd@ise, devido a ocorréncia de uma
ligacdo covalente entre a enzima e 0 substratoe Esecanismo & comum para
organofosforados. A enzima intermediaria fosfoalague se forma por meio da reacdo com a
molécula de organofosforado, € mais estavel doaguenzimas aciladas ou carbamilada,
sendo assim a reagcdo completa se torna mais IBERMINGWAY; KARUNARATNE,
1998; KETTERMAN; JAYAWARDENA; HEMINGWAY, 1992). Conbase na sensibilidade
aos substratos sintéticos que as esterases hagnolis vitro, dois grupos podem ser
distinguidos nos insetos, asesterases que hidrolisam preferencialmentenaftil-acetato e
as p-esterases que hidrolisam preferencialmentep-oaftil-acetato (HEMINGWAY;
KARUNARATNE, 1998). PNPA esterases, sao esteraseshidrolisam preferencialmente
para-nitrofenil acetato. Apesar deste substratonses genérico que aqueles utilizados pelas
e p esterases, estas ultimas enzimas parecem nadidéidm Segundo Montella et al. (2007)

o perfil das PNPA esterases é diferente dos pdafis e esterases, segundo estes autores as
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PNPA esterases estdo mais relacionadas com a niedgho de piretréides do que de
organofosforados, sugerindo que estas enzimasnpentea diferentes grupos moleculares,
com diferentes funcgdes fisiologicas. Alguns exermmple substratos utilizados por esterases

estdo demonstrados na figura 8.

Figura 8- Estrutura quimica de substratos utilizados ptarases.

(A) Esteres
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(B) Substratos Naturais
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~. A
)“ ~0
© Substratos usados em ensaios bioquimicos
Alfa naftil acetato Beta naftil acetato Paranitrofenil acetato
v <
O
/
D—@Nj
| ety . O
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Fonte: Montella, Schama e Valle (2012), com modificacdes.

Legenda:(A) Exemplo de trés substratos contendo ligacderE@) Dois substratos naturais, a acetilcolina,
substrato da acetilcolinesterase e o hormdnio jyvenbstrato da esterase do hormdnio juvenil; (C)
Substratos utilizados em ensaios bioquimicos ngrBnoa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) para a
deteccdo de alfa (alfa naftil acetato), beta (haftil acetato) e PNPA-esterases (Para nitrofemtato).

Véarias sdo as pesquisas que relacionam as este@sea resisténcia a inseticidas
organofosforados e carbamatos, e em menor escagi@troides, que ja foram relatadas
para A. aegypti (BISSET et al.,, 2001; BISSET et al., 2011; FLORES al., 2006;
GEORGHIOU, 1994; HEMINGWAY; RANSON, 2000; LIMA etf.a2011; MONTELLA et
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al., 2007). A resisténcia ao organofosforado temagpém A. aegypti associada com a
atividade destas enzimas j& foi relatada em vddcais como: Venezuela (MAZZARRI;
GEORGHIOU, 1995), Tailandia (PAEPORN et al.,, 20GHELIM et al., 2005), Brasil
(GAMBARRA et al., 2013; LIMA et al., 2011; MACORISt al., 2003; MONTELLA et al.,
2007), Coléombia (GRISALES et al.,, 2013; SANTACOLOMAHAVES; BROCHERO,
2012), Malédsia (DHANG et al., 2008), El SalvadoAZCANO et al., 2009), Ilhas Martinica
(MARCOMBE et al., 2012), Trinidad (POLSON et alQ12), Costa Rica (BISSET et al.,
2013) e Cuba (RODRIGUEZ et al., 2002; RODRIGUEZSBET; FERNANDEZ, 2007).

5.5.3.2 Glutationa S-transferases

As glutationa S-transferases (GSTs) fazem parteurda familia de enzimas da
superfamilia transferases, amplamente encontrada@usariontes e procariontes aerdbicos
(SHEEHAN et al., 2001). Existem trés familias deTGfstante conhecidas nos eucariotos:
microsomais, citosolicas (ocorrem no citoplasm@a&m conhecidas como GSTs soluveis) e
mitocondriais (PEARSON, 2005Apenas as GSTs citosoélicas estdo relacionadas com a
resisténcia a inseticidas (ENAYATI; RANSON; HEMINGAW, 2005; HEMINGWAY et
al.,, 2004; RANSON; HEMINGWAY, 2005).Ha seis classes de GSTs citosodlicas
identificadas em dipteros: delta, epsilon, omegpna, teta e zeta. As maiores e especificas
para artropodes sédo a delta e a epsilon e estaalftia principal classe relacionada com a
resistencia a inseticidas quimicos (RANSON e®&i01).

Nas reacdes catalisadas pelas GSTs, ocorre a egajugde uma molécula de
glutationa (GSH) com o substrato, que formam uréstier. A reacao se processa atraves da
ativacdo do grupo tiol de GSH pela ligacdo com lossato (ATKINS et al., 1993)ksta
conjugacao torna o substrato mais sollvel em ago@rganto, serd mais facilmente excretado
da célula. GSH é um tripeptideg-Glutamato-Cisteina-Glicina) que esta presente kas a
concentracgdes intracelulares e ocupam os sitigagio da GST (BOARD et al., 1995). A
atividade das GSTs relacionada com a resisténcia diglo atribuida ao aumento na
guantidade destas enzimas, seja como resultadmpldieacdo génica ou, mais comumente,
por meio de aumentos na taxa de transcricdo, entdeenudancas estruturais nas enzimas
(GRANT; HAMMOCK, 1992; RANSON et al., 2001). Um dasecanismos de detoxificacao
do inseticida DDT pela atividade de GSTs € a desldragdo, que resulta na eliminagédo de
cloro para gerar DDE, sendo este menos toxico pargnseto (figura 9) (CLARK;
SHAMAAN, 1984; ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005).
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Figura 9- Conjugacdo da glutationa (GSH) com o inseticidganoclorado dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT), através da glutationa S-transferase (GS3iltendo na desidrocloracao e consequente formagao
dicloro-difenil-dicloroetileno (DDE) composto mentdico para insetos.
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Fonte:Enayati et al. (2005), com modificacbes

Diversos estudos tem demostrado a relacdo daadiwidas GSTs com a resisténcia a
piretroides emA. aegypti (GRANT; MATSUMURA, 1989) Tribolium castaneum (REIDY
et al., 1990) Spodoptera littoralis (LAGADIC et al., 1993) Cx. quinquefasciatus (XU et al.,
2005). Para esta ultima espécie, este estudooutiiibidores de GST (por exemplo, maleato
de dietilo) e sugeriu que a atividade destas ersupatribui na resisténcia a permetrina (XU
et al., 2005). As GSTs podem proteger os insetogaa toxicidade de piretroides através de
um processo de sequestro passivo (KOSTAROPOULQCS.,e2001). A funcdo das GSTs
também esta relacionada a sua capacidade de remuprodutos de peroxidacéo lipidica
produzidos pelos piretréides (VONTAS et al., 200@8STs que utilizam o produto da
peroxidacdo de lipideos (LPO) como substrato téwho sielatadas embDrosophila
melanogaster (SAWICKI et al., 2003; SINGH et al., 2001 estresse oxidativo, induzido
pela exposicdo aos inseticidas, contribui par&sgefantioxidante através da prevencao e
reparo de danos dos produtos secundarios, geradius nadicais livres de oxigénio (ROS),
pela conjugacdo direta de trans-4-hidroxi-2-nongdaHNE), um dos principais produtos
finais de LPO (DING et al., 2005; PARKES; HILLIKERHILLIPS, 1993; SAWICKI et al.,
2003; SINGH et al., 2001; VONTAS; SMALL; HEMINGWAY2001).
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5.5.3.3 Oxidases de Funcdo Mista

As oxidases de funcdo mista (MFOs) sdo enzimasn@ss® na biossintese e
degradacdo de compostos enddgenos como hormoneniljuderomonios e ecdisona,
desempenhando também uma importante fungcdo no imego, desenvolvimento e
reproducao do inseto (NIWA et al., 2004; REED et H994; SUTHERLAND et al., 1998;
YANG; LIU, 2011). Sao responsaveis também pelo bwismo de xenobidticos, como
aleloquimicos e inseticidas (FEYEREISEN, 1999; HEKWAY; RANSON, 2000). Estas
enzimas sao produzidas pela expressdao de gENEs (Cyp para ratos), oriundo de
“Cytochrome P450”, e existem na literatura vari@naiminacdes para ela, que além de
oxidases de funcdo mista e MFO, sdo chamadas tarmdbéoxidases de funcdo multipla,
monoxigenases, enzima citocromo P450, citocromoOPMBnoxigenases, entre outras
(FEYEREISEN, 1999). Esta variedade de nomenclatératada pela plasticidade destas
enzimas com relagcdo aos substratos que podem riegabtm composto xenobidtico pode
ser metabolizado por varias MFOs e uma MFO podeaboérar mais de 20 diferentes
substratos, 0 que evidencia sua falta de espelitiel (FEYEREISEN, 1999; SCOTT, 1999).

As MFOs sao consideradas hemoproteinas por contbeme como grupamento
prostético (contituida por um atomo de ferro) eronb “P450” se refere ao pico de absorcéo
em 450 nm que sofre o grupo heme, quando é redezidturado com monoéxido de carbono
(HEMINGWAY et al., 2004; OMURA; SATO, 1964). A nomelatura dos genes
pertencentes as superfamilia das MFOs sé&o iniciadas o prefixoCYP, seguidos do
numeral correspondente a identificacdo da familima letra em mailsculo para a
identificacdo da subfamilia, seguida de um numenatespondente ao gene individual.
Diversos estudos tem tentado relacionar a altenagéividade destas enzimas e a resisténcia
a piretroides, organofosforados e DDT (HEMINGWAY alft, 2004; LI; SCHULER;
BERENBAUM, 2007; MIYO; OGUMA, 2010) além de IGRs QT ZE; SALES; BARCHIA,
1997). Outras linhas de pesquisa relacionam astéesia com 0 aumento na expresséao dos
genesCYP. ParaA. aegypti as principais familias relacionadas com a resigés@io &£YP6 e
CYP9. Segundo Strode et al. (2008) ha uma super eXwrass genes pertencentes a familia
CYP9 em populagBes de aegypti selecionadas para resisténcia aos piretroidesdvidre et
al., (2009), demonstraram para um populacda. @egypti resistente a piretréides, oriunda da
Martinica, uma superexpressao dos genés626, CYP6M6, CYP9J22 e CYP9J23. Strode et
al. (2012), também demostraram, através da anddige@croarrays, uma superexpressao de

membros da familiaCYP6, principalmente o gen€YP6N12 em larvas e adultos, numa
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colonia deA. aegypti selecionada para a resisténcia ao temephos. Benauo neste estudo
que quando ocorre a reversado da resisténcia, deonieém a diminuicdo da expressao deste e

de outros genes relacionados com a resisténcia.

5.5.4 Resisténcia por alteragéo do sitio-alvo

A acdo dos inseticidas quimicos tem como sitio-gdvacipalmente moléculas do
sistema nervoso central (SNC) dos insetos. Modifiea de aminoacidos destas moléculas
podem comprometer a ligacao do inseticida, dimghiou até mesmo anulando seus efeitos
(BROGDON; MCALLISTER, 1998a). Diferentemente daisé&ncia metabdlica, onde muitos
genes podem estar envolvidos, na resisténcia penagdo do sitio-alvo, genes especificos
gue codificam os sitios-alvo dos inseticidas estamlvidos.

Um dos principais alvos no SNC dos insetos € anenzcetilcolinesterase (ACE),
alvo dos organofosforados e carbamatos, codifigeda geneace. Geralmente os insetos
apresentam dois genase-1 e ace-2, e este primeiro gene € 0 que esta mais relacoo@ith
a resisténcia (KAKANI et al., 2011; WEILL et al.p@2; WEILL et al., 2004; WU et al.,
2010). MutagOes deste gene em populagdes natwdisaggypti ainda ndo foram relatadas
(GRISALES et al., 2013; HEMINGWAY et al., 2004). Nas formas mutadas desta enzima
(também chamado MACE, acetilcolinesterase modi&gafbram encontradas erg.
tritaeniorhynchus, mutacdo F331W (NABESHIMA et al., 2004), mutac&f®V paraC.
pipiens e G119S enC. vishnui, C. pipiens, An. gambiae e An. albimanus (WEILL et al.,
2003; WEILL et al., 2004). Para esta ultima mutagicddon que a codifica a glicina € o
GGC e o que codifica a serina € o AGC, por ser @pamma unica substituicdo de
nucleotideo, esta mutacao tem se disseminado pasies acima citadas. Paha aegypti
seriam necessarias duas substituicdes, pois o ajuercodifica a glicina é o GGA. Esta
necessidade de dupla substituicdo de nucleotidedsdoi observada para a F290V, que é
oriunda da troca de TTT por GTT, também ndo enadatparaA. aegypti (MORI et al.,
2007). Mesmo sem o diagndstico destas mutacoes aigumas espécies, esta enzima é tida
como insensivel ao inseticida, através de ensaiagnaticos, como ja descrito pafa
guinquefasciatus, C. pipiens, An. gambiae An. nigerimus, An. atroparvus, An. sacharovi
(BISSET et al, 1990; BOURGUET et al., 1996; HEMIWAY, 1982a, 1982b;
HEMINGWAY et al.,, 1985; HEMINGWAY et al.,, 1986; NWGESSAN et al.,, 2003;
VILLANI; HEMINGWAY, 1987).
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Outro alvo é o receptor do acidpaminobutirico (GABA), sitio de acdo dos
inseticidas organoclorados, como o dieldrin, e dokdienos, codificado pelo gerfal. A
ligacdo do GABA ao seu receptor, resulta na aleertépida de um canal i6nico cloro-
seletivo. A insensibilidade deste sitio-alvo jalbeim estudada em varias espécies de insetos
(ASIH et al., 2012; HEMINGWAY et al., 2004; HEMINGHY; RANSON, 2000; WONDJI
et al., 2011). Em mosquitos, a mutacao A296G rgeste foi observada eAn. gambiae (DU
et al.,, 2005), e a mutagcdo A296S foi associada eomesisténcia ao dieldrin ern.
arabiensis, An. stephensi, An. funestus e A. aegypti (DU et al.,, 2005; FFRENCH-
CONSTANT et al., 1993; WONDJI et al., 2011).

A proteina do canal de sddio é o sitio de acaqaesoides e DDT. Esta proteina é
codificada pelo genearalytic (para) que foi inicialmente clonado e sequenciado para
Drosophila melanogaster que esta presente nlasos relacionados com paralisias e alteragfes
de comportamento dos insetos (LOUGHNEY; KREBER; GAXKY, 1989). O gen@ara é
homoélogo a genes codificantes do canal de séd@m) (em vertebrados (LOUGHNEY;
GANETZKY, 1989). ParaA. aegypti este gene € chamado daNa, de acordo com a
nomenclatura sugerida por Goldin et al. (200% consta das iniciais da espécie (género e
termo especifico) precedido ao simbolo quimico, @rmicial do regulador fisiologico
(voltagem) Na,). Este gene, se distribui em 33 exons, gerandoprotaina, constituida por
2.147 aminoéacidos, que apresenta massa molecukldeDa (CHANG et al., 2009).

A estrutura da proteina do canal de sddio é orgdaizm quatro dominios homaologos
(I-1V), cada um contendo seis segmentos hidrofGbi®1-S6) e uma algaloop entre os
segmentos S5 e S6 (figura 10). Os segmentos Sres@onsaveis pela ativacdo do canal por
serem carregados positivamente e em conjunto corseggientos S1 a S3 formam os
dominios sensores de voltagem. Os segmentos S5f@r8&m o poro por onde passara o
sodio, o poro central hidrofilico, e &sloops, regides de ligacdo entre S5 e S6, formam um
filtro seletivo ao sédio (MARTINS; VALLE, 2012). Auncdo do canal de sodio esta
relacionada com a propagacéo dos impulsos nerv@sg®tencial de agao se inicia com a
despolarizacdo da membrana tornando o lado intesaie positivo, com a entrada de ions
sédio (Na+), este estimulo provoca a ativacdo destas canais de sodio ao longo da
membrana, que uma vez iniciado ndo necessita desrestimulos para seu progresso (figuras
11A e B). Um milisegundo apés a ativacdo do camaloro interrompe a passagem de mais
ions para o interior da célula (figura 11C) e medo@ sua forma de repouso (figura 11D) em
acao conjunta com as bombas de potassio, que jiedtairam o potencial elétrico original
da célula (CATTERALL et al., 2003; MARTINS; VALLE2012). Na presenca do inseticida,
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em individuos susceptiveis, a propagacdo do impélsdterada e os canais de sodio se
mantém permanentemente abertos impedindo a pgédiseste impulso, com a consequente
morte do inseto. Quando o inseto apresenta algumi@c&o neste canal, a ligacdo do
inseticida pode ficar comprometida inviabilizand snecanismo de acédo, estes individuos
entdo, sdo considerados resistentes a acao desteiga. Insetos resistentes que apresentam
um fendtipo denominado resisténcia do tigockdown (Kdr), desenvolvem paralisia
momentanea seguida da recuperacdo locomotora quamdotato com o inseticida cessa
(BUSVINE, 1951; MILANI, 1954).

Figura 10- Canal de sédio regulado por voltagem inserido nanlmnana celular do axénio neuronal.
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Fonte: Martins e Valle (2012).
Legenda: Demonstragéo dos quatro dominios homologos (ldi/kanal de sodio, cada um com seis segmentos
hidrofébicos (S1-S6), entre os segmentos ha unieehdd ligacdo. Em azul, os segmentos de senserensdo
(S4), em verde, o segmento S6, que forma o porcadal em conjunto com 0s segmentos S5, ligados pela
alcasP-loop, em vermelho.

Estudos eletrofisiologicos e farmacoldgicos haveugerido que existem diferentes
sitios receptores de piretréides no canal de s@I®OMQUIST; SODERLUND, 1988;
BROWN; GAUPP; OLSEN, 1988). Em um modelo proposto @’Reilly et al. (2006), os
piretréides se ligam a um lipidio que fica expomto consequéncia da ligacado da hélice dos
segmentos 4 e 5 do segundo dominio (IIL45), comgmento 5 do segundo dominio (1IS5) e
com o segmento 6 do terceiro dominio (IlIS6), fondm o sitio 1 (1IL45-11S5-111S6). Até o
momento, doze mutac¢des Kdr tém confirmada implecaté reducdo da sensibilidade do
canal de sodio a piretroides utilizando o sistereaedpressdo em o0citos d@nopus
(DAVIES et al., 2007; DU et al., 2013; RINKEVICH;WD DONG, 2013). Em funcao das
diferentes substituicbes de aminoécidos neste, sbistem variagbes nas respostas de
sensibilidade do canal de sddio a acdo dos indaticiAlgumas mutacfes podem promover
niveis variaveis de protecdo aos piretréides tipa tipo Il ou DDT (BURTON et al., 2011).

Mais recentemente, foi descrito um segundo sitidigdedo utilizado por piretréides. Este



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
51

sitio é formado pela ligacdo da hélice dos segmeh®5 do primeiro dominio (IL45), com o
segmento 5 do primeiro dominio (IS5) e o sexto sggmdo segundo dominio (IIS6), este
sitio foi descrito como sitio 2 (IL45-1S5-11S6). tEsmodelo traz novas propostas da interacéao
dos piretroides, com o canal de sédio, com relacdoa acdo e seletividade utilizando as

principais mutagdes descritas pAraegypti na literatura (DU et al., 2013).

Figura 11- Propagacéo do impulso nervoso através do potedei@acao no axdnio neuronal.
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Legenda: (A) Potencial de repouso, contendo no citoplasmaxfnio baixas concentragbes de Na+ e altas
concentracdes de potassio em comparagdo com o Buidacelular. A bomba de Na/K, funciona continaata
retirando mais sédio que permitindo a entrada déss® na célula. (B) Na ocorréncia do estimulovoso, o
canal de sbdio se abre para a sua entrada e @despolarizacdo da membrana, aumentando o pdteecia
acdo. (C) Desativacao do canal de sédio (~ 1 redissdo) que impede a entrada de Na+. (D) Abertoireadal

de potassio e conseqiiente queda do potencial de aca

Um dos exemplos de mutacdo empregada como um diagmdae resisténcia a
piretroides em insetos € a mutacao llel014Pheljizada na regido 11S6 (BASS et al., 2007),
esta mutacao foi a primeira a ser associada adifenddr e descrita parsiusca domestica
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(INGLES et al., 1996) a partir desta descobertaydes ja foram descritos pa@x. pipiens
(MARTINEZ-TORRES et al., 1999An. gambiae (MARTINEZ-TORRES et al., 1998), €x.
quinquefasciatus (XU et al., 2005). Esta mutacdo ndo foi observagieA. aegypti. Outros
estudos foram descritos mostrando a presenca dac&wuKdr nesta espécie (BARBOSA,
BLACK; HASTINGS, 2011; GARCIA et al, 2009; MARCOMB et al., 2012,
MARCOMBE et al., 2009; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.0@7) inclusive no Brasil
(BRENGUES et al., 2003; LIMA et al., 2011; MARTINS al., 2009a; MARTINS et al.,
2009b). Pard\. aegypti existem outras substituicdes nas regides IS5, ¢hataGly923Val e
Leu982Trp (BRENGUES et al., 2003) [IS6, mutacdeslOllMet e Vall01l6Gly
(BRENGUES et al.,, 2003; RAJATILEKA et al.,, 2008)lel011Val e VallO16lle
(SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,, 2007) e 1lIS6, muta¢dBhel534Cys (HARRIS;
RAJATILEKA; RANSON, 2010; KAWADA et al., 2009; YANDA et al., 2011).Na
literatura ha relatos sobre a presenca mutacfest&imeas na mesma populacdo, as mutacdes
Ser989Phe e Vall016Gly (SRISAWAT et al., 2010),1046Gly e Asp1763Tyr (CHANG et
al., 2009) e Gly923Val e llel011Met (BRENGUES et dD03), os autores sugerem que a
presenca de mais de uma mutacdo, diminui ainda masensibilidade aos inseticidas
avaliados. As mutacfes, descritas acima, ocorreclusxamente emA. aegypti com a
excecdo da Phel534Cys que ocorre também Aenalbopictus (KASAI et al.,, 2011;
RINKEVICH; DU; DONG, 2013). A diversidade de mutagd encontradas neste gene
envolvidas com a resisténcia a piretroides, emrsiageespécies, estdo descritas num estudo
recentemente realizado por Rinkevich et al. (2013).

Um dos primeiros estudos que avaliou a presencandees;oes no canal de sddio em
uma populagdo brasileira da. aegypti (Belém/PA), diagnosticou duas substitui¢cdes,
llel011Met e Gly923Val, em homozigose, para amimsnatacdes (BRENGUES et al.,
2003). Atraveés de ensaios eletrofisiologicos fandastrado que esta populacédo apresentava
o canal de sodio, aproximadamente, 1.400 vezes snessivel ao piretrdide permetrina
quando comparada a populagdo susceptivel. Postente populacdes brasileiras e
aegypti, provenientes de Natal (RN) e Nova Iguacu (RJarfodetectadas com a substituicdo
lle1l011Met, com maior frequéncia, em individuosstestes (MARTINS et al., 2009b). A
mutacdo Vall016lle também foi diagnosticada em rdo® municipios brasileiros e para
cinco deles houve associacdo com a resisténcidtameadrina (MARTINS et al., 2009a).
Ambas as mutacOes também foram diagnosticadas entipios do Ceara, mas apenas para
uma populacdo (Crato) houve associacdo da mutded@lLMet com a resisténcia a

cipermetrina (LIMA et al., 2011). Os autores sugergue estas mutacdes estdo ocorrendo
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com frequiéncia em diversos municipios brasileir@stdo associadas com a resisténcia aos

piretroides.
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6 METODOLOGIA

6.1 Populacdes e colonia dieedes aegypti

Inicialmente, este projeto para a avaliagdo dat@stia de populacdes de aegypti
aos inseticidas foi apresentado as SecretariagdieéeSle diversos municipios do Estado de
Pernambuco. Aquelas que manifestaram interesseaetipar foram convocadas para uma
oficina no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-RIOXC (CPgAM). O estudo incluiu
amostras de ovos d® aegypti provenientes de 17 municipios localizados nasocineso-
regides existentes no estado de Pernambuco: Réltifiela, Ipojuca (Regido Metropolitana);
Gloria do Goita (Zona da Mata); Agrestina, SantazCdo Capibaribe, Itaiba e Caruaru
(Agreste); Cedro, Salgueiro, Afogados da Ingaz&8ém José do Egito, Araripina, Arcoverde
e Serra Talhada (Sertdo); Petrolina (Sertdo do Baacisco), além do arquipélago de
Fernando de Noronha (Figura 12).

Ovos deA. aegypti foram coletados através de armadilhas de ovipogmatrampas),
instaladas pelos agentes de saude dos municipiasod@o com a metodologia recomendada
pela Rede MoReNAa (BRASIL, 2008). A quantidade d#trampas instaladas em cada
municipio foi estabelecida de acordo com o numezoirdoveis. Nos municipios que
apresentam: 1) menos de 50.000 imoéveis, foram lagsta 100 OVT; 2) entre 50.000 e
200.000 imoveis, 150 OVT; 3) entre 200.000 e 500.0006veis, 200 OVT e 4) mais de
500.000 iméveis, 300 OVT. Essas armadilhas forastriduidas uniformemente na area
urbanizada dos municipios, e a coleta dos ovosefmizada em um Unico momento, de

acordo com cronograma estabelecido localmente pglapes de campo.

As amostras de ovos foram encaminhadas ao Sergiteteréncia para Controle de
Culicideos Vetores (SRCCV), do Departamento de rmatogia/CPgAM/Fiocruz-PE, para
obtencdo do material bioldégico a ser utilizado dderentes ensaios. Inicialmente foram
obtidas larvas, representativas dos bairros antmstram cada municipio. Em seguida foi
feita a identificacdo da espécie-alvo e o0 estaleato das geracdes parentais das diferentes
sub-colbnias representativas de cada populacamatia por no minimo 700 individuos,
machos e fémeas, na proporcdo de 1:2. Quando oradaeadultos foi inferior a 700, foi
fundada a primeira geracéao filial,jFe os testes foram realizados compacbnstituida de um
namero maior de mosquitos. Nos ensaios foram adifiz larvas ou fémeas adultas

provenientes apenas das primeiras trés geracias (th; F, e ) das populacdes de campo.
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Os adultos foram alimentados com solugdo de acdd#®o, ad libitun e,
adicionalmente, as fémeas foi oferecido um repsatguineo em galinh&déllus sp.), duas
vezes por semana, para obtencdo das progéniess Faptltro embebidos em infusdo de
graminea a 20% (um atrativo para deposicdo de oses)iram como substrato para
oviposi¢cédo. Estes foram acondicionados em copoS0denl e colocados no interior das
gaiolas de manutencdo dos mosquitos adultos. ABdsodas da postura, os papeis foram
retirados do contato com a infusdo e mantidos @éemura ambiente para a dessecacéo dos
0VOS e seu armazenamento até a utilizacdo. Todasomslacdes foram mantidas em
condi¢cdes padronizadas de criagdo (fotoperiodm:ckscuro de 12:12h; 26 + 2 °C; 60% =
20%), para a obtencdo das gerac0es filiajsa(f;) destinadas aos ensaios biolégicos. A
populacao referéncia de susceptibilidade, RocleféRock) cedida pela SUCEN de Marilia-
SP e mantida no Departamento de Entomologia haaswis, foi utilizada em todas as
avaliacOes deste trabalho, como referéncia papad®nizacdes e avaliagdes realizadas neste
estudo.

Figura 12- Mapa de Pernambuco, com destaque para os muscpde as amostras Aedes aegypti
foram coletadas nas Meso-regifes do estado.
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Legenda: OArquipéIago de Fernando de Noronha (540 Km de fRedRegidao Metropolitana do Recife:

.Recife,.OIinda e Olpojuca. Regido da Zona da Mat% Gloéria ddtéGoAgreste:.Agrestina,

@santa Cruz do Capibaribe. Itaiba. Carug@ertsioll) Cedro, @ Salgueiro,o Afogados da

Ingazeira, (Osao José do Egit’Araripina, .Serra Talhada d®Arcoverde. Sertdo de Sao Francisco:
Petrolina.
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6.2 Diluicao dos inseticidas

6.2.1. Temephos

Uma amostra de 250 mg do temephos p6 padréo (Sigtes; 6333X e SZE9105X),
contendo respectivamente 97,5% e 95,6% de prinaipio (P.A) foi inicialmente diluida em
50 ul de acetona e transferida para um microtubo denl,,6nde foi adicionado mais 1 ml de
etanol. Depois de homogeneizada, a solucao failuisiia em aliquotas menores de 6il,5
mantidas a -20 °C até sua utilizacdo para o pregparoma solucdo estoque em etanol (3 g/L).
A partir da solugcéo estoque foram preparadas as®es de uso, frequentemente utilizadas
em testes com a populacdo Rockefeller (3-6 mgitgre as populagbes de campo (14 mg/L-
500 mg/L).

6.2.2 Diflubenzuron

Este inibidor da sintese de quitina foi provenietieSigma (99,5% de P.A), lote,
SZE7200 X. Uma amostra de 10 mg do produto em 5@enacetona foi preparada obtendo-
se uma solucédo estoque de 199.000 pg/L. A parisadsolucédo estoque foi preparada a
solugéo de uso de 3.000 pg/L em acetona. O intedeatoncentragdo para os testes variaram
de 0,2 a 6 pg/L para obtermos a inibicdo de apradamente 99% dos adultos.

6.2.3 Cipermetrina

Foi utilizado o inseticida proveniente da Sigm&8%Pde P.A), lote 127K1099. O
contetdo de 10 mg foi diluido em 1 ml de acetomgero-se uma solucdo estoque de 9,8
pg/ul, do qual foi preparado uma solucao de us0,@@ pg/pl. Um volume de 100 pl desta
solucéo foi aplicado nas garrafas, obtendo-se wnaentracéo final de 8 pg/ garrafa (dose
diagndstica). O procedimento de impregnacao damfgarseguiu o protocolo descrito por
Brogdon e Mcallister (1998b).

6.3 Bioensaios de Dose-Resposta

Bioensaios dose-resposta foram utilizados paranastas concentracdes letais (CLS)
do temephos e as de inibicdo de emergéncia (1B @aiflubenzuron, com o objetivo de
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avaliar o status de susceptibilidade de cada poaalaos inseticidas testados. Os dados de
mortalidade obtidos nestes ensaios foram submetdasdlise de regressdo linear pelo
programa Probit SPSS 8,0 for Windows, para a estimdos valores de CL e IE. Este ultimo
parametro (IE) representa o percentual de indiddgoie ndo conseguiram realizar
metamorfose até atingir a idade adulta devido a dgdproduto na inibicdo de sua sintese de
quitina. Ambos os ensaios com cada lote de indatforam realizados primeiramente com a
populacdo Rockefeller, para estabelecer a refeéAtiavés das Gkou a Iks obtidas para
Rockefeller divididas por estes mesmos parametbtisas para cada populacdo de campo,
foi calculada a razao de resisténcia (RR). De aceaim o valor obtido, a populacao foi
classificada como apresentando resisténcia altaRi@rr 10, média com RR entre 5 e 10 ou
baixa RR entre 3 e 5, de acordo com os critéritabekecidos por Mazzarri e Georghiou
(1995). Os mesmos critérios também foram utilizagdas a avaliacdo do diflubenzuron,
devido a inexisténcia de critérios exclusivos paralassificacdo da susceptibilidade de
populacdes dA. aegypti a este composto.

6.3.1 Bioensaios com temephos

Os ensaios com o inseticida quimico temephos faranduzidos de acordo com o
protocolo especifico (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,981), utilizando larvas de
terceiro estadio (L3) dA. aegypti, expostas entre 5 e 10 concentracdes do insefigjdas
mg/L a 3,6 mg/L) capazes de promover mortalidadealaentre 10% e 100%. Para cada
concentracdo e para o grupo controle tratado apssraso solvente foram utilizadas trés
réplicas com 20 L3. Em cada ensaio foram utilizaasa de 300 a 600 larvas, e cada ensaio
foi repetido trés vezes em datas diferentes. Aatidede larval foi verificada apos 24 horas

da exposicao ao inseticida.

6.3.2 Bioensaios com diflubenzuron

O inibidor da sintese de quitina, diflubenzuron,tlizado em ensaios com L3, de
acordo com os protocolos descritos por Martind.g2808) e Fontoura et al. (2012). Foram
utilizadas de 4 a 10 concentracgtes (0,2 a 6 pg/e)pgomoveram inibicdo da emergéncia dos
adultos entre 10% e 100%. Para cada concentraggiope controle tratado apenas com o
solvente foram utilizadas 8 réplicas com 10 L3. éada ensaio foram usadas de 400 a 900

larvas, e cada ensaio foi repetido trés vezes eas diferentes. A mortalidade foi verificada
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em dias alternados até que houvesse mortalidagenetgéncia total nas réplicas contendo o
produto. Os individuos adultos sé foram considesadlivos, quando apresentavam a

capacidade de voar. O tempo maximo de leitura dereilo nesta avaliacéo foi de 30 dias.

6.4 Bioensaio de dose diagndstica com a cipermetin

Para a verificacdo da susceptibilidade a cipermeetaproximadamente 140 fémeas
de cada populacdo foram colocadas em garrafas gmguas com a dose diagnostica do
inseticida. A dose diagnosticapg/garrafa, foi a dose que causou >98% de mortadidiad
individuos da colénia Rockefeller, apos a ultimdula do ensaio. Em cada teste foram
usadas trés garrafas impregnadas com o insetiaitd@aecontrole (apenas com o solvente), e
em cada garrafa foram adicionadas de 15 a 25 féiRaes a verificagdo do efeito nocaute, ou
desmaio temporario dos mosquitos, o numero de ntosqgecaidos foi registrado a cada 15
minutos até que todos 0s mosquitos estivessem daamsaou transcorridos 120 minutos de
exposicdo. ApOs este periodo, foi realizado ummaltiregistro da mortalidade com os
mosquitos fora da garrafa, apos 24 horas, pardisigd® do status de susceptibilidade da
populacdo avaliada. As populagcbes foram classdi€atbmo “resistentes” quando houve
mortalidade < 80%, “susceptiveis” com mortalidade98% e *“sob verificagdo” com
mortalidade intermediaria, apos o periodo de 24$1dDs ensaios para cada inseticida foram
repetidos em trés momentos distintos seguindo adukigia de Brogdon e McAllister
(1998b) e Da Cunha et al. (2005).

6.5 Andlise do histérico do uso de inseticidas naaunicipios

Uma analise documental com base no Sistema derla@dies do Programa de Febre
Amarela e Dengue (SISFAD) foi realizada, com anizrada Secretaria Estadual de
Saude/PE, para avaliar o historico de uso dosignd&s nos municipios. As rela¢des entre as
informagdes sobre a utilizagéo de temephos, a @edesisténcia, a utilizagdo de adulticidas
piretréides e o percentual de mortalidade a ciptmae foram analisadas através da
correlacéo de Pearson. Nesta analise as populagaes divididas em trés grupos, de acordo
com o periodo de coleta em campo (2010, 2011 e)201di calculada a quantidade de
inseticida usado em cada um destes municipios mus anteriores ao periodo de coleta. A
correlacéo de Pearson mediu o grau da correlagé®eastas duas variaveis de escala métrica.

O coeficiente, normalmente representado passume valores entre -1 e 1. Para<g
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existe uma correlagdo positiva entre as duas \@saparap=0 as duas variaveis nao
dependem linearmente uma da outra; ga#@ ha uma correlacdo negativa entre as duas
variaveis. Em relacédo a intensidade da correlagi@ssumido que: existe fraca correlacéo
linear quando 0sx0,3; moderada correlacdo linear quand&®,6; forte correlacao linear
quando 0,8p<0,9 e por ultimo, quando &P<1, existe uma correlacdo linear muito forte
(CALLEGARI-JACQUES, 2003).

6.6 Ensaios de atividade enzimética

As enzimas avaliadas foram: acetilcolinesteraseH)A@lacionada com a resisténcia
tipo sitio-alvo e as glutationa S-transferases (§Sé&sterases e oxidases de funcdo mista
(MFOs) relacionadas com a resisténcia metabdlica. p@cedimentos foram realizados
seguindo o protocolo estabelecido pelo Ministérdo Shude (BRASIL, 2006a). A anadlise
enzimatica foi realizada com fémeas de um dia ddechté 24 horas apds emergéncia, ndo
alimentadas com sangue, provenientes geragoes F, de subcolbnias estabelecidas a partir
de populagbes de campo. As fémeas, anestesiadaggfoamento, foram colocadas em
microtubos, em grupos de 40-50 e em seguida foramazenadas a -70 °C, até o momento do
ensaio. Este procedimento se baseou na utilizag&ubistratos especificos que podem ser
degradados direta ou indiretamente pelas enzimssrasquitos. Amostras individuais de
fémeas foram maceradas e os homogenatos distrébafdanicroplacas de 96 po¢os com 0s
reagentes especificos para a detec¢do enzimasdeitéras das absorbancias foram feitas em
espectrofotdbmetro com leitor de microplacas (ELX80&ystem), utilizando diferentes
comprimentos de onda (340, 405, 570, 620 e 650 dengcordo com 0 ensaio. A atividade
das esterases foi avaliada com trés diferentestratdss a-naftil, p-naftil e p-nitrofenil
acetato, referentes as esterases que apresentdiaddi por estes substratos, respectivamente
a o-esterasef-esterase e PNPA-esterase. A atividade da ACE valismla em duas
microplacas, uma contendo o reagente iodeto ddtmoelina, para quantificar a atividade
total de acetilcolinesterase (AChE) e outra plasatendo este reagente mais o inseticida
propoxur, para quantificar a atividade desta enziagpresenca deste inibidor (AChl). A
atividade das GSTs foi avaliada utilizando os sabss 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB) e
L-glutationa reduzida (GSH) e para as MFOs foiizado o 3,3,5,5 dihidrocloreto de
tetrametil benzidina (TMBZ). A quantificacdo de f@imas totais das amostras foi feita com o

reagente Bio-rad protein assay (Biorad) usando ooraa padrdo de albumina do soro
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bovino. Esta dosagem foi realizada para verificatisidade especifica das enzimas nas
amostras avaliadas.

Os ensaios foram realizados inicialmente com a atiem referéncia de
susceptibilidade, a Rockefeller, utilizados comcapeetro enzimatico comparativo (padrao),
e para controle interno de qualidade. O contrdiermo de qualidade estava constituido de
cinco fémeas desta coldnia, acrescentadas em tmagnzimatica populacional avaliada. A
atividade enzimatica so foi validada quando o atatde qualidade se enquadrava no padrao
estabelecido. A partir da atividade de cada enzamalisada em amostras da colonia
Rockefeller, foi calculado o percentil 99 (baseadomediana), que representa o nivel de
atividade enzimética encontrado para 99% dos iddod analisados. O perfil enzimatico das
populacdes de campo foi classificado de acordo corpercentual de individuos que
apresentam atividade superior ao percentil 99 #anizo Rockefeller para cada enzima. As
enzimas foram classificadas como “inalteradas” {8,este percentual for inferior a 15%;
“alteradas” (A), com taxas entre 15% a 50%; ou toalteradas” (MA), quando forem
superiores a 50% (BRASIL, 2006a; MONTELLA et alQ0Z). Para a visualizacdo das
atividades enzimaticas individuais e o perfil pagudnal foi utilizado o programa GraphPad

Prism 4.

6.7 Deteccao de mutacdes no gene do canal de sédio

As fémeas provenientes da avaliagdo em garrafaggnadas com a cipermetrina foram
usadas individualmente para 0os ensaios molecytarasdetec¢cdo das seguintes mutacdes do
tipo Kdr no geneNa,: Leu982Trp, llel011Met, llel011Val, LeulOl4Fen,ul@14Ser,
Vall016lle e Vall016Gli (BRENGUES et al., 2003; LAVet al., 2011; MARTINS et al.,
2009a; MARTINS et al., 2009b; SAAVEDRA-RODRIGUEZ at., 2007). A analise foi
realizada em aproximadamente 10 fémeas caractasiZadotipicamente como susceptiveis
(aquelas que morreram durante a exposi¢céo aodmsgte 10 fémeas resistentes (aquelas que
sobreviveram a exposicéo ao inseticida). AmosteaBNA gendmico foram obtidas através
do método de extracdo com hidroxido de sodio (RUDBEDISSING, 1998) e mantidas a -
20°C. As amostras foram submetidas a PCR (ReacadCadeia de Polimerase). As
reacOes foram realizadas utilizando 0,4 mM dos gnsnforward e reverse), 2,5 mM de
MgCl, , 12,5 ul (1X PCR) do Master Mix (Promega), 9 & dgua ultra pura
e aproximadamente 30 a 80 ng de DNA gendmico. Aglicbes de PCR foram: 5 min

a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 1 mina 94 °“@jila 67 °C e 1 min a 72 °C, com uma
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extensao final a 72 °C durante 10 min. Os primerani concebidos manualmente com base
na sequéncia dos canais de navegacao (AAELO060I€ctorBase) e sua qualidade foi
analisada com Oligo Software Analyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligadyzer/). Os  primers forward:
(5’GACAATGTGGATCGCTTCCCG-3') ereverse: (5-GCACGGACGCAATCTGGC-3)
anelaram-se em regifes para amplificar um fragmemtgeneNav com 622 pb. Os produtos
da PCR foram aplicados em gel de agarose 1% commlnsbrometo de etidio para sua
visualizacdo (Sigma-Aldrich). Os fragmentos amgdiios foram purificados com o Kit de
Purificacdo GFXtm PCR DNA e Gel Band® (Amersham rRieia Biotech).
Posteriormente, as amostras foram diluidas e eawiad sequenciamento, que foi feito em
sequenciador capilar ABI 3000 (Applied Biosystema)plataforma tecnolégica do CPgAM.
A qualidade das sequéncias foi avaliada atravésCddonCode Aligner (3.7.1.1 for
Windows), e utilizamos como critério de aceitacée sequéncias o score >20 para cada base
nitrogenada. A associagdo das mutacdes encontradaa resisténcia foi avaliada através do
teste exato de Fisher (F) para pequenas amos&d8(Qne teste qui-quadrado para amostras

acima de 300 individuos (http://www.vassarstat$.net
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7 RESULTADOS

7.1 Perfil de susceptibilidade ao temephos

Das 17 populagfes de aegypti analisadas apenas a do Arquipélago de Fernando de
Noronha se mostrou susceptivel ao temephos. Unr valmderado de resisténcia foi
observado para Recife e as demais populacdes afmesa um nivel elevado de resisténcia.
Cinco populagbes apresentaram RR superiores azH3 eeinferiores a 100, as provenientes
de Ipojuca, Olinda, Gléria do Goité, Salgueiro érdma. Dez populacdes apresentaram RR
acima de 100 atingindo até 252,7 vezes. Quatrcaslgsbpulacdes sao provenientes do
Agreste e seis do Sertdo (Tabela 1). Os niveigsisténcia ao temephos nas populacdes de

A. aegypti podem ser visualizados na figura 13.

7.2 Perfil de susceptibilidade ao diflubenzuron

Os perfis de susceptibilidade de oito populacOediaas neste estudo encontram-se
na tabela 2. Houve uma forte correlacao posititeeeas razdes de resisténcia ao temephos e
as observadas para o diflubenzuron, considerandmjaslacdes avaliadas para ambos os
produtos, o p-valor foi de 0,017doi de 0,80 (Gréfico 1).

7.3 Perfil de susceptibilidade a cipermetrina

As 16 populacbes dé. aegypti de Pernambuco analisadas neste estudo estao
resistentes a cipermetrina (Tabela 3), a populpgdeeniente de Araripina, ndo foi avaliada.
A resposta de mortalidade a dose discriminatérialfaixo de 80%, nos primeiros 15 minutos
de exposicdo ao piretroide e confirmada apos 2dshde avaliacdo. Os menores percentuais
de mortalidade (< 30%), ap0s as 24 h, foram obdes/aas amostras de Arcoverde, Serra
Talhada, Petrolina e Itaiba, municipios represmastde trés diferentes mesorregibes em

Pernambuco.
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Tabela 1- Concentragdo letal para 95% @Ldos individuos e razdo de resisténcia (RR) acepdos, estimada para populagGesAgdes aegypti
provenientes de municipios do Estado de Pernambuco.

Meso Regido de Ano de Coleta Populacdo Geracao NUmero de CLgs (mg/L) Razao de
Pernambuco larvas (Intervalo de Confiangca 95%)  Resisténcia
testadas (RRgs)
Referéncia Rockfeller Standardl 1 1.140 0,017(0,016-0,019) 1,0
Referéncia Rockfeller Standartl 2 1.200 0,011(0,010-0,012) 1,0
Referéncia Rockfeller Standard 3 1.260 0,014(0,014-0,016) 1,0
Referéncia Rockfeller Standard 4 1.440 0,009(0,008-0,010) 1,0
Arquipélago 2010 F. de Norortha F2 1.740 0,026(0,024-0,028) 2,4
2011 Recifé F1 1.680 0,100(0,088-0,119) 7,1
Metropolitana 2012 Olind& F1 1.200 0,162(0,134-0,213) 18,0
2012 Ipojucé F1 1.500 0,193(0,154-0,265) 21,4
Zona da Mata 2010 G. do Gdita F1 1.560 0,792(0,607-1,122) 72,0
Agreste 2010 Agrestina F2 1.740 2,339(1,899-3,051) 212,6
2011 Itaibd F1 1.320 1,682(1,215-2,632) 120,2
2012 Caruarl F2 1.360 2,160(1,944-2,477) 240,1
2010 S. C. do Capibaribe F1 1.320 2,421(2,010-3,086) 142,4
2010 A. da Ingazeifa F1 1.260 2,051(1,862-2,449) 120,6
2010 S. J. do Egito F1 1.500 2,120(1,862-2,514) 124,7
Sertao 2010 Cedrd F1 1.320 2,256(2,043-2,574) 132,7
2010 Salgueirb F1 1.500 1,021(0,757-1,534) 60,0
2009 Araripind F2 1.920 2,780(2,600-3,280) 252,7
2012 S. Talhada F1 1.320 2,803(2,579-3,098) 200,2
2012 Arcoverd@ F2 1.320 3,116(2,848-3,477) 222,6
Sertdo do Sao 2011 Petrolina F1 1.760 0,545(0,436-0,723) 38,9

Franscisco

Fonte: Elaborada pela autora
Legenda: 'Populacdes déedes aegypti submetidas a atividade do temephos lote 6333Xdpadr,? padrao 23padrdo 3/Populacdes déedes aegypti
submetidas a atividade do temephos lote SZE910&dAp 4, nas definicdes das concentracdes lethig)(€para o calculo da razao de resisténcia (RR).
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Figura 13- Municipios do estado de Pernambuco em destaque, fonam coletadas amostras Aledes aegypti, para avaliagdo da resisténcia a
inseticidas quimicos. As razdes de resisténci@mephos encontradas nos municipios foram indicaal#esgenda.

Araripina F. de Noronha
Cedro S. Talhada *S"]' do Egito S, C.' do_ Aﬁ
‘ ) Capibaribe 0o 5 1w
A. da Ingazeira ‘ G do Goita Km
o Olinda
Arcoverde aruaru Recife
Agrestina )
Ipojuca

Razao_Resistencia
i . [Jow~n3
Petrolina Itaiba [J3.1~10
[]10.1 ~ 50
[ I 50.1 ~ 100
e 0 80 160 240 I 2001 » 3950

Quildmetros [1Sem informagio

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 2-Inibicdo da emergéncia de adultos em 50%)|& 95% (I&s) dos individuos e Razao de Resisténcia (RR) dobéifizuron, estimado para
populagfes dAedes aegypti provenientes de municipios do Estado de Pernambuco.

Meso Regido de Populagéo Geragédo Numero de IEso (ML) IEos (ML) RRgs
Pernambuco larvas (Intervalo de confianga 50%)  (Intervalo de confianca 95%)
testadas
Referéncia Rockefeller 2.000 0,456 1,560 1,0
(0,351 - 0,549) (1,400-2,047)
Arquipélago F. de Noronha F3 480 1,212 2,640 1,7
(1,102-1,329) (2,386- 2,991)
Metropolitana Recife F1 1.600 1,612 3,687 2,4
(1,465-1,787) (3,212-4,435)
Agreste Itaiba F2 1.520 1,511 3,399 2,1
(1,346-1,684) (3,001-4,014)
Caruaru F3 1.200 3,761 7,293 4,7
(3,243-4,410) (6,278-9,098)
Sertédo Cedro F3 1.360 1,171 4,224 2,7
(0,981 - 1,538) (3,376 - 6,138)
Salgueiro F3 1.600 0,605 2,094 1,3
(0,306 - 0,778) (1,791 - 2,747)
S. Talhada F3 1.440 2,839 7,013 4,5
(2,579-3,126) (6,088-8,467)
Sertédo do Sédo Petrolina F1 1.520 1,746 4,845 3,1

Franscisco

(1,495-2,007)

(4,255-5,733)

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 3-Taxa de mortalidade e status de susceptibilidadeogulacGes daedes aegypti provenientes de municipios do Estado de Pernanmdupiretroide cipermetrina.

Efeito nocaute (%) durante a
exposicao com cipermetrina (8

Mortalidade (%)

apos a exposicao

Ug/garrafa) com cipermetrina
Tempo de Exposicéo Ultima leitura
Meso Regido Populacao Geracao NUmero de 15 min 30 min 120 min 24 horas Status de
de Pernambuco Fémeas Susceptibilidade
Rockefeller* 149 94,6 100 100 100 Susceptivel
Arquipelago F. de Noronha F2 148 83,1 97,9 100 70,2 Resistente
Metropolitana  Recife F1 160 14,0 52,5 93,7 32,5 Resisten
Olinda F1 145 6,90 32,4 93,8 35,2 Resistent
Ipojuca F1 134 5,20 35,8 91,0 58,2 Resisten
Mata G. do Goita F1 153 51,6 84,3 100 66,0 Resistente
Agreste Agrestina F2 163 13,5 73,6 98,1 43,5 Restst
Itaiba F1 153 1,96 18,9 85,6 27,4 Resistente
Caruaru F2 167 4,80 34,7 82,6 31,7 Resistent
S. C. do Capibaribe F1 139 64,7 88,5 100 958, Resistente
Sertédo A. da Ingazeira F1 152 54,6 83,5 96,7 36,8 esifente
S. J. do Egito F1 170 429 86,5 99,4 64,1 sifkente
Cedro F1 158 72,1 90,5 100 70,8 Resistente
Salgueiro F1 150 82,0 95,3 100 68,6 Redisten
S. Talhada F2 165 0,0 4,84 67,3 18,8 Rerdtist
Arcoverde F2 148 0,0 8,80 66,9 10,8 Resisten
Sertdo do Sdo  Petrolina F1 158 1,9 29,1 84,8 22,1 Resisten

Francisco

Fonte: Elaborada pela autora
Legenda*Colbnia referéncia
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7.4 Andlise do histérico do uso de inseticidas naaunicipios

Estes dados foram fornecidos pelo SISFAD e ostregislisponibilizados datam do
ano de 2007 a 2011. Os municipios estudados comrsspectivos periodos considerados,
baseados na coleta do material em campo e o corsdeieonephos, estdo dispostos na tabela
4. O calculo do consumo foi realizado até o anerartdo periodo de coleta das amostras em
campo e transformado em logaritmo. Nossos residtedim relacdo ao uso do temephos e RR
demonstraram uma correlacao positiva forte, comalprude 0,004 @ de 0,6504 (Grafico 2).
Os Unicos municipios que utilizaram diflubenzurom @ampo foram: Petrolina (consumo de
26,8 g), Recife (432,13 g) e Serra Talhada (1.2231 ndo houve correlacdo entre o
consumo e a razdo de resisténcia a este produtotpdas as populacbes avaliadas (p-
valor=0,6537 @ de 0,1743). Os demais municipios que utilizarai® esmposto e ndo foram
avaliados por este estudo foram: Ipojuca (14,155ghta Cruz do Capibaribe (24,46 g) e
Olinda (811,89 Q).

Os municipios com seus respectivos consumos dtrgidte alfacipermetrina estéao
apresentados na tabela 5. Com relacdo ao uso etoopue, apesar de haver uma correlacéo
negativa entre a quantidade de alfacipermetringlaugao percentual de mortalidade dos
adultosp de -0,4656 (Gréfico 3) o p-valor nao foi signifiga, sendo igual a 0,069.

7.5 Ensaios de atividade enzimatica

Das cinco enzimas ligadas a detoxificacdo de iride8 avaliadas neste estud@-a
esterase foi a Unica cuja atividade permaneceterada na maioria das populagfes, exceto
para Afogados da Ingazeira/PE (Tabela 6). Entrenas alteradas estdo as GSTs, cujo
aumento de atividade foi detectado em todas aslagjms avaliadas, e esterases PNPA e
alfa, cuja modificagéo foi detectada em 16 e llufagdes analisadas, respectivamente. Na
maioria dos casos mais de 60% dos individuos auiigs mostraram alteracées enzimaticas
elevadas. As oxidases de funcdo mista apresentamam atividade elevada para quatro
populacdes, destas, apenas a de Cedro mostrourfinmpito alterado desta enzima. Apenas
uma populacao revelou alteragdes na acetilcolireestea oriunda de Sdo José do Egito/PE.
Os perfis enziméaticos individuais e populacionaidgm ser observados nos graficos 4 e 5.
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Tabela 4- Registro da quantidade do inseticida temephos egaplio para controle deedes aegypti durante os
anos de 2007 a 2011 em municipios do estado deafRbuto fornecido pelo Sistema de Informacdes do
Programa de Febre Amarela e Dengue (SISFAD).

Populacdo Periodo Temephos Log Razao de
considerado (Kg) Temephos resisténcia (RR)

Araripina 2007 a 2009 26.719,55 4,43 252,7

Cedro 2007 a 2009 1.713,39 3,23 132,7

Salgueiro 2007 a 2009 8.779,50 3,94 60,0

S. C. do Capibaribe 2007 a 2009 179.478,88 5,25 142,4

S. J. do Egito 2007 a 2009 26.390,66 4,42 1247

A. da Ingazeira 2007 a 2010 28.380,26 4,45 120,6

Agrestina 2007 a 2010 16.718,39 4,22 212,6

G. do Goita 2007 a 2010 4.157,44 3,62 72,0

F. de Noronha 2007 a 2010 0 0 2,4

Arcoverde 2007 a 2011 91.632,46 4,96 222,6

Caruaru 2007 a 2011 404.243,62 5,61 240,1

Ipojuca 2007 a 2011 3087,40 3,49 21,4

Itaiba 2007 a 2011 7.039,50 3,85 120,2

Olinda 2007 a 2011 32.992,78 4,52 18,0

Petrolina 2007 a 2011 10849,89 4,04 38,9

S. Talhada 2007 a 2011 96.985,09 4,99 200,20

Recife 2007 a 2011 1,09 0,04 7,10

Fonte: Elaborada pela autora
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Grafico 1- Analise de regressdo entre a razdo de resistémciteraephos e a razdo de resisténcia ao
diflubenzuron encontradas para populacdeseades aegypti de Pernambuco-Brasil
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Fonte: Elaborado pela autora

Grafico 2- Analise de regresséo entre a razao de resist@acimephos e o consumo deste produto nas
respectivas localidades, onde foram coletadas mdggbes déedes aegypti de Pernambuco-Brasil.
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Fonte:Elaborado pela autora
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Tabela 5- Registro da quantidade do inseticida alfaciperimetempregada para controle Aedes aegypti
durante os anos de 2007 a 2011, em municipios thmlegle Pernambuco, fornecido pelo Sistema de
Informacdes do Programa de Febre Amarela e Derg&j&&AD).

Populacdo Periodo Alfacipermetrina Log Mortalidade (%)
considerado (L) Alfacipermetrina apos 24 h
Cedro 2007 a 2009 37,8 1,59 70,8
Salgueiro 2007 a 2009 423,0 2,63 68,6
S. C. do Capibaribe 2007 a 2009 543,0 2,74 58,9
S. J. do Egito 2007 a 2009 186,5 2,27 64,1
A. da Ingazeira 2007 a 2010 104,0 2,02 36,8
Agrestina 2007 a 2010 3.268,0 3,51 43,5
G. do Goita 2007 a 2010 19,0 1,30 66,0
F. de Noronha 2007 a 2010 0 0 70,2
Arcoverde 2007 a 2011 90,0 1,96 10,8
Caruaru 2007 a 2011 1.632,10 3,21 31,7
Ipojuca 2007 a 2011 382,0 2,58 58,2
Itaiba 2007 a 2011 36,5 1,57 27,4
Olinda 2007 a 2011 1.166,0 3,07 35,2
Petrolina 2007 a 2011 539,0 2,73 22,1
S. Talhada 2007 a 2011 10.851,0 4,04 18,8
Recife 2007 a 2011 1.141,70 3,06 32,5

Fonte: Elaborado pela autora

Gréfico 3- Analise de regressao entre a razdo de resistanai@cipermetrina e o consumo deste produto nas
respectivas localidades onde foram coletadas adagijes déedes aegypti de Pernambuco-Brasil.
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Fonte:Elaborado pela autora
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Tabela 6 Atividade enzimatica observada em adultog\eldes aegypti provenientes de populagdes de Pernambuco e ciduieefeller.
(Continua)
Populagao Glutationa S-transferase (GST) a-esterase p-esterase
(mmol/mg ptn/min) (nmol/mg ptn/min) (nmol/mg ptn/min)
Ger N.de  p9d % Classificacdd N. de p99 %  Classificacio N. de p99 %  Classificacio
adultos >p99 adultos >p99 adultos >p99

Rockefeller 123 1,41 - - 120 49,30 - - 113 73,58 - -
F. Noronha E 115 2,97 69 MA 83 96,34 17 A 99 166,33 12 I
Recife R 151 2,58 33 A 192 56,52 9 I 186 70,54 1 I
Olinda R 157 3,40 89 MA 149 58,67 10 I 109 87,81 3 I
Ipojuca R 120 3,23 77 MA 197 54,98 7 I 198 78,81 3 I
G. do Goita E 112 3,66 42 A 99 64,59 19 A 103 95,30 4 I
Agrestina B 76 3,68 61 MA 145 63,35 25 A 151 73,93 1 I
Itaiba R 99 2,26 32 A 118 61,38 18 A 117 66,95 0 I
Caruaru B 199 4,00 98 MA 161 98,17 50 MA 185 89,03 6 I
S. C. do Capibaribe F 115 2,81 86 MA 118 69,56 31 A 111 76,71 3 I
A. da Ingazeira F 150 2,65 55 MA 117 105,53 68 MA 118 94,67 27 A
S. J. do Egito F 118 2,79 75 MA 110 62,10 11 I 116 82,60 3 I
Cedro R 114 5,07 87 MA 116 80,44 41 A 116 91,99 6 I
Salgueiro r 115 2.53 83 MA 115 67,97 11 I 112 71,08 2 I
Araripina R 80 2,22 29 A 115 100,17 59 MA 116 93,38 14 I
S. Talhada F 118 2,62 81 MA 143 86,02 50 MA 156 83,23 9 I
Arcoverde B 89 2,28 48 A 155 80,03 53 MA 157 84,64 4 I
Petrolina k 152 3,35 63 MA 114 54,94 11 I 108 71,95 1 I

Fonte: Elaborada pela autora

LegendalPopulacdes deéedes aegypti coletadas em municipios do Estado de PernanfBemcdo usada nos testes bioquimitbsnimero de individuos
testadodPercentil 99 das populacé¥ercentual de individuos da populacdo com atividad®r que o percentil 99 de Rockefell&€lassificacédo da atividade
enzimatica comparada ao controle (RockefellerJténado (l); alterado (A) e muito alterado (MA).
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Tabela 6 Atividade enzimatica observada em adultog\eldes aegypti provenientes de popula¢des de Pernambuco e cétoaieefeller.

(Concluséo)

72

Populacad Esterases-PNPA Monoxigenases (MFO) Acetilcolinesterase (ACE)

(Aabs/mg ptn/min) (nmol/mg ptn/min) (% act)’

Ger N.de p9d' %  Classificacdd N.de p99 %  Classificacio N. de p99 %  Classificacio

adultos >p9g adultos >p99 adultos >p99
Rockefeller 116 3,69 - - 119 66,12 - - 105 26 - -
F. Noronha F2 108 6,54 71 MA 118 70,52 3 I 108 21,1 O I
Recife F1 151 5,14 13 I 189 73,05 4 I 137 21,16 1 I
Olinda F1 113 8,10 69 MA 159 87,94 9 I 147 16,36 0 I
Ipojuca F1 134 5,32 20 A 159 65,66 1 I 107 16,31 0 I
G. do Goita F1 113 5,57 31 A 77 73,63 9 I 114 31,02 15 I
Agrestina F2 94 7,20 37 A 138 85,48 20 A 92 30,78 4 I
Itaiba F1 114 4,91 22 A 104 72,29 3 I 118 18,81 1 I
Caruaru F2 111 7,81 48 A 160 64,93 1 I 80 23,55 0 I
S. C. do Capibaribe F1 114 9,12 87 MA 116 71,79 6 I 109 31,96 11 I
A. da Ingazeira F2 154 7,34 62 MA 152 78,66 5 I 158 26,25 1 I
S.J. do Egito F1 105 5,26 21 A 107 199,73 22 A 98 3,13 23 A
Cedro F1 114 7,43 48 A 117 111,01 54 MA 112 19,38 0 I
Salgueiro F1 114 8,81 82 MA 106 118,09 38 A 74 82,0 12 I
Araripina F2 39 5,43 31 A 72 44,59 0 I 88 25,67 1 I
S. Talhada F1 117 6,84 26 A 155 35,63 0 I 153 16,69 0 I
Arcoverde F2 112 4,93 18 A 159 57,17 0 I 157 18,79 0 I
Petrolina F1 109 5,25 32 A 155 90,92 6 | 116 17,77 0 I

Fonte: Elaborada pela autora
LegendalPopulacdes déedes aegypti coletadas em municipios do Estado de Pernamitbemcdo usada nos testes bioquimitbsnimero de individuos

testadogPercentil 99 das populacd¥zercentual de individuos da populacdo com atividadier que o percentil 99 de RockefelEjassificacéo da atividade
enzimética comparada ao controle (Rockefeller)ténado (1); alterado (A) e muito alterado (MA)axa de atividade na presenca do propoxur.
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Grafico 4- Representacao grafica de cada individuo analigpdimto a suas respectivas atividades enzimaticas
para glutathiona-S-transferase, alfa esterasesedst¢rase em populacdesAteles aegypti de municipios do
estado de Pernambuco, analisados através de GrhphB 4.
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) glutathiona-S-transferase, (B) alfa esterase, 63 bsterase; RCK (Rockefeller), FER (Fernando
de Noronha), REC (Recife), OLI (Olinda), IPO (Ipcfy), GLO (Gléria do Goitd), AGR (Agrestina), ITA
(Itaiba), CAR (Caruaru), SCC (Santa Cruz do Capileyy AFO (Afogados), SJE (Sdo José do Egito), CED
(Cedro), SAL (Salgueiro), ARA (Araripina), SER (8eiTalhada), ARC (Arcoverde), PET (Petrolina).
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Gréfico 5- Representacdo grafica de cada individuo analispdmto a suas respectivas atividades enzimaticas
para PNPA esterase, oxidases de funcdo mista @calie¢sterase em populagbes dedes aegypti de
municipios do estado de Pernambuco, analisadogatde GraphPad Prism 4.
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) PNPA esterase, (B) oxidases de funcdo mista, (€fjleainesterase; RCK (Rockefeller), FER
(Fernando de Noronha), REC (Recife), OLI (OlindRQ (Ipojuca), GLO (Gloria do Goita), AGR (Agresin
ITA (ltaiba), CAR (Caruaru), SCC (Santa Cruz do iBapbe), AFO (Afogados), SJE (Sao José do EgE&D
(Cedro), SAL (Salgueiro), ARA (Araripina), SER (8eiTalhada), ARC (Arcoverde), PET (Petrolina).



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
75

7.6 Frequéncia de mutacdes no gene canal de sédio

As frequéncias dos diferentes genotipos para aaqgdes llel011Met e Vall016lle
podem ser observadas nas tabelas 7 e 8, respeetitearA mutacéo lle1011Met esté presente
em todas as populagbes analisadas, em heterozagjsdreqiéncia genotipica em individuos
resistentes variou de 0,12 (Olinda) a 1,00 (Saigh& em susceptiveis de 0,20 (Gloria do
Goita) a 0,90 (Agrestina) (Tabela 7). Para duasulagpes, Petrolina e Salgueiro, esta
mutacao estava associada com a resisténcia (p<aifb)és do teste de Fisher.

A mutacao Vall016lle foi detectada em sete dasopdilpgdes testadas: Fernando de
Noronha, Recife, Olinda, ltaiba, Caruaru, Arcoveed®etrolina, distribuidas em todas as
Mesorregides de PE, exceto a Zona da Mata. Maiswena®s individuos heterozigotos para
esta mutacdo foram os mais frequentes, tanto neseptiveis (0,20 a 0,50) quanto nos
resistentes (0,10 a 0,40) e, em apenas duas dapgatlacbes (Fernando de Noronha e
Itaiba) a mutacdo foi detectada apenas nos mosqesistentes (Tabela 8). Arcoverde foi a
Gnica populacdo que apresentou homozigotos parautacéo VallO01l6lle, com uma
freqUéncia de 0,30 em 20 individuos fenotipicameatistentes (Tabela 8), apesar de nao
terem sido avaliados mosquitos susceptiveis ematuda elevada sobrevivéncia observada
no bioensaio para esta populacdo. Esta foi a ppgalgue apresentou menor percentual de
mortalidade nos bioensaios com cipermetrina. Aisea@estas freqiéncias para o Estado de
Pernambuco, como um todo, demonstrou que houveassaiacdo da mutacao lle1l011Met
com a resisténcia (p=0,032), porém nao houve estacmc¢do com mutacdo Vall0l6lle
(p=2,943), com a andlise realizada através do tgstquadrado.

As mutacdes llel011Val e Vall016Gli ndo foram obmseas. A analise do sitio 982
revelou a presenca de uma substituicdo sinbnima®fATG) em 13 localidades, enquanto
que para o sitio 1014 nédo foi observada qualqudifioacdo, portanto as populacdes se
apresentaram monomorficas para estes sitios. Hemdtados demonstram que estas
mutacdes ndo estdo associadas com a resistérui@i@dide nas populacdes investigadas.

Os resultados obtidos com a realizacdo destelltiabaom relacdo ao perfil de
susceptibilidade das populacdes Aleaegypti e 0s mecanismos metabdlicos e moleculares
observados podem ser visualizados em conjuntdoetata.
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Tabela 7- Frequéncia genotipica e alélica da mutacdo KeltOl1Met em populacbes dedes aegypti
provenientes de municipios do estado de Pernambusogptiveis e resistentes ao piretréide cipeimaetr

- Frequéncia
Genotipo Alélica
Municipio/PE Fendtipo lle/lle lle/Met Met/Met  Total N lle  Met
F. de Noronha Susceptivel 7 (0,70) 3 (0,30) 0 (0,0) 10 20 0,85 0,15
Resistente 3(0,30) 7 (0,70) 0(0,0) 10 0,65 0,35
Recife Susceptivel 6 (0,66) 3(0,34) 0 (0,0) 9 18 0,84 0,16
Resistente 4(0,44) 5 (0,56) 0 (0,0) 9 0,72 0,28
Ipojuca Susceptivel 3(0,38) 5(0,62) 0 (0,0) 8 17 0,69 0,31
Resistente 6 (0,66) 3(0,34) 0 (0,0) 9 0,84 0,16
Olinda Susceptivel 9 (1,0 0 (0,0) 0 (0,0) 9 18 1,0 0,0
Resistente 8 (0,88) 1(0,12) 0 (0,0) 9 0,95 0,05
G. do Goita Susceptivel 8 (0,80) 2 (0,20) 0 (0,0) 10 20 0,90 0,10
Resistente 5 (0,50) 5 (0,50) 0 (0,0) 10 0,75 0,25
S.C.do Susceptivel 4 (0,40) 6 (0,60) 0 (0,0) 10 17 0,70 0,30
Capibaribe Resistente 4 (0,57) 3(0,43) 0 (0,0) 7 0,78 0,22
Agrestina Susceptivel 1 (0,10) 9 (0,90) 0 (0,0) 10 18 0,55 0,45
Resistente 3(0,37) 5(0,63) 0 (0,0) 8 0,68 0,32
Itaiba Susceptivel 6 (0,60) 4 (0,40) 0 (0,0) 10 20 0,80 0,20
Resistente 2 (0,20) 8 (0,80) 0 (0,0) 10 0,60 0,40
Caruaru Susceptivel 6 (0,60) 4 (0,40) 0 (0,0) 10 20 0,80 0,20
Resistente 7 (0,70) 3(0,30) 0 (0,0) 10 0,85 0,15
Cedro Susceptivel 3(0,30) 7 (0,70) 0 (0,0) 10 20 0,65 0,35
Resistente 4 (0,40) 6 (0,60) 0 (0,0) 10 0,70 0,30
Salgueiro Susceptivel 4 (0,40) 6 (0,60) 0 (0,0) 10 20 0,70 0,30
Resistente 0 (0,0) 10 (1,0) 0(0,0) 10 0,50 0,50
A. daIngazeira  Susceptivel 7 (0,70) 3(0,30) 0 (0,0) 10 16 0,85 0,15
Resistente 1(0,16) 5(0,84) 0 (0,0) 6 0,60 0,40
S. J. do Egito Susceptivel 3(0,30) 7 (0,70) 0 (0,0) 10 20 0,65 0,35
Resistente 2 (0,20) 8 (0,80) 0 (0,0) 10 0,60 0,40
S. Talhada Susceptivel 2 (0,20) 8 (0,80) 0 (0,0) 10 20 0,60 0,40
Resistente 1(0,10) 9 (0,90) 0 (0,0) 10 0,55 0,45
Arcoverde Susceptivel 4 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 24 1,0 0,0
Resistente 13 (0,65) 7 (0,35) 0 (0,0) 20 0,82 0,18
Petrolina Susceptivel 7 (0,70) 3(0,30) 0 (0,0) 10 20 0,85 0,15
Resistente 1 (0,10) 9 (0,90) 0 (0,0) 10 0,55 0,45
Total Susceptivel 80 (0,53) 70 (0,47) 0(0,0) 150 308 0,77 0,23
Resistente 64 (0,40) 94 (0,60) 0 (0,0) 158 0,70 0,30

Fonte: Elaborada pela autora
Legenda:N=Numero de fémeas; S= Susceptivel; R=Resistdptesbleucina; Met=Metionina
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Tabela 8 Frequéncia genotipica e alélica mutacdo Kdr Vall0l6lle em populaces Aleles aegypti
provenientes de municipios do estado de Pernansusmeptiveis e resistentes ao piretréide cipemaetri

- Frequéncia
Gendtipo Alédlica
Municipios/PE Fendtipo Val/Val Vall/lle lle/lle Total N Val lle
F. de Noronha Susceptivel 9 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 9 19 1,0 0,0
Resistente 9 (0,90) 1(0,10) 0(0,0) 10 0,95 0,05
Recife Susceptivel 6 (0,67) 3(0,33) 0 (0,0) 9 20 0,84 0,16
Resistente 11 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 11 1,0 0,0
Ipojuca Susceptivel 8 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 8 18 1,0 0,0
Resistente 10 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 10 1,0 0,0
Olinda Susceptivel 8 (0,88) 1(0,12) 0 (0,0) 9 19 0,95 0,05
Resistente 7 (0,70) 3(0,30) 0 (0,0) 10 0,85 0,15
G.do GoitA  Susceptivel 9 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 9 19 1,0 0,0
Resistente 10 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 10 1,0 0,0
S.C.do Susceptivel 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 16 1,0 0,0
Capibaribe Resistente 6 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 1,0 0,0
Agrestina Susceptivel 10 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 10 18 1,0 0,0
Resistente 8 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 8 1,0 0,0
Itaiba Susceptivel 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 20 1,0 0,0
Resistente 8 (0,80) 2 (0,20) 0 (0,0) 10 0,90 0,10
Caruaru Susceptivel 8 (0,80) 2 (0,20) 0 (0,0) 10 20 0,80 0,20
Resistente 7 (0,70) 3(0,30) 0 (0,0) 10 0,85 0,15
Cedro Susceptivel 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 20 1,0 0,0
Resistente 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 1,0 0,0
Salgueiro Susceptivel 9(1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 9 17 1,0 0,0
Resistente 8 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 8 1,0 0,0
A. da Ingazeira Susceptivel 10 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 10 16 1,0 0,0
Resistente 6 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 1,0 0,0
S.J.do Egito  Susceptivel 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 20 1,0 0,0
Resistente 10 (1,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 10 1,0 0,0
S. Talhada  Susceptivel 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 20 1,0 0,0
Resistente 10 (1,0) 0(0,0) 0(0,0) 10 1,0 0,0
Arcoverde Susceptivel 1 (0,50) 1 (0,50) 0 (0,0) 2 22 0,75 0,25
Resistente 10 (0,50) 4 (0,20) 6(0,30) 20 0,60 0,40
Petrolina Susceptivel 7 (0,70) 3(0,30) 0 (0,0) 10 20 0,85 0,15
Resistente 6 (0,60) 4 (0,40) 0 (0,0) 10 0,80 0,20
Total Susceptivel 135 (0,93) 10 (0,07) 0 (0,0) 145 304 0,96 0,04
Resistente 136 (0,85) 17 (0,11) 6 (0,04) 159 0,91 0,09

Fonte: Elaborada pela autora

Legenda:N=Numero de fémeas; S= Susceptivel; R=Resistertls; Valina; lle=isoleucina
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Tabela 9-Perfil de susceptibilidade de populagGesAddes aegypti de municipios do estado de Pernambuco aos insetigdimicos temephos, diflubenzuron e
cipermetrina, bem como a classificacdo da atividamiematica e frequéncias alélicas das mutagbesliEti®11Met e Vall016lle, mecanismos de resisténcia
investigados neste trabalho.

Exp. em Temephos Diflubenzuron Cipermetrina Enzimas de detoxificacédo F.alélicad F. alélica

campo
Populacdo Clgs IEgs Status GST wo-est P-est p-est MFO lle Met Val lle
Rockefeller RF 1,0 1,0 S RF RF RF RF RF RF RF RF RF
F. Noronha Bti 2,4 1,7 R MA A MA | I 065 035 095 0,05
Recife Temephos/Bti 7.1 2,4 R A [ | | Il 072 028 10 0,0
Olinda Temephos 18,0 NA R MA [ MA | I 095 0,05 085 0,15
Ipojuca Temephos 21,4 NA R MA | A | | 0,84 0,16 1,0 0,0
G. do Goita Temephos 72,0 NA R A A A I | 0,75 025 1,0 0,0
Agrestina Temephos 212,6 NA R MA A A I A 068 032 1,0 0,0
S. C. do Capibaribe Temephos 142.4 NA R MA A MA I Il 078 022 10 0,0
Itaiba Temephos 120,2 2,2 R A A A I | 0,60 0,40 0,90 0,10
Caruaru Temephos 240,1 4,7 R MA  MA A | Il o085 015 085 0,15
Salgueiro Temephos 60,0 1,3 R MA [ MA | A 050 050 1,0 0,0
Cedro Temephos 132,7 2,7 R MA A A | MR o070 030 1,0 00
A. da Ingazeira Temephos 120,6 NA R MA MA MA A I 060 040 1,0 0,0
S. J. do Egito Temephos 124,7 NA R MA [ A | A 060 040 1,0 0,0
Araripina Temephos 2527 NA NA A MA A | | NA NA NA NA
S. Talhada Temephos 200,2 4,5 R MA  MA A | Il 055 045 1,0 0,0
Arcoverde Temephos 222,6 NA R A MA A | | 0,82 0,18 0,60 0,40
Petrolina Temephos 38,9 31 R MA I A I I 0,55 0,45 0,80 0,20

Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Exp. em campo= inseticidas as quais as populdof@s expostas em campRE= coldnia de referéncia; Gi= concentragdo letal para 95% das larvas;
IEqs= inibicdo de emergéncia para 95% dos adultos;eRistente; S= susceptivel; GST=glutationa-S-traaséa-est= alfa esterase; P-est= PNPA esterfasst:
beta esterase; MFO=oxidases de funcdo nilgl; MA#onalterada; A= alteradd; |= inalterada; F. aktic Frequéncia alélica da mutacdo Kdr lle1011Met em
individuos resistentes; F. alélfeaFrequéncia alélicda mutacdo Kdr Val1016lle em individuos resisterifesisoleucina; Met=Metionina; Val= Valina; NA=5n
avaliado.
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8 DISCUSSAO

Neste trabalho, foram estudadas dezessete popslagi. aegypti do estado de
Pernambuco quanto ao perfil de susceptibilidadéfeaetites inseticidas quimicos. Destas,
dezesseis populacdes estdo resistentes ao ten@Ephapenas uma excecao, a populacdo de
Fernando de Noronha. Porém é importante ressaléaeiq) cumprimento a legislacéo prevista
para Area de Protecdo Ambiental (APA) como é o asarquipélago de Fernando de
Noronha ndo é permitido uso de inseticidas quimiSesndo assim o controle larvario Ae
aegypti nesta localidade € feito, desde 2003, com o bicides Bti. Dentre as populacdes
resistentes, apenas a de Recife/PE apresentouadodgivel de resisténcia ao temephos, e as
demais mostraram niveis altos, na maioria das vez®sRR > 100. O resultado observado
para a populacdo de Recife de certa forma era asfpeuma vez que, desde o biénio
2002/2003 a pressao de selecéo exercida pelo nsimwo do temephos foi retirada devido a
sua substituicdo pelo larvicida biologico Bti (BRIRS2006b).

A reducdo nosiveis de resisténcia ao temephos em outras lec&lbrasileiras onde
houve a substituicdo pelo Bti, tem se dado de fdemia (BRAGA et al., 2004; LIMA et al.,
2011). Estudos que mostram o acompanhamento dgaedia resisténcia em populacdes
naturais deA. aegypti em outros paises sédo escassos. Wirth e Georgh®®9)( mostraram
que em uma populacdo desta espécie na ilha deldarto Caribe, a reversibilidade da
resisténcia, mediada apenas pela auséncia da préssselecdo a este organofosforado, se
deu em longo prazo, pois a razéo de resisténaiadmi6,8 para 8,5 vezes, 10 anos apos a
primeira andlise. Estudos recentes sugerem queapaoapleta e rapida reversibilidade da
resisténcia ao temephos, além da supressdo do aismordposto, uma alternativa € o
cruzamento com individuos susceptiveis (MELO-SANTDAI., 2010).

As populacbes que se destacaram por apresentds nmiuéo elevados de resisténcia
ao temephos foram: Caruaru, Serra Talhada, Araiphgrestina e Arcoverde apresentando
RR acima de 200 vezes. Em outras localidades neilBearesisténcia ao temephos esta
amplamente disseminada e 0s niveis registrado2Qdt2 sao varidveis, e mesmo aqueles
classificados como altos (> 10 vezes) séo infesia@s observados nas populagdes avaliadas
no presente estudo (BESERRA et al., 2007; BRAGAl.e2004; FONTOURA et al., 2012;
LIMA et al., 2006; LIMA et al., 2011; LIMA et al.2003; MELO-SANTOS et al., 2010;
MONTELLA et al., 2007). A dinamica do estabelecinteda resisténcia pode estar ligada a
varios fatores, entre eles, o histérico do usandeticida, o nivel preexistente de sensibilidade
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ao composto, a frequéncia e heranca dos genesdigadtsisténcia e a co-selecdo de distintos
mecanismos de resisténcia na mesma populacdo (HEWIAY et al., 2004).

O histérico de uso do temephos relatado para aslagiEes pernambucanas nos
permitiu verificar que existem diferencas destesoomo nos diferentes municipios. A
quantidade de produto utilizada pode variar em &ndo numero de imoveis de cada
localidade, nimero de criadouros que necessitatratignento, bem como o volume de cada
criadouro. Apesar de ndo termos acesso a estamagoes, bem como a quantidade utilizada
destes produtos nos anos anteriores a 2007, catadws disponiveis foi possivel verificar
uma associagdo entre o consumo do produto de oadidhde e o nivel de resisténcia de
cada populagéo. As alteragdes de susceptibilidade importantes foram as observadas nas
localidades com mais de 15 anos de uso conseaddiaroduto, levando em consideracéo
que este produto tem sido usado rotineiramenteed&3€6. Nestes casos, € recomendada a
interrupcdo do uso do composto e a introducéo deraduto com modo de acéo distinto
para a reducdo de gendtipos resistentes.

Estes resultados sugerem que a ineficiéncia naatenpopulacional dé\. aegypti
pode estar ocorrendo nestas, e em outras locaiddel®ernambuco, que continuam com o
uso do temephos. Esta possibilidade também encoesfzaldo técnico na avaliagdo de
Montella et al. (2007), no qual é sugerida umacéade baixa eficiéncia dos produtos a base
de temephos e a resisténcia elevada (> 10 vezesteainseticida. Lima et al. (2011)
demonstraram que para a populacdo de Barbalhad@GERK = 30, a dosagem da formulagéo
do temephos, em granulos de areia, recomendad@®p&l®, eliminava as larvas por apenas
20 dias consecutivos, um periodo muito inferioestabelecido para o ciclo de reaplicacdo do
produto (60 dias). Assim, é relevante discutir ideae do uso de inseticidas sem avaliagbes
periodicas de sua efetividade em campo e sua regsgtc sobre os esforcos e o desperdicio
de recursos publicos, humanos e financeiros, eragosgpara o controle do mosquito da
dengue. Atualmente, por exemplo, o governo brasilgasta mais de um bilhdo de reais com
o controle do vetor no pais anualmente, e nem sersfo avaliados se o0s resultados
esperados estdo sendo alcancados (BARRETO eD&l.).2

Melo-Santos et al. (2010) afirmaram que niveisnadantes de resisténcia poderiam ser
uma consequéncia da estruturacéo técnico-ciengficavocada do Programa, o qual impds
uma alta presséo de selecao de resisténcia aoliemppr seu uso extensivo e intensivo, sem
uma avaliacdo de rotina da eficacia dos produtesectiais em campo, ou mesmo um
esquema de rotatividade com inseticidas de oulessas quimicas ou outros agentes de

controle. Neste contexto, € importante lembrar @uesisténcia a inseticidas quimicos é um
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problema que tem atingindo de forma importanterogmamas de controle de aegypti no
mundo e esta bem documentado para paises da degidaribe, desde o final da década de
1980 (GEORGHIOU et al.,, 1987; RAWLINS, 1998; RAWIIN RAGOONANSINGH,
1990). Outro exemplo de elevados niveis de resistéao temephos foi descrito por
Marcombe et al. (2012) em nove populacdeshdaegypti das ilhas Martinica, com RR
variando entre 26,27 e 152,88, locais onde o tepwepbi utilizado por décadas até sua
substituicio em 2009 pel8acillus thuringiensis israelensis. Rodriguez et al. (2007),
demonstraram que seis de oito populacdes latinsicemas estudadas apresentaram alta
resisténcia ao temephos, com excecdo das populpgdesientes da Nicaragua e Venezuela
que apresentaram resisténcia moderada. Populagebas aggypti resistentes ao temephos
também foram descritas recentemente no Brasil (GANIRA et al., 2013) e em Costa Rica
(BISSET et al., 2013), Cuba (BISSET et al., 20Bblivia (BIBER et al., 2006), Colémbia
(GRISALES et al., 2013; OCAMPO et al, 2011; SANTAOOMA; CHAVES;
BROCHERO, 2012), Argentina (LLINAS et al., 2010),Falvador (LAZCANO et al., 2009),
india (SHETTY; SANIL; SHETTY, 2013; TIKAR et al.,0p9), Malasia (LOKE et al., 2010),
Trinidad (POLSON et al., 2011) e Tailandia (KOMALASRA et al., 2011).

Os testes utilizando a cipermetrina, um dos addiétsc aplicados comumente para o
controle deA. aegypti no Brasil, demonstraram que todas as populacéesndmicipios do
estado de Pernambuco estdo resistentes a este stompadiltima leitura do ensaio (24 h),
quando o inseto ndo esta mais em contato com ticidse foi a leitura escolhida para o
diagndstico da resisténcia, por conta do efeitalelemaio temporario dos mosquitos, que
poderia ser confundido com a mortalidade. Se obs®s, apds trinta minutos de exposi¢ao
(tempo letal para Rockefeller), apenas nove dassders populacdes seriam classificadas
como resistentes, e apos 120 minutos apenas duwasan nesta classificacdo. Observando a
mortalidade apenas nestes tempos poderiamos inferdiagnostico errado sobre o perfil de
susceptibilidade destas populacdes. Apos 24 hasmspopulacdes que apresentaram 0sS
menores percentuais de mortalidade, inferiores%, 36ram as dos municipios de Petrolina
(Sertdo do Sao Francisco), Itaiba (Agreste), Amaere Serra Talhada (Sertdo). A aplicacéo
mensal de inseticidas piretrdides em pontos egica® como cemitérios, borracharias,
ferros-velho e outros, o uso em Ultra Baixo Volufd8V), como estratégia para interrupgéo
de transmissao viral, bem como a utilizagdo livee sprays pela populagdo podem ter
contribuido para a selecdo da resisténcia a cipenae Este ultimo fator pode estar
relacionado com a resisténcia a este composto gadanna populacdo d& aegypti de

Fernando de Noronha, visto que a populacdo tens@e@esuso de inseticidas quimicos sob a



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
82

forma de sprays para uso doméstico. Neste arqgipdémbém pode ocorrer a entrada de
mosquitos resistentes de outras localidades, camaexemplo, de Recife/PE, através dos
meios de transporte a ilha, favorecendo o fluxacgéantre estas populacdes Aleaegypti.
Fatores diversos como 0 uso de piretroides em anugg de controle de outros insetos
vetores (anofelinos e triatomineos) e pragas uhaiém da resisténcia cruzada com o DDT,
organoclorado que apresenta 0 mesmo sitio de agdpirgtroides, intensamente utilizado na
década de 60, podem ter contribuido no processsetdzdo da resisténcia nas demais
localidades.

Apesar da deteccdo da resisténcia a cipermetringoéas as populacdes avaliadas,
nao foi possivel correlaciona-la com o volume @l deste inseticida em cada localidade.
Vale ressaltar que a definicdo do perfil de susib#ipbde destas populacdes foi feita por um
teste diagnostico, logo ndo quantifica a resis&nei possivelmente o célculo apenas do
percentual de mortalidade ndo seja o parametro pdea verificar esta correlacao.

A resisténcia de populacfes Aleaegypti a outros piretréides como a deltametrina tém
sido demonstrada em outras pesquisas. Marcombe (20&1) detectaram resisténcia a este
piretréide nas nove populacdes estudadas dasMbemica. Segundo estes autores o uso de
piretroides deve ser reconsiderado como estratégieontrole de adultos nesta ilha. Uma
avaliacao realizada na Costa Rica demonstrou gquiuas populacdes estudadas estavam
resistentes a deltametrina apesar de estarem sivetep cipermetrina (BISSET et al., 2013).
Segundo Polson et al. (2011) cinco populacbesA.daegypti de oito avaliadas estavam
resistentes a permetrina. Outros pesquisadoresr@radam que a resisténcia compromete o
sucesso das intervengcdes de controle, impactandegetivamente, como foi descrito em
campanhas adulticidas no Caribe (HARRIS; RAJATILEKBANSON, 2010; POLSON et
al., 2011).

No Brasil, nossos resultados se assemelham aosteadms por Lima et al. (2011),
cujas populacdes de Crato e Barbalha, municipiosestado do Ceara, também estdo
resistentes a cipermetrina. Alteracdo na suscégéile de populacdes de aegypti a este
inseticidaem outros municipios brasileiros ja foram desciuesde 2001 (DA-CUNHA et al.,
2005). Segundo estes autores, de quinze populapd@mdas de diferentes municipios
brasileiros, treze estavam resistentes e elesafirque este tipo de resisténcia se desenvolve
de forma rapida. Estes resultados alertam tambénpodera haver uma resisténcia cruzada a
outros compostos da classe dos piretroides nesf@adggdes, como a deltametrina e-a
cipermetrina, cujos mecanismos de acdo sdo 0s rseslaocipermetrina e, portanto a

substituicao do adulticida no &mbito do PNCD dexrefaita com muita cautela.
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A resisténcia encontrada em nosso trabalho pareplens e cipermetrina parece estar
relacionada com o mecanismo de resisténcia metabddivido a acdo enzimatica, visto que a
maioria das populacdes investigadas apresentamagealtrés enzimas com perfis alterados
ou muito alterados. Diversos estudos demonstranmrgpeanismos de resisténcia metabdlica
foram identificados em populacdes de vetores, pargorincipais classes de inseticidas
utiizados em seus programas de controle, incluiretganofosforados, piretroides,
carbamatos e DDT (HEMINGWAY, 2000; HEMINGWAY; RANS®O 2000; LIMA et al.,
2011; MONTELLA et al., 2007).

Nesta avaliagdo todas as populacdes apresentarisdeeGSTs alterados ou muito
alterados. As GSTs frequentemente estdo relacisr@ma a resisténcia aos piretroides, como
a cipermetrina (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005)e¢ todas as populacbes
avaliadas apresentaram-se resistentes a este domgestas enzimas também estdo
envolvidas na detoxificagdo de organofosforadosNVAS et al., 2002) e no metabolismo
do DDT (LUMJUAN et al., 2005). No Brasil, organo@dos estavam sendo utilizados desde
1940 no controle esporadico de aegypti durante as campanhas contra a febre amarela
(LOWY, 1998). O uso de piretroides no controle desgpécie foi iniciado em 2001, e neste
mesmo ano, com a primeira avaliacdo realizada Relde MoReNAa, j4 foi detectada
resisténcia a este grupo, e também alteracfesvidade metabdlica das GSTs (DA-CUNHA
et al., 2005). Estas alteracdes podem ser atribdidaanutencao, nas populacdes, dos alelos
de resisténcia que foram selecionados através doiniensivo do DDT, bem como a
migracéo de individuos portadores de genes daé&esia de outras localidades, para o Brasil
(MONTELLA et al., 2007). Outra enzima que pode estdacionada com a resisténcia aos
piretroides é a PNPA esterase. Segundo Montellal.e(2007), durante trés avaliagfes
realizadas, em diferentes anos, da atividade dmstema em populacdes brasileiras Ale
aegypti, foi observado um aumento na atividade enzim@tc®NPA esterase e, a0 mesmo
tempo, uma reducdo das atividades das outras sstendo periodo apos a introdugédo dos
piretroides, em substituicdo aos organofosforadmsio adulticidas em 2001. Segundo estes
autores, nestas populacdes, a presenca simult&nddedentes esterases, e a dinamica da
atividade da PNPA-esterases é distinta dos padiéesEST e [3-EST, sendo observado
inclusive um aumento na atividade da PNPA-estesilasiengo do monitoramento, que pode
estar mais relacionado a resisténcia a piretrdldegue aos organofosforados. Estudos mais
detalhados sobre a acéo desta enzima sohretabolizagdo de inseticidas sdo necessarios

para o melhor esclarecimento destas questdes.
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Apenas uma das populacdes estudadas em Pernargmesentou alteracdo pdia
esterase, a de Afogados da Ingazeira. Esta populagdno a maioria das outras foi
classificada como altamente resistente ao temeptsosnzimasi-esterases foram as que se
apresentaram atividade elevada ou muito elevadéasEsnzimas podem estar mais
relacionadas com a resisténcia ao temephos, vistong maioria das populagdes com alta
resisténcia a este inseticida a atividade destaman se apresentou elevada. De acordo com
a literatura, alteracdes nas esterases estaoorsaeis com a resisténcia a organofosforados
(FIELD; HITCHEN; REES, 1984; MAZZARRI; GEORGHIOU,995; RODRIGUEZ et al.,
2002).

As populacdes de Salgueiro e de S&o José do Epesar de ndo apresentarem
alteracdo emn-EST e B-EST, foram duas entre as quatro populagbes quesamaram
alteracdo das monoxigenases. As enzimas monoxEenado enzimas que podem
metabolizar todos os tipos de xenobidticos. Traimlte Bisset et al. (2001) e Rodriguez et
al. (1999) nao relacionaram a resisténcia aos ofgaforados com alteragcbes nas
monoxigenases. No entanto, Braga et al. (2005) dériguetti et al. ( 2008) detectaram
alteracbes da MFO em populacdes brasileiras ratsteao0 temephos e a cipermetrina.
Segundo estes ultimos autores, alteracbes nestsedi® enzima sugerem cautela no uso de
inseticidas alternativos como reguladores do ameseio de insetos (IGRs), devido a possivel
ocorréncia de resisténcia cruzada. Como enzimasitieantes pertencem a superfamilias de
numerosos genes e frequentemente diferentes enzimdszem os mesmos metabalitos,
muitas vezes o0 aumento da atividade de um tipanden@ pode conduzir a uma resisténcia
cruzada entre diferentes classes de inseticidaBl§ON et al., 2002; RANSON et al., 2011).

Verificamos em nossos ensaios que uma populac@o abgypti apresentou alteracéo
na sensibilidade da acetilcolinesterase, quandgamda a Rockefeller, segundo o critério
definido pelo Ministério da Saude em 2006. No etotan critério definido pela Organizacéo
Mundial de Saude indica que as populagfes.damegypti s6 devem ser classificadas como
apresentando acetilcolinesterase insensivel, quands de 30% de seus individuos
apresentarem inibicdo da atividade desta enzimaresenca do propoxur (HEMINGWAY,
1998). Seguindo este critério, a populacdo de Sé&se¢ Jdo Egito ndo apresenta
acetilcolinesterase insensivel. Uma pesquisa gtectde insensibilidade nesta enzima em
quatro populagcbes d& aegypti utilizou os mesmos critérios utilizados pela redeRdNAa
(POLSON et al., 2011). Esta classificacdo ndo fi@gaada para esta enzima. As diferencas

de respostas, observadas em funcao dos diferamttasos disponiveis, sdo comuns e foram
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discutidas em Medeiros (2011). Sugerimos que sasifilzscdo utilizada pela Organizacdo
Mundial de Saude também seja utilizada em casaidda a respeito da sensibilidade desta
enzima, para que tenhamos uma real associacaoadeatderistica com a resisténcia. Outra
investigacdo importante é a analise da presengautkcdes em ensaios moleculares no gene
ace. A presenca de mutacdes neste gene ainda naetéutalda em populacdesAleaegypti.

Utilizamos nesta avaliacdo populagcdes com difesemzdes de resisténcia ao
temephos e diferentes perfis enzimaticos, para mficagdo da susceptibilidade ao
diflubenzuron. Este estudo trouxe pela primeira wem avaliacdo de linha de base dose-
resposta para populacdes Aleaegypti, e estas respostas podem contribuir na elabogao
um critério de classificagdo da resisténcia pata esmposto, visto que atualmente o Unico
critério utilizado é o do temephos, elaborado p@zkéri e Georghiou (1995Além disto,
estes dados servem de base para monitoramentossfuias localidades onde o uso ja esta
fazendo parte da rotina e em outras localidadesigpga irdo utiliza-lo.

Resisténcia a compostos ISQs sao mais freqlentéemtura em lepidépteros pragas
da agricultura, paraMusca domestica e Lucilia cuprina (CERF; GEORGHIOU, 1974;
ISHAAYA; KONTSEDALOV; HOROWITZ, 2003; KOTZE; SALES;BARCHIA, 1997,
PIMPRIKAR; GEORGHIOU, 1979; SAUPHANOR et al., 200(Em um experimento
realizado por Ishaaya et al. (2003), utilizandoattas de Spodoptera littoralis, foi
evidenciada resisténcia ao teflubenzuron, quatzevenaior na populagcdo de campo, quando
comparada a populacdo de laboratério, porém estamenepopulacdo se apresentou
susceptivel ao novaluron. Outro trabalho, utilizared espécie de mosdaicilia cuprina,
demonstrou resisténcia cruzada ao diflubenzurom @ganofosforado diazinon, com razdes
de resisténcia de 16 e 25 vezespectivamente. Estes autores correlacionarasisténcia
com a atividade enzimatica das monoxigenases (KQTZALES; BARCHIA, 1997).
Segundo Sauphanor et al. (2000) o aumento na fMnegiiéde tratamentos com o
diflubenzuron € um fator preponderante para o atorsgnresisténcia. Os autores observaram
que 36 populacbes d€ydia pomonella, lagarta praga do cultivo de macgés, estavam
resistentes ao diflubenzuron e o uso intenso ddypooestava correlacionado com esta
resisténcia.

Uma pesquisa realizada por Fontoura et al. (20a@®) populacdées dA. aegypti no
Brasil, demonstrou que quatro populacdes que apeesan niveis moderados a altos de
resisténcia ao temephos, foram consideradas siusgiso novaluron, com RR variando
entre 0,83 a 1,71. Segundo estes autores ndo botretacao entre resisténcia ao temephos e

ao novaluron. No nosso estudo, observamos quelosesale Ris variaram de 1,3 a 4,7,
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estas variacbes podem ser consideradas como satigacada populagédo, visto que a

utilizacdo do diflubenzuron ainda esta no inicia guantidade usada pode ainda néo ter
ocasionado forte pressdo de selecdo nas populdedzsmpo. O municipio de Serra Talhada

foi o Unico dos municipios avaliados que estavarfde o uso deste produto ha dois anos do
periodo de coleta destas amostras em campo, enfioin@ipio que usou a maior quantidade

deste produto neste periodo. Apesar desta obserfiagé evidenciado que, neste momento

da avaliacdo, ndo houve correlacdo entre a qudetidaste produto e a razéo de resisténcia
ao mesmo. A auséncia desta correlacdo também podeld influenciada pelo fato de que a

coleta da maioria das amostras foi feita nos mpigsiantes do uso deste produto.

No entanto observamos que houve correlagéo posititra as RRs do temephos e do
diflubenzuron. O uso de um composto quimico podeiir a resisténcia a outro composto,
caso 0S mesmos mecanismos de resisténcia estejaolvidos, caracterizando uma
resisténcia cruzada. As populacdes de Caruarura $alhada foram as que apresentaram
maiores razOes de resisténcia ao diflubenzuron tas eduas populagbes apresentam
caracteristicas similares como, razbes de resiat@uctemephos acima de 200 vezes, e 0
mesmo perfil enzimatico para GSTs (muito alteradalp esterases (muito alteradas) e
PNPA esterases (alteradas). Sugerimos que estasiasnpodem estar envolvidas na
metabolizacdo destes compostos.

Atualmente o Ministério da Saude recomenda o usamal@luron no PNCD. Este
produto foi também liberado pela Organizacdo MundiéaSalde para uso em agua potavel
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008b.). Com o usmais frequente dos I1SQs, a
rede MoReNAa recomenda que os perfis de suscegdidd das populagcbes a estes
compostos sejam monitorados. No entanto, aindade8oonhecidos quais valores de RRs
representariam algum indicio de resisténcia, p@e eBxiste no Brasil uma avaliacdo
abrangente sobre a atividade dose-resposta d&3sphra populacdes Aeaegypti. Ainda
assim, 1ISQs sdo recomendados como primarios nétaigio ao temephos nos municipios
estratégicos ou naqueles onde o temephos ndo eseafa mais eficaz. No nosso estado,
apenas quatro municipios sdo monitorados pelaMefeNAa e nos anos de 2009 a 2011,
oito municipios passaram a utilizar estes ISQsmatks descritos nesta avaliagdo, 0s
municipios de Jaboatdo dos Guararapes e Morenctarfiberam o uso destes compostos
sem nenhum estudo prévio sobre o perfil de suduktide populacional. Esta substituicao
esta ocorrendo de forma lenta, e muitos municigioginuam com o uso do organofosforado
e ao mesmo tempo nao se conhece a real efetividtadilubenzuron/novaluron, tomados

agora como produto primério no controleAleaegypti. Um experimento realizado no Brasil,
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para avaliar a atividade residual do diflubenzurem testes simulados de campo, com
renovacdo diaria de 20% do volume de agua, denmansjue a inibicdo de 100% da
emergéncia dos adultos aconteceu por apenas 19Caias 30 dias, a taxa de inibicdo foi de
98,2%, com 46 dias, 86% e com 71 dias este peueraiu para 66% (GARCIA NETO et
al., 2013). Segundo os autores, esta foi uma atiedsatisfatoria para o diflubenzuron, mas
devemos levar em conta que o periodo de re-apbadgdproduto em campo é de dois meses
e durante este periodo os depositos tratados péidenmcom uma baixa cobertura residual
deste produto. Além deste aspecto, existem difasetento relacionadas ao clima de cada
localidade, como variagdes no nivel de susceptdie de cada populagéo, fatores que podem
interferir ainda mais em sua persisténcia em carmNps. populacdes avaliadas neste estudo,
por exemplo, fica clara a diversidade de respodi@sto aos inseticidas, quanto aos
mecanismos metabolicos envolvidos na resisténemodstrando que as heterogeneidades
populacionais podem ter consequéncias em um pragdansontrole.

A avaliacdo da frequéncia de mutacdes relacionadaslteracdes do sitio-alvo no
canal de sodio demonstrou que a mutacdo llel011dMet mais relevante por estar
disseminada em todas as populacdes estudadasnilisigio esta associada com a resisténcia
a cipermetrina nas populacdes de Petrolina e Sadgaecom 0s municipios avaliados do
estado de Pernambuco que, em conjunto, também déai@am esta associacdo. Existem
pesquisas que mostram que a substituicdo de uheacsma por uma metionina ou valina no
sitio 1011 (dominio 11S6) ainda nédo esta claramemf@cionada com a resisténcia a
piretréides (BRENGUES et al.,, 2003; MARTINS et &009b), sugerindo que outros
mecanismos de resisténcia podem estar envolvidaso,cpor exemplo, o metabdlico,
mecanismo também investigado neste trabalho. Nantmt num trabalho mais recente,
utilizando a expressao do canal de sdd# de A. aegypti em od0citos dexenopus, mostrou
que a presenca desta mutacédo reduz significatiienegesensibilidade do canal de sédio a
permetrina, bem como a presencga de outras mut&giadas, Vall016Gly e Phel534Cys e
em conjunto, Ser989Phe com Vall016Gly, Vall016QGiyn cAspl763Tyr, re-afirmando a
importancia da presenca destas mutacdes na resastéeste composto (DU et al., 2013).

A mutacdo Vall016lle apesar de ndo estar presentto@as as populacdes, esteve
presente em homozigose na populagédo de Arcoveogelgtdo em que houve maior nimero
de fémeas sobreviventes a agdo do adulticida. Aplessa mutacéo ter sido associada com a
resisténcia em estudos anteriores, Du et al. (20&@jonstraram que sua presenca permite a

ligacdo tanto de permetrina como de deltametrineamal de sédio.
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Estas duas mutacbes foram descritas por Saavedrigler et al. (2007) em
populacdes latino americanas Aeaegypti e no Brasil foram descritas por Martins et al.
(2009a, 2009b) e Lima et al. (2011). Algumas destadiacfes também demonstraram a
associacdo destas mutacfes com a resisténcia.edenpg estudo também foi observada a
presenca das mutacdes Vall016lle e llel011Met,nelmiduos que apresentaram fendtipos
susceptiveis e resistentes, o que dificultou acéess@o destas mutagcbes com a resisténcia
encontrada nas populacfes avaliadas. Talvez amoiéocia, que ocorre quando ambos 0s
alelos estdo se expressando, possa estar envobagdienotipos encontrados. Ramphul et al.
(2009) demonstrou que populagcbesAdegambiae que apresentavam a mutagéo Leul014Ser
eram resistentes ao DDT. Segundo estes autoresanga desta mutacdo esté relacionada a
um efeito co-dominante, em individuos heterozigotqee resultavam num fenaotipo
intermediario. Além deste fator o aumento do nunarmstral e o background haplotipico
poderiam trazer mais associagoes entre estas reatagresisténcia.

Nesta avaliacdo ndo observamos a presenca dasoesilagu1014Fen e Leul014Ser.
Estudos anteriores esclarecem @ueaegypti ndo apresenta substituicbes de aminoacidos no
sitio classico KDR 1014, ao contrario de muitosrasitinsetos ou mesmo mosquitos dos
génerosAnopheles e Culex (WEETMAN et al., 2010). Isto ocorre provavelmentaque o
sitio 1014 do canal de sédio Aeaegypti é codificado por um CTA, no lugar do codon ATT
descrito na maioria dos outros insetos. Por estdoraduas substituicdes simultaneas de
nucleotideos, mais dificeis de ocorrer, seriam segréas para mudar de Leucina (CTA) para
Fenilalanina (TTT) ou Serina (TCA) (MARTINS et a2009a; SAAVEDRA-RODRIGUEZ
et al., 2007). A mutacdo no sitio 982, apesar dsit® descrita para uma populacdoAde
aegypti, proveniente do Vietna e de estar associada coesisténcia a permetrina e lambda
cialotrina nesta localidade (BRENGUES et al., 20G&mbém nado foi encontrada nas
populacdes investigadas neste trabalho. As mutad@e8l1Val e Vall016Gli apesar de
serem descritas pard aegypti (BRENGUES et al., 2003; RAJATILEKA et al., 2008;
SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007) também né&o forantentradas e ndo hé relatos da
presenca destas mutacfes em populactAsadgypti no Brasil.

A mutacao Phel534Cys, com a substituicdo de unialéarina por uma cisteina, nao
foi avaliada neste trabalho. No entanto, ndo podegsquecer que outras pesquisas destacam
esta mutacdo como importante na resisténcia ar@ides e ao DDT (DU et al.,, 2013;
HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010; YANOLA et al., 2l). A presenca destas
mutaces pode comprometer o uso de piretréide®mivote vetorial, sendo recomendada a

continua investigacdo de sua presenca, bem comé@cala de suas freqiéncias para o
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monitoramento da resisténcia (MARTINS et al., 200BAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.,
2007; SODERLUND; KNIPPLE, 2003).

Diante da diversidade de respostas de cada popukagiiada neste estudo, fica
evidente que cada uma delas apresenta caracesiptculiares relacionadas com uma série
de fatores, tanto biolégicos, quanto aqueles mtacios a presséo de sele¢do ocasionada pelo
uso do inseticida, que nédo ocorre da mesma form#éodas localidades. Esta variedade de
respostas nem sempre faceis de interpretar, nipsiiadiferentes sao estas populacdes e que
diferentes também devem ser as estratégias utibzach seu controle, sendo inviavel o uso
de uma forma padrdo de controle para todas esf@adggées. O investimento no uso de
inseticidas no PNCD eleva os custos e ao mesmooter@p é avaliado o impacto destas
acOes dentro do programa. Como consequéncias otagd¢alhas das medidas utilizadas e as
substituicGes de produtos, devido a uma rapidaostgpdo mosquito, que tem uma ampla
diversidade genética. O genomaAd@egypti esta constituido por 15.419 genes (NENE et al.,
2007) e 235 séo genes envolvidos com no metaboltsmoompostos toxicos (STRODE et
al., 2008). Esta quantidade de genes exclusiva ganatabolismo mostra que esta espécie
esta preparada geneticamente para lidar com agsathaes ambientais e para responder
rapidamente a pressao imposta pelo uso de inseticllara continuar com o uso destes
compostos deve-se constantemente monitorar a gilsdatle deA. aegypti aos inseticidas
empregados no PNCD, bem como, as mutacdes ligadesisténcia e 0S genes expressos
apos a exposicao aos compostos inseticidas, parpapsa ser avaliada a efetividade do uso
destes produtos e para a tomada de decisdo dosegede saude quanto ao seu manejo.

Desta forma, para elaborar um programa inovaddicaze faz-se necessario adotar
acOes que reduzam significativamente, ou idealmguéesuperem a longa dependéncia do
uso de qualquer agente inseticida, visto que asgaie proliferacdo do mosquito devem ser o
principal alvo para o controle d& aegypti. Ao mesmo tempo deve ser potencializada a
integracdo de tecnologias ecologicamente viavdigdas ao melhoramento do saneamento
bésico e da ocupagdo dos espacos urbanos, a pEgéioi comunitaria/social efetiva e a
utilizacdo de métodos de controle biolégico e mecadirigidos a eliminacéo de ovos, larvas

e adultos, garantindo assim, a sustentabilidad@asamas.
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9 CONCLUSOES

a) Populacbes déedes aegypti, provenientes de dezessete municipios do Estado de
Pernambuco, apresentam resisténcia aos inseti@dephos e cipermetrina, ambos
empregados no PNCD. Apenas a populacdo de FerrEnBimronha foi susceptivel

ao larvicida temephos;

b) Os altos niveis de resisténcia das populacbed.daegypti ao temephos estdo
correlacionados com a quantidade deste produtzadd pelos municipios. Esta

situacao se encontra mais critica nas meso-red@ssrtdo e agreste pernambucano;

c) E este estudo trouxe uma avaliagéo de linha de d@s®resposta ao diflubenzuron
para populacbes dA. aegypti em Pernambuco, demonstrando que as populacdes
analisadas apresentam perfis variaveis de suseepto diflubenzuron entendidos

como naturais, devido a baixa pressao de seleeéte agente em campo;

d) Foi observada uma correlacédo positiva entre asesaisisténcia ao diflubenzuron e

ao temephos;

e) O mecanismo metabdlico esta envolvido com a remigtéaos inseticidas avaliados
nas populacdes d& aegypti, provenientes de municipios do Estado de Pernaméuc

insensibilidade na acetilcolinesterase nao foidata;

f) A resisténcia ao piretréide também estava assodadatacao llel011Met em duas

populacdes dA. aegypti;

g) Dentre as mutacdes no geva, a lle1l011Met foi a mais relevante, por ser eneala
em todas as populacbes avaliadas, em heterorigoger ter sido associada com a

resisténcia;

h) Estes achados evidenciam uma situacdo critica gpagéetividade de controle do
mosquito com o uso de inseticidas quimicos, vist® g resisténcia ao temephos e a

cipermetrina esta disseminada nas populacfes pbutamas.



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
91

REFERENCIAS

ADAMS, M. D. et al. The genome sequencéobsophila melanogaster. Science
Washington, v. 287, n. 5461, p. 2185-2195, 2000.

ALMEIDA, E. A. P. Padrao de oviposicao e ciclos gtybficos deAedes aegypti Linnaeus,
1762 eAedes albopictus Skuse, 1894 (Diptera: Culicidae) em Laborat@2ia03.
Monografia (Bacharelado em Ciéncias Biol6gicag)epartamento de Zoologia,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2003.

ALON, M. et al. Organophosphates' resistance irBtieotype ofBemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) is associated with a pamatation in an acel-type
acetylcholinesterase and overexpression of carbetgflase. Insect Biochemistry and
Molecular Biology Oxford, v. 38, n. 10, p. 940-949, 2008.

ANDRIGHETTI, M. T. M. et al. Effect of pyriproxyfem Aedes aegypti populations with
different levels of susceptibility to the organoppbate temephos. Dengue BulletBeneva,
v. 32, p. 186-198, 2008.

ARENSBURGER, P. et al. Sequencingtfiex quinquefasciatus establishes a platform for
mosquito comparative genomics. Scignd&ashington, v. 330, n. 6000, p. 86-88, 2010.

ASIH, P. B. et al. Existence of the rdl mutant ladeamong thé&nopheles malaria vector in
Indonesia. Malaria Journdlondon, v. 11, p. 57, 2012.

ATKINS, W. M. et al. The catalytic mechanism of githione S-transferase (GST).
Spectroscopic determination of the pKa of Tyr-9anhalpha 1-1 GST. Journal of Biological
Chemistry Baltimore, v. 268, n. 26, p. 19188-19191, 1993.

BARBOSA DA SILVA, J. et al. Dengue in Brazil: cunesituation and prevention and
control activities. Epidemiol BulletinVashington, v. 23, n. 1, p. 3-6, 2002.

BARBOSA, S.; BLACK, W. C. T.; HASTINGS, I. Challeeg in estimating insecticide
selection pressures from mosquito field data. Ne§lected Tropical DiseaseSan
Francisco, v. 5, n. 11, p. e1387, 2011.

BARRETO, M. L. et al. Successes and failures indatrol of infectious diseases in Brazil:
social and environmental context, policies, intatians, and research needs. Lantendon,
v. 377, n. 9780, p. 1877-1889, 2011.

BASS, C. et al. Detection of knockdown resistarkti)(mutations inPAnopheles gambiae: a
comparison of two new high-throughput assays wiikteng methods. Malaria Journal
London, v. 6, p. 1-14, 2007.

BECKER, N. et al. Mosquitoes and their conttdéw York: Kluwer Academic, 2003.

BELINATO, T. A. et al. Effect of triflumuron, a ctin synthesis inhibitor, oAedes aegypti,
Aedes albopictus andCulex quinguefasciatus under laboratory conditions. Parasites &
Vectors London, v. 6, n. 83, p. 1-7, 2013.



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
92

. Effect of the chitin synthesis inhibitaflimuron on the development, viability and
reproduction ofAedes aegypti. Memdrias do Instituto Oswaldo CrlRio de Janeiro, v. 104,
n. 1, p. 43-47, 2009.

BESERRA, E. B. et al. Resisténcia de Populacdesedes aegypti (Linnaeus) (Diptera:
Culicidae) ao Organofosforado Temefds na ParaitasilBNeotropical Entomology
Londrina, v. 36, n. 2, p. 303-307, 2007.

BIBER, P. A. et al. Laboratory evaluation of suddslity of natural subpopulations @edes
aegypti larvae to temephos. Journal of the American Mdsdoontrol AssociationFresno, V.
22, n. 3, p. 408-411, 2006.

BISSET, J. et al. The mechanisms of organophos@matearbamate resistanceCulex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) from Cuba. Bulletin of Entological Research
London, v. 80, p. 245-250, 1990.

BISSET, J. A. et al. Status of resistance to insielets and resistance mechanisms in larvae
from Playa municipality collected during the intefescampaign againgtedes aegypti in
Havana City, 2001-2002. Revista Cubana de MediCingical Habana, v. 56, n. 1, p. 61-66,
2004.

. Insecticide Resistance in TA@les aegypti (Diptera: Culicidae) Strains From Costa
Rica. Journal of Medical Entomologionolulu, v. 50, n. 2, p. 352-361, 2013.

. High esterases as mechanism of resistarmrganophosphate insecticidesAatles
aegypti strains. Revista Cubana de Medicina Tropiekbana, v. 53, n. 1, p. 37-43, 2001.

. Temephos resistance and esterase actiythg imosquité\edes aegypti in Havana,
Cuba increased dramatically between 2006 and 2088ical and Veterinary Entomology
Oxford, v. 25, n. 3, p. 233-239, 2011.

BLACK, W. C. T. et al. The Yin and Yang of linkagesequilibrium: mapping of genes and
nucleotides conferring insecticide resistance geat disease vectors. Advances in
Experimental Medicine and BiologiNew York, v. 627, p. 71-83, 2008.

BLOOMQUIST, J. R. lon channels as targets for itisgtes. Annual Review of
Entomology Palo Alto, v. 41, p. 163-190, 1996.

. Insecticide€hemistries and Caracteristics. 2009. Disponivel
em:<http://ipmworld.umn.edu/chapters/bloomqg.htmeegso em: 11 abr. 2013.

BLOOMQUIST, J. R.; SODERLUND, D. M. Pyrethroid irdigides and DDT modify
alkaloid-dependent sodium channel activation anénhancement by sea anemone toxin.
Molecular PharmacologWew York, v. 33, n. 5, p. 543-550, 1988.

BOARD, P. G. et al. Evidence for an Essential SeResidue in the Active-Site of the Theta-
Class Glutathione Transferases. Biochemical Joukioaldon, v. 311, p. 247-250, 1995.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.

93

BOURGUET, D. et al. Determination of Ace.1 Genotyjre Single Mosquitoes: Toward an
Ecumenical Biochemical Test. Pesticide Biochemiatrg PhysiologySan Diego, v. 55, n. 2,
p. 122-128, 1996.

BRAGA, I. A. et al.Aedes aegypti resistance to Temephos during 2001 in several
municipalities in the states of Rio de Janeirogier, and Alagoas, Brazil. Memdrias do
Instituto Oswaldo CruzRio de Janeiro, v. 99, n. 2, p. 199-203, 2004.

. Effectiveness of methoprene, an insect tjroggulator, against temephos-resistant
Aedes aegypti populations from different Brazilian localitieqyder laboratory conditions.
Journal of Medical Entomologydonolulu, v. 42, n. 5, p. 830-837, 2005.

BRAGA, I. A.; VALLE, D. Aedes aegypti: historico do controle no Brasil. Epidemiologia e
Servicos de Saud®rasilia, v. 2, n. 16, p. 113-118, 2007a.

Aedes aegypti: inseticidas, mecanismos de acao e resisténcideBplogia e
Servicos de Saud®rasilia, v. 16, p. 279-293, 2007b.

BRASIL. Secretaria de Vigilancia em Saude. Depagtaim de Analise de Situacdo de Saude.
Dados e indicadores selecionadBgasilia, 2003.

BRASIL. Ministério da Saude. Metodologia para Qifara#ticdo de Atividade de Enzimas
Relacionadas com a Resisténcia a Inseticidadeeles aegypti. Brasilia, 2006a.

. Reunido Técnica Para Discutir Status desf@asia dededes aegypti. Rio de
Janeiro, 2006b.

BRASIL. Secretaria de Vigilancia em Saude. Redediet de Monitoramento da
Resisténcia déedes aegypti a Inseticidas (Rede MoReNAa): metodologia de aragstn.
Brasilia, 2008.

BRASIL. Secretaria de Vigilancia em Saude. Coordé@naseral do Programa Nacional de
Controle da Dengue. Balanco Dengue Semana Epidégical 1 a 39 de 2011. 2011.
Disponivel em:<
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/mi@ _dengue 2011 37 39.pdf. >. Acesso
em: 09 Abr 2012.

. Balanco Dengue Semana Epidemiologica 1de ZD132013. Disponivel
em:<http://portalsaude.saude.gov.br/portalsaudeitarg/pdf/2013/Fev/25/ppt_final_dengue
25fev14h.pdf>. Acesso em: 27 mar. 2013.

BRENGUES, C. et al. Pyrethroid and DDT cross-rasist inAedes aegypti is correlated
with novel mutations in the voltage-gated sodiurarstel gene. Medical and Veterinary
Entomology Oxford, v. 17, n. 1, p. 87-94, 2003.

BRIEGEL, H. Metabolic relationship between fematlpsize, reserves, and fecundity of
Aedes aegypti. Journal of Insect Physiolog®xford, v. 36, p. 165-172, 1990.

BROGDON, W. G.; MCALLISTER, J. C. Insecticide resisce and vector control. Emerging
Infectious Disease#\tlanta, v. 4, n. 4, p. 605-613, 1998a.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
94

. Simplification of adult mosquito bioassdy®ugh use of time-mortality
determinations in glass bottles. Journal of the Acae Mosquito Control Association
Fresno, v. 14, n. 2, p. 159-164, 1998b.

BROWN, A. W. A. Inseticide resistence in mosquitaepragmatic review. Journal of the
American Mosquito Control AssociatipRresno, v. 2, p. 23-140;123-140, 1986.

BROWN, G. B.; GAUPP, J. E.; OLSEN, R. W. Pyrethrodecticides: stereospecific
allosteric interaction with the batrachotoxinin-Arizoate binding site of mammalian voltage-
sensitive sodium channels. Molecular Pharmacqldigy York, v. 34, n. 1, p. 54-59, 1988.

BURTON, M. J. et al. Differential resistance ofags sodium channels with kdr mutations to
deltamethrin, permethrin and DDT. Insect Biochengiahd Molecular BiologyOxford, v.
41,n.9, p. 723-732, 2011.

BUSVINE, J. R. Mechanism of resistance to insedtdn houseflies. Naturéondon, v.
168, n. 4266, p. 193-195, 1951.

CALLEGARI-JACQUES, S. M. Bioestatistica: principiesaplicacdesPorto Alegre:
Artemed: 2003. Disponivel em:<http://www.kilibroradbook/preview/22079_bioestatistica-
principios-e-aplicacoes>. Acesso em: 24 maio 2013.

CANYON, D. V.; HIl, J. L.; MULLER, R. Adaptation of\edes aegypti (Diptera: Culicidae)
oviposition behavior in response to humidity anek.diournal of Insect Physiolog®xford,
v. 45, n. 10, p. 959-964, 1999.

CATTERALL, W. A. et al. International Union of Phmacology: Approaches to the
nomenclature of voltage-gated ion channels. Phastogical ReviewsBaltimore, v. 55, p.
573-574, 2003.

CERF, D. C.; GEORGHIOU, G. P. Cross-resistancentmhibitor of chitin synthesis, TH60-
40, in insecticide-resistant strains of the holxgelJburnal of Agricultural and Food
Chemistry Washington, v. 22, n. 6, p. 1145-1146, 1974.

CHANG, C. et al. A novel amino acid substitutioraivoltage-gated sodium channel is
associated with knockdown resistance to permethriedes aegypti. Insect Biochemistry
and Molecular BiologyOxford, v. 39, n. 4, p. 272-278, 20009.

CHAVASSE, D. C.; YAP, H. H. Chemical methods foettontrol of vectors and pests of
public health importance. Geneva: WHO,1997. (WH)OWVHOPES/97.2.).

CLARK, A. G.; SHAMAAN, N. A. Evidence that DDT-deklyochlorinase from the housefly
Is a glutathione S-transferase. Pesticide Biochieyrasid PhysiologySan Diego, v. 22, n. 3,
p. 249-261, 1984.

CLEMENTS, A. N._The biology of mosquitoes 1. London: Chapman & Hall, 1992.

. The biology of mosquitaes2. London: Chapman & Hall, 1999.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
95

COHEN, E. Chitin Biochemistry - Synthesis and Intiim. Annual Review of Entomology
Palo Alto, v. 32, p. 71-93, 1987.

CONSOLI, R. A. G. B.; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, R. Pripais Mosquitos de
Importancia Sanitaria no BrasRio de Janeiro: Fundacdo Oswaldo Cruz, 1994.

CRINNION, W. J. Environmental Medicine, Part 4: ft@des — Biologically Persistent and
Ubiquitous Toxins. Alternative Medicine Revie®aindpoint, v. 5, p. 432- 447, 2000.

D'AMATO, C.; TORRES, J. P. M.; MALM, O. DDT (DiclaorDifenil Tricloroetano):
Toxicidade e Contaminacdo Ambiental- Uma Revisadn{ra Nova Séo Paulo, v. 25, n. 6,
p. 995-1002, 2002.

DA-CUNHA, M. P. et al. Monitoring of resistancettee pyrethroid cypermethrin in Brazilian
Aedes aegypti (Diptera : Culicidae) populations collected betw@@01 and 2003. Memdrias
do Instituto Oswaldo CryRio de Janeiro, v. 100, n. 4, p. 441-444, 2005.

DANTAS-TORRES, F.; BRANDAO-FILHO, S. Expans&o gedéfiza da leishmaniose
visceral no Estado de Pernambuco. Revista da SmiedBrasileira de Medicina Tropical
Brasilia, v. 39, n. 4, p. 353, 2006.

DAVID, J. P. et al. ThéAnopheles gambiae detoxification chip: a highly specific microarray
to study metabolic-based insecticide resistaneedtaria vectors. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of Ameki¢ashington, v. 102, n. 11, p. 4080-
4084, 2005.

DAVIDSON, G.; ZAHAR, A. R. The practical implicatis of resistance of malaria vectors to
insecticides. Bulletin of the World Health Orgariina, Geneve, v. 49, n. 5, p. 475-483, 1973.

DAVIES, T. G. E. et al. DDT, pyrethrins, pyrethreidnd insect sodium channels. IUBMB
Life, London, v. 59, n. 3, p. 151-162, 2007.

DEGALLIER, N. et al. New entomological and virologi data on the vectors of sylvatic
yellow fever in Brazil, Ciéncia e Cultur&ao Paulo, v. 44, n. (2/3), p. 136-142, 1992.

DHANG, C. C. et al. Biochemical detection of temephesistance iAedes (Stegomyia)
aegypti (Linnaeus) from dengue-endemic areas of Selange S¥alaysia. Procedings
ASEAN Congress Tropical Medicine ParasitolpBangkok, v. 3, p. 6-20, 2008.

DING, Y. et al. Characterization of the promotef&psilon glutathione transferases in the
mosquitoAnopheles gambiae and their response to oxidative stress. Biochendcaina)
London, v. 387, n. Pt 3, p. 879-888, 2005.

DONALISIO, M. R. O dengue no espaco habitaf&o Paulo: Hucitec, 1999.

DU, W. et al. Independent mutations in the Rdl canfer dieldrin resistance Amopheles
gambiae andAn. arabiensis. Insect Molecular BiologyOxford, v. 14, n. 2, p. 179-183, 2005.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.

96

DU, Y. et al. Molecular evidence for dual pyretlt-@eceptor sites on a mosquito sodium
channel. Proceedings of the National Academy oér8@s of the United States of America
Washington, v. 110, n. 29, p. 11785-11790, 2013.

EISLER, R. Diflubenzuron hazards to fish, wildlitmyd Invertebrates: A synoptic review.
Biological Report- Contaminant Hazard Reviews- Re@6, Laurel, v. 1, n. 4, p. 2-48, 1992.

ELDEFRAWI, M. E. et al. Interactions of pyrethraadd cyclodiene insecticides with
nicotinic acetylcholine and GABA receptors. Neusabology, Amsterdam, v. 6, n. 2, p. 47-
62, 1985.

ELLIOTT, M. The relationship between the structaral the activity of pyrethroids. Bulletin
of the World Health Organizatioseneve, v. 44, n. 1-3, p. 315-324, 1971.

ENAYATI, A. A.; RANSON, H.; HEMINGWAY, J. Insect gitathione transferases and
insecticide resistance. Insect Molecular Biolpo@xford, v. 14, n. 1, p. 3-8, 2005.

ESTRADA, J. G.; MULLA, M. S. Evaluation of two nemsect growth regulators against
mosquitoes in the laboratory. Journal of the AnariMosquito Control Associatioiresno,
v.2,n. 1, p.57-60, 1986.

FARNESI, L. C. et al. Physiological and morphol@jiaspects ofedes aegypti developing
larvae: effects of the chitin synthesis inhibitowvaluron. PLoS ONESan Francisco, v. 7, n.
1, p. e30363, 2012.

FARNHAM, A. W.; LORD, K. A.; SAWICKI, R. M. Study bsome of the mechanisms
connected with resistance to diazinon and diazax@ndiazinon-resistant strain of houseflies.
Journal of Insect Physiolog®xford, v. 11, n. 11, p. 1475-1488, 1965.

FERRARI, J. A. Population genetics in vector biglom: MARQUARDT, W. C.; BEATY,
B. J. (Ed.). The Biology of Disease Vecto@olorado: Niwot, 1996. p. 512-525.

FEYEREISEN, R. Insect P450 enzymes. Annual Revieentomology Palo Alto, v. 44, p.
507-533, 1999.

FFRENCH-CONSTANT, R. H.; DABORN, P. J.; LE GOFF, The genetics and genomics
of insecticide resistance. Trends in Geneti@ambridge, v. 20, n. 3, p. 163-170, 2004.

FFRENCH-CONSTANT, R. H. et al. A point mutationarDrosophila GABA receptor
confers insecticide resistance. Naturendon, v. 363, n. 6428, p. 449-451, 1993.

FIELD, W. N.; HITCHEN, J. M.; REES, A. T. Esteraaetivity in strains ofAedes aegypti
(Diptera: Culicidae) tolerant and susceptible ® ¢ihganophosphate insecticide malathion.
Journal of Medical Entomologydonolulu, v. 21, n. 4, p. 412-418, 1984.

FIGUEIREDO, R. M. et al. Dengue virus type 4, Masd8razil. Emerging Infectious
DiseasesAtlanta, v. 14, n. 4, p. 667-669, 2008.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
97

FLORES, A. E. et al. Mechanisms of insecticidestasice in field populations diedes
aegypti (L.) from Quintana Roo, Southern Mexico. Jourrfahe American Mosquito Control
Association Fresno, v. 22, n. 4, p. 672-677, 2006.

FONTOURA, N. G. et al. The efficacy of a chitin $lyesis inhibitor against field populations
of organophosphate-resistaedes aegypti in Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz
Rio de Janeiro, v. 107, n. 3, p. 387-395, 2012.

FORATTINI, O. P. Entomologia Médic&ao Paulo: EQUSP, 1962.

. Entomologia Médic&ao Paulo: EJUSP, 1965.

FOURNET, F.; SANNIER, C.; MONTENY, N. Effects ofé¢hnsect growth regulators OMS
2017 and diflubenzuron on the reproductive poténfidedes aegypti. Journal of the
American Mosquito Control AssociatipRresno, v. 9, n. 4, p. 426-430, 1993.

FRANCO, O. Reinfestacdo do Para pedes aegypti. Revista Brasileira de Malariologia e
Doencas TropicajRio de Janeiro, v. 4, n. 21, p. 729-731, 19609.

FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE (Brasil). Plano diretate erradicacio déedes
aeqypti do Brasil.Brasilia, 1996.

FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE (Brasil). Evolucéo tempal das doencas de
notificacdo compulséria no Brasil 1980-1998. Batekletronico Epidemioldgico Edicdo
Especial. Brasilia: Funasa, 1999.

FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE (Brasil). Vigilancia epiemioldgica: Programa
Nacional de Controle da Dengirasilia, 2002.

FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE (Brasil). Plano de Intsificacéo das ac¢Ges de
Controle da Dengue (PIACDBrasilia, 2001.

GAMBARRA, W. P. et al. Spatial distribution and &stse activity in populations akdes
(Stegomyiajegypti (Linnaeus) (Diptera: Culicidae) resistant to teimegp_Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropjdatasilia, v. 46, n. 2, p. 178-184, 2013.

GARCIA, G. P. et al. Recent rapid rise of a permatknock down resistance allele Aedes
aegypti in Mexico. PloS Neglected Tropical Diseasgan Francisco, v. 3, n. 10, p. €531,
20009.

GARCIA NETO, L. J. et al. Influence of water repacent on Diflubenzuron duration effect
in the control ofAedes aegypti in simulated field conditions, in Northeastern BraJournal
of Health & Biological Science#akistan, v. 1, n. 1, p. 21, 2013.

GEORGHIOU, G. P. Principles of insecticide resismmanagement. Phytoprotection
Québec, v. 75, p. 51-59, 1994.

GEORGHIOU, G. P. et al. Potential for organophoghpesistance ifAedes aegypti
(Diptera, Culicidae) in the Caribbean area andht®gng Countries. Journal of Medical
Entomology Honolulu, v. 24, n. 3, p. 290-294, 1987.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.

98

GOLDIN, A. L. et al. Nomenclature of voltage-gatatliium channels. Neurp@ambridge,
v. 28, n. 2, p. 365-368, 2000.

GORDON, R.; BURFORD, I. R. Effects of Methoprendguxenile-Hormone Analog, on the
Larval and Pupal Stages of the Yellow-Fever Mosxjéiedes aegypti. Journal of Insect
Physiology Oxford, v. 30, n. 4, p. 279-286, 1984.

GRAF, J. F. The role of insect growth regulatoraithropod control. Parasitology Today
Cambridge, v. 9, n. 12, p. 471-474, 1993.

GRANT, D. F.; HAMMOCK, B. D. Genetic and molecukwvidence for a trans-acting
regulatory locus controlling glutathione S-tranafe-2 expression iedes aegypti.
Molecular and General Genetj&erlin, v. 234, n. 2, p. 169-176, 1992.

GRANT, D. F.; MATSUMURA, F. Glutathione S-Transfeml and 2 in Susceptible and
Insecticide Resistamtedes aegypti. Pesticide Biochemistry and Physiolo@an Diego,
Calif., v. 33, n. 2, p. 132-143, 1989.

GRISALES, N. et al. Temephos resistancéddes aegypti in Colombia compromises
dengue vector control. PloS Neglected Tropical &ssv. 7, n. 9, p. e2438, 2013.

GROSSCURT, A. C. et al. Ph-70-23 - a new acariaiti insecticide interfering with chitin
deposition. Pesticide Sciendeondon, v. 22, n. 1, p. 51-59, 1988.

GUBLER, D. J. The global pandemic of dengue/deritaemorrhagic fever: current status
and prospects for the future. Annals of the AcadefrMedicine SingapoteSingapore, v. 27,
n. 2, p. 227-234, 1998.

GUBLER, D. J.; CLARK, G. G. Dengue/dengue hemorrbéegyer: the emergence of a
global health problem. Emerging Infectious Disea#édianta, v. 1, n. 2, p. 55-57, 1995.

HARRIS, A. F.; RAJATILEKA, S.; RANSON, H. PyrethiResistance iAedes aegypti
from Grand Cayman. American Journal of Tropical Mex and HygieneBaltimore, v. 83,
n. 2, p. 277-284, 2010.

HAWKES, N. J.; HEMINGWAY, J. Analysis of the pronest for the beta-esterase genes
associated with insecticide resistance in the miesulex quinquefasciatus. Biochimica et
Biophysica Acta - Gene Structure and Expressfonsterdam, v. 1574, n. 1, p. 51-62, 2002.

HEALY, M. J.; DUMANCIC, M. M.; OAKESHOTT, J. G. Bichemical and Physiological-
Studies of Soluble Esterases fr@rosophila melanogaster. Biochemical GeneticNew
York, v. 29, n. 7-8, p. 365-388, 1991.

HEMINGWAY, J. The Biochemical Nature of Malathioreststance i\nopheles stephensi
from Pakistan. Pesticide Biochemistry and Physipl&an Diego, Calif., v. 17, n. 2, p. 149-
155, 1982a.

. Genetics of organophosphate and carbaesstance itnophel es atroparvus
(Diptera: Culicidae). Journal of Economic EntomaglpGollege Park, v. 75, n. 6, p. 1055-
1058, 1982b.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.

99

. Techniques to detect insecticide resistareshanisms (field and laboratory
manual).Geneva: World Health Organization 1998. (WHO/CDRGIMAL/98.6).

. The molecular basis of two contrasting bwita mechanisms of insecticide
resistance. Insect Biochemistry and Molecular Bygldxford, v. 30, n. 11, p. 1009-1015,
2000.

HEMINGWAY, J. et al. The molecular basis of inserte resistance in mosquitoes. Insect
Biochemistry and Molecular Biologxford, v. 34, n. 7, p. 653-665, 2004.

HEMINGWAY, J.; KARUNARATNE, S. H. Mosquito carboxgtterases: a review of the
molecular biology and biochemistry of a major iris®de resistance mechanism. Medical
and Veterinary Entomologyxford, v. 12, n. 1, p. 1-12, 1998.

HEMINGWAY, J. et al. The biochemistry of insectieidesistance iAnopheles sacharovi:
comparative studies with a range of insecticidespsble and resistadnopheles andCulex
species. Pesticide Biochemistry and Physiol@&pn Diego, v. 24, p. 68-76, 1985.

HEMINGWAY, J.; RANSON, H. Insecticide resistancemsect vectors of human disease.
Annual Review of EntomologyPalo Alto, v. 45, p. 371-391, 2000.

HEMINGWAY, J. et al. Field and laboratory detectiointhe altered acetylcholinesterase
resistance genes which confer organophoshpateasbhdroate resistance in mosquitos
(Diptera, Culicidae). Bulletin of Entomological Resch London, v. 76, n. 4, p. 559-565,
1986.

HENCHAL, E. A.; PUTNAK, J. R. The dengue virusedinical Microbiology Reviews
Washington, v. 3, n. 4, p. 376-396, 1990.

HOLT, R. A. et al. The genome sequence of the naataosquitoAnopheles gambiae.
Sciencev. 298, n. 5591, p. 129-149, 2002.

INGLES, P. J. et al. Characterization of voltagassteve sodium channel gene coding
sequences from insecticide-susceptible and knockeesistant house fly strains. Insect
Biochemistry and Molecular Biolog¥xford, v. 26, n. 4, p. 319-326, 1996.

INSECTICIDE RESISTANCE ACTION COMMITTEEPrevention and Management of
Insecticide Resistance in Vectors of Public Hehtthortance Designed and produced by the
IRAC Public Health Team, 2 nd ed.: 2011. Disponamat<http://www.irac-
online.org/content/uploads/VM-Layout-v2.6 _LR.pdfcesso em: 6 nov. 2013.

ISHAAYA, I.; KONTSEDALQV, S.; HOROWITZ, A. R. Novalron (Rimon), a novel IGR:
potency and cross-resistance. Archives of Insenti&Emistry and PhisiologiNew York, v.
54, n. 4, p. 157-164, 2003.

JOSHI, V.; SINGHI, M.; CHAUDHARY, R. C. Transovalimansmission of dengue 3 virus
by Aedes aegypti. Transactions of the Royal Society of Tropical Mete and Hygiene
London, v. 90, n. 6, p. 643-644, 1996.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
100

KAKANI, E. G. et al. Altered GPI modification of g&ct AChE improves tolerance to
organophosphate insecticides. Insect BiochemistiyMolecular Biology Oxford, v. 41, n.
3, p- 150-158, 2011.

KASAI, S. et al. First detection of a putative kkdown resistance gene in major mosquito
vector,Aedes albopictus. Japanese Journal of Infectious Disea$ekyo, v. 64, n. 3, p. 217-
221, 2011.

KAWADA, H. et al. Widespread distribution of a ngwibund point mutation in voltage-
gated sodium channel in pyrethroid-resistagdes aegypti populations in Viethnam. PloS
Neglected Tropical DiseaseSan Francisco, v. 3, n. 10, p. €527, 2009.

KETTERMAN, A. J.; JAYAWARDENA, K. G.; HEMINGWAY, JPurification and
characterization of a carboxylesterase involveidsecticide resistance from the mosquito
Culex quinquefasciatus. Biochemical Journal.ondon, v. 287, pt. 2, p. 355-360, 1992.

KOMALAMISRA, N. et al. Insecticide susceptibilityf the dengue vectoAedes aegypti (L.)
in Metropolitan Bangkok. Southeast Asian Journalmipical Medicine and Public Health
Bangkok, v. 42, n. 4, p. 814-823, 2011.

KOSTAROPOQULOS, I. et al. Glutathione S-transferasine defence against pyrethroids in
insects. Insect Biochemistry and Molecular Biolo@xford, v. 31, n. 4-5, p. 313-319, 2001.

KOTZE, A. C.; SALES, N.; BARCHIA, I. M. Diflubenzan tolerance associated with
monooxygenase activity in field strain larvae o #ustralian sheep blowfly (Diptera:
Calliphoridae). Journal of Economic Entomolo@pllege Park, v. 90, n. 1, p. 15-20, 1997.

LAGADIC, L. et al. Purification and partial charadization of glutathione S-transferases
from insecticide-resistant and lindane-induced spsble Spodoptera littoralis (Boisd)
Larvae._Insect Biochemistry and Molecular Biolp@xford, v. 23, n. 4, p. 467-474, 1993.

LAZCANO, J. A. et al. Assessing the insecticidastsice of aedes aegypti strain in El
Salvador, Revista Panamericana de Salud Pubeshington, v. 26, n. 3, p. 229-234, 2009.

LI, X.; SCHULER, M. A.; BERENBAUM, M. R. Moleculamechanisms of metabolic
resistance to synthetic and natural xenobioticsiuah Review of EntomologyPalo Alto, v.
52, p. 231-253, 2007.

LIMA, E. P. et al. Resisténcia dedes aegypti ao temefdés em municipios do Estado do
Ceara. Revista da Sociedade Brasileira de Medikiopical Brasilia, v. 39, n. 3, p. 259-263,
2006.

. Insecticide resistanceAedes aegypti populations from Ceara, Brazil. Parasites &
Vectors London, v. 4, p. 1-12, 2011.

LIMA, J. B. et al. Resistance @édes aegypti to organophosphates in several municipalities
in the State of Rio de Janeiro and Espirito SaBitazil. American Journal of Tropical
Medicine and HygieneBaltimore, v. 68, n. 3, p. 329-333, 2003.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
101

LLINAS, G. A. et al. Current resistance statuseiméphos irdedes aegypti from different
regions of Argentina. Memérias do Instituto Oswaltfoiz, Rio de Janeiro, v. 105, n. 1, p.
113-116, 2010.

LOKE, S. R. et al. Susceptibility of field-collect@edes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) to
Bacillus thuringiensisisraelensis and temephos. Tropical Biomedicjriieutrajaya, v. 27, n. 3,
p. 493-503, 2010.

LOUGHNEY, K.; GANETZKY, B. The para locus encodepratein homologous to the
vertebrate sodium-channel. Journal of Neurogenedtiess York, v. 5, p. 262-262, 1989.

LOUGHNEY, K.; KREBER, R.; GANETZKY, B. Molecular ahysis of the para locus, a
sodium-channel gene Drosophila. Cell, Cambridge, v. 58, n. 6, p. 1143-1154, 1989.

LOWY, I. Yellow fever in Rio de Janeiro and the tas Institute Mission (1901-1905): the
transfer of science to the periphery. Medical Higtbondon, v. 34, n. 2, p. 144-163, 1990.

. Representing and intervening in publicthealruses, mosquitoes and Rockefeller
Foundation experts in Brazil. Histéria, ciénciagide- ManguinhqsRio de Janeiro, v. 5, n. 3,
p. 647-677, 1998.

LUMJUAN, N. et al. Elevated activity of an Epsilalass glutathione transferase confers
DDT resistance in the dengue vectedes aegypti. Insect Biochemistry and Molecular
Biology, Oxford, v. 35, n. 8, p. 861-871, 2005.

. The role of th&edes aegypti Epsilon glutathione transferases in conferring
resistance to DDT and pyrethroid insecticides. dhBsochemistry and Molecular Biology
Oxford, v. 41, n. 3, p. 203-209, 2011.

MACORIS, M. L. G. et al. Changes in susceptibibifyAedes aegypti to organophosphates in
municipalities in the state of Sao Paulo, BrazdvRta de Saude Publicdado Paulo, v. 33, n.
5, p. 521-522, 1999.

. Association of insecticide use and altenatinAedes aegypti susceptibility status.
Memodrias do Instituto Oswaldo CruRio de Janeiro, v. 102, n. 8, p. 895-900, 2007.

. Resistance 8&des aegypti from the State of Sao Paulo, Brazil, to organophates
insecticides. Memorias do Instituto Oswaldo Cfeio de Janeiro, v. 98, n. 5, p. 703-708,
2003.

MARCOMBE, S. et al. Pyrethroid resistance redubesdfficacy of space sprays for dengue
control on the island of Martinique (Caribbeanp®Neglected Tropical Diseas&an
Francisco, v. 5, n. 6, p. 1-9, 2011.

. Insecticide Resistance in the Dengue Véedas aegypti from Martinique:
Distribution, Mechanisms and Relations with Envirantal Factors. PLoS ONBan
Francisco, v. 7, n. 2, p. 30989, 2012.



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
102

. Exploring the molecular basis of insectaigsistance in the dengue vededes
aegypti: a case study in Martinique Island (French Wedids). BMC Genomigd.ondon, v.
10, p. 1-14, 2009.

MARTINEZ-TORRES, D. et al. Molecular characteripatiof pyrethroid knockdown
resistance (kdr) in the major malaria vedoppheles gambiae S.S._Insect Molecular
Biology, Oxford, v. 7, n. 2, p. 179-184, 1998.

. Voltage-dependent Na+ channels in pyretimesistanCulex pipiens L mosquitoes.
Pesticide Scien¢cé.ondon, v. 55, n. 10, p. 1012-1020, 1999.

MARTINS, A. J. et al. Chitin synthesis inhibitorfet onAedes aegypti populations
susceptible and resistant to organophosphate tesaeplest Management Sciendéest
Sussex, v. 64, n. 6, p. 676-680, 2008.

. Frequency of Val1016lle mutation in thetagé-gated sodium channel gene of
Aedes aegypti Brazilian populations. Tropical Medicine and Imational HealthOxford, v.
14, n. 11, p. 1351-1355, 2009a.

. Voltage-gated sodium channel polymorphisthraetabolic resistance in pyrethroid-
resistantAedes aegypti from Brazil. American Journal of Tropical Mediciaad Hygienge
Baltimore, v. 81, n. 1, p. 108-115, 2009b.

MARTINS, A. J.; VALLE, D. The pyrethroid knockdowmesistance. In: LARRAMENDY,
M.; SOLONESKI, S. (Ed.). Insecticideka Plata: Intech, 2012. p. 17-38.

MARTINS, F.; DA SILVA, |. G. Avaliacao da atividadaibidora do diflubenzuron na ecdise
das larvas déedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae). RevisteéSdaiedade
Brasileira de Medicina TropicaBrasilia, v. 37, n. 2, p. 135-138, 2004.

MATHENGE, E. M. et al. Effect of permethrin-impregjed nets on exiting behavior, blood
feeding success, and time of feeding of malariaguibses (Diptera: Culicidae) in western
Kenya. Journal of Medical Entomologsionolulu, v. 38, n. 4, p. 531-536, 2001.

MATSUMURA, F.; BROWN, A. W. A. Studies on organophorus-tolerance idedes
aegypti. Mosquito NewsNew York, v. 23, n. 1, p. 26-31, 1963.

MAZZARRI, M. B.; GEORGHIOU, G. P. Characterizatiofresistance to organophosphate,
carbamate, and pyrethroid insecticides in fieldyajons ofAedes aegypti from Venezuela.
Journal of the American Mosquito Control AssociatiBresno, v. 11, n. 3, p. 315-322, 1995.

MEDEIROS, P. F. V. Investigacoes sobre os mecargsieaesisténcia em larvas e adultos
de Aedes aegypti, Linnaeus, 1762011. Dissertacdo (Mestrado em biologia paraa)tar
Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeirdl.20

MELO-SANTOS, M. A. V. et al. Resistance to the argphosphate temephos: mechanisms,
evolution and reversion in akedes aegypti laboratory strain from Brazil. Acta Tropica
Basel, v. 113, n. 2, p. 180-189, 2010.



Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
103

MENONE, M. L. et al. PCBs and organochlorines ssties of silversidéddontesthes
bonariensis) from a coastal lagoon in Argentina. Archives oivEEonmental Contamination
and Toxicology New York, v. 38, n. 2, p. 202-208, 2000.

MILANI, R. Comportamento mendeliano della resisteaia azione abbatante del DDT:
correlazione tran abbatimento e mortalidvinsca domestica Rivista di ParassitologiRoma,
v. 15, p. 513-542, 1954.

MIYO, T.; OGUMA, Y. Contributions of three-site mattons in acetylcholinesterase and
cytochrome P450 to genetic variation in suscefiytib organophosphate insecticides within
a natural population dbrosophila melanogaster. Researches on Population Ecologgkyo,
v.52,n. 1, p. 159-169, 2010.

MOEHLECKE, R. Ovos déedes aegypti: vidveis mesmo ap0s meses sem contato com agua.
Rio de Janeiro, 2008. Disponivel em:<http://wwwefigz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?
infoid=1654&sid=9&tpl=printerview>. Acesso em: 1thra2013.

MONDAL, K. A. M. S. H.; PARWEEN, S. Insect growtkgulators and their potential in the
management of stored-product insect pests. InediR¢st Management Reviewsndon, v.
5, p. 255-295, 2000.

MONTELLA, I. R. Estudo dos mecanismos bioguimicegekisténcia a inseticidas em
diferentes populacdes dedes aegypti (Linnaeus, 1762) do Bras008. Tese (Doutorado
em Biologia Celular e Molecular)-Instituto Oswal@ouz, Fiocruz, Rio de Janeiro, 2008.

MONTELLA, I. R. et al. Insecticide resistance mewisans of BrazilianAedes aegypti
populations from 2001 to 2004. American Journalmipical Medicine and Hygiene
Baltimore, v. 77, n. 3, p. 467-477, 2007.

MONTELLA, I. R.; SCHAMA, R.; VALLE, D. The classi@iation of esterases: an important
gene family involved in insecticide resistanceedew. Memarias do Instituto Oswaldo
Cruz Rio de Janeiro, v. 107, n. 4, p. 437-449, 2012.

MORI, A. et al. Molecular cloning and characteriaatof the complete acetylcholinesterase
gene Acel) from the mosquit@edes aegypti with implications for comparative genome
analysis, Insect Biochemistry and Molecular Biolp@xford, v. 37, n. 7, p. 667-674, 2007.

MULLA, M. S. The future of insect growth regulatarsvector control. Journal of the
American Mosquito Control AssociatipRresno, v. 11, n. 2 pt. 2, p. 269-273, 1995.

MULLA, M. S. et al. Laboratory and field evaluatiof novaluron, a new acylurea insect
growth regulator, againgtedes aegypti (Diptera: Culicidae). Journal of Vector Ecology
Santa Ana, v. 28, n. 2, p. 241-254, 2003.

MUNSTERMANN, L. E. The yellow fever mosquit@995. Disponivel
em:<http://www.novomilenio.inf.br/ano97/9704cchpgs. Acesso em: 11 abr. 2013.

N'GUESSAN, R. et al. Resistance to carbosulfafinophel es gambiae from Ivory Coast,
based on reduced sensitivity of acetylcholineseerstedical and Veterinary Entomolagy
Oxford, v. 17, n. 1, p. 19-25, 2003.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
104

NABESHIMA, T. et al. An amino acid substitutionritutable to insecticide-insensitivity of
acetylcholinesterase in a Japanese encephalitisrvaosquito Culex tritaeniorhynchus.
Biochemical and Biophysical Research Communicafibiesv York, v. 313, n. 3, p. 794-801,
2004.

NARAHASHI, T. Nerve membrane ionic channels asghmary target of pyrethroids.
Neurotoxicology Amsterdam, v. 6, n. 2, p. 3-22, 1985.

NASUTI, C. et al. Different effects of Type | angge Il pyrethroids on erythrocyte plasma
membrane properties and enzymatic activity in reégicology, Amsterdam, v. 191, n. 2-3,
p. 233-244, 2003.

NENE, V. et al. Genome sequencefeties aegypti, a major arbovirus vector. Science
Washington, v. 316, n. 5832, p. 1718-1723, 2007.

NIWA, R. et al. CYP306AL1, a cytochrome P450 enzymmessential for ecdysteroid
biosynthesis in the prothoracic glandsBofmbyx andDrosophila. Journal of Biological
Chemistry Baltimore, v. 279, n. 34, p. 35942-35949, 2004.

NOBRE, A.; ANTEZANA, D.; TAUIL, P. L. Febre Amarela Dengue no Brasil:
epidemiologia e controle. Revista da SociedadeilBn@sde Medicina TropicaBrasilia, v.
27, supl. 3, p. 59-66, 1994.

NOGUEIRA, R. M. R.; EPPINGHAUS, A. L. F. Denguewgrtype 4 arrives in the state of
Rio de Janeiro: a challenge for epidemiologicavsiliance and control. Memdrias do
Instituto Oswaldo CruzRio de Janeiro, v. 106, n. 3, p. 255-256, 2011.

O'REILLY, A. O. et al. Modelling insecticide-bindyrsites in the voltage-gated sodium
channel. Biochemical Journalondon, v. 396, n. 2, p. 255-263, 2006.

OAKESHOTT, J. G. et al. Evolutionary Geneticdbsophila Esterases. Geneticéhe
Hague, v. 90, n. 2-3, p. 239-268, 1993.

OCAMPO, C. B. et al. Insecticide resistance stafutedes aegypti in 10 localities in
Colombia._Acta TropicaBasel, v. 118, n. 1, p. 37-44, 2011.

OLIVEIRA FILHO, A. M. General overview on vector control in relation to the organic
insecticides pollution in Brazl. In: International Workshop on Organic Micropo#ats in the
Environment, Proceedings, pp. 1-3, Rio de Jangistituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro. 1997

OLLIS, D. L. et al. The alpha/beta hydrolase f®dotein EngineeringOxford, v. 5, n. 3, p.
197-211, 1992.

OMURA, T.; SATO, R. The carbon monoxide-bindingmpignt of liver microsomes: |
evidence for its hemoprotein nature. Journal ofd@®jal ChemistryBaltimore, v. 239, p.
2370-2378, 1964.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Dengue y dengue hemégico en las Américas:
guias para su prevencion y control. Geneva,1995a.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
105

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Dengue y dengue hemégico en las Américas:
guias para su prevencion y contilashington DC, 1995b.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Instructions for Detenining the Susceptibility or
Resistance of Mosquito Larvae to Insecticidéeneva, 1981.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. The use of DDT in matia control WHO
position statement. Geneva, 2007.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Diflubenzuron in Driking-water Use for Vector
Control in Drinking-water Sources and Containeraciground document for development of
WHO Guidelines for Drinking-water Quality, Gene#808a. (WHO/HSE/AMR/08.03/6).

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Novaluron in Drinkingvater: Use for Vector
Control in Drinking-water Sources and Containeraciground document for development of
WHO Guidelines for Drinking-water Quality. Genew®08b. (WHO/HSE/AMR/08.03/11).

PAEPORN, P. et al. Temephos resistance in two fafA&des aegypti and its significance
for the resistance mechanism. Southeast Asian dbofd ropical Medicine and Public
Health Bangkok, v. 34, n. 4, p. 786-792, 2003.

PARKES, T. L.; HILLIKER, A. J.; PHILLIPS, J. P. Getic and biochemical analysis of
glutathione-S-transferase in the oxygen defenseisysfDrosophila melanogaster.
Genome Ottawa, v. 36, n. 6, p. 1007-1014, 1993.

PEARSON, W. R. Phylogenies of glutathione transfeffamilies. Methods in Enzymology
New York, v. 401, p. 186-204, 2005.

PERRY, T.; BATTERHAM, P.; DABORN, P. J. The biologyinsecticidal activity and
resistance. Insect Biochemistry and Molecular Bygldxford, v. 41, n. 7, p. 411-422, 2011.

PIMPRIKAR, G. D.; GEORGHIOU, G. P. Mechanisms distance to diflubenzuron in the
house-fly,Musca-Domestica (L). Pesticide Biochemistry and Physiolo@an Diego, v. 12, n.
1, p. 10-22, 1979.

PLAPP, F. W. Biochemical genetics of insecticidg@stance. Annual Review of Entomolqgy
Palo Alto, v. 21, p. 179-197, 1976.

POLSON, K. A. et al. Characterization of insecte@sistance in Trinidadian strains of
Aedes aegypti mosquitoes. Acta Tropi¢c8asel, v. 117, n. 1, p. 31-38, 2011.

PONTES, R. J. S.; RUFFINO-NETO, A. Dengue em lafzade urbana da Regido Sudeste do
Brasil: aspectos epidemiologicos. Revista de S&liddicg S&o Paulo, v. 28, n. 3, p. 218-
227,1994.

POUPARDIN, R. et al. Cross-induction of detoxificat genes by environmental xenobiotics
and insecticides in the mosquAedes aegypti: impact on larval tolerance to chemical
insecticides. Insect Biochemistry and Molecularl&jyy, Oxford, v. 38, n. 5, p. 540-551,
2008.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
106

RAJATILEKA, S. et al. Development and applicatidracsimple colorimetric assay reveals
widespread distribution of sodium channel mutationghai populations ofedes aegypti.
Acta Tropica Basel, v. 108, n. 1, p. 54-57, 2008.

RAMPHUL, U. et al. Insecticide resistance and gsagiation with target-site mutations in
natural populations oknopheles gambiae from eastern Uganda. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiensondon, v. 103, n. 11, p. 1121-1126, 2009.

RANSON, H. et al. Evolution of supergene familiss@ciated with insecticide resistance.
Science Washington, v. 298, n. 5591, p. 179-181, 2002.

RANSON, H.; HEMINGWAY, J. Mosquito glutathione trsfierases. Methods in
Enzymology New York, v. 401, p. 226-241, 2005.

RANSON, H. et al. Pyrethroid resistance in Africaropheline mosquitoes: what are the
implications for malaria control? Trends in Pamsigy, Oxford, v. 27, n. 2, p. 91-98, 2011.

. Identification of a novel class of insectathione S-transferases involved in
resistance to DDT in the malaria vecfmopheles gambiae. Biochemical Journal.ondon, v.
359, p. 295-304, 2001.

RAWLINS, S. C. Spatial distribution of insecticidesistance in Caribbean populations of
Aedes aegypti and its significance. Revista Panamericana de J2ilildica Washington, v. 4,
n. 4, p. 243-251, 1998.

RAWLINS, S. C.; RAGOONANSINGH, R. Comparative orgamosphorus insecticide
susceptibility in caribbean populationsAsdes aegypti and Toxor hynchites moctezuma.
Journal of the American Mosquito Control Associatiresno, v. 6, n. 2, p. 315-317, 1990.

RAYMOND, M. et al. An overview of the evolution olverproduced esterases in the
mosquitoCulex pipiens. Proceedings of the Royal Society of London -&B - Biological
sciencesLondon, v. 353, n. 1376, p. 1707-1711, 1998.

REED, J. R. et al. Unusual Mechanism of HydrocarBormation in the Housefly -
Cytochrome-P450 Converts Aldehyde to the Sex-PhenenComponent (Z)-9-Tricosene and
Co2. Proceedings of the National Academy of Scigmé¢he United States of America
Washington, v. 91, n. 21, p. 10000-10004, 1994.

REIDY, G. F. et al. Increased glutathione S-trarasfe activity and glutathione content in an
insecticide-resistant strain @fibolium castaneum (Herbst). Pesticide Biochemistry and
Physiology San Diego, v. 36, n. 3, p. 269-276, 1990.

RINKEVICH, F. D.; DU, Y.; DONG, K. Diversity and cwergence of sodium channel
mutations involved in resistance to pyrethroidsstieele Biochemistry and Physiologg$an
Diego, v. 106, n. 3, p. 93-100, 2013.

ROBERTS, D. R.; ALECRIM, W. D. Behavioral resportgeéAnopheles darlingi to DDT-
sprayed house walls in Amazonia. Bulletin of the Ranerican Health Organizatipn
Washington, v. 25, n. 3, p. 210-217, 1991.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
107

RODRIGUES, M. V. N. et al. GC-MS determination e§anochlorine pesticides in
medicinal plants harvested in Brazil. Journal @f Brazilian Chemical Societypdo Paulo, v.
18, n. 1, p. 135-142, 2007.

RODRIGUEZ, M. M. et al. Cross-resistance to pyreithiand organophosphorus insecticides
induced by selection with temephosAiedes aegypti (Diptera: Culicidae) from Cuba. Journal
of Medical EntomologyHonolulu, v. 39, n. 6, p. 882-888, 2002.

RODRIGUEZ, M. M.; BISSET, J. A.; FERNANDEZ, D. Leigeof insecticide resistance and
resistance mechanismsAldes aegypti from some Latin American countries. Journal of the
American Mosquito Control AssociatipRresno, v. 23, n. 4, p. 420-429, 2007.

RODRIGUEZ, M. M. et al. Levels of insecticide rdaisce and its mechanisms in a strain of
Aedes aegypti of Santiago de Cuba. Revista Cubana de Mediciopidal Habana, v. 51, n.
2, p. 83-88, 1999.

ROZENDAAL, J. A. Vector control: methods for useibdividuals and communities
Geneva: World Health Organization, 1997.

RUDBECK, L.; DISSING, J. Rapid, simple alkaline edtion of human genomic DNA from
whole blood, buccal epithelial cells, semen aneérisic stains for PCR. Biotechniques
Natick, v. 25, n. 4, p. 588-590, 592, 1998.

RUIGT, G. S. et al. Increase of sodium currentrgdtgethroid insecticides in mouse
neuroblastoma cells. Brain Researéimsterdam, v. 437, n. 2, p. 309-322, 1987.

RUSSELL, R. C. Larva dAedes. 2000. Disponivel
em:<http://www.biogmed.ufrj.br/ciencia/Bromeliasdas _aegypti_larvae.jpg>. Acesso em:
11 abr. 2013.

RUSSELL, R. J. et al. The evolution of new enzynnection: lessons from xenobiotic
metabolizing bacteria versus insecticide-resista#cts. Evolutionary ApplicationQuébec,
V. 4,n. 2, p. 225-248, 2011.

SAAVEDRA-RODRIGUEZ, K. et al. A mutation in the wafje-gated sodium channel gene
associated with pyrethroid resistance in Latin AicearAedes aegypti. Insect Molecular
Biology, Oxford, v. 16, n. 6, p. 785-798, 2007.

SAELIM, V. et al. Bottle and biochemical assaystemephos resistance Aedes aegypti in
Thailand._Southeast Asian Journal of Tropical Medi@and Public Heal{lBangkok, v. 36, n.
2, p. 417-425, 2005.

SANTACOLOMA, L.; CHAVES, B.; BROCHERO, H. L. Suscdpility of natural
populations of dengue vector to insecticides inoBudia. BiomedicaBogota, v. 32, n. 3, p.
333-343, 2012.

SANTOS, M. A. T.; AREAS, M. A.; REYES, F. G. R. Biréides - Uma Viséo Geral.
Alimentos e NutricdpAraraquara, v. 18, n. 3, p. 339-349, 2007.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
108

SANTOS, V. M. R.; DONNICI, C. L. Compostos organsfiorados pentavalentes: historico,
métodos sintéticos de preparacgéo e aplicacOes tmaticidas e agentes antitumorais.
Quimica Nova Séo Paulo, v. 30, n. 1, p. 159-170, 2007.

SAUPHANOR, B. et al. Monitoring resistance to difenzuron and deltamethrin in French
codling moth populations (Cydia pomonella). Pesh&tgement Scienc&/est Sussex, v. 56,
n. 1, p. 74-82, 2000.

SAWICKI, R. et al. Cloning, expression and biocheashicharacterization of one Epsilon-
class (GST-3) and ten Delta-class (GST-1) glutaihiS-transferases froBrosophila
melanogaster, and identification of additional nine memberglad Epsilon class.
Biochemical Journal.ondon, v. 370, p. 661-669, 2003.

SCOTT, J. A. The Molecular-Genetics of ResistanResistance as a Response to Stress.
Florida EntomologistGainesville, v. 78, n. 3, p. 399-414, 1995.

SCOTT, J. G. Cytochromes P450 and insecticideteggis._Insect Biochemistry and
Molecular Biology Oxford, v. 29, n. 9, p. 757-777, 1999.

SECCACINI, E. et al. Effectiveness of pyriproxyfend diflubenzuron formulations as
larvicides againsfedes aegypti. Journal of the American Mosquito Control Assdoiat
Fresno, v. 24, n. 3, p. 398-403, 2008.

SHEEHAN, D. et al. Structure, function and evoluatmf glutathione transferases:
implications for classification of non-mammalianmigers of an ancient enzyme superfamily.
Biochemical JournalLondon, v. 360, n. Pt 1, p. 1-16, 2001.

SHETTY, V.; SANIL, D.; SHETTY, N. J. Insecticide steptibility status in three medically
important species of mosquitoésiopheles stephensi, Aedes aegypti andCulex
quinquefasciatus, from Bruhat Bengaluru Mahanagara Palike, Karratakdia. Pest
Management Scienc®@/est Sussex, v. 69, n. 2, p. 257-267, 2013.

SILVA, H. H. G.; SILVA, |. G. Influéncia do periodde quiescéncia sobre o ciclo de vida de
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae) em condigdesaboratério. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropjdatasilia, p. 349-355, 1999.

SILVA, J. J.; MENDES, J. Susceptibility &edes aegypti (L) to the insect growth regulators
diflubenzuron and methoprene in Uberlandia, StaMinas Gerais. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina TropicaBrasilia, v. 40, n. 6, p. 612-616, 2007.

SINGH, S. P. et al. Catalytic function Df osophila melanogaster glutathione S-transferase
DmGSTS1-1 (GST-2) in conjugation of lipid peroxidatend products. European Journal of
Biochemistry Berlin, v. 268, n. 10, p. 2912-2923, 2001.

SODERLUND, D. M.; KNIPPLE, D. C. The molecular agly of knockdown resistance to
pyrethroid insecticides. Insect Biochemistry andiéddalar Biology Oxford, v. 33, n. 6, p.
563-577, 2003.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
109

SOGORB, M. A.; VILANOVA, E. Enzymes involved in tltetoxification of
organophosphorus, carbamate and pyrethroid ingdesithrough hydrolysis. Toxicology
Letters Amsterdam, v. 128, n. 1-3, p. 215-228, 2002.

SOPER, F. L. Rehabilitation of the Eradication Gaptdn Prevention of Communicable
Diseases. Public Health Repoioston, v. 80, n. 10, p. 855-869, 1965.

SOTA, T.; MOGI, M. Interspecific Variation in Desiation Survival-Time of Aedes
(Stegomyia) Mosquito Eggs Is Correlated with Hatarad Egg Size. OecologiBerlin, v.
90, n. 3, p. 353-358, 1992a.

. Survival-Time and Resistance to Desiccaifddiapause and Nondiapause Eggs of
Temperaturéedes (Stegomyia) Mosquitos. Entomologia Experimentatig\pplicata
Amsterdam, v. 63, n. 2, p. 155-161, 1992b.

SPARKS, T. C. et al. The Role of Behavior in Inggde Resistance. Pesticide Science
London, v. 26, n. 4, p. 383-399, 1989.

SRISAWAT, R. et al. Point mutations in domain lltbé voltage-gated sodium channel gene
in deltamethrin-resistamtedes aegypti (Diptera: Culicidae). Applied Entomology and
Zoology, Tokyo, v. 45, n. 2, p. 275-282, 2010.

STONE, B. F.; BROWN, A. W. Mechanisms of resistataéenthion inCulex pipiens
fatigans Wied. Bulletin of the World Health Orgaation, Geneve, v. 40, n. 3, p. 401-408,
1969.

STRODE, C. et al. Expression profile of genes durasistance reversal in a temephos
selected strain of the dengue vechagles aegypti. PLoS ONE San Francisco, v. 7, n. 8, p.
39439, 2012.

. Genomic analysis of detoxification geneth@&mosquitddedes aegypti. Insect
Biochemistry and Molecular Biologxford, v. 38, n. 1, p. 113-123, 2008.

SUTHERLAND, T. D. et al. A cytochrome P450 terpahbydroxylase linked to the
suppression of insect juvenile hormone synthesmcdedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amerid&ashington, v. 95, n. 22, p. 12884-12889, 1998.

TAUIL, P. L. Critical aspects of yellow fever coatiin Brazil. Revista de Saude Publieza
44, n. 3, p. 555-558, 2010.

TAYLOR, P. Anticholinesterase agents. In: GILMAN, @&. et al (Ed.). The pharmacological
basis of therapeutic§ th ed. Macmillan: New York, 1980. p. 100-119.

TEIXEIRA, M. G.; BARRETO, M. L.; GUERRA, Z. Epidemiogia e medidas de prevencao
do dengue. Informe Epidemioldgico do SUWBasilia, v. 4, n. 8, p. 5-33, 1999.

TEMPORAO, J. G. et al. Dengue virus serotype 4 aRaa State, Brazil. Emerging
Infectious Disease#\tlanta, v. 17, n. 5, p. 938-940, 2011.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
110

TESTA, B.; KRAMER, S. D. The biochemistry of drugetabolism - An introduction Part 3.
Reactions of hydrolysis and their enzymes. Chemn&tBiodiversity, Zurich, v. 4, n. 9, p.
2031-2122, 2007.

TIKAR, S. N. et al. Temephos-induced resistanc@etes aegypti and its cross-resistance
studies to certain insecticides from India. Paoésity ResearchBerlin, v. 105, n. 1, p. 57-63,
20009.

VASCONCELOQOS, P. F. et al. Serious adverse evemsiscated with yellow fever 17DD
vaccine in Brazil: a report of two cases. Lange358, n. 9276, p. 91-97, 2001.

VIEIRA, G. J. Pupa déedes. 2008. Disponivel
em:<http://www.fiocruz.br/ioc/media/pupal_genilt@80308.jpg>. Acesso em: 11 abr. 2013.

VIJVERBERG, H. P.; VAN DEN BERCKEN, J. Neurotoxiogjical effects and the mode of
action of pyrethroid insecticides. Critical Reviewsloxicology, Boca Raton, v. 21, n. 2, p.
105-126, 1990.

VILLANI, F.; HEMINGWAY, J. The detection and intection of multiple organophosphorus
and carbamate insecticide resistance genes indagdlations ofCulex pipiens from lItaly.
Pesticides Biochemistry and Physiolotew York, v. 27, p. 218-228, 1987.

VONTAS, J. et al. Transcriptional analysis of ins&de resistance iAnopheles stephensi
using cross-species microarray hybridization. Ihdgaecular Biology Oxford, v. 16, n. 3, p.
315-324, 2007.

VONTAS, J. G.; SMALL, G. J.; HEMINGWAY, J. Glutatbine S-transferases as antioxidant
defence agents confer pyrethroid resistandilizparvata lugens. Biochemical Journal
London, v. 357, n. Pt 1, p. 65-72, 2001.

VONTAS, J. G. et al. Purification, molecular clogiand heterologous expression of a
glutathione S-transferase involved in insecticielgstance from the rice brown planthopper,
Nilaparvata lugens. Biochemical JournalLondon, v. 362, n. Pt 2, p. 329-337, 2002.

WARE, G. W._An introduction to insecticideglonografia. University of Minnesota. 2000.
Disponivel em:<http://ipmworld umn.edu/chaptersiviatm.>. Acesso em: 26 mar. 2013.

WARE, G. W.; WHITACRE, D. M. An introduction to iesticides 2004. Disponivel
em:<http://ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm>. gsweem: 21 maio 2013.

WEETMAN, D. et al. Association mapping of insedtieiresistance in wildnopheles
gambiae populations: major variants identified in a lowlage disequilbrium genome. PL0S
ONE, San Francisco, v. 5, n. 10, p. 13140, 2010.

WEILL, M. et al. La résistance du moustigdelex pipiens aux insecticides. Médecine
SciencesParis, v. 19, n. 12, p. 1190-1192, 2003.

. A novel acetylcholinesterase gene in mesgsiicodes for the insecticide target and
is non-homologous to the ace gen®nosophila. Proceedings Biological Scien¢é®ndon,
V. 269, n. 1504, p. 2007-2016, 2002.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoRA.
111

. The unique mutation in ace-1 giving higdetticide resistance is easily detectable in
mosquito vectors. Insect Molecular Biolg@yxford, v. 13, n. 1, p. 1-7, 2004.

WILLOUGHBY, L.; BATTERHAM, P.; DABORN, P. J. Piperyl butoxide induces the
expression of cytochrome P450 and glutathione iSsteaase genes [Drosophila
melanogaster. Pest Management Scient®est Sussex, v. 63, n. 8, p. 803-808, 2007.

WILLOUGHBY, L. et al. A comparison dDrosophila melanogaster detoxification gene
induction responses for six insecticides, caffeind phenobarbital. Insect Biochemistry and
Molecular Biology Oxford, v. 36, n. 12, p. 934-942, 2006.

WIRTH, M. C.; GEORGHIOU, G. P. Selection and chéedzation of temephos resistance in
a population oAedes aegypti from Tortola, British Virgin Islands. Journal dfe American
Mosquito Control AssociatigriFresno, v. 15, n. 3, p. 315-320, 1999.

WONDJI, C. S. et al. Identification and distributiof a GABA receptor mutation conferring
dieldrin resistance in the malaria vecfmopheles funestus in Africa. Insect Biochemistry and
Molecular Biology Oxford, v. 41, n. 7, p. 484-491, 2011.

WOOD, O. R. et al. Cuticle thickening associatethwiyrethroid resistance in the major
malaria vectoAnopheles funestus. Parasites & Vectordondon, v. 3, p. 3-67, 2010.

WU, S. et al. Cloning and characterization of alobtylinesterase 1 genes from insecticide-
resistant field populations afposcelis paeta Pearman (Psocoptera: Liposcelididae). Insect
Biochemistry and Molecular Biolog¥xford, v. 40, n. 5, p. 415-424, 2010.

XU, Q. et al. Resistance in the mosqu@olex quinquefasciatus, and possible mechanisms
for resistance. Pest Management Scieléest Sussex, v. 61, n. 11, p. 1096-1102, 2005.

YANG, T.; LIU, N. Genome analysis of cytochrome P4%&nd their expression profiles in
insecticide resistant mosquito€xjlex quinquefasciatus. PLoS ONE San Francisco, v. 6, n.
12, p. 29418, 2011.

YANOLA, J. et al. High-throughput assays for dei@ttof the F1534C mutation in the
voltage-gated sodium channel gene in permethriisteeg Aedes aegypti and the distribution
of this mutation throughout Thailand. Tropical M&de and International Healtfbxford, v.
16, n. 4, p. 501-509, 2011.




Andlise da resisténcia a inseticidas... AraljoPA.

112

APENDICE A- ARTIGO PUBLICADO

Aratjo et al. Parasites & Vectors 2013, 6297
http://www. parasitesandvectors.com/content/6/1/297

Parasites
&Vectors

RESEARCH Open Access

The susceptibility of Aedes aegypti populations
displaying temephos resistance to Bacillus
thuringiensis israelensis: a basis for management

Ana Paula Aradjo, Diego Felipe Araujo Diniz, Elisama Helvecio, Rosineide Aruda de Barros,
Cldudia Maria Fontes de Oliveira, Constancia Flavia Junqueira Ayres, Maria Alice Varjal de Melo-5antos,
Léda Narcisa Reais and Maria Helena Neves Lobo Silva-Filha'

Abstract

Background: Aedes aegypti is the vector of dengue virus, and its control is essential to prevent disease
transmission, Among the agents available to control this species, biolarvicides based on Bacillus thuringfensis serovar
israelensis (Bti) are an effective alternative to replace the organophosphate temephos for controlling populations
that display resistance to this insecticide. The major goal of this study was to determine the baseline susceptibility
of Brazilian Ae, gegypti populations to Bt, taking into account their background in terms of larvicide exposure, status
of temephos resistance and the level of activity of detoxifying enzymes involved in metabolic resistance o
insecticides.

Methods: Population samples were established under insectarium conditions. Larval susceptibility to termephos and
Bti was evaluated through bioassays and lethal concentrations of these compounds were detemined. Biochemical
assays were performed to determine the specific activity of five detoxifying enzymes in these samples.

Results: Fourteen populations were characterized and, except for one case, all displayed resistance to temephos.
Most populations were classified as highly resistant. The populations also showed increased activity of one or more
deroxifying enzymes (glutathione-S-transferases, esterases and mixed function oxidases), regardless of their
temephos resistance status. All populations analyzed were susceptible to Bti, and the lethal concentrations were
similar to those detected in two laboratory susceptible colonies, The response 1o Bti showed little variation, A
maximum resistance ratio of 2.1 was observed in two untreated populations, while in two Bti-treated populations,
the maximum resistance ratio was 19. No positive correlation was found between temephos resistance, increased
activity of detoxifying enzymes, and susceptibility to Bii,

Conclusions: Data from this study show that all populations were susceptible to B, including twelve untreated
and two treated populations that had been exposed to this agent for more than ten vears. The temephos
resistance and increased activity of detoxifying enzymes observed in thirteen populations was not comrelated with
changes in susceptibility to Bti. Our data show a ladk of cross-resistance between these two compounds; thus, Bii
can be used in an integrated control program to fight Ae. gegypti and counteract the temephos resistance that was
found among all populaticns analyzed.

Keywords: Vector control, Bti, Susceptibility, Temephos, Metabolic resistance, Cross-resistance
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Background
Aedes aegypti is the major vector of dengue virus
(DENv) and has been responsible for an important dis-
ease burden in human populations worldwide in the last
few decades [1,2]. This species has spread over most
municipalities in Brazil, where it is the main DENv vec-
tor and has provoked frequent epidemics since 1986 [3].
Vector control remains the sole action to control dengue
because vaccines and other prophylactic measures are
not currently available. In this context, a National Pro-
gram for Aedes aegypti Eradication (PEAa) was created
in 1996 in Brazil and was replaced by the National Pro-
gram for Dengue Control (PNCD) in 2002. The main
goal of the PNCD is to fight this disease through inte-
grated control actions, including the utilization of chem-
ical larvicides and adulticides [4]. The organophosphate
(OP) temephos has been the major larvicide used by the
PNCD, and one of the most used compounds to contral
mosquitoes globally, despite its negative effects on non-
target organisms and reports of resistance. In mosquito,
temephos resistance has been associated with the alter-
ation of its target site in acetylcholinesterase and also with
metabolic mechanisms associated with enzymes involved
in the detoxification of xenobiotic compounds [5-7].
Biolarvicides based on the entomopathogenic bacteria
Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) have been
successfully used for dipteran control [8]. Bti was first
introduced for controlling Sésmnlinim, and its utilization
was later extended to Aedes species. Long-term pro-
grams carried out in many countries have demonstrated
its effectiveness under field conditions [9-11]. Its larvi-
cidal action is based on crystals produced upon bacterial
sporulation, mainly composed of the four protoxins
CryllAa, Cry4Aa, Cry4Ba and CytlAa. Bti's mode of ac-
tion depends on the ingestion of these arystals by larvae.
Crystal solubilization occurs at the alkaline pH of the
midgut, and the protoxins released into the lumen are
converted into active toxins by proteases [12]. The whole
crystal displays optimal toxicity, whereas individual
toxins, or their combinations, do not show comparable
levels of activity [13]. Once activated, the Cry toxins
bind to specific midgut receptors from Ae. aegypti lar-
vae: cadherins, aminopeptidases and alkaline phospha-
tases have been identified as binding molecules [14].
Studies to elucidate the synergy among Bti toxins have
demonstrated that CytlAa can act as a surrogate recep-
tor for CryllAa and Cry4Ba. Furthermore, binding be-
tween CytlAa and Cry toxins induces conformational
changes that improve the capacity of Cry to bind to the
other receptors available in the midgut [15-17]. This
complex action based on four toxins with the capacity to
bind to different target molecules does not favor the se-
lection of resistance. Previous reports have failed to
demonstrate the development of resistance to whole Bti
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crystal after continuous exposure for resistance selection
under laboratory conditions [18-21], and resistance to
Bti-based larvicides in ficld populations has not been
reported to date [22,23].

In light of the effectiveness of Bti to control Aedes spe-
cies and the lack of resistance, its utilization is under ex-
pansion in control programs for the treatment of
breeding sites. Bti has also been used in oviposition and
adult traps to prevent the development of larvae in these
devices when they are used for monitoring, or on a
massive scale, to reduce mosquito populations [24-26].
Another factor that supports the increasing use of Bti is
the worldwide Ae. aegypti resistance to temephos, as has
frequently been reported. In Brazil, there is a serious re-
sistance problem that compromises the effects expected
from use of temephos by the PNCD [27-33]. Thus, Bti is
a candidate to manage resistance to temephos; however,
some reports have recently suggested a potential cross-
resistance between temephos and Bti [34-36]. These
studies found a positive correlation between temephos
resistance and increased activity of the detoxifying en-
zymes involved in the metabolism of xenobiotics along
with a pattemn of decreased response to Bti. This associ-
ation was also reported for pyriproxyfen, suggesting that
the increased activity of mixed function oxidases and
previous temephos resistance could play a role in the
reduced efficacy of pyriproxyfen against some species,
including Ae. aegypti [37,38]. This issue requires investi-
gation in view of the strategic role that Bti can play for
the management of temephos resistance.

The major goal of the present study is to establish a
baseline of Bti susceptibility in Ae. aegypti populations
from Brazil, taking into account their background in
terms of previous larvicide exposure, status of temephos
resistance, and activity of detoxifying enzymes. Baseline
data are necessary to evaluate the significance of alter-
ations that can be found among populations exposed to
control pressure and to provide guidelines for the use of
control agents to be employed in mosquito control.

Methods

Colonies

Three Aedes aegypti colonies were used in this study
and were maintained in the insectarium of the Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM-FIOCRUZ)
under controlled conditions at 26 + 1I"C, 70% humidity,
and 12:12 h L:D photoperiod. Larvae were reared in
dechlorinated tap water and fed with cat food. Adults
were fed on a 10% sucrose solution, and females were
also fed on chicken blood. The colonies used were: 1)
Rockefeller, a susceptible colony used as an international
reference for larvicides; 2) Recl, a susceptible colony
established from a large egg sampling from the Recife
Metropolitan Region (RMR) that has been maintained
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since 1996 in the insectarium of CPgAM-FIOCRUZ [39];
and 3) RecR, a temephos-resistant colony established from
egg samples collected in Araripina city (Pernambuco
State, Brazil), This sample showed an initial temephos re-
sistance ratio (RR) of 7-fold, and further laboratory selec-
tion resulted in a RR at LC, of 181-fold after 20
generations of temephos exposure [40,41].

Populations

Mosquito samples from fourteen municipalities in Brazil
collected between 2009 and 2011 were investigated in this
study. Six were analyzed in the scope of the Brazilian Aedes
aegypti Resistance Monitoring Network (MoReNAa), es-
tablished by the PEAa in 2000. Ten samples were from
different municipalities of Pernambuco State, while four
(Joao Pessoa, Bacabal, Ofapoque and Macapa) were col-
lected from other Brazilian States. All populations have
been exposed to temephos except for the population from
Fernando de Noronha, which is an oceanic island situated
354 km offshore of the Brazilian coast (Natal city). As this
island is an Environmentally Protected Area, Bti-based
products have been the sole larvicide used for Aedes con-
trol since 2002. In the other municipalities, the history of
exposure to temephos, in the context of PEAa-PNCD
actions, began in 1996. Redfe city has the lowest level of
exposure to temephos because this product was replaced
by Bti in 2002. Insect growth regulators (IGR) acting as
chitin synthesis inhibitors (Diflubenzuron or Novaluron)
were introduced as a third control agent in two municipal-
ities, Macapd and Jodo Pessoa.

Establishment of sub-colonies in the laboratory

Eggs from the municipalities analyzed were collected
using oviposition traps set up in a representative number
of sites according to the recommendations of the
MoReNAa network [42]. Each population sample was
established in the insectarium as a sub-colony composed
of at least 1,000 adults obtained from the egg samples
using a 2:1 female/male ratio. After hatching, larvae
were reared until adulthood under the laboratory condi-
tions previously described. Bioassays were carried out
using larvae from the first (F,) or second (F;) genera-
tions obtained from these samples.

Characterization of Aedes aegypti samples

Samples were analyzed according to the following pa-
rameters: 1) previous exposure to either the OP temephos,
to the microbial agent Bti or to an IGR (Diflubenzuron or
Novaluron); 2) status of temephos susceptibility; and 3)
activity of detoxifying enzymes. The record of exposure
to control agents was considered since 1996, when
PEAa was implemented in Brazil. This information was
provided by the Secretary of Health of the various
municipalities.
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Temephos bioassays

Bioassays to evaluate temephos toxicity against larvae
were performed according to a standard protocol [43].
Briefly, groups of 20 late 3™ instar larvae in 100 mL of tap
water in disposable cups were treated with a series of
temephos concentrations that provide between 10 and
100% mortality after 24 h. Each bioassay was performed
using six to ten concentrations and three replicates of 20
larvae per concentration, in addition to an untreated
group. Mortality rates were recorded after 24 h to deter-
mine the lethal concentration for 50% (LCsg) and 95%
(LCqz) of larvae using Probit analysis in the program SPSS
10.0 for Windows. The LCs established for each popula-
tion were the average of at least three bicassays. The re-
sistance ratios (RR) between the LC for the sample tested
and the LC for the reference colony were used to classify
the populations [44] into the following categories: low re-
sistance (3 < RR< 5), moderate resistance (5 < RR < 10)
and high resistance (RR > 10).

Bti bioassays

Susceptibility to Bacillus thuringiensis serovar israelensis
(Bti) was also analyzed through a similar protocol of mul-
tiple concentration bioassays using late 3" instar larvae,
according to standard methods [45]. Lethal concentrations
of the standard lyophilized powder of Bfi strain H-14
(IPS82, Institut Pasteur) for 50% (LCsy) and 90% (LCqq)
of exposed larvae after 24 h were determined. Briefly,
groups of 20 larvae were exposed to serial dilutions of ly-
ophilized spore-crystal standard powder in cups with
100 mL of bacterial suspensions in tap water. Three repli-
cates were performed for each of six concentrations tested
per bioassay. A control group was tested using water only.
Each bioassay was repeated at least three times. The mean
lethal concentrations and the resistance ratios (RR) were
obtained for each sample, as described above.

Enzymatic assays

The specific activity of detoxifying enzymes (DE), potentially
associated with metabolic resistance to chemical insecti-
cides, was evaluated. Three major classes of enzymes were
assayed: glutathione-S-transferases (GST), esterases (o-est,
B3-est, PNPA-est) and mixed function oxidases (MFO). For
each population, approximately 100 one-day-old females,
non-blood fed, previously stored at —70°C, were individually
tested using a standard protocol described by Montella et al.
(2007). The catalytic activity detected in the individuals from
the Rockefeller colony was used as a reference to classify the
tested samples according to the frequency of individuals that
display an activity higher than the 99" percentile of the
Rockefeller population [46]. The samples were classified
as unaltered (U <15%), altered (A 15-50%) and highly
altered (HA >50%).
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Results

The study was performed based on sub-colonies of each
population and three laboratory colonies, two used as
references for susceptibility (Rockefeller and RecL) and
one for temephos resistance (RecR), which was artifi-
cially selected in the laboratory. The evaluation of
temephos toxicity to larvae from the sub-colonies
showed that all populations analyzed were classified as
resistant, except for the F. de Noronha population,
which is from an area where temephos has not been
used by the PEAa-PNCD (Table 1). Two populations
(Bacabal and Recife) were classified as displaying moder-
ate resistance (MR), while the remaining populations
showed high resistance levels (HR) with a wide range of
RR wvalues, from 11-fold found in Macapa to 2527 in
Araripina. Among these HR populations, it was possible
to distinguish two that displayed an RR of approximately
11-fold, where temephos was replaced by other control
agents (Bti and IGR). A second group of nine populations
that have been exposed exclusively to temephos since the
beginning of the control program (Table 2), showed
higher RR (60.0-252.7). Bacabal was the only population
exposed exdusively to temephos that displayed a moder-
ate level of resistance (RR 6.6-fold), rather than the high
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level of resistance that was observed for the other samples
under this condition (Table 2). RR values for temephos
resistance in half of the populations studied were over
100-fold.

Individuals were then evaluated for the activity of DE.
Thirteen populations showed increased or highly in-
creased activity of at least three of the five enzymes in-
vestigated compared to the Rockefeller colony (Table 2,
Additional file 1). The Recife population displayed an in-
crease only in the activity of GSTs. In fact, GST activity
was increased in all populations, followed by PNPA-
esterases (93% of populations), a-esterases (79%), mixed
function oxidases (36%) and finally B-esterases, whose
alterations were less frequent amongst the populations
(14%). Evaluation of laboratory colonies showed that
RecL did not display any alterations, while RecR showed
increased GST, a-esterases and MFO activities.

These analyses, summarized in Table 2, provide quan-
titative data on temephos resistance and DE activity in
these populations as a basis for evaluating their suscepti-
bility to Bti. The RecL reference colony and the
temephos-resistant RecR colony were both susceptible to
Bti, indicated by an RR that was equal or less than 2-fold
at LCg, and LCy, compared to the Rockefeller colony

Table 1 Toxicity of temephos to 3rd instar Aedes aegypti larvae from colonies and sampled populations

LCes" LCqs"
Sample No. larvae Mean (95% fiducial limits) RR" Mean (95% fiducial limits) RR®
R kefeller® 1200 0,007 (0.006-0.008) 10 0011 (0011-0012) 10
Recl 1500 0,010 (0.009-0.010) 14 0017 (006-0019) 15
RecR (Fa? 1280 7230 (1.168-1305) 175.7 1978 (1 840-2.180) 1798
F. de Noranha 1740 0017 [O16-008) 24 0.026 (0.024-0.028) 24
Bacabal 2560 0039 (0.037-0.043) 56 0073 {0068-0.079) 66
Macapa 1760 0,084 {0.057-0.070) a1 0121 (01030137 110
Jado Pessoa 1840 0041 (0.033-0043) 5B 0,129 (0103-0.173) 117
G. do Goits 1560 0,135 (0.113-0.159) 193 0,792 [0607-1.122) 720
Cliapoque 2240 0295 (0247-0337) 421 1127 (0£72-2495) 1025
Agrestina 1740 0483 (0421-0548) £90 2339 (1899-3051) 2126
Araripina 1920 1570 (1.420-1.750) 2243 2780 (2600-3.280) 2527
Rackefeller” 1140 0012 (0.011-0013) 10 0017 (0ME-0019) 10
Salgueiro 1500 0,154 (0:130-0.181) 128 1021 (0.757-1534) 600
5. C Capibaribe 1330 0675 {0585-0.767) 563 2471 (2010-2086) 1434
5. 1 Egito 1500 0,900 (0818-0.966) 750 2120 (1862-2514) 124.7
A, da Ingarei 1260 1013 (0.887-1.147) 844 2051 (1806-2.445) 1206
Cedra 1320 1063 (0959-1.162) 885 2256 (2043-2574) 1327
Rockefeller® 1260 0,009 {0.009-0010) 10 0014 (0014-0018) 10
Recife 1680 0,047 (0.039-0.046) 47 0,700 (0088-0.179) 71

*Lethal Concentrations {mg/L} for 50% (LCsq) or for 95% (LCs:) of exposed larvae after 24 h
*Resistance Ratio (LC for population tested/LC for the Rockefeller reference colony).

“Data In this line are the reference [Rockefeller colony) for the samples below,
“Data from Strode et al. (2012).
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Table 2 Characterization of Aedes aegypti from laboratory colonies and sampled populations

Temephos Detoxifying enzymes®
Sample Origin Exposure® RR;:© Status® GST a-est P-est B-est MFO
Rockefeller Laboratory N 10 S RF RF RF RF RF
RecL Labsaratory N 10 S U u U U
RecR (Faol® Labaratory Temephos 1798 HR A A u u
F. de Noronha Field Bti 24 5 HA A HA u
Bacabal Field Ternephos 65 MR HA A A U
Recife Field Temephav/Bti 71 MR A u u u U
Macaps Field Termephos/BtiIGR 110 HR H& HA A
Jodo Pessoa Field TemephowBtifIGR 1.7 HR HA A HA U
Salgueiro Field Temephos 600 HR HA u HA u
G, do Gaita Field Temephos F20 HR A A A u U
Oiapogque Field Temephas 1025 HR H4 HA u u
Cedro Field Temephos 1327 HR HA A A U HA
A da Ingazeia Field Ternephos 1206 HR HA HA HA A U
S, ). do Egito Field Temephas 1247 HR HA u A u A
5. C do Capibaribe Feld Termephos 1424 HR HA A HA u u
Agrestina Field Temephos N6 HR HA A A o] A
Aranpina Field Termephos 2827 HR A HA A u u

*@ST (glutathione-5-transferases), a-est (a-esterases), P-ost (PNPA esterases), frest (B -esterases) and MFO (miked-function oxdases) were classified acconding to

Brasil (2006): RF-reference, U-unaltered, A-altered, HA-highly altered.

“Exposure records until 2010 for temephos, Bl-Gacifius thuringlensis serovar israefensis, 1GR ( Diflubenzuron or Noval sron),
“Resistance Ratio at Lethal Concentrations (mg/L) for 95% of exposed larvae after 24 h: LC for sample tested/LC for the Rockefeller colony.
dClaszification adapted from Mazzari and Georghiou (1995): S-Susceptible (RR < 3), LR-Low Redstance (3 < RR < 5), MR-Moderate Redistance (5 < RA < 10), HR-High

Resistance (=105
“Data from Strode ef al, (2012),

(Table 3). The high level of temephos resistance and the
increased activity of three groups of DE detected in the
RecR colony were not correlated with a decrease in the
susceptibility to Bt

The populations displaying different levels of temephos
resistance were evaluated to provide a realistic measure of
susceptibility to Bti. It should be noted that the F. de
Noronha and Recife populations have been exposed to Bti,
in particular the former, because this is the sole larvicide
that has been used for mosquito control in that area. Tox-
icity assays showed that both were susceptible to Bti, with
the RRs at LCy similar to the reference colony (Table 4).
The second group, Bacabal, Macapa and Jodo Pessoa,
which had temephos RRs between 6.6 and 11.7, was sus-
ceptible to Bti. The Bti RR’s were between 12 and 1.7

(Table 4). The last group analyzed, including populations
characterized as highly resistant to temephos, presented
RR values of between 60 and 252.7 (Table 1). However, all
samples from this group were fully susceptible to Bti, with
RR values at LCq, between 1.0- and 1.3-fold compared
with the Rockefeller colony.

Analysis of Bti susceptibility in all samples showed a
slight variation in the lethal concentrations, regardless of
the other characteristics revealed by this study. Lethal
concentrations at LCg, (mg/L) varied from 0.009 (5. C.
do Capibaribe) to 0017 (e.g., A. da Ingazeira), while at
LCop, the values were between (.025 (e.g., Salgueiro) and
0.043 (Bacabal). The slope of the dose-response curve
for Bti assays performed in this study showed a
homogenous response in the samples analyzed (data not

Table 3 Toxicity of Bacillus thuringiensis israelensis (IP582) to 3rd instar Aedes aegypti larvae from laboratory colonies

LCuy® LC oy
Samples Crigin Temephos status  DE°  Mo. larvae  Mean (95% fiducial limits) RR®  Mean (95% fiducial limits) RR®
Rockefeller  USA Susceptible RF 1620 0.008 {0.007-00009) 10 0.026 (0.0271-0038) 10
Recl Recife-PE Susceptible No 1020 0016 (0012-0020) 20 0.030 (0.026-0039) 1.2
RecR Amripina-PE  Highly resistant Yes 1620 000 (0.005-0012) 13 0030 (0.025-0040) 1.2

*Lethal Concentrations (mgvL} for 50% (LCzq) or 909% (LCa) of larvae afier 24 h,

“Resistance Ratio: LC for sample tested/LC for the Rockefeller reference (RF) colony.

“Increase of the activity of detoxifying enzymes [DE).
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Table 4 Toxicity of Bacillus thuringiensis israelensis (IPS82) to 3rd instar Aedes aegypti larvae from
sampled populations

LCsq” LGy ®
Samples Origin Temephos status”  MNo.larvae  Mean (95% fiducial limits) RR®  Mean (95% fiducial limits)  RR®
Rockefeller Laboratary g 1620 0.008 (0.007-0.009) 10 0026 (0.02140.036) 10
F. de Noronha Field 5 1140 0013 @010 5 16 0030 (0.024-0.042) 1.2
Bacabal Field MR 1140 004 (0.012:0016) 18 0043 (0.03540.058) 1.7
Recife Field MR 1440 0015 (D.0140018) 18 0027 (0.0240.037) 14
Macapa Field HR 1380 0012 ([0.011-0014) 15 0037 (0.027-0.038) 1.2
Jodo Pessoa Field HR 1380 0017 ([0.0090012) 14 0035 (0.027-0.049) 13
Salgueiro Field HR 1080 0015 (0.0120018) 18 0025 (002140.031) 10
G.do Goita Field HR 1080 0015 (01300 8) 18 0025 (0.0220.033) 14
Oiapogue Field HR 1440 Qo (LoMom 14 0026 (0027-0.030) 10
Cedro Field HR 1200 0012 01000 5) 15 0037 (0.024-0.068) 1.2
A da Ingazsia Field HR 1260 0017 (0.016-0.020) 21 0030 (0.026<0.035) 12
5. 1. do Egito Field HR 1200 0017 (010003 14 Q030 [D024-0038 1.2
5. C do Capibaribe  Field HR 1260 0009 (D.0080M O 11 0025 (0.01840.057) 10
Agrestina Field HR 1320 0017 0600 9) 21 0028 (0.026-0.032) 1.1
Araripina Fiesled HR 1440 0013 0.0120015) 16 0.035 (0.0ZF-0.045) 3

*Lathal Concentrations (mg/L} for 50% (LCzq) or 9% (LCa) of larvae after 24 h, "Classification adapted from Mazzar and Georghlou (1995): S-Susceptible (RR < 3),
LA-Low Resistance (3 = RR < 5), MR-Moderate Resistance (5 < AR «< 10}, HR-High Resistance (>10}.

“Resistance Ratio: LC for sample tested/LC for the Rockefeller reference colony.

shown). All populations, including the RecR colony ex-
posed to temephos, displayed increased or highly in-
creased DE activity. However, this parameter was not
associated with the different levels of temephos resist-
ance among populations. For instance, the Bti suscepti-
bility of larvae from F. de Noronha and Araripina was
similar, but they presented marked differences for
temephos susceptibility (susceptible and HR, respectively).
However, both populations showed similar profiles of
increased DE (GST, a-esterases and PNPA-esterases).
The only sample that showed unaltered levels of DE,
similar to the Rockefeller colony, was the Recl colony,
whose contact with xenobiotic compounds has been
very limited, or absent, due to its maintenance under la-
boratory conditions.

Discussion
The lack of data on mosquito susceptibility to candidate
insecticides is a limiting factor for the success of control
programs. These programs have often been implemented
without information on the resistance selection risk
posed by a given control agent in the field. For this rea-
son, evaluations are often performed using the suscepti-
bility of laboratory colonies as a reference, which do not
necessarily reflect the natural variations that can be
found among field populations, which has been demon-
strated in other studies [47].

The results of this study provided a baseline dataset
on the susceptibility of field populations of Ae. acgypti

trom Brazil to Bti. We also documented pre-existing ex-
posure of the populations to control agents, in particular,
to temephos, which has been largely used by the PNCD
[4]. Indeed, thirteen of fourteen populations investigated
displayed high resistance to temephos, and all displayed
high activity of detoxifying enzymes, including GST and
esterases, which could be a consequence of prolonged
and intensive use of temephos. The resistance ratios
(RR) found for these samples were much higher than
those observed in previous surveys from Brazil, in which
RRs were lower than 20 in several populations, except
for two populations from Ceara and Pernambuco States
with RRs > 100 [27-33,40,48].

All Ae. aegypti populations in our study, regardless of
their resistance to temephos and increased activity of
DEs, displayed a level of susceptibility to Bti similar to
two reference colonies. RR values at LC5p or LCop were
equal to or lower than 2, which is not considered bio-
logically significant for resistance. These RRs are likely
due to natural variations in toxicity ratios rather than to
resistance selection, as observed in the smdies described
below. For instance, surveys carried out on around fifty
Culex pipiens populations with no history of Bti expos-
ure showed that varation in the susceptibility to Bti
ranged from RRs of 2 to 12.5 [49,50], while populations
from three Bti-treated areas displayed RRs < 1 [51]. In
China, five populations of Anopheles sinensis that were
exposed to chemical and microbial larvicides showed
RRs to Bti between 1.7 and 5.9, although pre-treatment
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data were not available and it was not possible to est-
mate pre existing variation [52]. Surveys based on thirty
untreated and treated Aedes spp. populations showed a
narrow range of RRs [35,53-58]. Among these cases, the
maximum recorded RR value at LCy; was 4, detected in
a Bti-treated population of Ae. rusticus from France, a
Bti-treated population of Ae. aegypti from Malaysia
[35,58], and an untreated population of Aedes albopictus
from Malaysia [56]. These data suggest that the RR
values were not related to previous Bti exposure. The
present study showed discrete variations in Bti RR values
in Ae. aegypti populations, including two Bti-treated
populations whose RRs were similar to the untreated
populations. The data suggest that the varation of Ae.
aegypti susceptibility to Bti could be lower than that
detected for C. pipiens. To date, the only report of a high
RR described in a field population previously exposed to
Bti was in two C. pipiens populations from New York
State (USA) that displayed RRs of 14 and 41 [59]. How-
ever, data on the susceptibility of these populations be-
fore Bti treatment were not available, so there is no
evidence that these high RRs were associated with ex-
posure to Bti or if they were simply natural variations.
The analysis of Bti susceptibility in the populations in
our study was performed in light of the disseminated
temephos resistance reported for many areas of Brazil,
which was confirmed by our data In fact, Bti and
temephos have distinct active principles, modes of action
and target sites in insects, leading to the hypothesis that
no cross-resistance is expected to occur. Data from the
present study support this assertion since all populations
showed a pattern of Bti susceptibility similar to the ref-
erence colonies, regardless of temephos resistance. Like-
wise, the RecR resistant colony, whose high resistance
level (RR=180) was achieved under laboratory condi-
tions [40], was still susceptible to Bti. As a consequence,
the results from this work are not in agreement with
previous reports whose findings suggest cross—effects of
temephos and Bti, linked to DE alterations [34-36].
Boyer et al. (2007) observed an association between the
exposure of Ochlerotatus cataphylla (Diptera: Culicidae)
populations to Bti and temephos with a decrease in the
sensitivity to these compounds and with an increase in
the activity of GSTs and a-esterases. Those authors sug-
gested that DEs may be involved in Bti detoxification
[36]. Another report showed that Ae. rusticus popula-
tions from a Bti-treated area in France had Bti RRs
(LCsp) of 7, which correlated with a 3-fold increase in
GST activity. However, biochemical evidence that Bti
toxins could be detoxified by these enzymes was not
provided [35]. In a general view, the association of DE in
the resistance to insecticidal toxins from bacterial larvi-
cides has not been related, while the alteration of target
sites seems to play a major role in this process, besides

others as the failure of protoxin processing and innate
immune responses [12,60-62]. The only report conceming
the role of esterases in the metabolism of insecticidal
bacterial toxins involved the resistance of the lepidop-
teran Helicoverpa armigera to CrylAc from Bacillus
thuringiensis [63]. In this case, esterases from a resist-
ant strain were able to bind the CrylAc toxin, which
could be the basis of resistance, although further inves-
tigation on this mechanism is needed [64]. Our study
showed that all Ae. aegypti populations exhibited in-
creased or highly increased DE activity for at least three
groups of enzymes that we investigated. In particular,
esterases can be responsible for the detoxification of a
wide range of xenobiotics, including insecticidal com-
pounds. Nevertheless, the susceptibility of our sampled lar-
vae to Bti was similar to the reference colonies (Rockefeller
and Recl), which did not display alterations in any of the
five enzymes investigated. We did not find an association
between the increased activity of detoxifying enzymes and
a decrease in susceptibility to Bti.

Conclusions

Fourteen Ae. aegypti samples from Brazilian populations
were susceptible to Bti. Most populations analysed
displayed high resistance to temephos, as well as in-
creased levels of some detoxifying enzymes. However,
these features were not associated with a decrease in
their susceptibility to Bti. These findings strongly
reinforce the importance of Bti as an effective tool for
Ae. aegypti control, considering the increasing environ-
mental concerns of people living in urban and rural en-
vironments, as well as the urgent need for larvicides able
to overcome previous resistance to temephos. The in-
secticidal crystal of Bti has a unique composition of
protoxins whose mode of action is distinct from neuro-
toxic or growth-regulating compounds used for mos-
guito control and thus has a low potential to display
cross-resistance.

Additional file

Additional file 1: Activity of detoxifying enzymes in Aedes aegypti
adults from sampled populations compared to the Rockefeller colony.
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