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DINIZ, D. F. A. Custo biologico associado a resisténcia ao inseticida temephos em
populacdes de Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE). 2014. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

RESUMO

Este estudo avaliou o desempenho bioldgico e reprodutivo de populacbes de Aedes
aegypti resistentes ao organofosforado temephos, através da analise dos seguintes parametros:
dindmica de desenvolvimento de formas imaturas (larvas, pupas) e adultas; tamanho;
fecundidade; tabela de vida de fertilidade; longevidade e reservas energéticas. Os testes foram
realizados com uma populacdo de campo (Arcoverde/PE), com elevada razdo de resisténcia
ao inseticida (RR=226,6), além de trés linhagens isogenéticas, RecR (RR=303,4), RecRNEXx
(RR=250,5) em processo de reversdo da resisténcia e RecRev (RR=2,32), susceptivel
revertida, usada como controle nos experimentos. Os resultados revelaram que a auséncia de
exposicdo ao temephos levou a reducdo da RR da RecRNex e a recuperacdo do padréo de
normalidade de algumas enzimas, exceto a-esterase e GST, principais responsaveis pela
resisténcia metabolica. Pardmetros biolégicos foram comprometidos nas populacdes
resistentes, sobretudo o tempo de desenvolvimento larval, o ndmero de fémeas
reprodutivamente ativas e a fecundidade. A anélise da tabela de vida de fertilidade confirmou
desvantagens para as populac@es resistentes ligadas a redugdo nos valores da taxa liquida de
reproducdo, tempo geracional, capacidade inata de aumentar em numero, razao finita de
aumento e tempo necessario para duplicacdo do ndmero de individuos. A longevidade
também foi menor para as fémeas resistentes, variando de 16,5 a 24,5 dias comparada a 38,9
dias para as susceptiveis. O tamanho, inferido pela morfometria alar e pelo peso Umido, bem
como as reservas lipidicas, mostraram valores similares entre a RecRev e Arcoverde, e
diferentes das linhagens RecRNex e RecR. A interpretagdo dos 20 parametros avaliados
revelou que 13 deles estavam alterados para a RecR e a RecRNex e 12 para Arcoverde. Os
resultados sugerem a existéncia de um elevado custo adaptativo associado a manutencao do
mecanismo de resisténcia metabdlica ao temephos nas populacées investigadas.

Palavras chave: Culicidae; resisténcia; organofosforado; pleiotropia; metabolismo.



DINIZ, D. F. A. Fitness cost associated with resistance to insecticide temephos in Aedes
aegypti populations (DIPTERA: CULICIDAE). 2014. Dissertation (Masters in Bioscience
and Biotechnology in Health) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2014

ABSTRACT

This work evaluated the biological and reproductive performance of A. aegypti populations
resistant to temephos, through the analysis of the following parameters: dynamic of
development of the immature forms, adult size, fecundity, fertility life table, longevity and
energy reserves. Tests were performed with a resistant field population from Arcoverde-PE,
with a high resistance ratio (RR) for the insecticide (RR = 226.6) and three isogenic strains,
RecR (RR=303.4), RecRNex (RR=250.5) under a reversal process of resistance and RecRev
(RR = 2.32), which was reverted to susceptible, used as a control in the tests. The results
showed that the absence of exposure to temephos reduced the RR in RecRNex, as well as the
activity pattern of some detoxifying enzymes, except a-esterase and GST, the major
responsible for the metabolic resistance. Biological parameters were impaired in resistant
populations, especially the time of larval development, the number of reproductively active
females and the fecundity. The analysis of fertility life table confirmed that resistant
populations showed reproductive disadvantage, with lower values of the reproductive rate,
generation time, intrinsic rate of natural increase, finite rate of increase and time to doubling
the number of individuals. The longevity was also lower for the resistant females, and varied
from 16,5 to 24,5 days, compared to 38,9 for the susceptible females. The size, inferred from
wing morphometry and the wet weight, and the content of lipid reserves, showed similar
values between RecRev and the resistant population (Arcoverde), and they were different
from the values obtained for RecRNex and RecR strains. The analysis of the all 20 parameters
revealed that 13 of them showed alterations for RecR and RecRNex and 12 for Arcoverde.
The results suggest the existence of a high adaptive reproductive cost associated with the
maintenance of the mechanisms of metabolic resistance in the populations investigated.

Keywords: Culicidade; resistance; organophosphate; pleiotropy; metabolism.
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti € uma espécie da familia Culicidae de ampla distribuicdo geogréfica,
predominantemente encontrada em regides tropicais e subtropicais, cuja presenca esta
fortemente associada aos ambientes urbanos (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994). As fémeas desta espécie de mosquito apresentam alto grau de antropofilia e podem
estar implicadas na transmissdo de diversos arbovirus ao homem, entre eles os causadores de
doencas como a dengue, febre amarela urbana e chikungunya, revelando, sua grande
importancia para salde publica (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; JUPP;
MCINTOSH, 1988).

Devido a auséncia de uma vacina tetravalente voltada a imunizacdo humana aos
diferentes sorotipos do virus Dengue (DENV), o controle vetorial por meio de inseticidas
quimicos continua sendo a principal estratégia para conter surtos epidémicos da doenca
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1997). Foi descoberto recentemente na Malasia
0 5° sorotipo do virus Dengue, um novo virus sem duvida complicara ainda mais os esforcos
para desenvolver uma vacina contra a dengue (VASILAKIS, 2013).

O uso intensivo e extensivo do organofosforado temephos, como larvicida de primeira
escolha para o controle de A. aegypti, tem gerado uma alta pressdo de selecdo por este
composto, refletindo em alteracdes na susceptibilidade das populacdes naturais desta espécie
de mosquito e o surgimento da resisténcia em campo. Este € um aspecto critico para a
efetividade dos programas de controle em diversos paises, inclusive no Brasil (BISSET et al.,
2002; BRAGA et al., 2004; DINIZ, 2011; LIMA, J. et al., 2003; LIMA, E. et al., 2006;
MELO-SANTOS et al., 2010; MONTELLA et al., 2007; RAWILIS, 1998).

A resisténcia é um processo pré-adaptativo decorrente de mutacdes génicas aleatorias.
Essas mutacdes sdo selecionadas ao longo do tempo, como consequéncia do uso continuado
de produtos, como compostos quimicos, que levam a selecdo de individuos fenotipicamente
capazes de sobreviver a doses que eliminariam os susceptiveis (BRAGA; VALLE, 2007b).
Uma das questdes mais discutidas em estudos bioldgicos que envolvem a resisténcia é o
entendimento do processo adaptativo, que apesar de estar frequentemente associado a um
custo biologico, leva a sobrevivéncia e ao sucesso reprodutivo dos individuos expostos a uma
condicéo adversa natural ou induzida (OLIVEIRA et al., 2005).

Custo bioldgico (fitness cost) é um investimento energético que leva a perdas

elementares do potencial biotico. Exemplos tém sido descritos para populagdes de A. aegypti
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como consequéncia da interacdo vetor/parasita ou da resisténcia a inseticidas quimicos
(RIVERO et al., 2011). Neste sentido, caracteristicas bioticas das espécies como o tempo
gasto com o desenvolvimento, sobrevivéncia e reproducdo sdo parametros que podem sofrer
interferéncias quando os espécimes sdo portadores de resisténcia a inseticidas (GEORGHIOU,
1972; ROUSH; MCKENZIE, 1987).

Alguns mecanismos especificos de resisténcia a inseticidas podem gerar custo
energético, como uma consequéncia do investimento de reservas de carboidratos e lipideos
direcionadas a producdo de constituintes metabdlicos indispensaveis a sobrevivéncia. Este
conceito é definido pelo termo em inglés trade-offs (compensacéo) e consiste na realocacdo
de recursos energéticos de uma funcéo priméria para a manutencao de uma funcao secundaria,
visando a sobrevivéncia e reproducdo do individuo sob condi¢des adversas (RIVERO et al.,
2011).

Na auséncia da pressdo seletiva exercida pelo uso do inseticida, o gendtipo que
confere resisténcia ao composto pode ser contra-selecionado, revelando desvantagens
adaptativas quando comparado com 0s susceptiveis em tais condicbes (CROW, 1957,
ROUSH; MCKENZIE, 1987). A resisténcia, na maioria das vezes, ndo se comporta de
maneira estavel e tende a diminuir significativamente ao longo do tempo em campo quando o
contato com o inseticida é cessado. 1sso sugere a existéncia de um custo bioldgico adaptativo
relacionado a manutencdo de mecanismos que conferem resisténcia a exposicdo continuada ao
inseticida (MELO-SANTOS et al., 2010).

O monitoramento das agdes previstas nos programa de controle de Aedes aegypti
aponta para a deteccdo precoce da resisténcia e a identificacdo dos mecanismos envolvidos,
gerando informacGes sobre a efetividade das acdes para a eliminacdo da espécie-alvo, bem
como para o estabelecimento de estratégias integradas de controle ou mesmo de manejo da
resisténcia (ROUSH; MCKENZIE, 1987).
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Bioecologia de Aedes aegypti Linnaeus, 1762

O mosquito Aedes aegypti é classificado taxonomicamente no filo Arthropoda, classe
Insecta, ordem Diptera e familia Culicidae (FORATTINI, 1962). Essa espécie apresenta
habito diurno, sendo bem adaptada ao ambiente urbano, morfologicamente é caracterizada
como um inseto de coloracdo escura, com listras e manchas formadas por escamas branco-
prateadas distribuidas no corpo e nas patas, e no torax essas escamas formam o desenho de
uma lira (CLEMENTS, 1992).

A. aegypti € originario da regifo sub-saariana, na Africa, contudo dispersou-se para
areas onde a atividade antropica e o clima favoreceram a sua proliferagdo (FiguralA),
encontradas principalmente nas zonas tropical e subtropical do globo (CLEMENTS, 1992;
CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994). Aliado ao crescimento e complexidade de
ocupacdo dos espacos urbanos, a globalizacdo e as facilidades de deslocamento de bens e
pessoas tém contribuido para a expansao territorial desta espécie e, consequentemente, dos
agentes etioldgicos por ela veiculados, revelando um fluxo continuo de distribuicdo em
muitos paises, inclusive no Brasil (Figura 1B) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2006).

Figura 1 — Distribuicdo de Aedes aeaypti.

Fonte: Fundacdo Mundial de Saude (2006) e Fundagdo Oswaldo Cruz (2009).
Nota: (A) Distribuicdo de Aedes aegypti a nivel global, destacada pelas linhas sinuosas paralelas; (B) e no Brasil,
as partes em azul escuro mostram as areas infestadas pelo mosquito.

Essa espécie se desenvolve por meio da metamorfose completa (holometabolia)
apresentando um ciclo de vida curto, formado pelas fases de ovo, larva, compreendido por
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quatro estddios larvais (L;, L,, L3 e Lyg), pupa e adulto (alado) (Figura 2). CondicGes
ambientais adversas, como a auséncia de agua, podem levar 0s ovos a quiescéncia, um estado
de dorméncia temporaria dos embrides, que permite que 0S mesmos permanegam Viaveis por
periodos prolongados de até de um ano (SILVA; SILVA, 1999).

Figura 2 - Fases que compdem o ciclo biologico de Aedes aegypti.
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Fonte: Munstermann (1995); Garcia e Aguiar (2008); MOEHLECKE (2008); Andrade et al. (2001); Institute of
Clinical Pathology and Medical Research (2002).
Nota: (A) adulto-fémea; (B) fémea ovipositando; (C) ovos; (D) quatro estadios larvais; (E) pupa.

A fémea do mosquito se alimenta preferencialmente de sangue humano e por isso
apresenta alto grau de antropofilia (Figura 3). Os picos de atividade hematofagica acontecem
durante os creplsculos matutinos e vespertinos (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994). Depois da alimentacgdo, a fémea busca lugares escuros e seguros para abrigo e digestdo
do repasto sanguineo durante 48 a 72 horas. Este repasto é fundamental para o
desenvolvimento e maturacdo dos ovocitos (CLEMENTS, 1992).

A deposicdo dos ovos acontece nas paredes internas de diferentes locais/estruturas
preenchidas com &gua, pouco acima da linha de contato com a agua. Estes locais onde
ocorrem a oviposicdo e o desenvolvimento das demais fases imaturas (larvas e pupas) sao
denominados de criadouros (Figura 4). Os criadouros podem ser naturais (bromélias, tronco
oco de arvores, bambus, cascas de frutas e axilas das folhas) ou artificiais como pneus
abandonados, vasos de plantas, reservatdrios de agua potavel (caixas d’agua, tonéis, tanques,
cisternas), materiais plasticos descartaveis e outros residuos solidos capazes de acumular agua

parada. Uma caracteristica comum a muitos deles é a transitoriedade de permanéncia
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funcional como area de criacdo de Aedes spp. nos ambientes, denominando-os como
criadouros temporarios (FORATTINI, 1962).

Figura 3 - fémea de Aedes sp. realizando alimentagdo sanguinea

Fonte: Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (2009).

A oviposicdo tem inicio quando a fémea identifica um criadouro propicio no ambiente
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O desenvolvimento do embrido dura
aproximadamente dois a trés dias, dependendo das condi¢cfes de temperatura. Este aspecto é
de consideravel importancia para o controle desta espécie, uma vez que, representa seu
principal mecanismo de permanéncia e dispersdo no ambiente (MELO-SANTOS, 2008).
Além disto, as fémeas tendem a distribuir fracionadamente os ovos, maturados em um mesmo
ciclo gonadotréfico, em mais de um criadouro, comportamento este que intensifica sua
dispersdo e dificulta ainda mais as a¢des de controle (REITER; GUBLER, 1997).

Quando o nivel de &gua se eleva nos criadouros e atinge 0s ovos é gerado um estimulo
que sinaliza a condicdo favoravel para a eclosdo das larvas. Apos poucas horas em contato
com a &gua, as larvas (L;) rompem os ovos dando inicio ao processo de alimentagdo por
filtracdo da 4gua e a seu desenvolvimento, composto por quatro estadios sucessivos de
crescimento, caracterizado pela muda do exoesqueleto (ecdise) (CONSOLI; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994).
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Figura 4 - Exemplos de criadouros de Aedes aegypti.

Fonte: Garcia e Aguiar (2008); Associacao de pais da Escola EB1 da Gléria (2010); Ferreira (2010).

Nota: criadouros naturais: (A) bromélia; (B) tronco de arvores oco ou com frestas que permitem acumular agua;
(C) internddios ou colmo de bambus. Criadouros artificiais: (D) caixa d’adgua aberta e exposta ao ambiente; (E)
pneus; (F) copo pléstico.

O primeiro estadio larval (L; com ~ 2,5 mm) dura de 36 a 48 h, o segundo (L, com ~
3,9 mm) de 24 a 36 h, o terceiro (L3 com ~ 5,05 mm) 36 a 48 h e o quarto e ultimo (L4 com ~
7,3 mm) de 48 a 72 h (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2009). Apds o quarto estadio, as
larvas se transformam em pupas, fase em que ocorre a primeira metamorfose e dura cerca de
72 h, nesta ocasido ndo mais se alimentam, sendo a nutrigdo realizada por meio das reservas
armazenadas durante o estagio larval. Finalmente, ocorre a segunda metamorfose em que da
pupa emerge 0 mosquito (adulto alado). Este ciclo se completa entre 15 e 30 dias, variando
em funcdo das condigdes de temperatura, densidade de individuos/criadouro e a
disponibilidade de nutrientes no ambiente (BESERRA, et al., 2009; CLEMENTS, 1992).

Das frutas e do néctar das flores, os mosquitos adultos (machos e fémeas) retiram os
acucares essenciais ao seu metabolismo energético (CONSOLI; LOURENGCO-DE-
OLIVEIRA, 1994). O adulto tem como funcdo primordial a dispersdo e a perpetuacdo da
espécie pelo acasalamento, que para a fémea acontece geralmente uma Unica vez, em seu
curto periodo de vida, cuja duragdo média € de 45 dias (CLEMENTS, 1992).
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2.2 Importéancia epidemioldgica de Aedes aegypti

A. aegypti esta implicado principalmente no ciclo da transmissdo da dengue,
arbovirose de grande importancia médica, que ainda ndo possui vacina especifica, capaz de
imunizar as populagdes humanas expostas aos diferentes sorotipos virais (DENV-1, 2, 3, 4 e
5). A dengue esta amplamente distribuida no mundo e atualmente, mais de um terco da
populacdo mundial vive em areas de risco (Figura 5) para a transmissdo do virus dengue, com
estimativa de que cerca de 100 milhGes de pessoas estejam infectadas anualmente. No Brasil,
circulam atualmente quatro sorotipos de DENV e em algumas areas pode haver a circulagdo
de dois ou mais sorotipos simultaneamente, aumentando os riscos de transmissdo da doenca
(Figura 6) (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014).

Figura 5 — Distribuicdo mundial da dengue.
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Fonte Centers for Disease and Prevention (2012). Nota: simbologia vermelha representa os registros de casos de
dengue, enquanto que a area hachurada em azul representa regides de risco para a doenga pela presenca do seu
principal vetor Aedes aegypti.

A emergéncia ou reemergéncia da dengue em paises ocidentais tem ocorrido desde a
década de 60, em surtos epidémicos explosivos com taxas muito altas de morbi-mortalidade
(PINHEIRO; CORBER, 1997). Fatores associados a intensa movimentagdo humana,
ocupacdo desordenada dos grandes centros urbanos, sistemas ineficientes de vigilancia
epidemiolégica de doencas e ampla distribuicdo vetorial contribuem para a rapida

disseminacao territorial do virus (KUNO, 1995).
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Figura 6 — Dengue no Brasil
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Fonte: Site da Dengue (2012).
Nota: diferentes areas de risco da Dengue no Brasil (A); distribuicdo dos diferentes sorotipos do virus Dengue
nos estados brasileiros (B).

Uma segunda modalidade de uso de adulticidas é a aplicacdo espacial em ultra baixo
volume (UBV), popularmente conhecido como “fumacé”, indicado para situacdes epidémicas
para bloqueio de transmissdo e ndo como uma medida regular de controle (DONALISIO;
GLASSER, 2002).

2.3 Controle populacional de Aedes aegypti

De uma forma ampla, o controle de insetos vetores em salde publica € realizado com
0 objetivo de reduzir a densidade populacional de uma espécie-alvo, para minimizar a
ocorréncia de surtos e epidemias e favorecer o reconhecimento de fatores de risco ambiental
para a transmiss@o de uma dada doenca (BRAGA; VALLE, 2007a).

O controle do mosquito A. aegypti tem sido a principal estratégia para conter a dengue
e isso tem representado um enorme desafio para os servicos de salde, devido a complexidade
e multiplicidade dos fatores envolvidos no processo de transmissdo viral e na infestacdo das
areas por este vetor. As dificuldades parecem ainda maiores nos paises em desenvolvimento,
0s quais acumulam frequentemente problemas de infra-estatura ligados ao saneamento e ao
abastecimento de agua, aspectos que propiciam o aparecimento e permanéncia de criadouros
do mosquito (DONALISIO; GLASSER, 2002).

Condicdes abidticas como temperatura, umidade, precipitacdo pluviométrica e
ocupacdo do espaco geografico pela populacdo humana podem influenciar na distribuicdo de
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doencas transmitidas por mosquitos, principalmente quando as espécies estdo adaptadas aos
ambientes urbanos (DONNALISIO; GLASSER, 2002). Alguns trabalhos tém demonstrado
que o controle efetivo de A. aegypti ndo depende apenas de um método, mas da integracao de
medidas, adequadas a realidade local, que transcendem muitas vezes o setor salide (BRAGA,
1999). Em geral, os programas empregam inseticidas quimicos dirigidos ao controle de duas
fases de vida do mosquito: 1) os larvicidas, como o temephos (Figura 7), aplicados
diretamente nos criadouros aquaticos, cuja acdo se da por ingestdo e/ou contato e 2) os
adulticidas que atuam por contato, podendo ser aplicados por borrifacdo nas superficies
externas dos criadouros ou em locais de repouso dos mosquitos adultos, essa aplicacdo é
conhecida como tratamento perifocal (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

Figura 7 - Inseticida quimico organofosforado temephos.

Fonte: Gomes (2006); Wikipedia (2011). Nota: (A) estrutura quimica do temephos e (B) estrutura 3D.

2.4 Histdrico do Controle de Aedes aegypti no Brasil

O combate ao A. aegypti, considerado vetor priméario da febre amarela urbana e da
dengue, tem sido um dos maiores desafios direcionados & Salde Publica no Brasil. Vérias
campanhas foram realizadas na tentativa de erradicar esta espécie, a primeira iniciada por
Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (1902-1907), que instituiu as brigadas sanitéarias e tinha
como fungdo detectar e eliminar os focos deste mosquito. Em seguida, outra campanha,
realizada entre 1930-1940 e incentivada pela Fundagdo Rockfeller, atuava sobre as cidades
litoraneas entre outras (BRAGA; VALLE, 2007b).

Além de campanhas, programas de controle também foram planejados e construidos.
O primeiro foi executado pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) junto a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Estes 6rgdos entraram em acordo para coordenar a
erradicacdo de A. aegypti no continente através do Programa de Erradicacdo de Aedes aegypti
no Hemisfério Oeste, em 1947 (SOPER, 1965). O Brasil participou do processo de
erradicagdo continental do vetor e teve éxito na primeira etapa de eliminagdo dessa especie
em 1955. O dltimo foco do mosquito foi extinto no mesmo ano em um municipio da zona
rural da Bahia (FRANCO, 1969) e no ano de 1958, foi declarado oficialmente que o Brasil
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conseguiu erradicar 0 mosquito A. aegypti na XV Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, em
Porto Rico (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Como consequéncia de falhas na vigilancia epidemiolégica e mudancas sociais e
ambientais decorrentes da urbanizagéo, houve a reintroducéo de A. aegypti em 1976 e foram
confirmadas reinfestacdes nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Norte, desde entdo
0 Ministério da Salde (MS) executava acdes esporadicas de controle (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2003).

Em decorréncia do agravamento epidemioldgico da dengue no Brasil registrado no
final da década de 1980, em 1996, foi estruturado o PEAa (Programa de Erradicacdo do Aedes
aegypti), pautado em trés pilares: controle vetorial, saneamento e educacdo ambiental
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). Ao longo do processo de implantagdo do
programa observou-se a inviabilidade técnica da erradicacdo do mosquito, confirmada tanto
pelo aumento do nimero de casos de dengue como pela expansdo da infestacdo vetorial até
meados de 2001(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

A circulacdo intensa do DENV-1 em quase todos os estados brasileiros, seguida da
introdugdo de novos sorotipos (DENV-2 e DENV-3) denunciavam o elevado risco de
epidemias de dengue, e levaram a elaboracdo do Plano de Intensificacdo das Acdes de
Controle da Dengue (PIACD). Este plano estava voltado a reducdo dos niveis de infestacao
vetorial e a intensificacdo das medidas de controle nas areas consideradas mais criticas. A
persisténcia deste cenario epidemioldgico culminou em 2002 com a estruturacdo do Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD), vigente até o momento (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002).

O PNCD enfatizou a necessidade de promover mudancas nos modelos anteriores

inclusive em alguns pontos essenciais, como:
1) elaboragéo de um programa permanente diante da impossibilidade de erradicago
do mosquito; 2) desenvolvimento de campanhas de informacdo e mobilizacdo da
popula¢do, de maneira a promover maior responsabilidade pela manutencdo do
ambiente domeéstico livre da presenca de potenciais criadouros do vetor; 3)
fortalecimento da vigilancia epidemioldgica e entomoldgica, para ampliar a
capacidade de predicdo e deteccdo precoce de surtos da doenca; 4) melhoria da
qualidade do trabalho de campo no combate ao vetor; 5) integracdo das agdes de
controle da dengue na atengdo béasica, com a mobilizagcdo do Programa de Agentes
Comunitarios de Saude (PACS) e do Programa Salde da Familia (PSF); 6)
utilizacdo de instrumentos legais que facilitem o trabalho do poder puablico na
eliminagdo de criadouros em imoveis comerciais, casas abandonadas etc.; 7) atuacao

multissetorial, no fomento a destinacdo adequada de residuos solidos e a utilizagao
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de recipientes seguros para armazenamento de Aagua; e 8) desenvolvimento de
instrumentos mais eficazes de acompanhamento e supervisdo das agdes
desenvolvidas nas esferas federal, estadual e municipal” (FUNDAGAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002).

2.5 Resisténcia a inseticidas quimicos em mosquitos

A resisténcia, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude é definida pela
habilidade de uma populacéo de insetos em tolerar uma dose de inseticida que, em condi¢cdes
normais, causaria sua morte. Sabidamente, o uso continuo e exclusivo de inseticidas
quimicos, ou mesmo bioldgicos, pode selecionar individuos resistentes (BRAGA; VALLE,
2007a).

O fenbmeno da resisténcia em mosquitos tem sido observado para a maioria das
classes de inseticidas (BROGDON; MCALLISTER, 1998). A resisténcia € um processo que
ndo se desenvolve, uniformemente, em todas as espécies ou em popula¢Bes de uma mesma
espécie. Existem diferentes mecanismos que podem mediar o processo de desenvolvimento da
resisténcia a inseticidas quimicos, os mais estudados s&o:

a) Reducdo na penetracdo do inseticida: que decorre de alteragdes na composi¢do da
cuticula do inseto. Quando comparado a outros mecanismos, é considerado de
importancia secundaria por conferir um baixo nivel de resisténcia (OPPENOORTH,
1985). A base bioquimica da reducdo da taxa de penetracdo de um inseticida ndo esta
totalmente esclarecida na literatura, apesar de ter sido proposto que a composi¢ao

protéica da cuticula possua um papel relevante (WOOD et al. 2010);

b) Insensibilidade do sitio-alvo: A maioria dos inseticidas quimicos descritos até o
momento age no sistema nervoso central dos insetos, em sitios-alvos especificos.
AlteracGes nestes sitios podem impedir a ligagdo com o inseticida e consequentemente
levar a resisténcia. A acetilcolinesterase, por exemplo, é o sitio-alvo dos
organofosforados e carbamatos, o canal de sodio € o principal alvo dos piretroides e de
alguns organoclorados enquanto que os receptores do &cido gama-aminobutirico
(GABA) sdo os alvos dos organoclorados (HEMINGWAY'; HANSON, 2000).

c) Resisténcia metabdlica: se constitui pela capacidade do inseto em detoxificar o
inseticida atraves de enzimas, impedindo que este atinja seu sitio-alvo, seja por uma

mudanga estrutural que aumenta a capacidade de metabolizacdo da enzima ou por sua
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superexpressdo (BISSET, 2002). Em geral, as enzimas envolvidas no metabolismo de
xenobioticos podem ser divididas em enzimas de Fase I, como as monooxigenases e
esterases, e enzimas de Fase Il, como as glutationa S-transferases. As enzimas de Fase
I localizam a molécula do xenobidtico e agem diretamente sobre o composto exdgeno,
introduzindo um grupamento polar reativo na molécula, originando um substrato para
as enzimas de Fase Il (Figura 8). Estas por sua vez, conjugam compostos que tornaréo
0 xenobiotico mais soltvel em agua e, portanto, mais facil de ser excretado das células
(FASE I11) por meio de bomba de efluxo (HEMINGWAY'; HANSON, 2000).

O estabelecimento da resisténcia e o tempo requerido para que com que iSSO ocorra em
campo dependem de diversos fatores, entre eles: a frequéncia e a dominancia dos alelos de
resisténcia (R); o isolamento da populacéo; a endogamia; o potencial reprodutivo e o tamanho
populacional. Além de aspectos operacionais, sobretudo aqueles relacionados ao poder
residual do composto, nimero de aplicacdes, doses e formulacBes do inseticida (BISSET,
2002; GEORGHIOU; TAYLOR 1977).

Os parametros citados acima devem ser considerados no momento da avaliagcdo
regular da susceptibilidade das populagdes aos compostos empregados para seu controle, no
intuito de detectar de forma precoce a resisténcia e se possivel 0s seus mecanismos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1992). Os resultados desta avaliacdo norteardo a
escolha de outro inseticida com diferente mecanismo de agdo (MONTELLA, 2007).

Figura 8 - Esquema representando a reacéo de biotransformacéo
de xenobidticos e a participacdo das enzimas de detoxificagéo.

Xenobidtico

~, Modificagao
: quimica
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Fonte: Fundacdo Nacional de Salude (2006).
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2.6 Metabolismo de agucares e reservas energeticas em mosquitos

O metabolismo basal da maioria dos mosquitos depende da ingestdo de carboidratos,
usualmente provenientes de seivas, flores e frutos, considerados fontes primérias de energia
em mosquitos (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). As reservas de glicogénio e
triglicérideos sdo determinantes para o potencial de atividade e longevidade dos insetos
(NAYAR; SAUERMAN, 1972). O repasto sanguineo das fémeas estd relacionado
primordialmente & producdo de ovos e pode também contribuir para aumentar a sua
longevidade (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Os acUcares ingeridos sdo armazenados no diverticulo ventral, de onde passam
lentamente para o estdmago, onde sdo gradualmente digeridos. Esse mecanismo permite a
fémea manter vazio o estbmago, pronto para receber o repasto sanguineo (CONSOLI,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Diversos carboidratos naturais podem participar da
dieta dos mosquitos, como por exemplo, a glicose, sacarose, maltose e frutose (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A energia do vbo € inicialmente promovida pelo
polissacarideo glicogénio, armazenado no corpo gorduroso e nos musculos de véo
(HANDEL; DAY, 1988).

Os lipideos sdo constituintes de estruturas celulares que atuam como hormonios e
formam importantes reservas energéticas, também armazenadas no corpo gorduroso. Durante
a digestdo, no lumen intestinal, lipideos complexos da dieta, como triacilglicerdis e
fosfolipideos, sdo hidrolisados em &cidos graxos que sdo liberados e posteriormente
absorvidos pelo epitélio intestinal (CANAVOSO, et al. 2001). Apds esta absorcdo, os acidos
graxos sdo utilizados para a sintese de outros lipideos, sendo estes esterificados formando
especialmente fosfolipideos, diacilglicerois e triacilglicerois (ARRESE et al., 2001). As
reservas lipidicas sdo utilizadas em atividades que exigem grandes demandas metabolicas, tais
como uma maior tolerancia a temperaturas mais baixas, v6o prolongado, metamorfose,
producdo de ovos e longevidade (ARRESE et al., 2001).

A quantidade de algumas reservas energéticas em individuos resistentes a inseticidas
pode ser reduzida em funcdo de uma maior expressdo de enzimas, tais como, esterases
envolvidas no processo metabélico de detoxificacdo do inseticida (ARAUJO, 2006). Esta
troca metabdlica é definida pela expressdo trade-offs (Figura 9) que significa compensacéo,
representando uma realocacdo de recursos energéticos de uma fungdo primaria para a

manutencdo de uma funcdo secundaria (RIVERO et al., 2011). Essa realocacdo de reservas
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energéticas pode interferir no tempo gasto para o desenvolvimento das formas jovens, na
fecundidade e na taxa de sobrevivéncia (GEORGHIOU, 1972; ROUSH; MCKENZIE, 1987).
Alguns estudos tém reportado o custo energético em resposta a resisténcia a compostos

quimicos ou a infeccdo por patdgenos.

Figura 9 — Esquema representativo da realocagéo de reservas energéticas - Trade-offs.

RECURSOS A RECURSOS
ENERGETICOS ENERGETICOS

T-L\H\HO \\

DESENVOLVIMENTO

PEPPODUC-\O DESENVOLVIMENTO || REPRODUGAQ \mm}{o [ LoNGEVIDADE |

Fonte: Do autor.

Nota: realocacdo de reservas de fungdes basais (A) para uma fungéo secundéria (B).

Rivero et al. (2011) avaliaram o custo energético de trés linhagens isogenéticas de
Culex Pipens caracterizadas quanto ao mecanismo de resisténcia a organofosforados (OP).
Utilizou como controle uma linhagem susceptivel denominada SLAB, e como grupo tratado:
linhagem SB1 — resistente, com superexpressao de esterase B1, linhagem SA4B4 - resistente,
com superexpressao de esterases A4 e B4 e linhagem SR — resistente, portadora de mutagéo
no gene que codifica a enzima acetilcolinesterase. Dessa forma, Culex pipiens resistentes a
organofosforados, apresentando superproducdo de enzimas detoxificantes (esterases), ou
mutacdo do gene acetilcolinesterase mostraram uma reducdo significativa das reservas
lipidicas e de outros agucares (ndo glicogénio) nos individuos resistentes.

Estes mesmos autores acreditam que o custo energético da metamorfose é maior para
populacgdes resistentes a inseticidas. De forma mais especifica, eles explicam que em relacdo a
linhagem fenotipada quanto ao mecanismo de resisténcia metabolico, a superexpressdo
enzimatica implica em um maior investimento lipidico para o anabolismo das esterases. Por
outro lado, em relacdo a linhagem portadora de mutacdo no gene que expressa a enzima
Acetilcolinesterase, houve perdas de reservas devido a um aumento significativo da atividade

do sistema nervoso do inseto.
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Sharma et al. (2011) estudando larvas de Anopheles stephensis e de Culex
quinguefasciatus expostas a fitoextratos, observaram o efeito sobre as reservas energeticas.
Neste trabalho, foi observado que para as larvas de Anopheles houve um aumento no
conteddo de acucares do grupo tratado. O comportamento fisiologico de Anopheles
possivelmente ativa a via de catabolismo do glicogénio, aumentando o nivel de agucares que
certamente € utilizado como fonte energética para degradacéo do principio ativo do extrato.

Outra abordagem que visa quantificar reservas de mosquitos de importancia médica é
comparar niveis de recursos energéticos de individuos infectados por parasitas. Um exemplo
foi demonstrado no estudo de Rivero et al. (2007) que quantificou glicogénio, agucares e
lipideos de A. aegypti infectado com microsporidia Vavraia culicis. Foi verificado reducéo
das trés reservas dos mosquitos parasitados em relacdo ao grupo controle. Os autores
assumem trés possiveis respostas que explicariam a deplecdo. A primeira é que 0 parasitismo
dificulta a aquisicdo de alimento, a segunda é que o sistema imune utiliza as reservas para
reparar danos causados pelo parasita e a ultima afirma que o hospedeiro perde reservas para o
parasita. Outro trabalho do mesmo grupo (2011) reporta que Anopheles stephensis

apresentaram menor contetdo energético quando infectado por Plasmodium chabaudi.

2.7 Custos bioldgicos associados a resisténcia a inseticidas quimicos em mosquitos

O desempenho bioldgico ou aptiddo (fitness) de um individuo é a capacidade
fisiologica de sobrevivéncia e reproducdo no ambiente. Esse conceito esta intrinseco em
modelos de genética de populacdes relacionados a teoria da evolucéo e o fitness se manifesta
nos sistemas bioldgicos por meio dos fenotipos (ORR, 2009).

O custo bioldgico ou adaptativo (fitness cost) da resisténcia consiste em um
investimento energético que implica na perda elementar do potencial biético do individuo.
Esse custo é necessario para que haja manutencdo dos mecanismos de resisténcia e, por
conseguinte, a sobrevivéncia e reproducao da espécie-alvo (RIVERO et al., 2010).

Sendo assim, insetos resistentes podem apresentar uma grande vantagem adaptativa
em um ambiente exposto a uma pressdo continua pelo uso de um inseticida. Entretanto, sua
sobrevivéncia nestas condi¢fes pode representar reducdo no desempenho de alguns processos
fisioldgicos, como por exemplo, fecundidade e longevidade dos individuos/mosquitos em
campo (RIVERO et al., 2010). No entanto, genétipos dotados de alelos de resisténcia aos

xenobidticos podem apresentar algumas desvantagens adaptativas em relagcdo aos individuos
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susceptiveis na auséncia da pressdo seletiva exercida por tais compostos (ROUSH;
MCKENZIE, 1987).

Estudos que envolvem custos bioldgicos associados a resisténcia estdo inseridos em
diferentes abordagens tais como a microbiologia (bactérias resistentes a antibidticos),
entomologia agricola (Hemiptera, Ledipoptera e Coleoptera) e entomologia médico-
veterinaria (Diptera). Esses custos podem ser uma vantagem na elaboracdo de um manejo
integrado de pragas na estratégia de limitar a propagacdo de uma determinada populacéo
resistente (ROUSH; MCKENZIE, 1987).

O uso continuo de um mesmo antibidtico pode ser visto como um procedimento que
promova evolugdo em procariotos. Andersson e Levin (1999) estudaram inumeras bactérias, a
saber, salmonella typhimurium, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis resistentes a
diversas classes de antibioticos e verificaram que em individuos dotados de resisténcia havia
mutacdes génicas em alelos como rpsL, rpoB, gyrA, KatG e fus. Neste estudo, os autores
verificaram que col6nias resistentes, dotadas de mutacdes cromossémicas, produzem
moléculas-alvo para degradar compostos, inativando os antibidticos. No entanto, quando o
uso desses produtos é suspendido, as bactérias resistentes ficam em desvantagem competitiva
em comparacdo as sensiveis, pois apresentam uma reducdo de proteinas expressas,
comprometendo seu crescimento, viruléncia e transmissdo. Sendo assim, isso € um aspecto
que favorece a reversdo de resisténcia e contribui para que outros farmacos de mesma classe
sejam administrados em ocasiéo futura no paciente.

Em relacdo a insetos pragas-agricolas resistentes a pesticidas, alguns estudos
demonstraram custos de aptiddo aos individuos fenotipicamente tolerantes. Konno e Omoto
(2006) tiveram como objeto de estudo uma linhagem resistente do Pulgdo-do-algodoeiro
(Aphis gossypii) resistente ao Carbosulflam (carbamato). O estudo demonstrou que a
frequéncia da resisténcia diminui consideravelmente na auséncia da pressdo seletiva e isso
ocorre porque existe uma reducdo da fecundidade, do periodo reprodutivo e da longevidade
desses individuos. A instabilidade da resisténcia € favorecida de forma significativa pelos
parametros de tabela de vida de fertilidade e isso pode ser explorado pelos programas de
manejo da resisténcia neste tdxon. Foster et al. (2002), trabalhando com a praga da batata
(Myzus persicae), proveniente da Inglaterra, pode relacionar a reducdo populacional desse
inseto em funcdo da desvantagem bidtica associada a resisténcia.

Por outro lado, um estudo de abordagem similar realizado por Castafieda et al. (2011)
verificou que a populagdo de campo do mesmo inseto Myzus persicae, resistente a inseticidas

de diferentes classes, através de mecanismos metabodlicos e sitio-alvo, ndo apresentavam
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custos energéticos e desvantagens adaptativas em relagdo aos susceptiveis, pois ambas as
populacdes mostraram desempenho populacional semelhante. Corroborando com esses dados,
Oliveira (2005) verificou também que espécimes de campo do coledptera Sitophilus zeamais
(praga do milho) resistentes a piretrdides ndo apresentaram desvantagem adaptativa em
relacdo aos susceptiveis, esses individuos contribuiram em taxas semelhantes para a
construcdo de geracOGes sucessoras. Esses achados deixam claro que o custo biologico
associado a resisténcia ndo ¢ um fendbmeno obrigatorio e, além disso, nem sempre as
desvantagens adaptativas de uma espécie verificada em laboratorio podem ser refletidas para
campo.

Estudos com mosquitos de importancia para saude publica tém revelado altas taxas de
resisténcia a diferentes inseticidas quimicos e um custo adaptativo associado. Djogbénou et al.
(2010) avaliando o custo biolégico de uma linhagem de Anopheles gambiae, proveniente de
Kisumu (oeste do Quénia — Africa), resistente a organofosforados e carbamatos, verificaram
maior mortalidade na fase larvaria e menor peso das pupas e adultos resistentes. Em outro
estudo, envolvendo duas linhagens de Anopheles stephensi, provenientes da india, exposta ao
temephos e ao propoxur (carbamato) mostrou que os parametros mais comprometidos foram:
fecundidade, eclodibilidade das larvas, razdo sexual e longevidade dos adultos. Além de
efeitos pleiotrdpicos relacionados ao prolongamento da fase larvaria e atrofia dos testiculos
nas populacdes expostas aos inseticidas (SANIL; SHETTY, 2012).

Um estudo molecular sobre o custo da resisténcia a organofosforados em Culex
pipens, considerado organismo modelo para estudo de fitness cost, revelou que os individuos
dotados de mutacGes nos alelos ace-1, que codifica para a enzima acetilcolinesterase, bem
como outras linhagens os alelos ESTER1 e ESTERZ2, que codificam as esterases, apresentavam
menor tamanho e requeriam maior tempo para seu desenvolvimento comparados aos
individuos susceptiveis (BOURGUET et al., 2004).

Os primeiros registros de efeitos negativos associados a resisténcia ao temephos e a
deltametrina em A. aegypti, no Brasil, foram relatados para populacdes da Paraiba (LEAL,
2008); Goiés e Roraima (BELINATO; MARTINS; VALLE, 2012) Cear4, Alagoas, Minas
gerais, Goias e Mato Grosso (MARTINS et al., 2012). Nestes estudos, diferentes parametros
biolégicos foram observados e apenas alguns deles foram significativamente reduzidos pela
resisténcia, entre eles: tempo de desenvolvimento das formas jovens; quantidade de sangue
ingerido, frequéncia de fémeas inseminadas, tamanho das fémeas, fecundidade e longevidade.

Martins et al. (2012) discutem a existéncia da acumulacdo de efeitos negativos em diversos
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parametros da historia de vida dos individuos resistentes devido aos efeitos pleiotropicos dos
genes de resisténcia.

Mais recentemente, Paris et al. (2011) avaliando o fitness cost de uma linhagem
francesa de A. aegypti resistente a varias toxinas isoladas do Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis (Bti) identificaram desvantagens adaptativas em todas as fases de vida do
mosquito, incluindo a viabilidade de ovos, tempo de desenvolvimento larval, e a fecundidade
das fémeas. Estes autores argumentam que a dinamica de evolugéo de resisténcia no campo é
altamente dependente do custo dos alelos de resisténcia.

Um trabalho de mesmo foco realizado com a mesma espécie por Brito et al. (2013) em
uma linhagem resistente a piretréides, apresentando mutacdo no gene do canal de sodio (kdr),
teve o objetivo de investigar a presenca de custo no potencial bidtico dos individuos. Neste
estudo foi verificado por meio de testes bioquimicos que a populacdo portadora da mutacao
também apresentava niveis elevados de enzimas detoxificadoras. Custos associados a
manutencdo desses mecanismos de resisténcia foram o0s seguintes: prolongamento do
desenvolvimento larval, aumento da atividade locomotora dos adultos, menor frequéncia de
fémeas que ovipositaram e reducdo da sua fecundidade comparada com a linhagem

Rockefeller, susceptivel a inseticidas quimicos.



35

3 JUSTIFICATIVA

O temephos tem sido usado para controle de A. aegypti no Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD) ha mais de 15 anos consecutivos. As populacBes desta espécie
em diversas localidades brasileiras estdo resistentes a este organofosforado. De acordo com
Diniz (2011), em Pernambuco, 12 das 13 popula¢des analisadas, no periodo de 2009 a 2011,
estavam resistentes ao composto, apresentando razéo de resisténcia (RR) entre 3 a 253 vezes.
Corroborando com esses dados, Cabral (2012), ao analisar o perfil de susceptibilidade de
populacdes de mosquito também do estado de Pernambuco, verificou um intervalo 7,1 a 222
da razdo de resisténcia. Estas evidéncias sdo alarmantes e apontam para a necessidade de
reestruturagdo das agdes de monitoramento da efetividade dos inseticidas empregados no
PNCD.

A implantacdo da estratégia de manejo da resisténcia preconizada no PNCD tem
frequentemente acontecido de forma tardia, sendo restringida a substituicdo do temephos por
inseticidas biolégicos ou quimicos de outras classes. Poucos estudos tém referido os
mecanismos envolvidos com a resisténcia em populacOes brasileiras e 0s custos adaptativos
relacionados a este fendmeno, que permitam compreender a sua dinamica. Neste contexto, o
projeto em questdo se prop6s a avaliar as habilidades competitivas e o fitness de populacbes
de A. aegypti resistentes ao temephos, com o intuito de contribuir para subsidiar agdes de

manejo da resisténcia.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existe custo bioldgico associado a resisténcia ao larvicida temephos em diferentes

linhagens selecionadas em laboratorio e populacdo de campo do mosquito Aedes aegypti?
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5 HIPOTESE

A resisténcia ao temephos em populacdes de Aedes aegypti compromete parametros

relacionados a reserva nutricional, tamanho e capacidade reprodutiva dos mosquitos.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de custos bioldgicos associados a resisténcia ao inseticida

temephos em populacdes de Aedes aegypti.

6.2 Objetivos especificos

a) Avaliar parametros relacionados ao custo energético, o tempo de desenvolvimento e a
reproducdo em populacdo natural A. aegypti, proveniente do municipio de Arcoverde-
PE, e em linhagens dessa espécie com diferentes perfis de susceptibilidade ao
temephos;

b) Caracterizar as desvantagens adaptativas ligadas a resisténcia ao temephos na auséncia
da presséo de selecéo a este inseticida em uma populacdo de campo e em linhagens de
A. aegypti;

c) Caracterizar o perfil das enzimas ligadas a detoxificacdo de inseticidas nas diferentes

populagdes estudadas.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 Populacdes de Aedes aegypti

Trés linhagens de Aedes aegypti, todas com o mesmo background genético, além de
uma populacdo de campo proveniente do municipio de Arcoverde-PE, foram utilizadas no
estudo sobre custo bioldgico ligado a resisténcia ao temephos. As formas jovens (larvas e
pupas) dos mosquitos foram mantidas em bandejas plasticas para criacdo, contendo &gua e
racao para gatos (Figura 10a).

Na fase de pupas os individuos foram transferidos para gaiolas de contencdo para
emergéncia dos mosquitos (Figura 10b). Machos e fémeas foram alimentados com solucao de
acucar a 10%, ad libitun e, adicionalmente, as fémeas foi oferecido um repasto sanguineo em
Camundongos Swiss (Mus musculus) duas vezes por semana, para obtencdo das progénies. O
uso desses camundongos para os devidos fins foi devidamente autorizado pela comissdo de
ética do CPqgAM-Fiocruz (CEUA) protocolado sob o n° 27/2011, estando de acordo com a lei
11.794/2008.

Os ovos depositados em papéis de filtro (papelotes), umedecidos, apos a
embriogénese, foram parcialmente desidratados a temperatura ambiente e armazenados até a
sua utilizacdo. Todos os insetos foram mantidos em salas climatizadas a 26 °C + 1°C,
umidade relativa de 50% a 60% e fotofase de 12h.

7.1.1 Linhagem de Aedes aegypti Recife-Resistente (RecR)

A linhagem Recife-Resistente (RecR) originada da populacdo de campo do municipio
de Araripina, Sertdo de Pernambuco, tem sido submetida a alta pressdo de selecdo com o
inseticida organofosforado temephos, por inimeras geragdes consecutivas (MELO-SANTOS
et al., 2010). A RecR, atualmente em sua 282 geracdo filial tem sido mantida no Insetario do
Departamento de Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz-PE, desde
2004. Os testes deste estudo foram executados com a 262 geracdo desta populacdo, com razao
de resisténcia (RR) maior do que 300 vezes para o temephos. Essa RR mencionada refere-se
ao valor da concentracgéo letal para 95% (CL95%) das larvas da populacdo teste dividido pelo

valor da CL95% da linhagem padrao de susceptibilidade (Rockfeller).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Malhação_(16ª_temporada)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Malhação_(16ª_temporada)
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Figura 10 - Instalagdes do insetario do CPgAM utilizadas para o
estabelecimentoe manutencdo das populacdes de Aedes aegypti.

Fonte: Diniz (2011).
Nota: A) recipientes plasticos para a criacdo das formas aquaticas (larva e pupa) do mosquito; B) gaiolas de
contencdo onde foram mantidas as formas aladas do mosquito.

7.1.2 Sub-linhagens Rec-Reversa (RecRev) e RecR Ndo Exposta (RecRNex)

A primeira sub-linhagem submetida ao processo de reversdo da resisténcia ao
temephos, RecReyv, foi estabelecida a partir da 142 geracdo da RecR, quando apresentava uma
RR de 125 vezes (MELO-SANTOS et al., 2010). Hoje, a RecRev, em sua 23% geracao
consecutiva sem exposicdo ao temephos, é considerada susceptivel ao inseticida por
apresentar uma RR < 3 vezes e portanto utilizada como controle de todos os testes de
desempenho bioldgico. A segunda sub-linhagem, RecR-N&o Exposta (RecRNEX) foi fundada
neste estudo a partir da 26® geracdo da RecR. A pressdo de selecdo com o temephos foi
suspensa por cinco geragdes consecutivas para avaliacdo dos parametros bioldgicos que estdo

descritos no item 7.3.

7.1.3 Linhagem Rockefeller

A linhagem Rockefeller, padrdo de suscetibilidade a inseticidas quimicos, foi utilizada
exclusivamente como controle para os testes de quantificacdo da resisténcia e de atividade de
enzimas detoxificantes de inseticidas. Esta linhagem foi gentilmente cedida pela
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) de Marilia-SP.
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7.1.4 Populacéo de campo de Arcoverde

Amostras da populacdo natural de A. aegypti proveniente do municipio de Arcoverde,
localizado a uma latitude 08°25'08" Sul e a uma longitude 37°03'14" Oeste, a 252 km do
Recife, capital do estado de Pernambuco, foram obtidas previamente através da coleta de ovos
por armadilha, ovitrampas, (Figura 11), no periodo de julho e agosto de 2011. Um estudo
prévio realizado por Cabral (2012) caracterizou essa populacdo como resistente ao temephos
(RR = 222,6) e a cipermetrina (mortalidade > 80%), apresentando 0 mecanismo de resisténcia
metabdlica ligado a alteracdo na atividade das seguintes enzimas: a-Esterase e PNPA-
Esterases e GST. Uma amostra desta populacdo foi gentilmente cedida para este estudo pelo
Servico de Referéncia para Controle de Culicideos Vetores (SRCCV) do Departamento de
Entomologia do CPgAM/FIOCRUZ —-PE em 2011. Os testes comparativos com esta
populacdo foram realizados através de sua segunda geracao filial (F,).

7.2 Quantificacéo da resisténcia ao Temephos

Ensaios in vivo foram realizados com o objetivo de mensurar a resisténcia das larvas
das linhagens RecRev e RecRNex descritas no item 7.1. Nos bioensaios (Figura 12) foram
utilizadas concentracfes variadas [0,30 a 3,50 mg/ml] do temephos em seu grau técnico
(Sigma/97,5% - lote n° 0535/2011). Os testes foram feitos de acordo com a metodologia de
Braga et al. (2004) e Montella et al. (2007), adaptada do protocolo descrito pela Organizagédo
Mundial de Saide (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1981).

Figura 11 - Visualizacdo do instrumento (armadilha de oviposicéo)
Utilizado para coleta de amostras de ovos de Aedes aegypti em campo.

Fonte: Portal Sul do Piaui (2013); Google Map.
Nota: A) armadilha de oviposi¢do (ovitrampa) utilizada para coletar ovos de Aedes spp. no municipio de
Arcoverde, Pernambuco, cuja area estd destacada em linha pontilhada na imagem B.
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Figura 12. Visualizagdo do ensaio de exposi¢do de larvas de Aedes aegypti ao inseticida quimico temephos.

Fonte: Gomes (2006).
Nota: (A) larvas em inicio de 4° estadio de desenvolvimento; (B) grupo de larvas mortas ap6s o tratamento com
0 inseticida temephos.

Para cada concentragdo do temephos e controle foram tomadas trés réplicas e pelo
menos trés ensaios independentes foram realizados com cada linhagem, com o intuito de
estimar as concentracdes letais do inseticida. Estas foram calculadas por regresséo linear Log-
Probit (FINNEY, 1971), a partir da mortalidade larvéria observada nos ensaios apds 24h de
exposicdo ao inseticida, usando o pacote estatistico SPSS 8.0/Windows. A razdo de
resisténcia (RR) foi estimada considerando o valor da CLgs (concentracdo letal para 95% das
larvas) da linhagem-teste dividido pelo valor observado para a Rockefeller (CLgs = 0,011
mg/ml). As populacdes foram classificadas com relacdo ao grau de resisténcia, de acordo com
0s critérios estabelecidos por Mazzarri; Georghiou (1995) e ajustados pela Rede MoReNAa
em: baixa (3 < RR < 5), média (5 < RR < 10) ou alta (RR > 10). Portanto, popula¢fes com

respostas de RR < 3 foram consideradas como susceptiveis (DINIZ, 2011).

7.3 Parametros bioldgicos relacionados a resisténcia ao inseticida quimico tempephos

7.3.1 Dinamica do desenvolvimento populacional dos diferentes grupos Aedes aegypti

Esse ensaio foi realizado com o intuito de verificar em quanto tempo a maioria dos
individuos, com perfis distintos de susceptibilidade ao temephos, criados sob as mesmas
condic@es abidticas (densidade, pH, luminosidade, quantidade de alimento e umidade relativa)
atingiam a fase adulta. Sendo assim, 200 larvas recém-eclodidas de cada grupo (9
réplicas/populacdo) foram colocadas em recipientes plésticos (Figura 10A) contendo 2 litros
de agua mineral e 1 mg de alimento por larva. A cada trés dias, até o fechamento do ciclo,
foram registrados os percentuais de larvas, pupas e adultos sobreviventes, bem como o
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quantitativo de machos e fémeas (razdo sexual). No entanto, o primeiro registro foi realizado

a partir do 5° dia de desenvolvimento.

7.3.2 Para@metros reprodutivos e longevidade das fémeas das diferentes populagdes

Com o objetivo de estudar individualmente a fecundidade e a fertilidade das
populacdes, 50 fémeas foram inicialmente reunidas em uma gaiola de contencdo, onde
permaneceram em contato com os machos por cinco dias, antes de ser ofertado o primeiro
repasto sanguineo em camundongos Swiss (Mus musculus) (Figura 13).

No dia seguinte a este procedimento as fémeas ingurgitadas foram individualizadas em
gaiolas menores contendo papelotes para a deposicdo de seus ovos e, consequentemente, para
o registro dos dados de fecundidade. Trés repastos sanguineos adicionais foram oferecidos as
fémeas sobreviventes a cada sete dias. Além disso, foi registrado o tempo de sobrevivéncia
individual (em dias) das fémeas.

7.3.3 Tempo para a realizacdo do repasto sanguineo

O tempo (em minutos) gasto para a localizagdo do hospedeiro e a finalizagdo da
alimentacdo sanguinea foi registrado para um grupo de 20 fémeas de cada uma das quatro
populacdes estudadas. Para potencializar o processo de alimentacdo, o acesso das fémeas a
fonte de sucrose foi interrompido 24 horas antes de ser disponibilizado o contato com
camundongo (Mus musculus), devidamente anestesiado (2:1 — xilazina e quetamina). As
fémeas deste experimento foram as mesmas utilizadas para observar a fecundidade, fertilidade

e longevidade.
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Figura 13 - Visualizacdo do esquema de alimentacao sanguinea individual
das fémeas de A. aegypti em camundongos (Mus musculus) anestesiados.

Fonte: Do autor

7.3.4 Viabilidade embrionaria em ovos com diferentes tempos de quiescéncia

As fémeas resultantes dos experimentos 7.3.1 foram transferidas individualmente para
gaiolas de contencdo e alimentadas semanalmente com sangue para obtencao dos ovos. Cerca
de cinco papelotes contendo ovos de cada populagdo foram divididos em sete partes, com
quantitativos similares de ovos, armazenados em placas de petri na auséncia de umidade
(Figura 14), para a avaliagdo dos seguintes periodos de quiescéncia (At) 0, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias.

Figura 14 - Visualizacdo do armazenamento de ovos de A. aegypti em placas
de Petri para andlise de viabilidade embrionaria em ovos quiescentes.

Fonte: Do autor.
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7.3.5 Tabela de vida de fertilidade

Os experimentos para obtencdo das variaveis necessarias a construcdo da tabela de
vida foram realizados de acordo com a metodologia descrita por Leal (2008), baseada na
formacdo de 10 grupos de 10 larvas/populagdo, mantidos em pequenos recipientes plasticos
(copos), preenchidos com 100 ml de agua e alimento proporcional a este volume. Os
individuos foram contados diariamente para registrar a duracdo em dias das fases de larva e
pupa e emergéncia de adultos. A tabela de vida foi construida com base na metodologia
descrita por Silvera Neto (1976), e organizada para todos os individuos da geracdo observada

considerando as seguintes variaveis:

X - intervalo de idade, estimado pelo nimero de semanas de vida de cada fémea;

mx - fertilidade especifica, calculada pelo nimero total de ovos/fémea/semana que dardo
novas fémeas. Neste calculo foi considerada a razdo sexual (n° de fémeas/n° de fémeas +

n° de machos);

IX - taxa de sobrevivéncia durante o estagio x, dada pela probabilidade do inseto nascido

estar vivo na idade x;
IX.mx - numero de fémeas descendentes na idade x de uma fémea parental;

R, — taxa liquida de reproducdo, dada pelo numero médio de fémeas gerado por cada
fémea ao longo de todo periodo de oviposicdo. Essa variavel indica quantas vezes a

populacdo cresceu no intervalo de uma geracéo, pela formula, R, = X (Ix.my);

T — tempo em cada geracao, refletido pelo periodo médio que vai do nascimento dos pais
ao nascimento dos descendentes, isto €, a duracdo media de uma geracdo, definido pela
formula: T =X ( Ix.myx.x) / Z (Ix.my);

I'm - taxa intrinseca de crescimento, correspondente ao fator relacionado com a velocidade
de crescimento da populagdo. Se r, = 1, indica que a populagédo ndo sofreu alteracdo
guanto ao seu crescimento, se rm < 1, é porque houve um decréscimo populacional e se ry
> 1, indica que houve crescimento populacional. Essa variavel é calculada pela férmula:
rm= log Ro/ T x 0,4343;
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A — razdo finita de aumento, é o n° de fémeas adicionadas em um intervalo de tempo ao

longo de uma geracdo, dada pela formula, A = anti-log (rm x 0,4343) ou A=¢"™;

TD — tempo necessario para a populacdo duplicar em namero inicial de individuos (n).

Essa variavel é dada pela formula: TD =2n/ rp,

7.4 Parametros morfométricos

7.4.1 Pesagem de pupas e adultos de ambos 0s sexos

O peso corpéreo Umido foi estimado a partir da pesagem de 10 grupos de 25
individuos, pupas e adultos, machos e fémeas (ambos ndo alimentados) de cada populacéo,
em balanca digital analitica de alta precisdo (BA-002, BEL - Engineering). Essas amostras

foram provenientes do experimento descrito no item 7.3.1.

7.4.2 Morfometria geométrica alar das fémeas de A. aegypti de laboratdrio e campo

O tamanho das fémeas também foi estimado pela morfometria alar (Figura 15) para 15
individuos de cada populacdo. A metodologia de morfometria seguida foi descrita por Morais
et.al (2010). As imagens das asas, montadas entre ldmina e laminula com Balsamo do Canada,
foram capturadas através de cdmera fotografica acoplada a lupa (Luxeo 4D — Labomed) no
aumento de 40x. Sobre as imagens, e com o auxilio de softwares especificos (tpsdig, tpsUtil,
Morpho J), foram tomadas as coordenadas posicionais de cada um dos 18 pontos anatdmicos
sobre um plano cartesiano. Sobre esses dados foram computados os tamanhos de centroides.
Testes estatisticos ANOVA e Tukey foram utilizados para analise dos dados (com analises a

99% de significancia).
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Figura 15 — Visualizagdo de uma asa de Aedes aegypti e seus pontos anatbmicos
utilizados para andlise de morfometria geométrica populacional.

Fonte: Leandro (2011).

7.5 Parametros Bioquimicos

7.5.1 Quantificacdo da atividade de enzimas detoxificantes de inseticidas

Esses testes tém como finalidade quantificar a atividade de enzimas envolvidas com a
detoxificacdo de xenobidticos nas populacbes de Aedes aegypti de campo, previamente
caracterizadas quanto ao perfil de susceptibilidade ao temephos. As enzimas avaliadas foram
as seguintes: Oxidases de Funcdo Mista (MFO), Glutationa-S-Transferases (GSTs) e as
Esterases (alfa, beta e PNPA). Os ensaios bioquimicos foram executados conforme descrito
no Manual do Ministério da Saude (2006), havendo pequenas modificacdes metodologicas.
Aproximadamente, 120 fémeas por populagdo, com um dia de emergéncia e ndo alimentadas
com sangue, foram analisadas por populagao.

As fémeas foram aspiradas das gaiolas de contencdo por um capturador de castro e
transferidas para o freezer, onde permaneceram por 5 minutos em baixa temperatura (-20 °C)
até a completa auséncia de mobilidade. Em seguida, grupos de 40 a 45 fémeas/populagdo
foram repassados para microtubos (Figura 16 A - B) e congeladas a - 80 °C ainda vivas. No
momento da execucdo dos testes, 40 fémeas da populacdo alvo e 5 da linhagem padréo de
susceptibilidade Rockefeller foram maceradas (Figura 16 C) individualmente, com agua mili-
Q (deionizada) e homogeneizadas em microtubos. Os homogenatos foram distribuidos nas
microplacas (Nunc®) com 96 pocos (Fig. 16 D), em duplicatas. Cada microplaca

correspondeu a uma enzima.
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Figura 16 — Esquema visual da preparacdo de homogenatos de mosquito para execucéo de testes bioquimicos.

Fonte: Fundacdo Nacional de Salde, 2006.
Nota: (A-B) transferéncia de fémeas anestesiadas por resfriamento para microtubos; (C) maceragdo dos mosquitos e
preparacdo dos homogenatos; (D) transferéncia dos homogenatos para a microplaca.

Antes de passar pela centrifugacdo, uma parte do homogenato dos mosquitos foi
distribuida em uma das placas para a quantificacdo das Oxidases de Funcdo Mista (MFOs).
Apos a centrifugagdo de 6 min a 2000 rpm, o homogenato foi distribuido nas demais placas,
para a quantificacdo das outras enzimas, isto €, das Glutationas-S-Transferases (GSTs) e
Esterases (a, B ¢ PNPA).

Os homogenatos foram incubados com substratos e reagentes especificos para revelar
a atividade das enzimas (Figura 17). O substrato utilizado para a Glutationa-S-Transferase foi
a L-glutationa reduzida e 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene, para as Esterases o ¢ B foram os alfa-
nafitil, beta-nafitil, para a Esterase PNPA, o 4-nitrofenil acetato e para a Oxidase de funcéo

Mudltipla foi utilizado o 3,3,5,5 dihidrocloreto de tetrametil benzidina.
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Figura 17 — Visualizagdo de microplacas destinadas a avaliacéo da atividade de
enzimas detoxificadoras de xenobidticos em fémeas de Aedes aegypti.
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Fonte: Cabral (2012).
Nota: (A) Glutationa-S-Transferase (GST); (B) Proteinas Totais (PTN); (C) PNPA-Esterase; F) Oxidases de
Funcdo Mdltipla (MFO); (G) BETA-Esterase; (H) ALFA-Esterase.

O tempo de incubacdo e o comprimento de onda utilizado foram especificos para cada
tipo de enzima. A enzima MFO foi incubada por 01h30min ao abrigo da luz, e sua leitura foi
feita em end point (leitura Unica ap6s a reacdo na placa) com o comprimento de onda a 650
nm. No caso particular das MFO o teste bioquimico ndo avalia a atividade enzimética, mas a
quantificacdo do grupamento heme que, em insetos ndo alimentados com sangue esta, em sua
maioria, associado ao citocromo P450, permitindo inferir a atividade destas enzimas
(HEMINGWAY, 1998). Para as GSTs, a leitura foi feita em 340 nm, em cinética, com
duragéo de 20 minutos, em intervalos de 1 minuto para cada leitura. Para as o ¢ 3 esterases, o
comprimento de onda foi de 570 nm, com leitura imediata, e para a esterase PNPA o
comprimento de onda foi de 405 nm e a leitura cinética teve duracdo de 2 minutos, com
intervalos de 15 segundos. As placas foram lidas em um espectrofotometro (Biosystem®
EIx808) que ao final de cada teste revelou um valor da absorbancia das réplicas dos
mosquitos. O software GEN 5 analisou os resultados de absorbancia encontrados e as
planilhas Excel, padronizadas pelo Ministério da Saude (FUNDACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2006), foram utilizadas para a conversio dos dados de absorbancia em atividade
enzimatica. Para a obtencdo da atividade enzimatica de cada individuo, estas foram corrigidas

de acordo com a concentracdo de proteinas totais de cada mosquito.
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A classificacdo dos perfis enzimaticos das populacbes testadas foi feita por
comparacdo com o percentil 99 da linhagem Rockefeller (Figura 18), que é a atividade
enzimatica observada para 99% destes individuos. Assim, quando menos que 15% dos
mosquitos apresentam atividade enzimatica maior do que o percentil 99 de Rockefeller, a
populacdo é considerada normal. Quando os valores dos individuos alterados se mostravam
entre 15% e 50%, o perfil enzimatico da populacéo foi classificado como alterado, e, valores
acima de 50%, muito alterado, de acordo com os critérios definidos pelo Ministério da Saude
(2006).

Figura 18 — Classificacdo do nivel de alteracdo da atividade de enzimas detoxificadoras de xenobidticos em
populagdes de Aedes aegypti, com base no percentil 99 para a linhagem susceptivel Rockefeller.

Muito alterada >50%
Alterada >15<50%

mal <15Y%
Norma 15% ‘e

valor de atividade da enzima

T
Rock A B C
populacoes hipotéticas

Percentil 9A9 de Rock

Fonte: Helvecio (2011). Nota: (A) populacdo néo alterada; (B) populagéo alterada; (C) populagdo muito alterada.

7.5.2 Quantificacdo das reservas energéticas: lipideos, glicogénio e outros aglcares

Os contetdos de lipideos, glicogénio e aclcares foram quantificados individualmente,
em 50 fémeas recém-emergidas, por meio da técnica colorimétrica modificada de VVan Handel
e Day (1985a, 1985h, 1988) e descrita por Rivero et al. (2007), utilizando o espectrofotbmetro
Bio Rad-Smartspec 3000 para leitura das absorbancias, posteriormente convertidas em

micrograma de reserva.
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7.5.2.1 Curva padrdo de reservas energeticas

a) Para a quantificacdo de acucares volumes de 25, 50, 100, 150 e 200 ul de uma
solucdo mée de 1:1 de glicose anidrica e dgua deionizada foram transferidos para
tubos de ensaios contendo 5 ml do reagente antrona. ApOs aquecimento por 17
minutos (90 - 110 °C) foi realizada a leitura a uma densidade 6tica de 625 nm, em

espectrofotometro de curveta. A calibragédo foi feita em triplicata.

b) Para os lipideos o procedimento teve inicio com a preparacdo de uma solucdo mée
de 1:1 de 6leo vegetal comercial e cloroférmio. Em seguida, volumes de 50, 100,
200 e 400 pl desta solucao foram transferidos para tubos de ensaios, submetidos ao
aquecimento (90 a 110 °C) até a completa evaporacdo do solvente. Entdo foram
adicionados a amostra 200 ul de &cido sulfdrico, para mais um periodo de
aquecimento de 10 minutos. Por fim, foi adicionado o reagente vanilina até
completar 5 ml do tubo de ensaio ainda no bloco aquecedor, para que em seguida
as amostras fossem submetidas a leitura por meio do espectrofotometro e feita a
leitura com a mesma densidade 6tica que o procedimento anterior. A calibracdo

também foi feita em triplicata.

7.5.2.2 Preparacdo dos homogenatos, extracdo e quantificacéo de reservas

Para a extracdo de lipideos, glicogénio e fracdes de outros acucares dos mosquitos,
estes foram macerados individualmente em 200 ul de sulfato de sodio a 2% para obtencao de
homogenatos, lavados duas vezes com 800 ul de metanol-cloroférmio e centrifugados (3000
rpm) por 1 minuto.

O pellet foi utilizado para a quantificacdo do glicogénio e o sobrenadante para 0s
outros agucares e lipideo. Ao sobrenadante adicionou-se 600 ul de 4gua para um novo ciclo de
1 min de centrifugacdo, para promover a separacdo da fracdo superior para analise de agtcares
e a inferior para a andlise de lipideos. A amostra para quantificagdo de lipideos foi aquecida
(90 - 110 °C) até a evaporacdo do solvente, recebendo em seguida 200 pl de &cido sulfarico.
A amostra foi reaquecida por 10 min e recebeu a adi¢do de vanilina até um volume final de 5

ml. Ap0s ser retirada do bloco de aquecimento a amostra foi analisada por fotocolorimetria a
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uma densidade otica de 625 nm. Um procedimento similar também foi adotado para a amostra
dos outros agUcares e glicogénio, diferindo apenas quanto ao reagente adicionado apds a
evaporacdo (antrona) e ao tempo de aquecimento (17 min) antes da leitura de densidade ética.

O valor energético de agUcares e glicogénio por individuo foi calculado considerando
que 1 mg desses carboidratos equivale a 16,74 J e que 1 mg de lipideo equivale a 37,74 J
(CLEMENTS, 1992). Os dados foram analisados estatisticamente pela analise de variancia

(ANOVA) e posteriormente por meio do teste de Fisher.

7.6 Desenho experimental e analise de Dados

O delineamento experimental desse estudo foi inteiramente casualizado e a analise
comparativa dos resultados referentes aos testes de custo adaptativo (itens 7.3 e 7.4) foi
realizada pela analise de variancia (ANOVA\) e teste de Tukey a posteriori. Todas as analises
foram realizadas com o software STATISTICA 7.1, a um nivel de significancia de 5%. Os
demais testes foram devidamente especificados quanto a analise estatistica dos dados.
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8 RESULTADOS
8.1 Perfil de susceptibilidade das populac6es de A . aegypti ao temephos

Os valores de razéo de resisténcia ao temephos estimados a partir da CLgs de cada
populacdo analisada estdo dispostos na Tabela 1. A linhagem resistente RecRNEX

permaneceu com alto nivel de resisténcia, apds cinco gera¢Ges consecutivas ndo expostas ao

temephos.

Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade ao temephos para populacdes de Aedes aegypti.

Populacéo CLgs mg/L ICqys RRgs
Rockefeller 0,011 [0,009 - 0,015]
RecR-Reversa (RecRev) 0,025 [0,018 - 0,039]

RecR-N&o Exposta (RecRNex) 2,760 [2,31 - 3,24]
Recife-Resistente (RecR) 3,120 [2,83 - 3,66]
Arcoverde* 3,150 [2,85 - 3,48]

Fonte: Do autor. Nota: * Cabral (2012).

- Susceptivel - Resisténcia baixa (>3 e < 5) I:I Resisténcia moderada (> 5 e < 10) - Resisténcia alta (> 10)
RRgs = Razéo de resisténcia para a concentracdo letal de 95%; CLgs da linhagem Rockefeller = 0,011 mg/L. IC =

Intervalo de confianca da CLgs.

8.2 Dinamica do desenvolvimento populacional de A. aegypti

O acompanhamento do desenvolvimento de 1800 larvas por populacdo revelou que
para a linhagem susceptivel (RecRev), a maioria atingiu a fase adulta no periodo de 15 a 18
dias apo6s a eclosdo das L; enquanto que nas populagBes resistentes foi observado um
prolongamento do desenvolvimento pré-imaginal de cinco a sete dias (Grafico 1). Houve
diferenca significativa relacionada ao numero de larvas que atingiram o 3° estadio (F =14,609;
GI=3,34, p < 0,000005) e o 4° estadio (F =14,609; GI=3,34, p < 0,000005) no 5° dia de
desenvolvimento entre a populacdo susceptivel (RecRev) e as populacdes RecRNEXx (p =
0,0005 / p = 0,0006), RecR (p = 0,0008 /p =0,002) e Arcoverde (p = 0,002 / p =0,002) , ou
seja, no primeiro momento de avaliacdo cerca de 90% dos individuos susceptiveis alcancaram

a fase de L, contra aproximadamente 60% das populacdes resistentes.
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No 15° dia, periodo em que mais de 80% dos individuos da linhagem susceptivel
chegou a fase adulta, RecRNEX apresentou cerca de 60%, RecR e Arcoverde cerca de 45%.
Foram observadas diferencas estatisticas no percentual de adultos entre a populacdo
susceptivel e as populacbes RecRNex (p= 0,003), RecR (p = 0,002) e Arcoverde (p = 0,002).
Assim como houve diferenca significativa entre RecRNex e RecR (p = 0,003), entre
RecRNex e Arcoverde (p = 0,0001) e entre RecR e Arcoverde (p = 0,02).

Nesta avaliacdo também foi verificado que apenas 3,7% dos individuos susceptiveis
morreram, e que isso ocorreu exclusivamente na fase larvéria, enquanto que a perda de
individuos nas populacdes resistentes apesar de maior nesta fase também foi detectada na fase
de pupa, perfazendo mortalidades acumuladas de 8,3% a 13,5%. Tomando como referencial o
18° dia, em que 100% da populacdo sobrevivente dos susceptiveis chegou a fase adulta de
desenvolvimento, houve diferenca significativa (F = 6,7382; GI=3,32, p = 0,001) entre a taxa
de mortalidade das populac6es RecRev e RecR (p = 0,0007), RecRev e Arcoverde (p = 0,03),
e RecR e Arcoverde (p = 0,03).

8.3 Duracao dos estagios larva, pupa e intervalo ovo-adulto

Os resultados apresentados na Tabela 2 revelaram que a duracdo da fase larvaria e o
intervalo ovo-adulto foram menores na populacdo susceptivel RecRev, diferindo
significativamente apenas da populacdo de Arcoverde (F = 6,82; GI:3,196; p = 0,00021 / F =
5,9; GI:3,196; p = 0,0002). N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre as populacoes

no tempo de desenvolvimento do estagio pupal.
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Grafico 1 - Percentual de larvas, pupas e adultos X tempo (dias) das popula¢des de Aedes aegypti

Linhagem susceptivel - RecReversa Linhagem resistente revertida por 5 geragoes

80 [ N &}
|l
40 | # Pupas
20 l | B Adultos
0 L = -

5 °dia 8°dia 11°dia  15°dia 18 *dia

mL

|
40 "i o Pupas
20 : l E
W Adultos
] | M s

S°dia  8°dia 11°dia 15°dia 18°dia 20°dia

Percentual / estagio
2
Percentual / estagio

-

Linhagem resistente selecionada - RecR Populagdo de campo resistente - Arcoverde

L&)

60
L J¢]
|
20 - i 8 Adultos
0 ] L il [ 8 s

S*dia  8°dia 11°dia 15°dia 18"dia 20°dia 23°dia

L&)

LJE)
40 B Pupas
20 I 8 Adultos
0 ] BE R gl &

S*dia  8°dia  11°dia 15°dia  18°dia 23°dia  25°dia

Percentual / estagio
Percentual / estagio

Fonte: Do autor.

8.4. Fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti

Essa anélise revelou que o potencial reprodutivo das fémeas foi reduzido na ordem de
duas vezes para as populaces resistentes ao temephos em relacédo a linhagem susceptivel. No
gréafico 2, estdo descritos os resultados sobre a fecundidade (n° de ovos / fémea) e a fertilidade
(n°® de L, /n° de ovos/ fémea) das diferentes populacdes estudadas. O nimero de ovos postos e
n° de individuos viaveis por fémea foram significativamente maiores na populacdo
susceptivel (RecRev) comparado as resistentes (F = 17; GI:3,164; p = 0,0000008 / F = 13,9;
Gl:3,14 4; p = 0,0000). De um modo geral, em todos os grupos estudados foram detectadas
fémeas ndo fecundas ou inférteis, sendo os percentuais mais elevados observados nas
populacdes resistentes (Grafico 3). Os valores cumulativos destas duas variaveis totalizaram
reducdes de 22%, 30% e 40% das fémeas reprodutivamente ativas nas populacdes RecRNex,
Arcoverde e RecR, respectivamente, comparado a 12% da linhagem susceptivel. A taxa de
ecloséo entre as populacbes foi de 85% (7722 L1/9039 ovos) para RecRev, 83% (3480
L1/4184 ovos) para RecRNEX, 70% (2069 L;/2974 ovos) para RecR e 78%(7722 L,/9039
ovos) para Arcoverde, havendo diferenca significativa (F=3,1; GI=5,03) as populac¢des
RecRev e RecR (p = 0,03) e RecRNEX e RecR (p = 0,01).
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Tabela 2 — Duracédo do tempo médio das fases de larva, pupa e do periodo ovo-adulto para populagoes de Aedes
aegypti resistentes ao temephos. Temperatura 26 + 1 °C; fotofase 12h.

Duracéo do estagio de desenvolvimento (dias)

(nGmero médio + SD) *

Populacéo/status para o temephos Larva Pupa Ovo — Adulto
RecReversa - Susceptivel 75+24” 35+07" 11,2 +234
RecRNex - Resistente sel/lab. (ndo exposta) 90+40” 35+0,8”" 12,6 +4,1°
RecR - Resistente Sel/lab. (exposta) 95+39” 33+07" 13,0 +3,8"
Arcoverde — Resistente de campo 11,1+52% 33+06" 145+51°
CV 451 20,6 31,9

Nota: 1 Médias originais; Para efeito da analise estatistica os dados foram transformados em Log x. Médias
seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV- coeficiente de
variacdo das populacdes.

Gréfico 2 — Pardmetros reprodutivos de Fémeas de Aedes aegypti
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Fonte: Do autor.
Nota: A) Fecundidade e B) fertilidade das FEémeas de Aedes aegypti
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Gréfico 3 - Inviabilidade reprodutiva de fémeas das populagdes de
Aedes aegypti com status diferentes de susceptibilidade ao temephos.
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Fonte: Do autor.

8.5 Longevidade de fémeas de Aedes aegypti

Quanto a longevidade das fémeas, foi observado que as susceptiveis sobreviveram em
média 39 dias, com uma variacdo intragrupo de 11 a 64 dias, enquanto que as resistentes
sobreviveram por um tempo significativamente menor (F= 31,51; GI=3,191; p = 0,00008)
(Tabela 4). A linhagem resistente (RecR) também diferiu significamente da populacdo de

Arcoverde (F=31,51; GI=3,191; p = 0,009).

8.6 Viabilidade de ovos com diferentes tempos de quiescéncia

O percentual de viabilidade dos ovos embrionados no At = 0 foi cerca de 90% para
todas as populagdes estudadas. Apos 150 dias, o percentual de viabilidade ainda se mostrou
em torno de 80%. No ultimo momento de avaliacdo (180 dias) observou-se que a taxa de
eclosdo foi maior do que 70% (Grafico 4), ndo havendo, portanto, diferencas no padrdo de

eclodibilidade larval entre as populagdes analisadas.
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Tabela 3 — Longevidade média em dias (+ SD) observados para fémeas das populagdes de Aedes aegypti com
status diferentes de susceptibilidade ao temephos. Temperatura 26 + 1 °C; fotofase 12h.

Populagéo/status para o temephos Longevidade (em dias)*
de fémeas de Aedes aegypti

RecReversa — Susceptivel (lab.) 389+18,0"
Arcoverde — Resistente de campo 244+120°
RecRNex - Resistente sel/lab. (ndo exposta) 19,4 +8,0 B¢
RecR - Resistente Sel/lab. (exposta) 16,5+9,6°
Ccv 60,8

Nota: 1 Médias originais. Para efeito da andlise estatistica os dados foram transformados em Log x.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV- coeficiente
de variagdo entre as populagdes.

Grafico 4 - Perfil de eclosdo de larvas em diferentes tempos de quiescéncia das popula¢des estudadas
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Fonte: Do autor

8.7 Tabela de vida de fertilidade

Quanto os dados referentes a tabela de vida de fertilidade (Tabela 5), a taxa liquida de
reproducdo, que corresponde ao numero de fémeas geradas a partir de cada fémea inicial, foi

mais que o dobro na populacéo susceptivel — RecRev. A duracdo média de uma geracéo (T)
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foi similar entre as populagbes RecRev, RecRNex e Arcoverde. A capacidade inata de
aumentar em namero (rm), isto é, a faixa 6tima de desenvolvimento do inseto mostrou que a
linhagem RecRev (susceptivel) apresentou um crescimento estavel, enquanto que para as
populacdes resistentes hd uma taxa mais lenta de crescimento. A razdo finita de aumento (L),
que consiste no numero de vezes que a populagdo se multiplica por unidade de tempo, foi
maior também para a populacdo susceptivel. O tempo de duplicacdo geracional (TD) foi

maior para as populacGes RecR e Arcoverde.

Tabela 4 — Tabela de vida de fertilidade de populacdes de A. aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade ao
inseticida organofosforado temephos. Temperatura ambiente 26 + 2.

Populacéo/status para o temephos Parametros de crescimento populacional
Ix Ro T rm TD A
(semanas) (semanas)
RecReversa - Susceptivel 0,82 45,8 3,5 1,1 0,63 3,0
RecRNex - Resistente sel/lab. (ndo exposta) 0,54 21,9 3,1 0,99 0,69 2,7
RecR - Resistente Sel/lab. (exposta) 0,38 15,8 29 0,95 0,72 2,6
Arcoverde — Resistente de campo 0,65 17,4 3,2 0,89 0,77 2,4

Nota: Ix = taxa de sobrevivéncia durante o estagio x; Ro = taxa liquida de reprodu¢do; T= duracdo média de
cada geracdo; rm= capacidade inata de aumentar em nimero;TD= tempo necessario para a populacdo duplicar
em numero de individuos.; A= razio finita de aumento.

8.8 Pesagem de pupas e adultos machos

O tamanho das pupas e dos adultos foi inferido indiretamente pelo peso corpéreo. A
analise demonstrou que houve diferenca significativa entre as pupas machos (F = 12,35; Gl:
3,3; p = 0,0001) da populacdo susceptivel (RecRev) e das populacBes resistentes de
laboratério RecRNEX (p = 0,0009) e RecR (p = 0,0002), assim como entre as resistentes de
laboratdrio (RecRNEx e RecR ) e a populagéo resistente de Arcoverde (p = 0,00001 / p =
0,0001 ). Em relacao as pupas fémeas os testes ndo evidenciaram diferencas estatisticas entre
0s grupos estudados (tabela 6).

No entanto, os adultos machos da populacdo susceptivel diferiram (F = 76,3; Gl: 3,36;
p = 0,0015) em relagéo a populagéo resistente selecionada — RecR (p = 0,004) assim como, a
populacdo de campo diferiu das resistentes de laboratorio (p = 0,005). Quanto a pesagem das
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fémeas adultas também houve diferencas significativas (F =76,30; GI: 3,36; p = 0,00000)
entre a populacdo susceptivel RecRev as resistentes e laboratdrio, assim como as resistentes

de laboratorio e a resistente de campo (p = 0,00001).

Tabela 5 — Média e desvio padrdo dos pesos de grupos de 50 pupas e 50 adultos (g) das diferentes populagdes

Populagdes Pupas machos’ Pupas fémeas’  Adultos machos'  Adultos fémeas'

RecRev 0,057 +0,004” 0,08 +0,024 0,023 +0,0014 0,053 + 0,004*
(susceptivel)

RecRNEX 0,049 + 0,002®% 0,068 + 0,006" 0,02 + 0,004 ® 0,03 + 0,005®
(Resistente ndo exposta)

RecR 0,048 +0,005% 0,065 + 0,006” 0,018 + 0,004 0,026 + 0,005°
(Resistente exposta)

Arcoverde 0,056 + 0,004* 0,076+ 0,03* 0,024 + 0,004* 0,053 + 0,006
(Resistente de campo)

Cv 18,1 20,1 18,7 33,4

Nota: 1 Médias originais. Para efeito da anélise estatistica os dados foram transformados em raiz de x.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV- coeficiente
de variacdo entre as populaces.

8.9 Morfometria geométrica alar de fémeas de A. aegypti de laborat6rio e campo

Na anélise de variavel candnica (VC), em que foi considerado o tamanho e a forma
das asas das quatro populacdes, foi observado a formacdo de grupos distintos, apesar de
RecR e RecRNEx  comportaram-se como grupos proximos com tendéncia a dispersdo
(Grafico 5).

N&o houve diferenca significativa para as quatro populacfes na analise de assimetria
bilateral (p > 0,001). Dessa forma, em todos 0s grupos, as asas esquerdas e direitas
mostraram-se simétricas. No entanto, em relacdo as analises de tamanho do centroide (TC),
foi observado uma diferenga significativa no tamanho dos centroides (Gréafico 6) das
populacbes RecRev e Arcoverde em relacdo as populagdes RecRNex e RecR, apresentando
valor de p < 0,001 em todas as analises. Ndo houve diferenca significativa do TC entre as

populagcdes RecRNex e RecR, bem como em RecRev e Arcoverde (p > 0,001).
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Grafico 5 — Agrupamento populacional de Aedes aegypti com diferentes status de resisténcia ao temephos por

morfometria alar, utilizando duas varidveis canénicas (VC), considerando a forma e tamanho.

I Arcoverde (resistente de campo)

I RecRNEX (resistente ndo exposta)

[ RecR (resistente exposta)

[ RecRev(susceptivel)

Gréfico 6 - Tamanhos isométricos globais (em pixels) das asas de mosquitos Aedes aegypti de populagdes

com diferentes status de resisténcia ao temephos, RecRev, RecRNEX, RecR e Arcoverde.

Fonte: Do autor. Nota: D: asa direita. E: asa esquerda.
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8.10 Tempo de repasto sanguineo

Esse teste revelou que as fémeas da populacdo de campo de Arcoverde levaram
significativamente mais tempo (F = 4,742; GI:3,76; p = 0,004) em contato com o hospedeiro,
uma média 13,35 minutos (Tabela 7), para realizacdo do repasto sanguineo do que as demais

populacdes (7,1 a 7,8 min).

Tabela 6 — tempo médio de repasto sanguineo (min) e + SD

Tempo de aceitacdo sanguinea (min)

RecRev 75+5"°
RecRNEX 7,85+5%
RecR 71£5"%
Arcoverde 13,35+ 13°
cV 71.8

Nota: 1 Médias originais. Para efeito da analise estatistica os dados foram transformados em raiz de x.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV- coeficiente
de variacdo entre as populaces.

8.11 Caracterizacdo do mecanismo de resisténcia ao temephos das linhagens e populacao
de campo de Aedes aegypti

Apbs a realizacdo dos bioensaios para verificar o perfil de susceptibilidade das
diferentes populacfes ao temephos, testes bioquimicos foram realizados com o intuito de
quantificar a cinética de enzimas associadas a detoxificacdo de inseticidas e caracterizar o
mecanismo de resisténcia (Tabela 8). Os ensaios revelaram que o mecanismo de resisténcia
das populacdes resistentes é do tipo metabodlico (Grafico 7) e todas as amostras apresentaram
alteracdo na atividade de pelo menos duas das enzimas analisadas, com exce¢do da linhagem
susceptivel (RecRev), como esperado, mostrou um padrdo de normalidade similar a
populacdo de referéncia Rockefeller. As Oxidases de Funcdo Mista (MFO) se mostraram
inalteradas para todas as populacGes analisadas. Para a enzima Alfa-esterase e GST, todas as
populacbes mostraram-se alteradas, havendo elevado nivel de alteracdo. A enzima PNPA-
esterase se mostrou muito alterada e alterada para as populagdes de RecR e Arcoverde
respectivamente. A enzima Beta-esterase se revelou alterada apenas para a populagio RecR.
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Tabela 7 - Perfil de enzimas ligadas a detoxificacdo de inseticidas quimicos, em populacfes de A. aegypti em
comparacdo ao Percentil 99% de Rockefeller, linhagem referencia de susceptibilidade ao temephos.

Populagéo o-Est p-Est PNPA MFO GST

RecRev

RecRNEXx

RecR

Arcoverde

Fonte: Do autor.

=1 Normal (< 15%) Alterada (>15% e <50%) [ Muito alterada (>50%)

8.12 Quantificacdo de reservas energéticas: lipideos, glicogénio e aclcares

A determinacdo bioquimica revelou maiores concentrac@es lipidicas para a populagédo
susceptivel (RecRev) e para Arcoverde (resistente de campo) em comparacao as obtidas para
as linhagens resistentes RecCRNEX e RecR, conforme demonstrado na tabela 9. Quanto aos
valores de glicogénio foi observada uma maior concentragdo desta reserva energética na
populacdo susceptivel (RecRev), entretanto diferencas significativas em termos reducionais so
foram detectadas entre esta e a RecR. Um comportamento diferente foi observado quanto a
concentracdo de outros agucares que ndo o glicogénio. Para esta situagcdo os maiores valores
foram registrados para Arcoverde e RecR, respectivamente, cujas concentracOes desses
carboidratos foram similares. RecRNex foi a populacdo que apresentou significativamente a

menor reserva de outros acucares.

O grafico 8 mostra o valor energético total (lipideos + carboidratos) estimado para
todas as populacGes analisadas, onde os valores mais elevados foram observados para a
linhagem susceptivel (RecRev) e a resistente de campo (Arcoverde). O calculo da diferenca
entre a taxa de concentragdo de glicogénio e de outros agucares para cada populacéo foi nulo
que a RecRev e a RecRNEX, entretanto para as populagdes de Arcoverde e RecR, a diferenca

foi de 7 e 8 nug, respectivamente.



Gréfico 7 — Padrdo individual e coletivo de atividade de enzimas detoxificadoras de inseticidas quimicos,
observado para diferentes populacfes de Aedes aegypti resistentes ao organofosforado temephos.
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Tabela 8 — Média e Erro Padrao das reservas energéticas, lipideos e carboidratos, quantificadas para fémeas de
Aedes aegypti com diferentes status de resisténcia ao organofosforado temephos.

Populagdes Reservas energéticas (ug)
Lipideos Glicogénio Outros agucares
RecRev — Laboratério/susceptivel 71,66 + 4,94 A 29,53 + 2,00 A 20,25 + 1,03 S
_ ; A A AB
Arcoverde — Campo/resistente exposta 70,27 + 5,39 25,05+ 1,88 24,60 + 1,45

RecRNEX — Laboratério/resistente néo exposta 5677+ 428° 2463+246"  1699+154°

RecR — Laboratorio/resistente Exposta 49,05 + 3,67 B 21,88 + 2’038 21,56 + 2,42 N

Nota: Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas entre si pelo
teste de Fisher (P < 0,05). Fonte: Do autor.

Grafico 8 — Valor energético total (J) das fémeas de Aedes aegypti

Valor energético Total (J)
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RecRev (Susceptivel) Arcoverde (Resistente decampo)  RecRNEx (Resistentendo exposta) RecR {Resistente Exposta)

Fonte: Do autor
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8.13 Custo adaptativo ligado a resisténcia ao temephos em populacGes de Aedes aegypti

Os resultados desse estudo demonstraram que dos 20 parametros avaliados 13
apresentaram modificacdes significativas nas linhagens resistentes RecR e RecRNEX e 12 na
populagdo de Arcoverde (resistente de campo), quando comparados com a linhagem
susceptivel (RecRev) (Tabela 10). A andlise interpopulacional revelou que a maioria dos
parametros identificados foi atingida negativamente e eram 0s mesmos para as duas primeiras

populagdes e apenas nove deles coincidiam com a de Arcoverde.



Tabela 9 - Custo adaptativo decorrente da resisténcia ao temephos em populac@es de Aedes aegypti.
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Populagdes de Aedes aegypti

Parametros analisados RecRev* RecRNEX  RecR  Arcoverde
Tempo médio de desenvolvimento larvéario (dias) 75 + 24 = = >
Tempo médio de desenvolvimento ovo-adulto (dias) 11,2+5,2 = = >
Tempo (min — Max) para obtencdo de adultos (dias) 11a18 > > >
Mortalidade na fase jovem (larvas e pupas) 3,7% > > >
Tamanho das fémeas - morfometria alar (pixels) 9,0 x 10" < < =
Valor energético total/fémeas (lipideos e carboidratos) (J) 3,5 < < =
Reserva lipidica (ug) 71,66 + 4,94 < < =
Fecundidade (ovos/fémea) 205,4 £ 120 < < <
Fertilidade (L,/ovos/fémea) 175,5+ 120 < < <
Ro (Taxa liquida de reprodugao) 45,8 < < <
T (Tempo geracional) 3,5 < < <
rm (Capacidade inata de aumento em nimero) 1,1 = < <
A (Razdo finita de aumento) 3,0 < < <
TD (tempo de duplicagdo de individuos) 0,63 > > >
Viabilidade de ovos (180 dias de quiescéncia) >70% = = =
Razdo sexual (macho/fémea) 1/1 = = =
Inviabilidade reprodutiva (grupo de 50 fémeas) 12,0% > > >
Longevidade de fémeas (dias) 39+18,0 < < =
Tempo de repasto sanguineo (min) 75+ 3,0 = = >
Atividade das enzimas metabdlicas Normal Alterada  Alterada  Alterada
Numero de parametros # da RecRev NA 14 15 14

Valores médios foram representados para cada variavel estudada; NA — ndo se aplica. Fonte: Do autor.
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9 DISCUSSAO

O presente estudo traz como particularidade a avaliacdo de 20 parametros biologicos
em populagdes com razdes de resisténcia extremamente elevadas (RR > 250) ao temephos,
fendmeno verificado nos ultimos anos em populagdes naturais de A. aegypti de Pernambuco, e
outros estados do Nordeste brasileiro, mas raramente referido na literatura (ARAUJO, 2013;
LIMA et al., 2011; MELO-SANTOS et al., 2010). Sabe-se que 0s genes que conferem
resisténcia aos inseticidas quimicos trazem normalmente, uma serie de custos biologicos
associados, como por exemplo, vunerabilidade a predacdo (BERTICAT et al.,, 2004),
diminuicdo do potencial na competicao entre machos (BERTICAT et al., 2002), ampliacéo do
tempo de desenvolvimento, diminui¢do do tamanho do individuo (BOURGUET et al., 2004)
e reducdo das taxas de sobrevivéncia (CHEVILLON et al., 1997), entre outros.

No presente trabalho, descreve-se o efeito da resisténcia ao temephos sobre diferentes
parametros bioldgicos de populacdes de Aedes aegypti coletadas em campo e em linhagens
selecionadas em laboratorio. Os resultados revelaram que h& um comprometimento
significativo do potencial reprodutivo e da sobrevivéncia dos individuos resistentes. Os
parametros que sofreram maior influéncia foram: tempo de desenvolvimento larval,
fecundidade, taxa liquida de reproducdo e o tempo necessario a duplicacdo do tamanho
populacional.

Outros estudos com populacdes de campo de A. aegypti dotadas de razdes de
resisténcia menores também evidenciam custos associados a resisténcia ao temephos (LEAL,
2008; BELINATO, et al., 2012). Leal (2008) observou que o tempo de desenvolvimento
larval variou de 7 a 9 dias e a viabilidade dos individuos nesta fase variou de 36% a 86%. A
extensdo no tempo de desenvolvimento para as populagdes analisadas em nosso estudo foi
ainda maior, 9 a 11 dias, do que a referida por Leal (2008), sobretudo para a populacdo de
campo (Arcoverde). Entretanto, ndo foi observada uma reducdo importante sobre a
viabilidade dos individuos resistente, cujos percentuais de sobrevivéncia variaram de 88% a
91%. Beserra et al. (2006; 2008) estudando populacdes de A. aegypti, ndo caracterizadas
qguanto ao status de susceptibildade aos inseticidas, provenientes de diferentes regides
bioclimaticas do estado da Paraiba, observaram variagdes naturais para 0S mesmos
pardmetros, com duracdo média de 6,3 a 8,3 dias e uma viabilidade de 92% a 100%. De
acordo com tais autores, as diferencas encontradas estdo associadas as caracteristicas inatas de

cada populacgéo analisada e sua historia de vida.
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Quanto a dindmica de desenvolvimento populacional, é consenso na maioria dos
estudos que o prolongamento da fase larvaria nas populacfes resistentes representa sempre
uma desvantagem adaptativa, uma vez que, essas populacdes ficam expostas a fatores de
riscos extrinsecos e isso implica, sobretudo na reducdo do ndmero de geracbes em campo.
Estudos com Culex quinquefasciatus resistentes ao Bacillus sphaericus (AMORIM, 2009) e
Cx. pipens portadoras de mutacGes nos genes Ester e ace ligadas a resisténcia aos
organofosforados (BOURGUET et al., 2004), destacam ndo apenas este aspecto, mas
também, as possiveis perdas associadas a vulnerabilidade a predacdo e a competicdo
interespecifica, caracteristicas dos criadouros como rios, riachos, corregos, areas de inundagéo
e outros.

Para outras espécies de mosquitos como A. aegypti, cujos criadouros mais freqlientes
em campo sd@o reservatorios de agua potavel (tonéis, tanques e caixas d’agua) (CONSOLI,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994), ndo sdo registradas densidades elevadas de
larvas/pupas, logo, as perdas associadas a predacdo e a competicdo sdo menores. Assim, a
extensdo no tempo de desenvolvimento larvario de A. aegypti resistentes apesar de ser uma
desvantagem adaptativa, poderi contribuir para que os individuos aproveitem melhor os
nutrientes disponiveis nestes tipos de criadouros, compensando parte das perdas energéticas
associadas a resisténcia, minimizando as perdas sobre outros parametros biologicos. Esta
suposicdo foi comprovada em nosso estudo, visto que parametros como tamanho,
quantificacdo de reservas energéticas de (lipideo e glicogénio), bem como a longevidade,
foram similares entre as fémeas susceptiveis (RecRev) e a populacdo resistente de campo
(Arcoverde) que apresentou uma extensdo média no tempo de desenvolvimento larvario de
6,4 dias. O mesmo comportamento relacionado a longevidade foi observado para outras
populagdes brasileiras de Ae. aegypti por Leal (2008), para populagdes resistentes oriundas de
Campina Grande/Paraiba e por Belinato et al. (2012), para populac6es de Boa vista/Roraima
e Aparecida de Goiana/Goias.

Belinato et al. (2012) referem diferencas em outros parametros como a fecundidade
das fémeas resistentes, que em média produziram menos ovos, cerca de 20% menos,
comparado as susceptiveis (Rockefeller). Resultados similares foram encontrados em nosso
estudo para as fémeas da RecR, RecRNEXx e Arcoverde, cuja reducdo foi ainda maior (48% a
55%). Este grande déficit sobre a fecundidade e a extensdo no tempo de desenvolvimento
desencadeou eventos que atingiram de forma relevante o potencial reprodutivo das
populacgdes resistentes, especialmente a taxa liquida de reproducédo (Ro), duas vezes menor do

que a observada para a susceptivel, seguida da menor capacidade inata de aumentar em
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namero em funcdo do tempo. Leal (2008) também relatou as perdas na taxa liquida de
reproducdo (Ro) e outras variaveis da tabela de vida de fertilidade, como o tempo geracional
(T) para algumas populacbes de A. aegypti. Mesmo assim, os valores de Ro, por exemplo,
variaram de 35,5 a 130,7, foram maiores do que os encontrados em nosso estudo, sugerindo
que o potencial reprodutivo das fémeas resistentes de Campina Grande seja superior ao
observado para as resistentes do nosso estudo. Essas perdas maiores no potencial reprodutivo
podem ser justificadas pelos niveis muito elevados de resisténcia (RR>200) e a presenca do
mecanismo metabdlico mediando este processo. Essas varidveis também se mostraram
superiores no estudo de Campos e Omoto (2007) para populagdes resistentes e suscetiveis de
Brevipalpus phoenicis (acaro) ao praguicida hexythiazox. Paris et al. (2011) avaliando uma
linhagem de A. aegypti resistente as toxinas isoladas do Bacillus thuringiensis israelensis
(Bti), demonstraram que houve custo bioldgico em todas as fases de vida do mosquito,
inclusive na viabilidade de ovos.

Outros estudos avaliando linhagens de A. aegypti dotadas de dois diferentes
mecanismos de resisténcia ligados a mutacdo kdr e alteracdo nas enzimas de detoxificacdo de
inseticida, a-EST, PNPA-EST e GST (BRITO et al., 2013), e Anopheles stephensi resistente
ao temephos e ao propoxur (SANIL et al., 2012), revelaram comprometimentos similares no
potencial reprodutivo das espécies aos descritos em nosso estudo.

Efeitos pleiotrépicos negativos da resisténcia ao temephos foram mais evidentes em
nosso estudo para as linhagens isogenéticas, RecR e RecRNex, do que para a populacdo de
campo de Arcoverde, embora esta Gltima tenha a mesma origem biogeogréfica das demais
linhagens, o Sertdo do estado de Pernambuco, e um nivel similar e também muito elevado de
resisténcia ao temephos (RR>200) (ARAUJO et al., 2013; MELO-SANTOS et al., 2010).
Este comportamento confirma a importancia do contexto ambiental, sobretudo da exposicéo
das populacdes a condicGes adversas que tendem a influenciar as respostas de sobrevivéncia.
Martins et al. (2012) discutem a existéncia da acumulacdo de efeitos negativos em diversos
parametros da historia de vida dos individuos resistentes, devido aos efeitos pleiotropicos dos
genes de resisténcia e ressaltam ainda o possivel envolvimento de efeitos associados a genes
deletérios.

Um dos aspectos importantes do nosso estudo foi verificar a repercussao da retirada da
pressdo de selegdo/exposicdo ao temephos, sobre o nivel de resisténcia, na atividade das
enzimas de detoxificacdo e o fitness das populacGes. Dessa forma, foi observado uma reducéo
de 300 para 250 vezes na razdo de resisténcia da linhagem RecRNex, isso ocorreu como

resposta a auséncia da exposicdo ao organofosforado por cinco geragfes consecutivas. Alem
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disso, ocorreu a recuperacdo do padrdo de normalidade da [-esterase e esterases-PNPA, duas
das quatro enzimas cuja atividade se mostrava alterada na RecR, linhagem precursora da
RecRNex. Este resultado também pode reforcar a ideia de que as GSTs e a-esterases sejam as
enzimas mais importantes e responsaveis pelo fendtipo de resisténcia e que sua manutencao
implica em perdas bioldgicas associadas a diversos parametros, uma vez que situagdes
intermediarias entre a RecRNex e as linhagens RecRev (susceptivel) e RecR (resistente)
foram observadas.

Os experimentos de quantificacdo de reservas energéticas revelaram que as fémeas de
A. aegypti das linhagens resistentes (RecR e RecRNEX) apresentaram menor concentracéo
lipidica em comparacdo com a susceptivel e a resistente de campo. De certa forma, este
comportamento pode estar relacionado a producdo de quantidades maiores de algumas
enzimas metabolizadoras de xenobidticos, especialmente a alfa-esterase e as GSTs, mediada
pelo aumento na frequéncia de individuos que apresentam alteracdo nesta Gltima classe de
enzimas, cujos percentuais foram superiores a 85% nas linhagens referidas, comparada a
cerca de 50% na populagédo de campo.

Estudos realizados por Rivero et al. (2011) com Cx. pipiens, também resistente a
organofosforados, demonstraram uma reducdo de reservas lipidicas ligada a resisténcia
metabolica quando esta foi mediada pela superexpressdo das esterases A4 e B4 ou pelo
mecanismo sitio-alvo de insensibilidade da acetilcolinesterase. Estes mesmos autores também
verificaram que fémeas susceptiveis e resistentes apresentaram niveis similares de glicogénio
e diferentes de outros carboidratos. Este comportamento também foi observado em nosso
estudo, embora uma situacdo de desequilibrio entre a taxa de glicogénio e outros agucares
tenha sido caracterizada apenas para a RecR e Arcoverde. Tal resposta pode estar relacionada
ao stress de contato continuo de exposi¢cdo ao inseticida comparado as outras populacdes.
Segundo Sharma et al. (2011), este stress funciona como um estimulo para a via de
catabolismo do glicogénio e a liberacdo de outros acUcares utilizados como fonte energética
do processo de degradacdo de xenobiético.

A populacdo de Arcoverde apesar de ndo apresentar perdas significativas na
concentracdo de lipideos e carboidratos, possivelmente devido & compensagdo nutricional
pelo prolongamento da fase larvéaria, ndo acumulou muitos ganhos ao seu potencial biolégico,
exceto um aumento na longevidade comparada as demais linhagens resistentes. Custos foram
detectados em diversos parametros reprodutivos comparados com a susceptivel (RecRev),

entre eles, um maior percentual de fémeas que se alimentaram de sangue e ndo produziram
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0vos ou 0s produziram em baixa quantidade, ou seja, aquelas que utilizaram os nutrientes da
alimentacdo sanguinea para a manutencao de outros processos ligados a sua sobrevida. Esse
comprometimento foi confirmado quando as variaveis da tabela de vida de fertilidade (Ro, rm
e ) revelaram perdas no potencial reprodutivo desta populacdo, bem como da RecR.

Por outro lado, pardmetros como a razdo sexual e a viabilidade embrionaria néo
sofreram modificacdes reducionais nas populagdes avaliadas em nosso estudo, independente
do seu status de susceptibilidade ou resisténcia ao temephos. Este aspecto se reveste de
grande relevancia, uma vez que, 0s ovos das fémeas resistentes, quiescentes até 180 dias,
estavam tdo viaveis quanto os das susceptiveis. 1sso sem ddvida contribui para a manutencao
de frequéncias elevadas dos genotipos de resisténcia em campo e de certa forma nos ajuda a
entender porque o nivel de resisténcia ao temephos em localidades onde seu uso foi suspenso
a mais de cinco anos persiste alterado (ARAUJO, 2013). De acordo com Paris et al. (2011), a
dindmica da resisténcia no campo é altamente dependente da pressdo de exposicdo ao
inseticida e do custo bioldgico associado a manutencdo do mecanismo que a confere.

As informacBes geradas em nosso estudo revelam a existéncia de custos adaptativos
para as populacbes resistentes, mas demonstram ao mesmo tempo a plasticidade de
sobrevivéncia de A. aegypti, aspectos que devem ser considerados na construcdo de modelos
preditivos da dindmica populacional desta espécie de mosquito e na elaboracdo das estratégias
dirigidas ao seu controle.



73

10 CONCLUSOES

b)

d)

f)

9)

Ocorrem custos bioldgicos associados a resisténcia de Aedes aegypti ao inseticida

quimico temephos;

As desvantagens adaptativas nas populagdes resistentes ao temephos, causadas pelo
acumulo de efeitos pleiotropicos negativos, foram especialmente refletidas nos
parametros reprodutivos, sobretudo, quando os individuos foram selecionados em

laboratério;

A resisténcia ao temephos pode promover perdas elementares de reservas energéticas,

sobretudo de lipideos;

O prolongamento do tempo de desenvolvimento larvario nas populagdes resistentes ao
temephos pode ter funcionado como uma estratégia, para acumular reservas
energéticas e minimizar os déficits relacionados a sobrevida e a reproducdo das

fémeas;

A resisténcia ao temephos em populacfes de A. aegypti pode ser reduzida ou mesmo
revertida, na auséncia de exposicdo ao inseticida por 20 ou mais geracdes

consecutivas;

A recuperacdo do status de susceptibilidade das populagdes de A. aegypti estudadas ao
temephos também promoveu a normalidade no padréo de atividade das enzimas
detoxificadoras de xenobidticos, confirmando o envolvimento do mecanismo

metabolico na resisténcia a este composto;

Parametros como razdo sexual e viabilidade embrionaria parecem ndo ser

comprometidos em fungdo da resisténcia ao temephos nas populacdes estudadas.
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